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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Frakturheilung

Das Knochengewebe gilt als ein aulderst hartes Stlitzgewebe, das mit mehr als 220 Knochen
das menschliche Skelett bildet. Durch seine besondere Struktur ist es ausgesprochen
widerstandsfahig gegeniiber Druck, Zug, Biegung und Torsion. Neben der Hauptfunktion als
Krafttrager und Anheftungspunkt der Muskulatur schitzt das Knochenskelett die inneren
Organe, z.B. Herz, Gehirn und Lunge, vor aufleren Einwirkungen und fungiert als
metabolisches Reservoir. Aullerdem beherbergt es das blutbildende System, das das
wichtigste Stammzellenreservoir des adulten Organismus darstellt.

Erkrankungen und Verletzungen des muskuloskelettalen Systems wie z.B. Frakturen,
Osteoporose oder Arthrose, schranken die Lebensqualitat einer betroffenen Person stark ein
und konnen schwerwiegende Folgen haben. Fur eine erfolgreiche Behandlung sowie
Pravention muss der Knochenstoffwechsel grundlegend verstanden werden. Trotz
zahlreicher Erkenntnisse in den letzten Jahrzehnten ist uns die Komplexitat vieler Prozesse
unzureichend bekannt, wie z.B. die Entstehung von Pseudarthrosen oder
Degradationsprozesse in der rheumatoiden Arthritis (RA). Ferner stellt die Regeneration von
Knorpel- und Knochengewebe weiterhin eine grof’e Herausforderung dar. In diesen Bereich
ubersteigen der Bedarf und die Notwendigkeit an Medikamenten und Ersatzstoffen immer
noch die bisherigen Mdglichkeiten. Aus diesem Grund ist die Erforschung der Frakturheilung,
bei der durch koérpereigene Mechanismen grolRe Mengen von neuem Knorpel- und
Knochengewebe hergestellt wird, von groRer Bedeutung. Fir eine optimale Frakturheilung
missen die biologischen und biomechanischen Bedingungen stimmen. Unter optimalen
Umstanden kann die Heilung des Gewebes ohne Narbenbildung sowie Erreichen der
Ursprungsform und der Funktionalitdt auftreten’. Folglich gilt die Frakturheilung als ein sehr
gutes Modell, an dem grundlegende Regulationsmechanismen des Knochenumbaus, sowohl
unter physiologischen Bedingungen als auch im entzindlichen Kontext, erforscht und

Fortschritte zur Behandlung von Erkrankungen des Skelettsystems erzielt werden.

1.1.1 Phasen der Frakturheilung

Unser heutiges Wissen Uber die Frakturheilung resultiert groftenteils aus Tierversuchen. In
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kleinen Tieren, wie z. B. Nagetieren, verlauft die Frakturheilung schneller und mit einer
héheren Regenerationskapazitit als bei groRen Tieren bzw. Menschen?. Jedoch sind die
grundlegenden Mechanismen identisch. Nach dem Bruch eines Knochens kbénnen zwei
Formen der Frakturheilung beobachtet werden: die direkte (primare) und die indirekte
(sekundére) Frakturheilung™. Die direkte Heilung ist die moglichst angestrebte Form nach
einem chirurgischen Eingriff. Die Frakturfragmente werden in eine anatomiegerechte Position
gebracht, in der sich bei einer rigiden Stabilisierung direkt Knochengewebe bildet**.
Entweder wird hierbei der kleine Frakturspalt direkt durch spongiésen Knochen aufgefullt
(Spaltheilung) oder die Frakturenden werden durch Verzapfung der Osteone, meist durch
Kompression herbeigefliihrt, so in rdumliche Nahe gebracht, dass Osteoklasten kleine
Resorptionskanale bilden, in die wiederum Osteoblasten hinein wandern und eine
stabilisierende Knochenmatrix bilden (Kontaktheilung).

Die indirekte Form ist die am haufigsten vorkommende Art der Heilung. Sie ist charakterisiert
durch einen gréReren Frakturspalt und/oder eine starker ausgepragte Beweglichkeit der
Frakturfragmente’. Hierbei wird zunéchst ein stabilisierender Kallus um den Frakturspalt
gebildet, der erst sekundar in Knochengewebe umgewandelt wird. Die indirekte
Frakturheilung kann in drei Phasen unterteilt werden, die sich zeitlich Gberlappen (Abb. 1).
Zunachst tritt die Inflammationsphase ein, gefolgt von der Reparaturphase, in der ein weicher
Frakturkallus gebildet wird, der zum gréten Teil aus Knorpelgewebe besteht. Dieser weiche
Kallus wird anschlielend in einen harten Kallus, bestehend aus Geflechtknochen, umgebaut.
Abschlielend tritt die Remodelingphase ein, die Uber einen sehr langen Zeitraum von
Monaten bis Jahre erfolgt, bis der Knochen annahernd seine urspringliche Geometrie und

Funktion erreicht®®

. Im Zuge der Frakturheilung werden viele Prozesse, die wahrend der
embryonalen Skelettentwicklung und des Wachstums stattfinden, rekapituliert>’. Ein wichtiger
Unterschied findet sich jedoch in der frihen Phase der Heilung, in der inflammatorische
Mechanismen dominieren, die wahrend der Embryonalentwicklung so nicht auftreten. Der
sehr komplexe Heilungsprozess unterliegt der Regulation durch verschiedenste
Signalmolekule, die in drei Hauptgruppen unterteilt werden kénnen: 1. proinflammatorische

6,8-10 [

Zytokine, 2. Wachstumsfaktoren und 3. Angiogenese-férdernde Signalmolekule m

folgenden Teil der Arbeit werden die drei Phase der Frakturheilung genauer charakterisiert.
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Abb. 1: Stadien der Frakturheilung

Die Phasen der Frakturheilung, deren relative zeitliche Dauer und die Kallusmorphologie im Verlauf des
Heilungsprozesses sind schematisch dargestellt. Unmittelbar nach der Fraktur bildet sich ein Hdmatom und die
Inflammationsphase wird durch die Zell- und Gewebeschaden eingeleitet. Die Kaskade der Entziindungsreaktion
induziert die Bildung des Granulationskallus, in den BlutgefalRe einsprieBen und mesenchymale Zellen
einwandern. Distal der Frakturenden bildet sich trabekularer Knochen (Geflechtknochen) mittels
intramembrandser Ossifikation. Frakturspaltnah erfolgt die enchondrale Ossifikation. Hierbei bildet sich zunachst
Knorpelgewebe, das anschliefend abgebaut und durch trabekuldren Knochen ersetzt wird. Nachdem die Fraktur
durch eine kndcherne Briicke stabilisiert ist, wird wahrend der Remodelingphase der Geflechtknochen ab- bzw.
umgebaut bis die urspriingliche Form und Funktion erreicht ist (modifiziert nach Claes ef al. 2012 und Einhorn
2005).

1.1.1.1 Inflammationsphase

Durch die Fraktur zerreiRen Blutgefale im Knochen und in den meisten Fallen auch im
benachbarten Gewebe. Dies fuhrt zur Bildung eines Hamatoms im Frakturspalt und eine
Entziindungsreaktion, begleitet von einer Gerinnungskaskade, wird ausgeldst (Abb. 1). Durch
die unterbrochene Blutversorgung entsteht eine lokale Hypoxie und gleichzeitig sinkt der pH-
Wert, wodurch die Entziindungsreaktion noch verstarkt wird""'. In das verletzte Gewebe
wandern Entzindungszellen ein. Die kurzlebigen neutrophilen Granulozyten (auch als
polymorphkernige Neutrophile bezeichnet) gehdren zu den ersten Entziindungszellen, die

durch tote Zellen und Zelltrimmer rekrutiert werden'*"®. Diese Zellen wiederum produzieren



Syndecan-1 und Syndecan-4 wahrend der Frakturheilung

Einleitung

verschiedene Chemokine und Zytokine, wie z.B. Interleukin-6 (IL-6) und C-C motif chemokine
(CCL2), wodurch Makrophagen angelockt werden'*"°. Des Weiteren wandern Lymphozyten
ein. Die aktivierten Entzindungszellen produzieren zahlreiche Botenstoffe. Innerhalb der
ersten 24 Stunden erreichen die Zytokine Interleukin-1 beta (IL-18), IL-6 und Tumor-Nekrose-

16,17

Faktor alpha (TNFa) maximale Konzentrationen™ *. Diese primare Entzindungsreaktion

initiiert die darauf einsetzende Reparaturkaskade®®®

. Zusatzlich setzen Thrombozyten
Signalstoffe wie z.B. Transforming growth factor beta (TGFB) und Plateled-derived growth
factor (PDGF) frei, die die Proliferation und Differenzierung von mesenchymalen
Stammzellen (MSZ) férdern®. Ein weiterer essentieller Schritt wahrend der Frakturheilung ist
die Angiogenese''®. Einer der bedeutendsten Transkriptionsfaktoren der Angiogenese ist der
Heterodimer hypoxia inducible factor-1 (HIF1), der aus einer a und B Untereinheit besteht.
Unter physiologischen Sauerstoffkonzentrationen wird in der Regel die Untereinheit HIF1-a
ubiquitiniert und degradiert. Unter Hypoxie jedoch wird HIF1-a stabilisiert, interagiert mit der
Untereinheit HIF1-f und gelangt als Dimer in den Zellkern. Zahlreiche Gene unterliegen so
der Regulation durch HIF1. Auf diese Weise wird auch die Expression von zwei wichtigen
Angiogenese-fordernden Faktoren hochreguliert, Angiopoetin-1 und Vascular endothelial

growth factor (VEGF).

1.1.1.2 Reparaturphase: Bildung des weichen Frakturkallus (Knorpelkallus)

Uber neu gebildete GefaRe koénnen zum einen Zelltrimmer und Abfallprodukte
abtransportiert werden und zum anderen Zellen, Nahrstoffe und Mediatoren in das
beschadigte Gewebe gelangen™. AuRerdem wird die Normoxie wiederhergestellt. Durch
einwandernde Fibroblasten wird zunachst ein Granulationsgewebe gebildet, wobei das
Frakturhdmatom als Gerlst dient (Abb. 1). Nach der zunachst hohen Konzentration von
Zytokinen im geschadigten Gewebe folgt nun eine Reduktion der Entzindungsreaktion,
allerdings wird phasenweise die Expression von spezifischen Zytokinen erneut hochreguliert.
Zum Beispiel erreicht die Konzentration von IL-13 und IL-6 innerhalb der ersten 24 Stunden
ein Maximum und steigt wahrend der Remodeling-Phase erneut an®'. Auch die
Expressionslevel von TNFa sowie seiner spezifischen TNFa-Rezeptoren (p55 und p75)
verlaufen biphasisch. Analog zu IL-18 und IL-6 erreicht die Hochregulation zu Beginn der
Inflammation ihr Maximum, jedoch koénnen auch noch nach 7 Tagen wahrend der
Frakturheilung hohe mRNA-Werte gemessen werden®. Ein erneuter Peak der TNFo-

Expression erfolgt wahrend des weiteren Umbaus des weichen Kallus sowie wahrend des
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Remodelings. Wahrend der indirekten (sekundadren) Frakturheilung wird nicht in allen
Bereichen zunachst Knorpelgewebe gebildet, sondern teilweise direkt Knochenmatrix
produziert. Es konnen also beide Formen der Knochenbildung beobachtet werden: die
intramembrandse und die enchondrale Ossifikation (Abb. 1)*. Die intramembrandse
Ossifikation startet frakturspaltfern in Bereichen geringer interfragmentérer Bewegung®®. Aus
dem Periost stammende osteoblastare Vorlauferzellen differenzieren zu Osteoblasten und
bilden direkt sogenannte trabekuldre Knochenstrukturen. Zeitgleich erfolgt die enchondrale
Ossifikation, wahrend der mesenchymale Vorlauferzellen zu Chondroblasten differenzieren
und das Granulationsgewebe durch Knorpel ersetzen. Die Ausbildung von Knorpelgewebe
findet naher zum Frakturspalt statt, wo eine héhere Mobilitat zu finden ist. Durch die hohe
interfragmentare Beweglichkeit wird vermutet, dass die Neoangiogenese vermindert wird,
wodurch in diesen Bereichen eine niedrige Sauerstoffkonzentration herrscht, was wiederum
die Differenzierung von MSZ zu Chondroblasten begiinstigt'. Die KallusgroRe sowie der
Anteil an Knorpelgewebe hangen von der interfragmentaren Beweglichkeit ab. Je instabiler
eine Fraktur ist, desto starker ist die enchondrale Ossifikation ausgepragt und desto mehr
Kallusgewebe wird zur Stabilisierung um den Frakturspalt gebildet, was zu einer verzogerten
Frakturheilung filhren kann?'. Jedoch kann ab einer zu stark ausgepragten interfragmentaren
Beweglichkeit wiederum eine verminderte Kallusbildung eintreten, woraus sich haufig eine
sogenannte Pseudarthrose entwickelt. Als Pseudarthrose bezeichnet man ein Ausbleiben der
kndchernen Uberbriickung im Anschluss einer Fraktur, die zur pathologischen Beweglichkeit
des Knochens bei fehlender Heilung fuhrt.

Die eingewanderten MSZ differenzieren zu Chondrozyten, die zunachst proliferieren und
durch die verstarkte Synthese spezifischer extrazellularer Matrix (EZM)-Proteine um sich
herum das Knorpelgewebe bilden. Klassische Markerproteine  flir  dieses
Differenzierungsstadium sind Kollagen 1l und das Proteoglykan Aggrekan, deren
Expressionen zwischen dem 7. und 9. Tag der Frakturheilung in der Maus am starksten
ausgepragt sind®>?°. Nach 9 Tagen erreicht der Frakturkallus die maximale GroRe. Wahrend
der spaten Differenzierung der Chondrozyten, die zu diesem Zeitpunkt zirkular von einer
dicken Schicht selbstproduzierter EZM umgeben sind, andert sich ihre Morphologie und sie
werden hypertroph. Typisch fur die hypertrophe Phase der Differenzierung ist die Synthese
von Kollagen X. Im weiteren Verlauf scheiden sie vermehrt Kalzium aus und ihre EZM

23,26,27

mineralisiert. AnschlieBend gehen die Zellen in Apoptose uber . Eine in diesem

Zusammenhang hochinteressante Entdeckung war die Erkenntnis, dass innerhalb des
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weichen Knorpelkallus die verschiedenen Stadien der Chondrozyten-Reifung denen in der
Wachstumsfuge entsprechen (Abb. 2)°’. Die temporale Synthese verschiedener
Matrixproteine je nach Differenzierungsstadium, die den typischen Aufbau und die
Vernetzung der einzigartigen Knorpelmatrix gewahrleistet, sowie der Umbau des Knorpels in
Knochen, erfolgen wahrend der Frakturheilung analog zu den Vorgangen der
Skelettentwicklung. Aufgrund des identischen Ablaufs rekapituliert die Frakturheilung

Prozesse der embryonalen Knochenbildung bzw. der postnatalen Skelettentwicklung®.
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Abb. 2: Schematische Darstellung einer Wachstumsfuge
Dargestellt sind die Phasen der Differenzierung der Chondrozyten innerhalb einer Wachstumsfuge bis zum
Knorpelabbau und zum Aufbau von trabekuldren Knochen (modifiziert nach Page-McCaw et al. 2007).

1.1.1.3 Reparaturphase: Bildung des harten Frakturkallus (Trabekularer Kallus)

Das Knorpelgewebe Uberbrickt nach der Bildung des weichen Kallus den gesamten
Frakturspalt, wodurch die Beweglichkeit an den Frakturenden sinkt und sich positiv auf die
Revaskularisierung auswirkt'. Das EinsprieRen von neuen BlutgefidRen ist ein kritischer
Schritt fiir den Umbau des Knorpelgewebes in Geflechtknochen®. Wahrend der enchondralen
Ossifikation wird der zunachst gefalfreie Knorpelkallus zu einem hoch vaskularen Gewebe

umgebaut, in dem voriibergehend eine Hypervaskulierung vorzufinden ist"?. Uber neu
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gebildete Kapillare wandern zum einen mesenchymale Stammzellen ein, die zu Osteoblasten
differenzieren, und zum anderen Monozyten-Makrophagen, die zu den spateren Matrix-
abbauenden Osteoklasten reifen. In vielen Veroffentlichungen werden Osteoklasten als
Osteoklasten-ahnliche Zellen bzw. Chondroklasten bezeichnet, wenn sie die Knorpelmatrix
abbauen. Jedoch ist es sehr umstritten, ob es sich in diesem Fall wirklich um einen anderen
Zelltyp handelt®®®. Im Rahmen dieser Arbeit wird nicht zwischen den knochen- und
knorpelabbauenden Zellen unterschieden. Sie werden im Folgenden als Osteoklasten
bezeichnet. Osteoklasten sind mehrkernige Riesenzellen, die die mineralisierte Matrix des
Knochens und des Knorpels abbauen kénnen®?'. Die initiale Induktion der Differenzierung
der Monozyten-Makrophagen erfolgt unter der Kontrolle des Macrophage colony-stimulating
factor (M-CSF)*. M-CSF wird von zahlreichen Zellen wie Lymphozyten, Monozyten,
Fibroblasten, Endothelzellen, Myoblasten und Osteoblasten produziert. Er gilt als
Uberlebensfaktor fiir die Monozyten, Gewebsmakrophagen und deren Vorlauferzellen. Des
Weiteren ist M-CSF ein Schlisselregulator der Proliferation und Differenzierung dieser
Zellen. Die weitere Differenzierung und Aktivierung der Osteoklasten werden durch den
Receptor activator of nuclear factor-kB ligand (RANKL), der an den zelleigenen Receptor
activator of nuklear factor-kB (RANK) bindet, stimuliert*>**, RANKL wurde nach dem
intrazellularen Zielgen nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells B (NF-
KB) benannt und wird von zahlreichen Knochenzellen sowie nicht-skelettalen Zellen (z.B.
Osteoblasten, Endothelzellen, T-Lymphoblasten) exprimiert. Die Expression dieser beiden fir
die Osteoklastogenese essentiellen Zytokine unterliegt einem biphasischen Verlauf. RANKL
und M-CSF werden, wie auch IL-1B, IL-6 und TNFa, in der Entziindungsphase und wahrend
der Degradation des mineralisierten Knorpels vermehrt synthetisiert®.

Aktive Osteoklasten treten in direkten Kontakt mit der Knochenoberflache und bilden ein
abgeschlossenes Kompartiment zur Knochenresorption (Resorptionslakune oder Howship
Lakune). Innerhalb der Lakune erfolgt eine Absenkung des pH-Wertes durch Freisetzung von
Protonen und Chloridionen®***. Dies fiihrt zur Herauslésung der Hydroxylapatit-Kristalle aus
der extrazellularen Matrix (EZM). AnschlieBend wird die organische Matrix durch
proteolytische Enzyme, wie z.B. Cathepsin K, saure Phosphatase und Metalloproteasen,
abgebaut. In die Resorptionslakunen der Osteoklasten wandern dann mesenchymal
abstammende Osteoblasten ein und fiillen diese mit Knochenmatrix auf, wodurch der
typische Geflechtknochen mit seinen trabekuldren Strukturen gebildet wird. Zwischen den

Trabekeln bilden sich das Knochenmark und zahlreiche kleine Blutgefale (Abb. 1). In einem
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Zeitraum von 25 bis 28 Tagen nach der Frakturierung ist in der Maus der Prozess des
Umbaus des Knorpelkallus in den harten, trabekelhaltigen Frakturkallus in der Regel

abgeschlossen.

1.1.1.4 Remodelingphase

In der letzten Phase der Frakturheilung wird der harte Kallus von auf’en nach innen
abgebaut, bis der Knochen seine urspringliche Form und Stabilitdt wieder erreicht hat. Der
Geflechtknochen wird nun mit der steigenden Belastung und den so auf den Knochen
wirkenden Druck- und Zugkraften in einen geordneten, lamellaren Knochen umgebaut. Zu
diesem Zeitpunkt liegt eine hohe Osteoklasten-Aktivitat vor, die an der duReren Seite des
Kallus am starksten ausgepragt ist. Gleichzeitig kann eine hohe Expression der Zytokine IL-
1B und TNFa beobachtet werden'’. Beide Zytokine wirken positiv auf die Osteoklastogenese
und werden von Entziindungszellen und von mesenchymalen Zellen synthetisiert®. Ebenfalls
kénnen sie selbst bei diesen Zellen die Expression von RANKL und zum Teil von M-CSF
induzieren, wodurch sie Uber einen indirekten Mechanismus auf die Osteoklastogenese
wirken. Jedoch nehmen beide Faktoren auch einen direkten Einfluss auf die Differenzierung
der Osteoklasten-Vorlauferzellen. IL-1B8 gilt als ein Mediator, der die RANKL-induzierte
Osteoklastogenese in Bezug auf die Fusion der Vorlauferzellen zu multinukledren
Osteoklasten sowie deren Aktivitat und Uberleben steigert®. Durch die Bindung von IL-1B an
den Rezeptor Interleukin-1 Rezeptor 1 (IL-1R1), einer von zwei spezifischen IL-1
Oberflachenrezeptoren, wird unter anderem die Expression des Fusionsrezeptors Osteoclast-
associated receptor (OSCAR) und des Aktivitatsproteins Tartrat-resistant acid phosphatase
(TRAP) in Osteoklasten hochreguliert®. Allerdings kann IL-1B in Abwesenheit von RANKL die
Osteoklastogenese von Knochenmarkszellen nicht selbststandig induzieren. Der Grund flur
die unzureichende Stimulation liegt wahrscheinlich in dem geringen Vorhandensein von IL-
1R1, der erst wahrend der Differenzierung vermehrt exprimiert wird. Die Arbeitsgruppe von
Kim konnte die Differenzierung der Zellen unter alleiniger IlI-1B-Stimulation durch die
Uberexpression von dem Rezeptor IL-1R1 bzw. durch die Uberexpression des Osteoklasten
typischen Transkriptionsfaktor c-fos auslésen®. Die Expression von c-fos wird normalerweise
durch RANKL induziert, wobei c-fos wiederum die Expression von IL-1R1 induziert.

TNFa scheint die Osteoklastogenese in jedem Stadium der Differenzierung beeinflussen zu
kénnen. Jedoch ist heute weiterhin umstritten, ob dieser Effekt auch unabhangig von RANKL

erfolgen kann. Fir M-CSF konnte ebenfalls dieser Effekt gezeigt werden. Die Expression des

8
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Rezeptors fur M-CSF (cFMS) wird unter TNFa-Stimulation in Monozyten hochreguliert,
wodurch sie aufgrund der hohen Rezeptordichte sensitiver auf geringere Konzentrationen

von M-CSF reagieren®?

. Des Weiteren erhdht TNFa die Expression von RANK in
Osteoklasten-Vorlauferzellen und foérdert das Uberleben reifer Osteoklasten sowie die
Zirkulation von Vorlauferzellen in der Blutbahn®*. Allerdings scheint dieses Zytokin keinen
direkten Einfluss auf die Aktivitat der Zellen auszuiben wie IL-1B, sondern nur auf das
Uberleben und die Differenzierung dieses Zelltyps.

In dieser Phase der Frakturheilung ist jedoch nicht nur die Regulation der Osteoklasten-
Differenzierung wichtig, sondern auch die der Osteoblasten, da ein gut aufeinander
abgestimmter Auf- und Abbau des harten Kallus erfolgen muss. In diesem Fall wirken viele
induzierende oder hemmende Signalstoffe auf die Differenzierung der Osteoblasten.
Verschiedenste Signalwege werden synergistisch aktiviert oder inaktiviert bzw. temporal
hintereinander geschaltet, wie z.B. der Wnt-Signalweg, der Bone morphogenetic proteins
(BMP)-Signalweg, der Fibroblast growth factor (FGF)-Signalweg oder der Transforming
growth factor beta (TGFB)-Signalweg®***'. Wahrend ihrer Differenzierung produzieren die
Osteoblasten zunachst eine stark vernetzte EZM, die zu 90 % aus Kollagen | besteht und den
organischen Anteil des Knochens darstellt. In einem spateren Differenzierungsstadium dieses
Zelltyps wird diese Matrix durch Einlagerung von Kalzium- und Phosphationen mineralisiert.
Durch die Vernetzung und Mineralisierung der Matrix erhalt der Knochen seine Stabilitat und

Harte, sowie auch ein gewisses Mal} an Elastizitat.

1.1.2 Degradation der Knorpelmatrix

Ein entscheidender Prozess wahrend der Frakturheilung ist die Degradation des Knorpels.
Erst wenn der knorpelige Anteil in Knochengewebe umgebaut ist, erreicht der Knochen seine
urspriingliche Stabilitdt wieder. Dieser Umbauprozess ist komplex und unterliegt einer
exakten Regulation, da die Stabilitdt der Bruchstelle nicht vermindert werden darf. Ein
Ungleichgewicht zwischen Auf- und Abbau fihrt zu einem pathologischen Verlauf der
Heilung, z.B. dem Eintreten einer Pseudarthrose. Fir die Degradation der Knorpelmatrix sind
verschiedene, proteolytische Enzyme notwendig. Abgebaut werden muss zum einen ein
mineralisiertes Gewebe und zum anderen eine stark vernetzte Matrix, die hauptsachlich aus
Proteoglykanen (z.B. Aggrekan, Perlekan) und Faserproteinen (z.B. Kollagen Il, Kollagen I)
besteht. In diesem Fall handelt es sich um die identischen Proteasen, die ebenfalls fir den

Knorpelabbau wahrend der Skelettentwicklung verantwortlich sind®?%#243. Zwei der
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wichtigsten proteolytischen Enzym-Familien zur Degradation der EZM sind Matrix-
Metalloproteasen (MMPs) und A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motif
(ADAMTS)%44,

1.1.2.1 Matrix-Metalloproteasen

Die MMPs bilden mit Uber 20 Mitgliedern eine der groRten Proteasen-Familien. Die
Klassifizierung der MMPs erfolgt basierend auf ihrer strukturellen Domanenanordnung und
ihrer Substratspezifitat. Sie werden in Kollagenasen (MMP-1, MMP-8, MMP-13), Gelatinasen
(MMP-2, MMP-9), Stromelysine (MMP-3, MMP-10, MMP-11), Matrilysine (MMP-7, MMP-26),
membrangebundene (membrane type-MMP = MT-MMP, MT1-MMP etc.) und andere MMPs
(MMP-19, etc.) unterteilt*?*34°,

Durch die Behandlung von 1-2 Wochen alten Mausen mit einem unspezifischen MMP-
Inhibitor (GM60001) konnte die Bedeutung von MMPs wahrend der Osteogenese gezeigt

werden?®*?

. Diese Mause wiesen eine starke Stérung in der Knochenentwicklung auf,
besonders der Abbau der Knorpelmatrix war verzogert. In der Wachstumsfuge war die Zone
an hypertrophen Chondrozyten verlangert und eine geringere Bildung von Knochengewebe
war zu beobachten?®. Wahrend der Frakturheilung zeigten adulte M&use unter Behandlung
mit dem MMP-Inhibitor ebenfalls eine verzogerte Frakturheilung, in der nach 14 Tagen ein
signifikant erhdhter Anteil an Knorpelgewebe und eine geringere Menge an Geflechtknochen
innerhalb des Frakturkallus zu messen war*. MMPs scheinen wahrend der enchondralen
Ossifikation im Wachstum sowie in dem adulten Tier nach einer Fraktur eine entscheidende
Funktion zu Ubernehmen. Durch die Generierung von gentechnisch veranderten Mausen
stellte sich die bedeutende Rolle von zwei Proteasen dar: MMP-13 und MMP-9*°'. MMP-13-
und die MMP-9-defiziente Maus wiesen eine verzdgerte Degradation des Knorpelgewebes
innerhalb der Reparaturphase der Frakturheilung auf, was sich ebenfalls in der
Wachstumsfuge wéhrend der Skelettentwicklung wiederspiegelte®.

Beide Enzyme kdnnen Aggrekan spalten, jedoch nur MMP-13 kann auch fibrillares Kollagen,
wie z.B. Kollagen Il der Knorpelmatrix, abbauen. Das degradierte Kollagen kann dann
wiederum auch von MMP-9 weiter verdaut werden. MMP-13 wird von hypertrophen
Chondrozyten und Osteoblasten sezerniert, wohingegen MMP-9 von Osteoklasten,
Endothelzellen, Entziindungszellen und zum Teil von mesenchymalen Zellen synthetisiert
wird*®®*%"Die Synthese der MMPs durch verschiedene Zelltypen ermdglicht eine temporal

und lokal unterschiedliche Regulation der Knorpeldegradation, wodurch eine synergistische

10
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Zusammenarbeit von MMP-13 und MMP-9 in Bereich des Kollagenabbaus gewahrleistet

wird*’.

11.2.2 A disintergrin-like and metalloproteinase with thromobospondin motif
(ADAMTS)

Eine weitere Gruppe von Proteasen, die in den letzten Jahren im Rahmen des Abbaus von
Knorpelmatrix erforscht wurde, sind die A disintergrin-like and metalloproteinase with
thrombospondin motif (ADAMTS). Sie sind bekannt fir ihre Progression von Prokollagenen
und fur die Degradation von Aggrekan, Versican, Brevican und Neurocan. ADAMTS umfasst
im menschlichen Organismus eine Gruppe von mehr als 19 Mitgliedern, die sich durch einen
dhnlichen molekularen Aufbau auszeichnen®. Die Familie der ADAMTS spielt wihrend der
Entwicklung, der Zellmobilitdt, der Angiogenese, der Koagulation und der Progression von
Osteoarthrose (OA) eine funktionelle Rolle®**.

Nach dem Nachweis von ADAMTS4 (auch als Aggrekanase 1 bekannt) und ADAMTSS5
(Aggrekanase 2 oder ADAMTS11) im physiologischen Knorpelgewebe und im
Knorpelgewebe sowie in der Synovialfliissigkeit von OA-Patienten scheinen die beiden
Proteasen in der Degradation des Knorpelgewebes involviert zu sein®>*°. In einem murinen
OA-Modell konnte das Ausschalten des ADAMTS5-Gens vor einem starken Abbau der
Knorpelmatrix schitzen, wohingegen das Fehlen von ADAMTS4 keine Pravention vor der
inflammationsbedingten Degradation ausiibt®***. Die Expression und die Aktivitdt beider
Proteine kénnen durch Zytokine, wie z.B. IL-1, TNFa oder TGFpB, beeinflusst werden und

werden selbst wahrend der Frakturheilung hochreguliert®®°°°%%0

. Die Arbeitsgruppe von
Gerstenfeld konnte wahrend der Frakturheilung eine Hochregulation der Expression
verschiedener Mitglieder der ADAMTS-Familie zeigen, wobei jedoch ADAMTS4 am starksten
reguliert wurde®. Bereits drei Tage nach der Frakturierung konnte ein deutlicher Anstieg an
ADAMTS4-mRNA-Gehalt gemessen werden, der ein Maximum am Anfang der Reparatur-

Phase zeigte.

1.1.2.3 Regulation der Proteasen-Aktivitat
Die Expression und die Aktivitdt der Proteasen unterliegen einer Reihe von
Kontrollmechanismen und posttranskriptionellen Proteinmodifikationen. Des Weiteren

produziert der Organismus Inhibitoren, wodurch unter physiologischen Bedingungen ein
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Gleichgewicht zwischen Auf- und Abbau erreicht wird. Wie komplex diese Regulation im
Organismus gestaltet ist, zeigt die Aktivierung von MMP-2 (Gelatinase-A). Die Membran-
gebundene MT1-MMP (auch MMP-14 genannt) bildet mit dem MMP-Inhibitor Tissue
inhibitors of metalloproteinases 2 (TIMP-2) und dem Propeptid von MMP-2 einen Komplex®'.
Erst dann kann das so gebundene Pro-MMP-2 durch ein TIMP-2-freies MT1-MMP aktiviert
werden, indem die Pro-Sequenz von MMP-2 (Asn*-Leu®) hydrolysiert und anschlieRend
autokatalytisch abgespalten wird (Asn®-Tyr®"). Die Aktivierung hangt stark von den einzelnen
Konzentrationen der drei MMPs bzw. von der Konzentration der frei vorliegenden MT1-MMP
ab.

Eine weitere Proteinfamilie scheint eine regulierende Funktion auf die Proteasen-Aktivitat
auszuulben. In den letzten zwei Jahrzehnten wurde immer wieder ein Einfluss von Syndecan
auf die Expression, Aktivitdt und Lokalisation von Proteasen beschrieben®®®. Im folgenden

Abschnitt dieser Arbeit wird diese Gruppe von Proteoglykanen naher dargestellt.

1.2 Syndecan - ein integrales Heparansulfat-Proteoglykan

Syndecane sind zwischen 20 und 40 kDa grof3e Type1-Transmembranproteine (singlepass
Transmembranprotein), die zu den Heparansulfat-Proteoglykanen (HSPG) gehéren (Abb.
3)%%”. Die Familie der Syndecane umfasst bei Saugetieren insgesamt vier Mitglieder,
Syndecan-1 (CD138), Syndecan-2 (Fibroglycan), Syndecan-3 (N-syndecan) und Syndecan-4
(Amphiglycan/Ryudocan), wahrend bei Invertebraten wie Drosophila melanogaster und
Caenorhabditis elegans nur jeweils ein Syndecan gebildet wird®®®®. Der Name Syndecan
stammt aus dem Griechischen von ,syndein” ab und bedeutet verbinden/verknlpfen, was die
Aufgabe dieser Proteoglykangruppe darstellt. Als transmembraner Rezeptor verbindet das
Molekul den extrazellularen Raum mit dem Zytoskelett der Zelle. Die gebundenen, langen
Zuckerketten ermdglichen einen weitreichenden Interaktionsraum mit zahlreichen,
verschiedenen Partnern. Es konnte gezeigt werden, dass diese Proteinfamilie sehr viele
zellulare Prozesse beeinflussen kann, wie z.B. Genexpression, Proliferation, Apoptose,

Adhasion, Differenzierung, Zellmorphologie und -mobilit&t®®"%72,
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HS-Ketten = T

CS-Ketten

C1 - Region

V - Region .
C2 - Region

Syndecan-1 Syndecan-2 Syndecan-3 Syndecan-4

Abb. 3: Die Syndecan-Familie

Die vier Mitglieder der Syndecan-Familie besitzen die gleiche Grundstruktur. Das Hauptprotein kann in eine
extrazellulare, transmembrane und zytosolische Domane unterteilt werden. An die extrazellulare Doméane binden
Heparansulfat-Ketten (HS-Ketten) und in einigen Fallen auch Chondroitinsulfat-Ketten (CS-Ketten). Die
zytosolische Doméane besteht aus zwei sehr homologen Regionen, die C1- und C2-Region, sowie einer variablen
(V-) Region (modifiziert nach Pap & Bertrand 2013).

Obwohl die meisten Zellen mehrere Mitglieder der Syndecan-Familie besitzen, zeigt sich ein
charakteristisches Gewebe-, Entwicklungs- und Zelltyp-spezifisches Expressionsmuster.
Syndecan-1 befindet sich vor allem in Epithelzellen und Plasmazellen, Syndecan-2 ist in
Fibroblasten sowie in Endothelgewebe und Syndecan-3 ist hauptsachlich im Nervensystem
zu finden. Syndecan-4 ist ein ubiquitares Protein und wird in vergleichsweise geringen
Mengen exprimiert. Starke Veranderungen in der Expression der Syndecane konnten
wahrend des Wachstums und der Differenzierung beobachtet werden®®*. In Invertebraten ist
das einzige vorkommende Syndecan fur die neuronale Entwicklung und Ausrichtung der
Axone essentiell, wohingegen das Ausschalten einzelner Syndecane in Mausen keinen
starken Phanotyp in der Entwicklung zeigt’>’®. Die entsprechenden knock out-Mause sind
lebensfahig und kdnnen sich fortpflanzen, jedoch treten unterschiedlichste Defekte unter
Stress bzw. in pathologischen Prozessen auf. Zum Beispiel zeigen die Syndecan-1- und die
Syndecan-4-defiziente Mause eine veranderte Wundheilung, Angiogenese und

Inflammation®®7”.

Die Syndecan-3-defizienten Mause weisen Defizite im Lern- und
Erinnerungsvermoégen auf. Uber Syndecan-2-defiziente Mause gibt es bisher keine

Veroéffentlichungen.
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1.2.1 Proteinstruktur der Syndecane

Alle vier Syndecane zeichnet eine identische Grundstruktur aus (Abb. 3). Sie bestehen aus
einem Core-Protein, das in eine lange extrazellulare, eine hochkonservierte zytoplasmatische
und eine intrazelluldre Doméne unterteilt werden kann®®®. Die zytoplasmatische Domane ist
sehr kurz und kann wiederum in drei Regionen unterteilt werden (C1, C2 und V). Zwischen
C1 und C2, die fast identische Sequenzen zwischen den einzelnen Mitgliedern der
Proteinfamilie aufweisen, liegt die variable Doméane. Sie ist fur jedes Syndecan-Molekul
unterschiedlich zusammengesetzt und ist bis heute nur flr Syndecan-4 gut untersucht. In der
C2-Domane befindet sich bei allen Syndecanen eine EFYA-Sequenz (Glu-Phe-Tyr-Ala), die
die Interaktion mit verschiedenen PDZ-bindenden Proteinen, wie z.B. Syntenin, CASK und
Synectin, vermittelt und so die Bindung multimolekularer Komplexe an das Aktin-Zytoskelett

t78

ermdglicht™. Bis heute ist nur zwischen Syndecan-4 und a-Actin eine direkte Interaktion

beschrieben worden’. Des Weiteren beinhalten alle Syndecane in den intrazellularen,
konservierten Domanen eine Serin- und drei Tyrosin-Phosphorylierungsstellen® .

Die extrazellulare Domane der Syndecane zeichnet sich durch die kovalente Bindung von
linearen Glykosaminoglykan-Ketten (GAG) aus. Dabei handelt es sich hauptsachlich um
Heparansulfat-Ketten, die zellspezifisch sehr stark in ihrer Ldnge und Zusammensetzung
variieren kénnen®?®'. Die Ketten bestehen aus 50 bis 200 Disacchariden und binden kovalent
an einen Serinrest des Core-Proteins™. Nach einer typischen Anfangssequenz der Ketten
aus vier Sacchariden (Glukuronyl-B-(1—3)-Galaktosyl-B-(1—3)-Galaktosyl-3-(1—4)-Xylosyl-
B-1-O-(Serin)) folgen sich wiederholende Disaccharid-Einheiten, bestehend aus den
Zuckersauren Glucuronsaure oder Iduronsdure und einem N-Acetylglucosamin- (GIcNAc)
oder/und Galactosaminrest (GalN), die an verschiedenen Positionen sulfatiert werden. Die
Modifizierung der GAG erfolgt nicht nur intrazelluldr im Golgi-Apparat, sondern auch
extrazellular durch Sulfotransferasen und Epimerasen. Bis heute ist noch ungewiss, unter
welcher Regulation die Zusammensetzung und spatere Abwandlung stehen. Die
Differenzierung der einzelnen Zellen sowie pathologische Prozesse scheinen Einfluss auf
diese spéte extrazellulare Modifikation auszuiiben®®. Des Weiteren binden Syndecan-1 und -3
auch Chondroitinsulfat-Ketten (CS). Vereinzelt wird ebenfalls fur Syndecan-4 eine Bindung

von CS-Ketten beschrieben®® %%

. Uber die GAG-Ketten erfolgt die Interaktion mit einer
Vielzahl von extrazellularen Matrixfaktoren, z.B. Fibronektin und Kollagen, sowie mit
Wachstumsfaktoren, Chemokinen und Zytokinen’®’”. Durch ihre Bindung erfolgt eine lokale

Erhéhung der Konzentration und ihre Wirkung kann auf diese Weise reguliert werden (fine
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tuning). Ferner wurde eine Oligomerisation von Syndecanen beobachtet. Fur die Bildung von
diesen Detergenz-restistenten Dimeren ist die transmembrane, konservierte Sequenz
(GxxxG) essentiel’*®#  Jedoch wird aufgrund des unterschiedlichen Vorkommens
verschiedener Homodimere eine weitere, extrazelluldre Region vermutet, die fur die
Dimerisierung verantwortlich ist und durch extrazellulare Interaktionen modifiziert werden

kann.

1.2.2 Syndecan als Co-Rezeptor und als eigenstindiger Rezeptor

Zeitweise galten Syndecane hauptsachlich als Co-Rezeptoren spezifischer transmembraner
Rezeptoren. Durch die Bindung spezifischer Liganden an ihre GAG-Ketten und die
gleichzeitige Clusterung von Syndecan-Dimeren wird deren Konzentration lokal erhoht,
wodurch eine Bindung an den spezifischen Rezeptor ermdglich und stabilisiert wird. Die
Interaktion von FGF2 und den GAG-Ketten der Syndecane zur Stabilisierung der Bindung
zum spezifischen Rezeptor FGFR-1 war als einer der Ersten entdeckt worden®*®’. Bis heute
konnten zahlreiche Liganden identifiziert werden, die indirekt tber die GAG-Ketten oder direkt
an die Ektodomane der Syndecane binden, z.B. OPG, VEGF, Wnt, MMPs, Fibronektin und

TAT3TT8889  Dariiber hinaus scheinen diese Proteoglykane ebenfalls selbst ein

66,90,91

Kollagen 17°
Signal Uber die Zellmembran zu erzeugen . Die Ubermittlung der Informationen der
extrazellularen Umwelt, z.B. ausgeldst durch die Bindung eines Liganden, in das Innere der
Zelle erfolgt durch Signal- und Adaptermolekile, die mit der zytoplasmatischen Doméane der
Syndecane assoziiert sind. Einerseits erzeugen sie dabei chemische Signale (z.B.
Phosphorylierung von Signalmolekilen) und andererseits verandern sie durch die
Verknipfung bzw. das Ldsen der Interaktion mit anderen Proteinen die Anordnung des

Zytoskeletts.

1.2.3 Syndecan als Adhédsionsrezeptor
In vielen Veroffentlichungen konnte eine funktionelle Kopplung der Syndecane an Integrine

76,91

(ITG) gezeigt werden™"". Die Interaktion von Syndecanen und Integrinen beeinflusst die
Ausbildung von fokalen Kontakten und damit die Adhasion, Migration, Form (spreading) und
Kontraktilitat der Zellen. Diese Verbindung kann sowohl direkt als auch indirekt Uber
Adaptermolekiile erfolgen. Zum Beispiel ermdéglich eine kurze Sequenz der extrazellularen

Domane (NXIP-Motif) von Syndecan-4 die B+-ITG abhangige Zelladhasion®. Beauvais et al.
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konnten die direkte Interaktion zwischen Syndecan-1 und a,B; Integrin bzw. a,Bs Integrin
zeigen®. Die Interaktion verschiedener Syndecane und Integrine wirkt sich auf die Stabilitat
der fokalen Kontakte aus und ist =zellspezifisch sowie substratspezifisch fir den

U nterg ru nd66,90,91 ,94,95

1.2.4 Syndecan vermittelte Endozytose
In den letzten Jahren sprechen mehrere Publikationen fur eine Beteiligung von Syndecanen

an der Endozytose®®"%:97

. Unter Endozytose wird die Aufnahme eines extrazellularen
Stoffes durch die Einstllpung der Zellmembran in das Zellinnere und anschlieRendes
Abschniiren eines intrazellularen Vesikels verstanden. In vielen Fallen wird der so
aufgenommene Stoff von einem Rezeptor gebunden und die Bildung des Endosoms wird
eingeleitet. Des Weiteren kann die Endozytose auch zum Recyceln von Rezeptoren bzw.
Membranproteinen dienen, wie z.B. die Wiederverwendung von Integrinen zur Ermdglichung
einer schnellen Zellmigration. Durch die c-Src bedingte Phosphorylierung von Syndecan-4
kann die Stabilitat von Adhasionskomplexen sowie die Einleitung der Endozytose von
Interginen beeinflusst werden®. Die Phosphorylierungsstelle, die von Src aktiviert werden
kann, befindet sich in der C1-Doméane (Tyrosinig) und ist bei allen Mitgliedern konserviert.
Aufgrund dieser Tatsache ware ein ahnlicher Mechanismus fur alle Syndecan Mitglieder
denkbar.

Die durch Syndecan vermittelte Aufnahme von Molekiilen in das Zellinnere wird zurzeit schon
in ersten Studien zur Krebstherapie des Multiplen Myeloms genutzt. Das Multiple Myelom ist
eine maligne Erkrankung des Knochenmarks, in der eine unkontrollierte Vermehrung von B-
Lymphozyten eintritt. Diese Entartung fuhrt zur Stérungen der Blutbildung und verursacht
haufig Knochenlysen. Syndecan-1 wird von diesen Krebszellen in hohen Konzentrationen
produziert. In der Therapie werden monoklonale Antikdrper, die spezifisch an die
extrazelluldre Doméne von Syndecan-1 binden, eingesetzt®®®. Der Antikérper ist mit dem
zytotoxischen Maytansinoid-Derivat (DM4) gekoppelt und bildet so das Immunkonjugat BT-
062 der Firma Biotest AG (Dreicheich). Durch die Interaktion des Antikdrpers mit Syndecan-1
wird die Internalisierung des Komplexes durch die Zielzelle ausgeldst. Nach der Endozytose
des Konjugats wird DM4 intrazellular freigesetzt, wo es durch seine zytotoxische Aktivitat
zum Zelltod flhrt.
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1.2.5 Shedding der Ectodoméne

Zum einen sind Syndecane Oberflachenrezeptoren, die Zell-Zell- und Zell-Matrix-
Interaktionen vermitteln und zu intrazelluléaren Signalen verarbeiten. Zum anderen kdnnen sie
als l6sliche Faktoren vorkommen. Durch das ,Shedding” der extrazellularen Domane wird der
lokale, autokrine Rezeptor zu einem parakrinen Signalpeptid. Einerseits kann so ein Gradient
(Chemotaxis) gebildet werden und anderseits zlgig ein Rezeptor bzw. gebundener Ligand
beseitigt werden'®'%'. Als Sheddasen sind die Proteasen der MMPs und ADAMTS bekannt,
die die komplette Ektodomane mit den gebundenen HS-Ketten abtrennen, sowie die
Heparanasen und Endosulphatasen, die nur innerhalb der gebundenen Seitenketten
schneiden kénnen'%?'%. Die Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 sind bekannt fiir das Shedden
der Syndecane 1, 2 und 4. Syndecan-1 kann auch durch MMP-7, MT1-MMP oder MT3-MMP
extrazellular abgespalten werden. Die beiden Serinproteasen Thrombin und Plasmin sowie
ADAMTS1 sind ebenfalls als Sheddasen fiir Syndecan-4 beschrieben'®. Innerhalb ihrer
extrazellularen Domane besitzen die einzelnen Proteoglykane mehrere Schnittstellen, die
zwischen den einzelnen Spezies in den meisten Fallen konserviert sind'®. Die Homologie der

Schnittstellen lasst auf eine evolutionar lang bestehende Funktion des Sheddings schlielRen.

1.2.6 Syndecan-1

Wahrend der Embryogenese konnte Syndecan-1 schon in sehr friihen Entwicklungsstadien
detektiert werden. Es wird innerhalb des Ektoderms wahrend der Gastrulation, im Mesoderm
wahrend der axialen Differenzierung und wahrend der Differenzierung der Trophoblasten
(Zellen, die den embryonalen Teil der Plazenta bilden) exprimiert'®. Im erwachsenen
Organismus wird Syndecan-1 hauptsachlich in Plasmazellen und von Zellen des
Epithelgewebes exprimiert'®. Sanderson et al. konnten am Beispiel der B-Lymphozyten
zeigen, dass die Expression von Syndecan nicht nur zellspezifisch, sondern auch abhangig
vom Differenzierungsstadium einer Zelle ist'”’. Vorlauferzellen der B-Lymphozyten zeigten
innerhalb des Knochenmarks eine Expression von Syndecan-1. Reife, zirkulierende B-
Lymphozyten synthetisierten dieses Proteoglykan jedoch nicht mehr. Dagegen exprimieren
immobile Plasmazellen, die Antikdrper produzierten, erneut Syndecan-1. Des Weiteren wird
eine Hochregulation von Syndecan-1 innerhalb pathologischer Prozesse beobachtet, wie z.B.
nach einem Herzinfarkt, nach Infektion, wahrend der Wundheilung und in einigen Krebszellen

(z.B. Prostatakrebs, Brustkrebs, Multiples Myelom)®*'%%"% Durch den knock out dieses
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Proteins zeigten Mause unter induzierten Erkrankungen haufig starker ausgepragte
pathologische Phanotypen, z.B. eine erhohte Sterblichkeit nach einer induzierten Colitis oder
bakteriellen Sepsis'®"'"". In vielen Experimenten konnte die Bedeutung von Syndecan-1 fiir
die Rekrutierung und das Einwandern von Entzindungszellen gezeigt werden. Li et al.
untersuchten in einem murinen Entziindungsmodell der Lunge die Syndecan-1 abhangige
Migration von neutrophilen Granulozyten'®. Die Epithelzellen der Bronchialgénge, die durch
die lokale Behandlung mit dem Zytostatikum Bleomycin verletzt wurden, induzierten eine
Entzindungsreaktion und sekretierten Chemokine. Hauptsachlich wird das CXC-Chemokin
KC produziert, das funktionell homolog zu dem humanen Interleukin (IL-8) ist und zu der
Growth regulated protein-Gruppe gehort. KC bindet extrazellular an Syndecan-1, das
wiederum durch die Protease MMP-7 abgespalten wird. Das gesheddete Syndecan-1 stellt
nun einen ldslichen Komplex mit dem gebundenen Chemokin KC dar und bildet einen
chemischen Gradienten (Chemotaxis), der neutrophile Zellen aus den Gefallen in das Lumen
der Bronchialgange zum Herd der Entziindung einwandern Iasst.

Weitere Untersuchungen wiesen nicht nur eine funktionelle Bedeutung von Syndecan-1
wahrend der transepithelialen Migration auf, sondern auch wahrend der transendothelen
Migration sowie einen inhibierenden Effekt auf die Adhasion von Leukozyten auf

Endothelzellen®® "2,

Syndecan-1 Ubernimmt  wahrend der  Regulierung  von
Entziindungsprozessen bzw. der Rekrutierung von Entziindungszellen in Bezug auf Starke,
Lokalisation und Dauer eine wichtige Rolle. Ein Fehlen von Syndecan-1 fuhrt haufig zu einer
Uberschie3enden lokalen Immunantwort, die sich negativ auf den Heilungsverlauf auswirkt®®.
Des Weiteren scheint Syndecan-1 ebenfalls direkt das Remodeling der EZM zu beeinflussen.
Nach einem induzierten Herzinfarkt war in der Syndecan-1-defizienten Maus ein starkerer
Abbau des nekrotischen Gewebes und eine vermehrte Kollagenproduktion zu beobachten®.
Jedoch war die Qualitat der Matrix schlechter. Sie bestand aus ungeordneten und kirzeren
Kollagenfragmenten aufgrund eines Ungleichgewichts zwischen den Proteasen MMP-2/9 und
der aktivierten Transglutaminase, die einzelne Kollagene quervernetzt. Ebenso spielt
Syndecan-1 eine wichtige Rolle wahrend der Wundheilung. Das Fehlen sowie die
Uberexpression von Syndecan-1 fiihrten zu einer verzégerten Heilung'™®. Durch diese
Experimente wird deutlich, dass Syndecan-1 Prozesse der Regenerierung modellieren kann.
Jedoch missen dabei die Konzentrationen und Lokalisation sowie das ,Shedding“ dieses
Proteins aufeinander abgestimmt sein.

Mehrere Publikationen sprechen auch fur einen Einfluss von Syndecan-1 auf die Aktivitat von
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Proteasen. In der Wundflussigkeit von Hautwunden kann durch ,Shedding“ generiertes
I6sliches Syndecan-1 die neutrophilen Proteasen Elastase und Cathepsin G binden, wodurch
deren Inhibierung vermieden wird®%. Mittels Syndecan kann anscheinend das Gleichgewicht
zwischen aktivierten und inhibierten Proteasen reguliert werden.

Interessant scheint auch die funktionelle Bedeutung von Syndecan-1 wahrend der
Frakturheilung zu sein. Die Expression von Syndecan-1 wird wahrend der Frakturheilung zu
einem Zeitpunkt hoher Proteasen-Aktivitat, hochreguliert'™. Wie bereits fiir die Wundheilung
beschrieben konnte Syndecan-1 ebenfalls in der Frakturheilung die Aktivitat von Proteasen

modulieren.

1.2.7 Syndecan-4

Syndecan-4 besteht aus einem 22 kDa groften Core-Protein, an dessen N-terminalen Ende
der extrazellularen Domane drei GAG-Ketten binden kénnen'". Die extrazelluldre und die
cytosolische Doméane sind zu 70 % identisch mit Syndecan-2, wahrend Syndecan-1 und -3
eine geringere Ahnlichkeit zu Syndecan-4 aufweisen’.

Eine besondere Eigenschaft von Syndecan-4, im Gegensatz zu den anderen Mitgliedern
dieser Proteinfamilie, ist die Aktivierung der Proteinkinase Ca (PKCa)’?. Die variable Domane
der intrazellularen Region kann sich mit Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat (PIP,)
verbinden, was eine Dimerisierung bzw. Clusterbildung von Syndecan-4 begiinstigt''®. Durch
die Bindung von Syndecan-4 mit PIP, kann wiederum die PKCa gebunden und aktiviert

werden'".

In zahlreichen Publikationen konnte die Aktivierung kleiner GTPasen (RhoA,
RhoG und Rac1) und der Focal Adhesion Kinase (FAK) durch Syndecan-4 gezeigt werden,
die Auswirkung auf die Adhasion und Migration von Zellen hatte®. Des Weiteren kann auch
der mitogen-activated protein kinase (MAPK) Signalweg durch Syndecan-4 aktiviert
werden'"®.

Analog zur Syndecan-1 knock out-Maus ist die Syndecan-4-defiziente Maus vital und fertil.
Unter pathologischen Bedingungen jedoch flihrt das Fehlen dieses Proteoglykans ebenfalls
zu starken Auffalligkeiten, vergleichbar mit der Sdc1”-Maus. Zum Beispiel zeigen beide
Genotypen eine Wundheilungsstérung, obwohl verschiedenen Zelltypen die beiden
Syndecane wahrend der Heilung exprimieren. Syndecan-4 wird hauptsachlich von
Fibroblasten produziert, wohingegen Syndecan-1 in Keratinozyten und Endothelzellen
nachgewiesen wurde'®'"®. Das Fehlen dieser integralen Proteine filhrt in beiden Zelltypen zu

einer verzogerten Migration. Interessant ist, dass beide Proteoglykane gesheddet in der
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Wundflussigkeit zu finden sind, wo sie wahrscheinlich synergistische Funktionen zur
optimalen Heilung ausiiben'®. Nach einem Herzinfarkt ist Syndecan-4 wie auch Syndecan-1
in wichtige Reparaturmechanismen involviert. Die Expression beider Proteine wird infolge des
Infarkts hochreguliert, allerdings wieder in verschiedenen Zelltypen. Syndecan-1 wird
hauptsachlich von Entzindungszellen und vaskularen Zellen exprimiert, wohingegen
Syndecan-4 in Kardiomyozyten zu finden ist®®'"®. Syndecan-4 scheint das Uberleben dieser
Herzmuskelzellen nach einer Ischamie zu unterstitzen und schitzt so vor grof3en
Gewebeschaden des Herzens''®'?",

Eine weitere funktionelle Ubereinstimmung der beiden Proteoglykane ist in der Bindung von
Proteasen und somit der Stabilisierung ihrer Aktivitdt zu finden. Innerhalb der Nucleus
pulposus, der die gallertartige Masse im Zentrum der Bandscheibe bildet, bestehend aus
einem grofien Anteil an Proteoglykanen und Hyaloronsaure, konnte eine Hochregulation von
Syndecan-4 und ADAMTS5 im entziindlichen Kontext beobachtet werden'??. Des Weiteren
scheint Syndecan-4 mittels der Heparansulfatketten mit ADAMTS-5 zu interagieren und seine
Aktivitdt zu erh6hen (gemessen anhand von Aggrekan-Abbauprodukten). Die Arbeitsgruppe
von Pap konnte in einem murinen Osteoarthritis-Model identische Beobachtungen machen.
Der Verlust von Syndecan-4 in gentechnisch veranderten Mausen sowie die Hemmung von
Syndecan-4 mittels spezifischer Antikdrper schitzten vor dem Abbau des Gelenkknorpels
nach Induktion einer Osteoarthritis®*. Die Aggrekanase ADAMTS-5, die als eine der
Hauptaggrekanasen fir den pathologischen Knorpelabbau verantwortlich ist, scheint durch
die fehlende Interaktion mit Syndecan-4 eine geringere Aktivitat zu zeigen. Die Expression
der Protease MMP-3, induziert durch Interleukin-1, war in diesem Modell ebenfalls reduziert.
Es wird vermutet, dass MMP-3 synergistisch mit Syndecan-4 die Aktivitdt von ADAMTS-5
reguliert.

Jedoch nicht nur im entzindlichen Kontext scheint Syndecan-4 eine Rolle wahrend der
Knorpeldegradation auszuiuben. Wahrend der Entwicklung der Réhrenknochen innerhalb der
Embryogenese konnte eine Promotoraktivitdt von Syndecan-4 in allen Stadien der
Chondrozyten-Differenzierung  beobachtet werden'®. Die sogenannte enchondrale
Ossifikation, wahrend der zunachst Knorpelgewebe gebildet wird, welches im Anschluss in
Knochengewebe umgebaut wird, findet wahrend der Skelettentwicklung und der
Frakturheilung statt (s. Kap. 1.1.1.2). Da Syndecan-4 in allen Stadien der Chondrozyten-

Differenzierung exprimiert wird und dieses Protein im entziindlichen Kontext von Heilungs-
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prozessen an Bedeutung zunimmt, kdnnte es ebenfalls eine bedeutsame, modulierende

Funktion wahrend der Frakturheilung ausuben.
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2 ZIEL DER ARBEIT

Die Frakturheilung ist ein Reparaturvorgang, der Prozesse der Embryogenese rekapituliert,
jedoch zusatzlich eine wichtige inflammatorische Komponente zeigt. Wahrend der Heilung
werden aus mesenchymalen Zellen verschiedene Gewebearten aufgebaut und im Verlauf
wieder ab- bzw. umgebaut. Durch das grundlegende Verstandnis dieser einzelnen Vorgange
kénnten wichtige Erkenntnisse gewonnen werden, die zukilnftig zur Regeneration von
Knorpel- und Knochengewebe sowie der Inhibierung des pathologischen Abbaus von
Gewebe dienen konnten.

In der vorliegenden Arbeit wurde die funktionelle Bedeutung von Syndecan-1 und Syndecan-
4 wahrend der Frakturheilung untersucht. Die beiden Proteoglykane sind an zahlreichen
Heilungs- und Reparaturprozessen beteiligt. Aufgrund der Vielfaltigkeit ihrer Bindungspartner
und daraus resultierenden verschiedenen Reaktionen moduliert die Familie der Syndecane
sehr viele physiologische sowie pathologische Prozesse. Der Hauptfokus dieser Arbeit wurde
auf den Umbau des weichen Knorpelkallus in den harten Frakturkallus bestehend aus
Geflechtknochen gelegt. Hierbei wurde die Zusammensetzung des Frakturgewebes und die
Synthese spezifischer Proteasen in der Syndecan-1 bzw. Syndecan-4-defizienten Maus im
Vergleich zu Wildtyp-Tieren analysiert. Erste Ergebnisse wiesen auf eine Funktion von
Syndecan-1 innerhalb der Osteoklastogenese hin, woraufhin die Differenzierung von
Vorlauferzellen zu reifen Osteoklasten in vitro sowie in vivo unter dem Verlust von Syndecan-
1 erforscht wurde. Im Weiteren wurde der Knochenphanotyp der Syndecan-1-defizienten
Maus in der vorliegenden Arbeit charakterisiert.

Fur Syndecan-4 konnten Hinweise auf eine funktionelle Bedeutung in der frihen Phase der
Frakturheilung gefunden werden. In weiterfUhrenden Versuchen wurden zum einen der
Zusammenhang zwischen der Entzindungsreaktion und der Expression von Syndecan-4 in
vitro untersucht. Zum anderen wurde der Verlauf der Frakturheilung unter dem Verlust von
Syndecan-4 und einer verminderten Inflammation betrachtet. Hierzu wurde das gebildete
TNFa, das eines der Hauptzytokine innerhalb der Frakturheilung darstellt, mittels eines

monoklonalen Antikdrpers inaktiviert und so die TNFa Konzentration im Organismus gesenkt.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Materialien

3.1.1 Reagenzien und Lésungen
Soweit nicht anders angegeben wurden die Chemikalien von den Firmen Sigma-Aldrich
(Minchen), AppliChem (Darmstadt), Merck (Darmstadt), Roche Diagnostics (Mannheim) und

Roth (Karlsruhe) in Analyse- bzw. Reinstqualitat bezogen.

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien fir die Zellkultur wie Zellkulturflaschen, Lochplatten und Zellschaber
wurden von der Firma Greiner-Bio-one (Frickenhausen) bezogen. 5, 15 und 50 ml
Falconréhrchen sowie Einwegpipetten wurden von BD Biosciences (Heidelberg) und
Reaktionsgefalte (0,2 ml; 0,5 ml; 1,5 ml und 2 ml) von Eppendorf (Hamburg) verwendet.
Sterilfilter wurden von Sartorius (Goéttingen) und Pipettentips sowie Filtertips verschiedener
Grofken von Eppendorf (Hamburg) erworben. Fir die Anfertigung der Paraffinschnitte wurden
Mikrotom-Klingen N35 der Firma Feather Safety Rezor (Oasaka, Japan) sowie Super Frost
Objekttrager der Firma R. Langenbrick (Teningen) benutzt. Auch sonstige allgemeine

Verbrauchsmaterialien stammten von diesen Herstellern.

3.1.3 Gerite
Die aufgefuihrten Gerate (Tab. 1) wurden flir mehrere Versuche verwendet und werden im

Kapitel Methoden nicht explizit aufgeflhrt.

Tab. 1: Zusammenstellung der verwendeten Laborgerate

Gerit Hersteller

Autoklav HV-25I HMC Europe, Engelsberg

Bio Photometer Eppendorf, Hamburg

CO,-Inkubator HERA cell 150 Kendro, Langenselbold

Elisa reader Sunrise Tecan, Crailsheim

Eismaschine Frimon AF80 Scotsmann, Pogliano Milanese, Italien
Filterabzug Captair® Erlab, Kéln
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Folienschweil3-Geréat

Hawo, Mosbach

Gefrierschranke (-20°C)
Standgefrierschrank MDF (-80°C)

Liebherr, Ochsenhausen
Sanyo, Wood Dale, lllinois, USA

Gelelektrophorese-System

Biometra, Géttingen

IN-VIVO MS FX Pro (Réntgengerat)

Carestream, Stuttgart

Infinity Dokumentationssystem Modell 1000

Peqlab Biotechnologie, Erlangen

Issue Cool Plate COP20

Medite, Berlin

Kamera: Digitalkamera Power Shot G5

Megapixelkamera CCD-Kamera

Canon, Krefeld

Digital Video Company, Berlin

Kleintier Réntgen In-Vivo DXS Pro Imaging

Carestream, Stuttgart

Kraftmessdose Metek®

Lloyd Instruments, Meerbusch

Kuhlplatte Cop 20

Medite, Burgdorf

Kihlschrank

LecMedical, Merseyside UK

Magnetriihrer MR3002

Heidolph, Schwabach

Materialprifmaschine LR5K Plus

Lloyd Instruments, Meerbusch

Digitaler Messschieber

Mitutoyo, Neuss

Mikroskope: Inverses Mikroskop AE31
Mikroskop BX31
Mikroskop CKX41

Motic DEutschland, Wetzlar
Olympus, Hamburg
Olympus, Hamburg

Mikrotome: Paraffin Mikrotom RM2145
Technovit Mikrotom RM2165
CryoStar NX 70

Leica, Wetzlar
Leica, Wetzlar

Thermo Scientific Schwerte

1420 Mulitlabel Counter Victor3

Perkin Elmer, Rodgau-Jigesheim

Multipipette Research Pro

Eppendorf, Hamburg

Paraffinbehalter mit Warmeplatte EG112

Leica, Wetzlar

Paraffin Streckbad TFB

Medite, Burgdorf

PCR: PCR-Cycler
Real time PCR Biorad

Eppendorf, Hamburg

Biorad Laboratories GmbH, Miinchen

pH-Meter MP125

Mettler-Toledo, Gielsen

Pipetus®

Hirschmann, Eberstadt

Rotator Compact Line OV4

Biometra, Géttingen

Schiittler SM-30

Edmund Biihler, Hechingen

Sterilbank Hera safe

Heraeus, Hanau

Trockenschrank Memmert, Schwabach
Vortexer REAX Top Heidolph, Schwabach
Warmeschrank Binder
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Waage BL150S

Sartorius AG, Géttingen

Wasserbad Sonorex RK 100H

Memmert, Schwabach

Zentrifugen:

Zentrifugen Mini Spin
Zentrifuge 4K15

Zentrifuge 5415R
Tischzentrifuge Galaxy Mini

Zentrifuge Megafuge 1.0R

Eppendorf, Hamburg
Sigma-Aldrich, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Haraeus, Hanau

3.1.4 Computer Software

Die in Tab. 2 aufgefihrten Programme wurden verwendet.

Tab. 2: Zusammenstellung der verwendeten Computer Software

Software Hersteller
Catman® 4.5 HBM, Darmstadt
EndNote X4 Thomson Reuters, New York, USA

GraphPad Prism4

GraphPad Inc., San Diego, Kalifornien, USA

ImagePro®Plus 7.0

Media Cybernetics Inc., Bethesa, MD, USA

Nexygen'™ MT v4.5

Lloyd Instruments, West Sussex, GroRbritannien

Microsoft Office 2010

Microsoft, Redmond, USA

Photoshop 7.0

Adobe Systems GmbH, Miinchen

3.1.5 Puffer, Losungen und Ndhrmedien

Die Bezeichnungen und Zusammensetzungen der Puffer, Losungen und Nahrmedien, die in

dieser Arbeit verwendet wurden, sind in der Tab. 3 aufgelistet. Alle Lésungen sowie Puffer

wurden mit HoOg.s, SOWeIt nichts anderes angegeben ist, angesetzt.
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Tab. 3: Bezeichnungen und Zusammensetzungen der Puffer, Losungen und Nahrmedien

Bezeichnung

Zusammensetzung

Adipozyten-Kulturmedium

20 % fetales Kalber Serum (FKS; Gibco Invitrogen,
Karlsruhe; v/v)

100 U/ml Penicillin/Streptomycin (v/v)

2 mM L-Glutamin (v/v)

1 mM Dexamethason (gel6st in Methanol)

25 mM Insulin (v/v)

0,5 mM 3-Isobuthyl-1-methylaxanthin (geldst in DMSO)
in DMEM high Glucose (PAA Laboratories, Pasching)

Alizarinrot-S-Lésung

0,5 % Alizarin-Red-S (w/v)
pH-Wert wurde mit HCI auf 4,0 eingestellt

Alizarin-Entfarber

10 % Cetylpyridinium (w/v)

ALP-Nachweisreagenz

0,1 mg/ml Naphthol As-MX-Phosphat (w/v)
geldst in 100 pl DMF

1 mg/ml Fast red Violet LB Salt (w/v)
gelést in 100 mM Tris/HCI, pH 8,2

Chondroblasten-Kulturmedium

10 % FCS

100 U/ml Penicillin/Streptomycin (v/v)

2 mM L-Glutamin (v/v)

10 ng /mI TGFR3 (Peprotech, Hamburg)

37,5 pg/ml L-Ascorbat (w/v)

100 nM Dexamethason (geldst in Methanol)

0,3 mM L-Proline (w/v)

ITS Premix 100X (BD Biosciences, Konzentration: 6,25 pyg/ml
Insulin, 6,25 ug/ml Transferrin, 6,25 ug/ml Selen, 5,33 ug
Linolsaure, 1,25 mg/ml FCS)

1 mM Natriumpyruvat (w/v)

MTT-L6sung

0,5 % MTT (w/v) geldst in PBS,

anschliefend steril filtriert

MTT-Detergens

20 % SDS (w/v)
50 % DMF (v/v)

Natriumkarbonat-Formaldehydlésung

2 M Natriumkarbonat (w/v)

9,25 % Formaldehyd (v/v)
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Osteoblasten-Kulturmedium 10 % FKS (v/v)

100 U/ml Penicillin-Streptomycin Losung (v/v)
10 nM Dexamethason (gelost in Methanol)
0,2 mM L-Ascorbat-2-Phosphat (w/v)

10 mM B-Glycerolphosphat (w/v)

in aMEM (PAA Laboratories, Pasching)

Osteoklasten-Farbeldsung | 9 ml HyOyest

100 pl Naphthol AS-BI Phosphatsaure
400 pl Acetat

200 pl Tartrat-Lésung

Osteoklasten-Farbelosung I 100 pl Fast Garnet GBC Basislosung
100 pl Natriumnitrit-Lésung

Osteoklasten-Fixierldsung 25 ml Citratsaure
65 ml Aceton
8 ml 37 % Formaldehyd

PBS 150 mM NaCl

2 mM KCI

2 mM KH,PO,

10 mM Na,HPO,4x 2H,0

Red Oil O-Farbelésung 150 mg Oil Red O (Sigma, Minchen) gel6st in 150 ml 99 %
Ethanol;

kurz vor dem Gebrauch wird die Losung 1:3 mit HoOgest.
verdinnt und nach 10 min Inkubation wurden ausfallende

Farbaggregate durch Filtration entfernt

Sdérensen-Phosphatpuffer 0,1 M Kaliumdihydrogenphosphat (Stammlésung A)
0,1 M Dinatriumhydrogenphosphat (Stammldsung B)
Stammlésung A wird mit Stammldsung B auf den pH-Wert

7,38 im Verhaltnis 1:4 eingestellt.

10x Tris-Puffer 13,5 M Tris
18,54 M Tris-HCI
0,67 M NaCl

100 mM Tris-HCI-Puffer 100 mM Tris

pH-Wert wirde auf 8,2 — 8,5 mit HCI einstellen
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3.1.6 Primer

Die in Tab. 4 und Tab. 5 angegebenen Primer wurden als Lyophilisat von der Firma Metabion
(Martinsried) bezogen, in DEPC behandeltem H,O4 rekonstituiert und auf eine
Konzentration von 100 pmol/pl eingestellt. Die Primer-Sequenzen wurden mit dem Programm

»Probe Finder Version 2.45" von Roche (Mannheim) erstellt.

Tab. 4: Sequenzen spezifischer Primer fiir die PCR-Amplifikation

Primer Sequenz 5‘ — 3 Lange [bp]
Cathepsin K

forward cgaaaagagcctagcgaaca 67
reverse tgggtagcagcagaaacttg

DC-Stamp

forward gtatcggctcatctcctcca 99
reverse actccttgggttccttgctt

HPRT

forward tgatagatccattcctatgactgtaga 126
reverse aagacattctttccagttaaagttgag

MMP-2

forward ctggaatgccatccctgat 78
reverse gcacccttgaagaagtagctatg

MMP-9

forward acgacatagacggcatcca 87
reverse gctgtggttcagttgtggtg

SIRPa

forward ggagggggaacagaggtcta 92
reverse ttcactttctggtcaggtatgc

Syndecan-1

forward tctggggatgactctgacaac 68
reverse tgccgtgacaaagtatctgg

Syndecan-2

forward ttcaggagtatatcctattgatgatga 76
reverse actctctatgtcttcatcagctcct

Syndecan-3

forward cagctccctcagaagagcat 60
reverse acccacgatcacggctac

Syndecan-4

forward cccttcectgaagtgattga 98
reverse agttccttgggctctgagg
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Tab. 5: Sequenzen spezifischer Primer fiir die Genotypisierung
Die verschiedenen Primer wurden fir die Bestimmung der Genotypen auf eine Endkonzentration von
100 pmol/ul pro Primer eingestellt.

Primer

Sequenze 5— 3 ¢

Léange [bp]

Syndecan-1 Primer Mix:
SynF1 forward
SynF2 reverse
N3193 (neo cassette)

cggcgaaacctacagccctc

gcatcggcgagtggcgagtc
cgagactagtgagacgtgctacticc

290 bp sdc1**
459 bp sdc1”

Syndecan-4 Primer Mix:
Sdc4 Wildtype forward
reverse

Sdc4 knock out forward
reverse

gtgccactggataaccacatccc
ctcagttctctcaaagatgttg

ttagggccgcaagaaaactatcc
ggaacacggcggcatcag

196 bp sdc4™*

657 bp sdc4™

3.1.7 Antikorper

In Vorversuchen wurden die optimale Demaskierung der Epitope sowie die Konzentrationen

fur den jeweiligen Primar- bzw. Sekundarantikérper (Tab. 6) anhand der Hintergrundfarbung,

Kreuzreaktionen und Ausmald der spezifischen Detektion ermittelt. Bei jedem Durchlauf

wurde eine Negativkontrolle zum Ausschluss falsch-positiver

Farbereaktionen mitgefuhrt.

Tab. 6: Verwendete Antikorper in der Immunhistologie

oder unspezifischer

Antikorper Typ Klonalitat Hersteller

ADAMTS-4 Kaninchen I1gG polyclonal Acris Antibodies GmbH, Herford

Kaninchen IgG biotinyliert Ziege | polyclonal VECTOR Laboratories, Eching

IgG

Kollagen Il (Klon 6B3) Maus IgG monoclonal | Millipore, Schwalbach

Kollagen X (Klon X53) Maus IgG monclonal Quartett, Berlin

MMP9 Kaninchen IgG polyclonal Abcam, Cambridge, UK

MMP13 Kaninchen IgG polyclonal Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg

PCNA (Klon PC10) Maus IgG monoclonal | Dako, Hamburg
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3.2 Tiere

Es wurden Mause des Inzuchtstammes C57BL/6 der Firma Jackson Laboratory (Bar Habour,
Maine, USA) verwendet. Die Syndecan-4 bzw. die Syndecan-1-defizienten wurden auf dem
Hintergrund der C57BL/6 Mause generiert. Die Syndecan-4-defiziente Maus wurde von dem
Institut fir Experimentelle Muskuloskelettale Medizin unter Leitung von Prof. Dr. med.
Thomas Pap zur Verfugung gestellt. Zur Herstellung der Syndecan-4-defizienten Maus wurde
eine IRES-Bgeo cassette (viral internal ribosome-entry site mit lacZ-neo®fusion gene Bgeo)
verwendet. Mittels homologer Rekombination konnte das Gen sdc4 durch das Reportergen
lacZ hinter die Syndecan-4 Promotorregion ersetzt werden''®. Das Reportergen lacZ codiert
das Enzym B-Galaktosidase, das aus dem Laktose-Stoffwechsel von Bakterien stammt und
das Gen neo ist ein Neomycin-Resistenzgen. Durch Mikroinjektion wurde das veranderte
Genom in Blastozysten eingesetzt und zur Herstellung von chimaren Tieren in Zuchtmause
eingepflanzt. Durch Rlckkreuzung uber 10 Generationen wurden homologe Syndecan-4
knock-out Mause gezichtet.

Die Syndecan-1-defiziente Maus wurde von dem Forschungslabor der Kilinik fur
Frauenheilkunde und Geburtshilfe an dem Universitatsklinikum Munster unter der Leitung von
Priv.-Doz. Dr. rer. nat. Martin Gétte zur Verfigung gestellt. Flr die Herstellung der Syndecan-
1-defizienten Maus wurde eine PGKneo cassette in die Signalsequenz des ersten Exons der
Genomsequenz eingebracht und so ein knock out des Zielgens erreicht'?*'?°>. PGK codiert die
Promotorregion der Phosphoglycerate Kinase, unter deren Regulation das Neomycin-
Resistenzgen steht. Im Weiteren wurde wie bei der Herstellung der Syndecan-4-defizienten
Maus durch Mikroinjektion das veranderte Genom in Blastozysten eingesetzt, diese
wiederum in Zuchtmause eingepflanzt und mittels Rickkreuzung Uber 10 Generationen
homologe, stabile Syndecan-1 knock-out-Mause erzeugt.

Alle Tierexperimente und die Haltung der Labortiere wurden entsprechen der Richtlinien des
Tierschutzes des Landesamts fir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz des Landes
Nordrheinwestfalens durchgefihrt (Tierversuchsgenehmigungen NR. G6/72006 und Nr. 84-
02.04.2012.A066). Die Tiere wurden in kleinen Tiergruppen von maximal 4 Tieren in einem
angereicherten Makrolon-Kafig Typ Il bzw. von 6 Tieren in Makrolon-Kafig Typ Il mit Streu,
Nistmaterial und einer Plastikrohre gehalten. Sie erhielten ad libitum Zugang zu
Standardfutter und Leitungswasser. Die Raumtemperatur (20°C), Luftfeuchtigkeit und der

Tag-Nacht-Rhythmus (12/12 Stunden) wurden konstant gehalten.
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3.3 Experimentelle Tierversuche

Der Verlauf der Frakturheilung in knock out und Wildtyp Mausen, nach experimentell
induzierter Fraktur, wurde durch radiologische Untersuchungen, histomorphometrische und
immunhistochemische Farbungen analysiert. Der Schwerpunkt war sowohl auf den
Heilungsverlauf, auf die Differenzierung von Chondroblasten, Osteoblasten und Osteoklasten
als auch auf die Degradation des Kallusgewebes durch das Fehlen von Syndecan-4 bzw.
Syndecan-1 gerichtet. In einem weiteren in vivo-Versuch wurde die initiale
Entziindungsreaktion zu Beginn der Frakturheilung durch die Gabe eines blockierenden
TNFa-Antikorpers gehemmt, sowie im Verlauf der Heilung durch die kontinuierliche Gabe des
Antikorpers die TNFa-Konzentration im Tier reduziert. Durch diese Behandlung wurde die
Bedeutung von Syndecan-4 im entziindlichen Kontext der Frakturheilung analysiert. Des
Weiteren wurde der Knochenphanotyp von adulten und neonatalen Syndecan-1-defizienten

Mausen charakterisiert.

3.3.1 Versuchstiergruppen

Zur Charakterisierung des Knochenphanotyps wurden 16 Wochen alte weibliche Mause
verwendet. Nach der Tétung der Tiere wurde ein Roéntgenbild der gesamten Maus zur
Erkennung von anatomischen Fehlbildungen bzw. Auffalligkeiten des Skeletts aufgenommen.
AnschlieBen wurde der untere Bereich der Lendenwirbelsdule (3. bis 6. Lendenwirbel) mit
dem Becken sowie die Tibia freiprapariert und der Technovit-Einbettung zugeflhrt. Im
Rahmen der Frakturheilungsexperimente wurden pro Zeitpunkt, Genotyp und Behandlung 10
weibliche Tiere im Alter von 12 Wochen operiert (s. Tab. 7). Die geringere Tieranzahl im
Ergebnisteil ist auf Komplikationen bei der Operation, z.B. Splitterbruch, zurlckzuflhren,

woraufhin der Versuch abgebrochen wurde.

31



Syndecan-1 und Syndecan-4 wahrend der Frakturheilung

Material und Methoden

Tab. 7: Ubersicht der tierexperimentellen Versuche

Standzeitpunkt Genotyp Behandlung Anzahl an Tieren
WT 10
7 Sdc4™ 10
WT anti TNFa 10
Sdc4™ anti TNFa 10
WT 10
Sdc4™ 10
14 d Sdc1™ 10
WT anti TNFa 10
Sdc4™ anti TNFa 10
WT 10
28 d Sdc4™ 10
Sdc1” 10

3.3.2 Eingriffe und Behandlungen an den Tieren

Operiert wurden ausschlieBlich eigens fur Tierversuche gezichtete Mause, die taglich an
menschlichen Kontakt gewdhnt, betreut und medizinisch tberwacht wurden. Alle Operationen
und Untersuchungen fanden im Operationsbereich der Zentralen Tierexperimentellen
Einrichtung (ZTE) des Universitatsklinikums Munster statt und wurden von den erfahrenden
Facharzten Dr. med. Britta Wieskotter und Dr. med. Richard Stange durchgefuhrt. Zwolf
Wochen alte, weibliche Mause wurden durch intraperitoneale (i.p.) Injektionen von
Ketaminhydrochlorid 75 mg/kg Koérpergewicht (Ketavet®, Pharmacia & Upjohn GmbH,
Erlangen) und Xylazin 12 mg/kg Kérpergewicht (Medistar®, 2 % ig, Medistar, Hozwickede) in
Narkose versetzt. Die Augen der Mause wurden unter der Anasthesie mit Bepanthen®
Augen- und Nasensalbe (Bepanthen Vital GmbH, Leverkusen) vor dem Austrocknen
geschitzt. Eine Verlangerung der Anasthesie war durch Nachinjektion der halben Initialdosis
moglich. Fur den operativen Eingriff wurde das linke Bein im Bereich der Patella rasiert,
desinfiziert und steril abgedeckt. Nach Inzision der Haut und Faszie parallel zur Patellasehne
wurde mit einer sterilen G23-Kanule (Durchmesser 0,6 mm, B&D Biosciences, Heidelberg)
der Markraum zwischen den Kondylen des Femurs gedffnet und intramedullér ein Kanal
retrograd vorgebohrt. Uber die liegende Kaniile wurde ein feiner Fiihrungsdraht (0,1 mm
dicker Wolframdraht) vorgeschoben, der im Gegensatz zur Kanule wahrend der Fraktur im
Markraum verblieb und im Anschluss als Fuhrungshilfe zur Reposition des Femurs diente.
Das zu operierende Bein wurde nun mittels einer Frakturmaschine (s. Abb. 4) standardisiert

frakturiert (modifiziert nach Schmidmaier et al., 2004'%°). Hierzu wurde der linke Ober-
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schenkel auf die parallel verlaufenden Balken positioniert. Von oben berlhrte der Stempel die
Schaftmitte des Femurs. Aus einer definierten Hohe von 8 cm wurde ein Gewicht von 220 g
auf den Stempel fallen gelassen. Der Kraftimpuls, der durch das Gewicht ausgel6st wurde,
fihrte zu einer Drei-Punkt-Biegung des Femurs, die in eine geschlossene Fraktur mit einem
definierten Weichteilschaden resultierte. AnschlieRend wurde Uber den liegengebliebenen
Flhrungsdraht eine G23 Kanlle als intramedullarer Krafttrdger in den Markraum
vorgeschoben und auf dieser Weise die Fraktur reponiert sowie stabilisiert. Das
Uberstehende Ende der Kanule wurde im Niveau der Kondylen abgetrennt und die Haut mit
einer Einzelknopfnaht (Prolene 5-0, Ethicon, Norderstedt) verschlossen. Nach Anlage eines
Verbandes (Leukosilk®, BSN medical GmbH, Hamburg) erfolgte eine Rontgenkontrolle des
reponierten Femurs. Intraoperativ und nach 24 h erhielten die Tiere subkutan das
Schmerzmittel Rimadyl® (Carprofen, 2 mg/kg Kdrpergewicht, Pfizer, Berlin). Weitere Gaben
erfolgten nach Bedarf postoperativ. Die Mause wurden mindestens einmal taglich auf ihr
Wohlbefinden und auf die Wundverhaltnisse visitiert. Zusatzlich wurde einmal pro Woche ihr

Kdrpergewicht gemessen.

14 d post OP

Abb. 4: Frakturmaschine fiir Kleintiere Darstellung der Frakturmaschine fir Mause (A); positionierter
Oberschenkel einer Maus (B); Rontgenbilder eines frakturierten Femurs mit intramedulldren Krafttrager nach der
OP sowie 14 Tage nach der Frakturierung (C).

Die Tiere der anti-TNFa-Behandlungsgruppe erhielten intraoperativ sowie alle 2 Tage
intraperitoneal Certolizumab (10 mg/kg Korpergewicht; rekombinanter, monoklonaler
Antikérper, Cimzia® UCB, Kanada).

Zu den Zeitpunkten 7, 14 und 28 Tagen postoperativ wurden die Tiere mit Isofluran® (Baxter,
Unterschleillheim) narkotisiert und anschlieBend durch zervikale Dislokation getdtet. Vor

Entnahme des frakturierten Femurs wurden die Tiere gerontgt. Bei der Probeentnahme
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wurde auf Entzindungszeichen, Verwachsungen und sonstige Auffalligkeiten im Bereich des
operierten Gewebes geachtet. Die entnommenen Proben wurden anschlielend zur

Herstellung der Schnittpraparate aufbereitet (s. Kapitel 3.8).

3.4 Zellbiologische Methoden

3.4.1 Zellkultur

Jegliche verwendete Zellen wurden bei 37°C und 5 % CO, kultiviert. Primare
Osteoprogenitor-Zellen sowie primare Knochenmarkzellen, die zu Osteoklasten
differenzierten, wurden in alpha Minimal Essential Medium (aMEM) mit L-Glutamin (PAA
Laboratories, Colbe) und primare Knochenmarkzellen zur Kultivierung von mesenchymalen
Stammzellen in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) mit 4,5 g/l Glukose und L-
Glutamin (PAA Laboratories, Colbe) kultiviert. Alle verwendeten Medien wurden mit 10 %
fetalem Kalberserum (FKS, Gibco Invitrogen, Karlsruhe) und 1 % Penicillin-Streptomycin
Losung (Stocklésung 100x, Endkonzentration: Penicillin 100 Units/ml, Streptomycin 10 ug/ml,
PAA Laboratories, Codlbe) supplementiert. Das Medium der MSZ wurde zusatzlich
wochentlich mit 1 % L-Glutamin (Sigma, Midnchen) angereichert.

Bei Konfluenz der Zellen wurden diese mit 1x PBS gewaschen, mit 1x Trypsin/EDTA-L&sung
(PAA Laboratories, Colbe) versetzt und bis zum Abldsen der Zellen bei 37°C inkubiert. Die
mesenchymalen Stammzellen wurden nach 3 min zuséatzlich mit einem Zellschaber vorsichtig
geldst. AnschlieBend wurden die Zellen in Kulturmedium aufgenommen, gewaschen und in
neue Zellkulturflaschen Uberfihrt bzw. fir die entsprechenden Versuche eingesetzt.

Zellzahlen wurden mittels Neubauer Zahlkammer am Mikroskop ermittelt.

3.4.2 Isolierung Osteoprogenitor-Zellen aus neonatalen Calvarien

Die osteogenen Progenitor-Zellen wurden aus den Calvarien von 3 bis 5 Tage alten,
neugeborenen M&usen isoliert (modifiziert nach Malaval et al. '’; Bellows et al. '?). Hierzu
wurden die Tiere mit Isofloran® (Baxter, Unterschleillheim) betaubt und im Anschluss durch
zervikale Dislokation getdtet. Die Schadeldacher wurden frei prapariert, von Bindegewebe
und Blutgerinnseln befreit und zerkleinert. Die Zellen von 4 bis 6 Calvarien wurden mittels
eines sequenziellen, enzymatischen Verdaus mit 2 mg/ml Dispase Grad Il (Roche Diagnostik,

Mannheim) und 1 mg/ml Kollagenase aus dem Bakterium Clostridium histolyticum (Sigma-
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Aldrich, Hamburg) isoliert. Nach 20 min bei 37°C unter Rotation wurde der Uberstand (20 ml)
verworfen und die Schadeldacher erneut mit 30 ml Verdauungsldsung fir 30 min bei 37°C
rotiert. Uber ein 70 ym Zellsieb wurden gréRere Gewebsstiicke entfernt und anschlieRend die
Zellsuspension bei 1200 rpm flr 5 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in Kulturmedium
resuspendiert und die Zellen je nach Versuchsbedingung in einer bestimmten Zelldichte
ausgesat. Zur Entfernung von Zelltrimmern bzw. toten Zellen wurde nach 24 h das Medium
gewechselt und die Differenzierung mittels Osteoblasten-Kulturmedium (Tab. 3) induziert. In
den Kontrollen wurden die Zellen nur in Kulturmedium inkubiert. Uber den Versuchszeitraum
erfolgte alle zwei bis drei Tage ein Mediumwechsel. Fur die Versuche der
Expressionsanalyse wurden 5 x 10* Zellen pro well einer 6-well Platte gegeben. Fir die
Charakterisierung der Differenzierung der Vorlauferzellen zu reifen Osteoblasten wurden die
Zellen in einer Dichte von 2 x 10* Zellen pro well einer 12-well Platte ausgesét. Im Verlauf der
Kultivierung wurden Proliferation und zellspezifische Funktionalitdt anhand der

Mineralisierung der EZM untersucht.

3.4.3 Isolierung von Knochenmarkzellen und Differenzierung zu Osteoklasten

Zur Bestimmung der Differenzierung von Vorlauferzellen der Monozyten-Makrophagen-Linie
zu reifen Osteoklasten wurden Knochenmarkzellen von sechs bis acht Wochen alten,
mannlichen Mausen isoliert (modifiziert nach Binder et al.'®). Durch die Inkubation mit zwei
essentiellen Faktoren, M-CSF und RANKL, differenzierten die Vorlauferzellen innerhalb einer
Woche zu reifen Osteoklasten. Die Mause wurden nach einer Inhalationsnarkose durch
zervikale Dislokation getdtet. AnschlieBend wurden Tibia sowie Femur unter sterilen
Bedingungen freiprapariert. Die Enden der Knochen wurden in Hohe der Epiphyse
abgetrennt und das Knochenmark mit eiskaltem PBS mit Hilfe einer 27G-Kanlle (Becton
Dickinson, Heidelberg) aus den Roéhrenknochen herausgespullt. Die gesammelte
Spulflussigkeit wurde Uber ein 40 ym Zellsieb filtriert und bei 1200 rpm fur 10 min bei 4°C
zentrifugiert. Das so gewonnene Pellet beinhaltete viele Erythrozyten, die im nachsten Schritt
lysiert wurden. Hierzu wurde das Pellet in 1 ml Red Blood Cell Lysing Puffer (Sigma-Aldrich,
Hamburg) resuspendiert und 3 min bei RT inkubiert. Danach wurde die Zellsuspension erneut
mit 1200 rpm bei 4°C 5 min lang zentrifugiert. Nun erfolgten zwei weitere Waschschritte mit je
1 ml a-MEM. Zum Schluss wurden die Zellen in Kulturmedium, dem 50 ng/ml M-CSF
(rekombinant Maus / E.coli, R&D, Wiesbaden-Nordenstadt) zugesetzt war, aufgenommen

und in einer Zelldichte von 1 x 10° Zellen pro well in einer 96-well Platte ausgesét. Pro well

35



Syndecan-1 und Syndecan-4 wahrend der Frakturheilung

Material und Methoden

wurde 200 pl Medium zum Kultivieren verwendet. Nach drei Tagen erfolgte ein Wechsel des
Mediums. Diesem Kulturmedium waren zur weiteren Differenzierung der Osteoklasten-
Vorlauferzellen 30 ng/ml M-CSF und 50 ng/ml RANKL (rekombinant Maus / E.coli, R&D,
Wiesbaden-Nordenstadt) zugegeben. Am fiinften Tag wurde erneut das Medium (30 ng/ml
M-CSF, 50 ng/ml RANKL) gewechselt. Fur den Aktivitatstest wurden die isolierten Zellen auf
ca. 1 mm hohe Dentinplattchen in einer 96-well-Platte ausgesat und fir insgesamt 9 Tage
kultiviert, wo zusatzlich am 7. Tag ein Mediumwechsel erfolgte. Als Dentinquelle diente ein
Walzahn. Die Oberflache der zurechtgesagten Dentinplatichen wurden im Vorfeld kurz mit
feinem Schmirgelpapier (600er Kérnung) geglattet und fir 40 min in einem Ultraschallbad

sowie mit 70 % Ethanol gereinigt.

3.4.4 Isolation mesenchymaler Stammzellen aus dem Knochenmark

Die Isolation des Knochenmarks erfolgte wie im Abschnitt 3.4.3 beschrieben. Aufgrund der
geringen Anzahl von MSZ im Knochenmark wurde auf die Lyse der Erythrozyten sowie auf
anschlielende Waschschritte verzichtet. Das Zellpellet wurde direkt in MSZ-Kulturmedium
aufgenommen und in Zellkulturflaschen ausgesat. Zweimal pro Woche wurde 50 % des
Kulturmediums gewechselt. Nach ca. 3 bis 4 Wochen bildeten sich mehrere Zellhaufen von
mesenchymalen Zellen und die Zellen konnten zum ersten Mal passagiert werden. Nach 3
bis 4 Passagen war in den Kulturen eine hohe Dichte von MSZ vorhanden und nur noch eine
geringe Anzahl anderer Zelltypen des Knochenmarks. Zur Analyse der Multipotenz der
isolierten Zellen wurde ihre Fahigkeit zu osteogenen, chondrogenen und adipogenen
Differenzierung Uberprift. FOr die Experimente wurden Zellen der Passagen 4 bis 9

eingesetzt.

3.4.5 Osteogene Differenzierung

Die MSZ wurden in einer Zelldichte von 5 x 10* Zellen und die neonatalen Osteoprogenitor-
Vorlauferzellen in einer Dichte von 2 x 10* Zellen in 12-well Platten ausgesat und nach 24 h
die Differenzierung mittels Osteoblasten-Kulturmedium (Tab. 3) induziert. Die Differenzierung
zu reifen Osteoblasten wurde anhand der Aktivitdt des Markerproteins Alkalische Phophatase

(ALP) und der Mineralisierung der EZM der Zellen nach 7, 15 und 25 Tagen gemessen.
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3.4.6 Chondrogene Differenzierung

Fur die chondrogene Differenzierung wurden die MSCs in einer Pellet-Kultur mit 10 ng/ml
TGFB3 (rekombinant Maus / E.coli, Peprotech, Hamburg) sowie zahlreichen weiteren
Stimulanzien (Chondroblasten-Kulturmedium, s. Tab. 3) geziichtet. 2 x 10° Zellen wurden in
500 pl Medium in einem 15 ml Reaktionsgefald fur 8 min bei 600g zentrifugiert und das so
entstandene Pellet bei 37°C und 5 % CO, kultiviert. Innerhalb der ersten 24 h I6ste sich das
Pellet vom Gefalirand und bildete ein kugelférmiges Zellaggregat, wodurch medial eine
geringere Sauerstoffkonzentration erreicht wurde, die sich positiv auf die Differenzierung der
Chondrozyten auswirkt. Alle zwei Tage erfolgte ein Mediumwechsel. Nach 7 und 14 Tagen
wurde das Pellet einmal mit PBS gewaschen, anschlielend in Tissue Prap-Einbettmedium
(Zeis, Oberkochen) eingebettet und bei -80°C gelagert. Zur Analyse der Differenzierung
wurden 5 und 10 um dicke Kryoschnitte angefertigt, die bei -80°C gelagert wurden. Fir die
histologischen und immunhistologischen Farbungen wurden die Schnitte in eiskaltem Aceton

far 10 min fixiert.

3.4.7 Adipogene Differenzierung

Zur Adipozyten-Differenzierung wurden mesenchymale Stammzellen in einer Dichte von 5 x
10* Zellen pro well in eine 12-well Platte ausgesat. Nach 24 h wurde das Medium zur
Entfernung von Zelltrimmern gewechselt. Sobald die Zellen 80 % Konfluenz erreicht hatten,
erfolgte die Induktion der Differenzierung mittels des Adipozyten-Kulturmediums (Tab. 3).
Nach 7, 14 und 25 Tagen wurde der Differenzierungsstatus mittels Oil Red O-Farbung (s.

Kapitel 3.8.1) bestimmt, indem die zelltypischen, lipidhaltigen Vesikel angefarbt wurden.

3.4.8 Stimulationsversuche mit TNFa und IL-1f3

Zur Analyse der Syndecan-4 Expression in den MSZ-Kulturen unter dem Einfluss der
Zytokine TNFa und IL-1B wurden die Zellen in einer Zelldichte von 5 x 10* Zellen pro well in
einer 6-well Platte ausgesat und die Stimulation bei einer Konfluenz von 90-100% gestartet.
TNFa sowie IL-1B wurden in einer Endkonzentration von 10 ng / ml (gel6st in 2 % BSA in
PBS) dem supplementierten Kulturmedium zugesetzt. Nach 1, 3, 6 und 24 Stunden erfolgte
die Isolation der mRNA (Kapitel 3.6.1).
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3.4.9 Kryokonservierung und Rekultivierung der MSZ

Zur dauerhaften Lagerung wurden die MSZ wie in Kapitel 3.4.4 beschrieben mit 1x
Trypsin/EDTA-LAsung abgeldst und bei 1200 g fir 5 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in
1,5 ml Einfriermedium (10 % DMSO, 1 % Penicillin-Streptomycin und 25 % FKS in aMEM)
resuspendiert und in Kryordhrchen (Nunc, Wiesbaden) uberfihrt. Diese wurden in
Einfrierboxen gefullt mit Isopropanol (Cryo 1°C Freezing container; Thermo Fischer, Dreieich)
langsam Uber 24 h auf -80°C heruntergekihlt und anschlieRend im Stickstofftank CS 300B
(Cryo System GmbH, Wilnsdorf) gelagert.

Zum Auftauen der Zellen wurden diese kurz auf 37°C erwarmt und mit frischem Medium
versetzt. Zur vollstandigen Entfernung des DMSO wurde die Zellsuspension fur 5 min bei
1200 g zentrifugiert. Die Zellen wurden dann in einem geeigneten Volumen Kulturmedium

aufgenommen und kultiviert.

3.5 Proteinbiochemische Methoden

3.5.1 Bestimmung der Proliferation

Die Proliferation der Zellen wurde mittels des 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid-Test (MTT-Test) bestimmt (modifiziert nach Mosmann 1983'%).
Die Zellen wurden in einer Zelldichte von 5 x 10° Zellen in einer dreifach Bestimmung in 96-
well Platten ausgeséat. An den Testtagen wurde dem Kulturmedium MTT-Lésung in einer
Verdunnung 1:10 hinzugegeben. Nach vorsichtigem Schwenken wurden die Zellen bei 37°C
fur 2 h inkubiert. In dieser Zeit wurde das geldste, gelbe Tetrazoliumsalz MTT zu einem blau-
violetten Formazan-Farbstoff von den Zellen reduziert, der sich intrazellular als blaue Kristalle
mikroskopisch zeigte. Die Reduktion erfolgte intrazellular durch zelleigene Enzyme (z.B.
mitochondriale Dehydrogenasen). Nach der Inkubationszeit wurde das Medium abgesaugt
und der Zelllayer getrocknet. Zum Ldsen der Kristalle wurde 100 yl MTT-Detergenz auf den
Zelllayer gegeben. Nach mikroskopischer Uberpriifung des vollstdndigen Lésen der
Formazan-Kristalle wurde die Absorption bei 590 nm (Referenzwellenlange 630 nm)
gemessen. Die Absorption spiegelt die Vitalitdt der Zellen wieder und ist proportional zur
Zellzah!™**™".

Da Vorlauferzellen der Osteoklasten nach einer Proliferationsphase von 3 Tagen zu

multinukledren Riesenzellen fusionieren, wurde fur die Zellzahlbestimmung von
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differenzierenden Osteoklasten der CyQuant Assay von Invitrogen (Karlsruhe) genutzt. Die
Zellzahlbestimmung erfolgt anhand der Detektion der DNA. Die Bindung des
fluoreszierenden Farbstoffs CyQuant an zelluldre Nukleinsdure erzeugt eine hohe
Verstarkung der Fluoreszenz. Zu diesem Zweck wurden Zellen in 96-well Platten ausgesat
und far 3, 5, 7 und 9 Tage kultiviert. Nach Ablauf der Inkubationszeiten wurden die Platten
nach Herstellerangaben behandelt. Die Messung der Proben wurde mit dem 1420 Mulitlabel
Counter Victor3 (Perkin Elmer, Rodgau-Jigesheim) bei Wellenlangen von 485/535 nm
durchgefuhrt. Als Groflenstandard diente isolierte DNA aus dem Phagen A (Invitron,

Karlsruhe).

3.5.2 Nachweis der Alkalische Phosphatase Aktivitat

Die Aktivitdt des Markerproteins Alkalische Phosphatase (ALP) in Osteoblasten-Kulturen
wurde anhand der Umsetzung eines I6slichen Substrats in einen farbigen Farbkomplex
gemessen. Die kultivierten Zellen wurden kurz mit PBS gewaschen und dann mit eiskaltem
Methanol (299,9 %) auf der Kihlplatte fir 10 min fixiert. Nach der Fixierung erfolgten 3
Waschschritte mit PBS und eine 30 min Inkubation bei 37°C mit 400 pul ALP-
Nachweisreagenz. Im Anschluss wurde der Zelllayer zweimal mit H,Og4est gesptlt und

fotografiert.

3.6 Molekularbiologische Methoden

3.6.1 RNA-Isolation

Nach einmaligem Waschen des Zelllayers mit eiskaltem PBS wurden die Zellen mit 350 pl
RLT-Puffer (Qiagen, Hamburg), versetzt mit 3-Mercaptoethanol, lysiert und vor der weiteren
Verarbeitung bei -80°C gelagert. Fur die Isolierung der RNA der differenzierten Osteoklasten
wurden jeweils 8 wells der 96-well-Platte gepoolt. In allen anderen Versuchen reichten die
Zellen eines 6-wells. Nach dem langsamen Auftauen des Zelllysats auf Eis wurde die RNA
mittels des RNeasy Mini Kit der Firma Qiagen isoliert. Die Durchfihrung erfolgte laut
Hersteller. Von der gewonnenen RNA wurde photometrisch die Konzentration und die

Reinheit bestimmt. Bis zum weiteren Verbrauch wurde die RNA bei — 80°C gelagert.
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3.6.2 Synthese der cDNA

Fur die Synthese der cDNA wurde das High Capacity RNA-to-cDNA Kit (Applied Biosystems,
Darmstadt) verwendet. Als Template fir die cDNA diente 0,5 ug isolierte RNA. Diese wurde
nach Herstellerangaben mit 1 yl 20x Enzym Mix und 10 pl 2x Puffer auf ein Endvolumen von
20 I mit RNase freiem Wasser zusammen pipettiert. Die Reaktionsansatze wurden
gevortext, anschliefend kurz zentrifugiert und bei 37°C fur 60 min inkubiert. AbschlieRend
wurde die Probe fur 5 min bei 95°C inaktiviert und fir die PCR eingesetzt bzw. bei -20°C
gelagert.

3.6.3 Quantitative Polymerase-Kettenreaktion

Zur Amplifikation der gewiinschten Sequenz wurde mit der cDNA eine quantitative real time-
PCR mit den in der Tab. 4 aufgelisteten, genspezifischen Primern durchgefihrt. Hierzu wurde
das DyNAmo Flash SYBRGreen gqPCR Kit von Biozym (Hamburg) verwendet und folgender
Ansatz in die IQ-96well-PCR-Platte (BioRad, Miinchen) als Triplett pipettiert:

2x Master Mix 10 pl
Wasser 8 ul
Primer-Mix (10uM) 1l
cDNA 1 ul.

Zum Ausschluss von Verunreinigungen wurde pro Ansatz eine Kontrolle mit H,Opgest. @anstatt
cDNA gefahren. Die Reaktionsansatze wurden kurz zentrifugiert und in einem Thermocycler

nach folgendem Programm amplifiziert:

1) 95°C 7 min Aktivierung der Polymerase

2) 95°C 10 sec Denaturierung <—
3) 60°C 30 sec Annealing und Elongation E—
4) 95°C 60 sec abschlielende Elongation

Im Anschluss der PCR wurde direkt eine Schmelzpunktanalyse der entstandenen Produkte
zum Ausschluss unspezifischer Primerdimere oder anderen Artefakte durchgefuhrt. Das

Reaktionsgemisch wurde dabei in 1°C Schritten von 50°C auf 95°C erhitzt und kontinuierlich
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die Fluoreszenz gemessen. AnschlieRend wurden die Proben auf 4°C heruntergekuhlt. Fur
die Auswertung wurden die einzelnen Expressionslevel zu dem Kontrollgen Hypoxanthin-
Phophoribosyl-Transferase (HPRT) zu jedem Zeitpunkt normalisiert. HPRT gilt als ein
anerkanntes house keeping gene in der Maus'®. Der cycel threshold-Wert (CT-Wert) wurde
zu jedem Zeitpunkt normalisiert, d.h. fir jede untersuchte Probe wurde der CT-Wert des

Referenzgens vom CT-Wert des zu untersuchenden Gens subtrahiert:

ACT = CT(Zielgen) — CT(HPRT).

Im nachsten Schritt wurde der CT-Wert vom Zeitpunkt 0 als Referenzwert verwendet und

vom ACT abgezogen:

AACT = ACT(Exp.Zeit,) — ACT(Exp. Zeity).

Der relative Expressionsunterschied der Probe normalisiert zum Referenzgen HPRT und
bezogen auf eine Kontrolle (Zeitpunkt O vor der Behandlung) wurde graphisch mit der

arithmetischen Formel dargestellt:

2—AACT (Exp.Zeit 0) _ 1

3.6.4 Genotypisierung der knock out Tiere

Fur die Genotypisierung der genetisch veranderten Tiere wurde das RedExtract-N-Amp
Tissue Tm PCR Kit (Sigma, Hamburg) verwendet. Die Durchfuhrung erfolgte modifiziert nach
den Herstellerangaben. Zur Isolation der tierischen DNA wurden Gewebeproben (nach der
Tétung entnommene Schwanzspitzen bzw. Hautstanzen, die bei der Ohrmarkierung abfallen)
in 100 pl Extraktionsldsung und 25 ul Gewebepraparationslésung flir 40 min bei 37 °C
inkubiert und anschlielen fir 5 min bei 95°C gekocht. Nach Zugabe von 100 ul

Neutralisationslésung wurde folgender Ansatz fur die PCR zusammen pipettiert:

H2Ovidest. 8 ul
RedExtra PCR Reaction Mix 7 ul
Primer Mix (Tab. 5) 1 ul
Gewebeextract 4 ul.
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Die Reaktionsansatze wurden gevortext, anschlieBend kurz zentrifugiert und in einem

Thermocycler nach folgendem Programm amplifiziert:

1) 95°C 3 min Denaturierung

2) 95°C 45 sec Denaturierung “—

3) 56°C 30 sec Annealing 35 Zyklen
4) 72°C 60 sec Elongation

5) 72°C 10 min abschlieliende Elongation

6) 4°C 0 Kdhlung

Zur Kontrolle der Amplifikation sowie der Genotypen wurde anschlielend das PCR-Produkt
auf ein 1,5 % Agarosegel aufgetragen. Zusatzlich wurden Proben einer WT, einer knock out

und einer heterozygoten Maus mitgefihrt.

3.6.5 Agarose-Gelelektrophorese von DNA-Fragmenten

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrer GréRRe erfolgte mit Gelen hergestellt aus
1,5 % Agarose (Bio Rad, Munchen) in 1x TAE-Puffer. Zur Visualisierung der aufgetrennten
DNA-Fragmente unter UV-Licht wurde dem Agarosegel 0,2 pug/ml Ethidiumbromid zugesetzt.
Als GroéRenstandard wurde der 100 bp DNA-Marker (Fermentas, St. Leon-Rot) verwendet.
Die PCR-Ansatze wurden im Agarosegel in 1x TAE-Puffer bei einer Spannung von 120 V
aufgetrennt. Die Dokumentation erfolgte mit dem Dokumentationssystem Infinity Modell 1000

(Peglab, Erlangen).

3.7 Aufbereitung der histologischen Praparate

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die freipraparierten Frakturkalli, Tibiae sowie Wirbelsaulen
histologisch aufgearbeitet. Fir die immunhistochemische Bearbeitung der Knochenproben
mussten diese entkalkt und in Paraffin eingebettet werden. Aufgrund der noch gering
kalzifizierten Knochen der Embryonen und neonatalen Mausen wurden diese Proben nicht
entkalkt und direkt der Paraffineinbettung zugefihrt. Zum Teil wurden die Praparate
anschlieBend wahrend des Schneidens durch das Benetzen der Schnittflache mit 20 %iger

EDTA-L6sung entkalkt. Fur die histomorphologische Auswertung, bei der eine quantitative
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Analyse des mineralisierten und nicht mineralisierten Gewebes erfolgte, durften die Proben
nicht entkalkt werden und wurden aus diesem Grund in einem speziellen Kunststoff einge-
bettet, der die analoge Harte von nicht entkalkten Knochen aufweist und so ein Schneiden

der Proben ermdglicht.

3.7.1 Herstellung von Paraffin-Schnittpraparaten

Nach der Entnahme wurden die Knochen in 4%igem Paraformaldehyd bei 4°C Uber Nacht
fixiert. Danach wurde das Paraformaldehyd Uber einen Zeitraum von 24 h in Sérensen-
Phosphatpuffer ausgewaschen. Die sich anschlieRende Entkalkung der Praparate in 20%iger
Na-EDTA-L6sung (Apotheke des Universitatsklinikums Munster, Minster) versetzt mit 0,2 %
Paraformaldehyd (pH 7,9) dauerte 7 Wochen. EDTA ist ein Komplexbildner und geht an
seinen freien Bindungsstellen eine Verbindung mit Kalzium-lonen ein. Es bildeten sich EDTA-
Kalzium-Prazipitate, wodurch dem Knochen Kalzium entzogen wurde. Um eine madglichst
effektive Entkalkung zu gewahrleisten, wurde die EDTA-Losung dreimal wochentlich
erneuert. Das entkalkte Gewebe und somit freiliegende Proteine wurden durch die geringe
Konzentration an Parafomaldehyd nachfixiert. Der intramedullare Nagel wurde vorsichtig vor
der Entkalkung zur besseren Diffusion der Entkalkungslésung entfernt. Nach 7 Wochen
wurden die Proben erneut in Sdrensen-Phosphatpuffer fur 24 h gewaschen. Zur
Entwasserung der Praparate wurde eine aufsteigende Alkoholreihe verwendet (12 h in 70%
Ethanol, schlieRlich jeweils 24 h in 90%, 96% und 100% Ethanol). Impragniert wurden die
Proben durch Einlegen in Zedernholzél (Merk, Darmstadt) fir mindestens 24 h, in Paraffin-
Zedernholzdlgemisch (24 h bei 48°C) und abschlieRend in Paraffin (Merk, Darmstadt) fur 5
aufeinander folgenden Inkubationsschritten bei 60°C fir je 8 bis 16 h. Die endgiltige
Einbettung der Praparate in Paraffin erfolgte frontal, so dass die Schnittebene der Praparate
in der Frontalebene verlief. Am Rotationsmikrotom wurden aus den Paraffinblécken 5 um
dinne Serienschnitte hergestellt. Diese wurden in einem 50°C warmen Wasserbad gestreckt,
auf beschichtete Objekttrager (R. Langenbriick, Teningen) gebracht und bei 37°C Uber Nacht
getrocknet.

Um die Auswahl der Schnitte flr die Frakturheilung zu standardisieren, wurden nur
Serienschnitte gewahlt, die einen Bohrkanaldurchmesser entsprechend der G23 Kanlle
aufwiesen. Fur alle histochemischen und immunhistologischen Farbungen wurden die
getrockneten Schnittpraparate zunachst dreimal fir je 5 min in Xylol (Baker, Denventer,
Holland) entparaffiniert, in einer absteigenden Alkoholreihe (100%, 98 %, 90 %, 80 % und 70
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% Ethanol) fir jeweils 2 min rehydriert und anschlieend in H,O4est aufgenommen. Nach der
Entparaffinierung und Rehydrierung wurden die Schnitte den einzelnen immunhistologischen
und histochemischen Farbungen zugeflhrt. Nach der jeweiligen Farbung wurde die
Dehydrierung der Schnitte mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe (70 %, 80 %, 90 %, 96 %
und 100 % fur je 2 min) durchgefuhrt. AnschlieBend wurden die Schnitte dreimal in Xylol fur 5
min inkubiert und zum Schluss mit Eindeckmedium fir wasserfreie Praparate (Carl Roth,
Karlsruhe) eingedeckelt. Erfolgte jedoch die Farbung mit einem Farbstoff (z.B. bei der TRAP-
Farbung), der sich in organischem L&sungsmittel 16st, wurde ein Eindeckmedium auf
wasseriger Basis verwendet (Aquatex, Merck, Darmstadt) und auf die Dehydrierungsschritte

verzichtet.

3.7.2 Herstellung von Kunstharz-Schnittpraparaten

Die Einbettung der mineralisierten Praparate erfolgte mit einem Polymerisationsverfahren auf
Basis von Methylmetacrylat (Technovit ® 9100 , Heraeus Kulzer GmbH & Co. KG, Wehrheim,
Deutschland), welches speziell fir die Einbettung von mineralisiertem Gewebe fir die
Lichtmikroskopie entwickelt wurde. Die chemische Polymerisation erfolgt unter Ausschluss
von Sauerstoff mit Hilfe eines Katalysatorensystems aus Peroxid und Amin. Die zusatzlichen
Komponenten PMMA-Pulver (polymerisierten Methylmetacrylat-Pulver) und Regler
(Radikalfanger) ermdglichen die gesteuerte Polymerisation bei Kalte. Die Einbettung erfolgte
laut Herstellerangaben. Zunachst wurden die Proben nach der Fixierung in einer
aufsteigenden Alkoholreihe (70 % Ethanol fur 3 d, 80 % Ethanol, 96 % Ethanol und 100 %
Ethanol fur jeweils 7d) entwassert und dann zur Entfettung fir vier Stunden in Xylol (Xylene®,
J.T. Baker, Deventer, Niederlande) Uberfuhrt. Das Xylol verdrangt dabei das Ethanol aus dem
Gewebe und vermischt sich in dem folgenden Inkubationsschritt mit der
Prainfiltrationsldsung, welche wiederum das Xylol vollstadndig ersetzt. Die Praparate werden
bei Raumtemperatur fur 3 Tage in der Préinfiltrationsldsung | (50 % Basislésung und 50 %
Xylol) und fir 7 Tage in der Prainfiltrationslésung Il (Basislésung mit 0,5 % Harter) gelagert.
Anschlieend werden die Proben fur weitere sieben Tage in einer Prainfiltrationslosung Il
(Basislosung, entstabilisierte mittels einer Al,O; Chromatographiesaule und 0,5 % Harter)
gefolgt von einer Infiltrationslésung (entstabilisierte Basislésung mit 8 % PMMA und 0,5 %
Harter) bei 4 °C gelagert. Fur die Einbettung der Knochen in Methylmetacrylat wurden diese
in luftdicht, verschlielbare Teflonschalen frontal platziert, so dass die Schnittebene identisch

zu den Paraffinproben lateral lag. Die Gefafle wurden anschlieRend mit dem Polymerisations-
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gemisch (Technovit®9100) geflllt und in den luftdicht abgeschlossenen Gefalken flir mind. 24
Stunden bei 4 °C zur Polymerisierung gelagert. Aus den ausgeharteten Kunststoffblécken
wurden nun unter standiger Benetzung mit 30 % Ethanol 5 ym dicke Serienschnitte am
Hartschnittmikrotom angefertigt und auf mit 50 %igem Alkohol benetzte beschichtete
Objekttrager (R. Langenbrick, Teningen) gezogen. Zum Anheften der Schnitte auf den
Objekttrager wurden die Praparate mit einer Polyethylen-Schutzfolie abgedeckt und Uber
Nacht bei 60°C in einer Presse getrocknet. Die Hartgewebeschnitte wurden zum einen fur die
Darstellung des mineralisierten Gewebes mittels von Kossa Farbung und zum anderen fir
die TRAP-Farbung verwendet. Im Vorfeld der Farbungen wurden die Schnittpraparate
zweimal fur 20 min in Xylol und anschlielend fir 20 min in 2-Methoxyethylacetat entplastet.
Danach wurden die Proben in Aceton fir 10 min und im Anschluss kurz in H,Oges gesplilt.
Nach der jeweiligen Farbung erfolgten die Dehydrierung der Schnittpraparate sowie ihre

Eindeckelung wie in Kapitel 3.7.1 beschrieben.

3.8 Histochemische Methoden

3.8.1 Nachweis von Adipozyten mittels Oil Red O-Fédrbung

Die Oil Red O-Farbung diente zum Nachweis der Adipozyten-Differenzierung anhand der
optischen Darstellung der zelltypischen, lipidgefilliten Vesikel. Der Zelllayer wurde dreimal mit
kaltem PBS gewaschen und 5 min auf der Eisplatte mit 4 % PFA fixiert. AnschlieRend wurden
die Zellen mit gekuhltem 50 % Ethanol gewaschen und fir 20 min mit 0,2 % Oil Red O-
Lésung (modifiziert nach Romeis Mikroskopische Techniken, 1989) inkubiert. In den
lipidhaltigen Vesikeln lagerte sich der rote, lipophile Farbstoff an. In stark differenzierten
Bereichen bildete sich ein rot-schwarzer Niederschlag. Zur Entfernung unspezifische

Farbungen wurde der Zelllayer mit 50 % Ethanol gewaschen und mit H,Oqes;. Uberschichtet.

3.8.2 Von Kossa Fédrbung zur Visualisierung des mineralisierten Gewebes bzw.
der extrazellularen Matrix

Die von Kossa-Farbung dient dem Nachweis von mineralisietem Gewebe. Die Silberionen

der Farbelosung reagieren mit den Karbonat- und Phosphationen des Kalks und verdrangen

so die Kalziumionen. Durch Lichteinwirkung (UV-Licht) werden die Silberionen zu

metallischem Silber reduziert und als braun-schwarzer Niederschlag sichtbar. Nach der
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Fixierung wurden der Zelllayer bzw. die entplasteten Gewebeschnitte (Technovit eingebettet,
nicht entkalktes Knochengewebe) mit Leitungswasser gewaschen und 30 min bei RT sowie
bei Tageslicht (UV-Licht) mit 5 %-iger Silbernitratidsung inkubiert. Anschliel3end erfolgten drei
Waschschritte mit Leitungswasser. Zur weiteren Reduktion des Silbers wurde
Natriumkarbonat-Formaldeydlésung auf die Probe gegeben. Nach 2 min wurden die Proben
erneut mit Leitungswasser gewaschen und Uberschissiges Silbernitrat durch 10 %-iges
Natriumthiosulfat fur 5 min bei RT entfernt. Im Anschluss wurde der Zelllayer mit HyOgest.
uberschichtet bzw. die Gewebeschnitte entwassert und eingedeckelt (s. Kapitel 3.7.1). Die

Bestimmung des mineralisierten Areals erfolgte anhand der schwarz gefarbten Flache.

3.8.3 Alizarinrot-S-Farbung zur Quantifizierung der Kalzifizierung der
extrazelluldren Matrix
Nach der Fixierung der Zellen mit Methanol fir 5 min wurde der Zelllayer dreimal mit HyOgest.
gewaschen. AnschlieBend erfolgte die Farbung mit 1 ml Alizarinrot-S-Lésung (modifiziert
nach Stanford et al., 1995'®) fiir 1 h auf dem Schiittler. Hierbei bildet das Alizarinrot-S einen
Chelatkomplex mit Kalzium, der als rote Ablagerung sichtbar wird. Im Anschluss wurde der
Zelllayer dreimal mit HyOgest. gespult und 10 min mit PBS zur Entfernung von unspezifisch
gebundenen Farbstoff gewaschen. Zur Quantifizierung wurde die gefarbte EZM mit 1 ml 10
% Cethylpyridiniumchlorid entfarbt. Die Entfarbung erfolgte Gber Nacht bei RT auf dem
Schuttler. Am nachsten Morgen wurde in einer dreifachen Bestimmung die Absorption des
Uberstandes bei 570 nm und einer Referenzwellenlange von 630 nm photometrisch

bestimmt.

3.8.4 Identifikation von Knorpelgewebe mittels Alcianblau Fdarbung

Zur Darstellung der knorpeligen Regionen im Frakturkallus erfolgte die Alcianblau Farbung, in
der saure Glykosaminoglykane, die hauptsachlich im Knorpelgewebe vorkommen, blau
angefarbt werden. Als Gegenfarbung wurde die Kernechtrotfarbung gewahlt. Nach der
Entparaffinierung bzw. Entplastung und Rehydrierung wurden die Proben fur drei min in 3 %
Essigsaure und anschlieRend in der Alcianblau-Farbelésung (1 % Alcianblau geldst in 3 %
Essigsaure, pH-Wert 3) fur 30 min inkubiert. Zur Entfernung von Uberschussiger Farbe
wurden die Proben kurz in 3 % Essigsaure gespult. Darauf folgend wurden die Zellkerne mit

der Farblésung Kernechtrot (Roth, Karlsruhe) fir 5 min rot angefarbt und kurz in HyOgest.
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gewaschen. Zum Schluss wurden die Proben entwassert und eingedeckelt (s. 3.7.1).

3.8.5 Identifikation von Knochengewebe mittels Masson-Goldner Farbung

Zur Unterscheidung der Regionen mit neu gebildetem Geflechtknochen, besonders wahrend
der intramembranésen Ossifikation, von knorpeligen Bereichen wurden Gewebeschnitte der
Masson-Goldner Farbung (Trichomfarbung) unterzogen. Hierzu wurde das Masson-Goldner
Farbekit der Firma Merck (Darmstadt) verwendet und laut Herstellerangaben durchgefuhrt.
Nach der Entparaffinierung und Rehydrierung der Praparate wurde eine Kernfarbung mit
Weigerts Eisenhdmatoxylin flr 5 min durchgeflhrt. Im Anschluss wurden die Schnitte 5 min
unter flieRendem Leitungswasser gewaschen, wobei ein Farbumschlag der Kerne zu
dunkelbraun bis schwarz eintrat. Da die nachsten Farbeschritte in einem sauren Milieu
stattfanden, wurden die Proben fir 30 sec in 1 % Essigsaure gespult. Durch die Inkubation in
Azophloxin-Lésung fir 10 min und Orange G-Lésung fir 1 min wurden Muskulatur,
Zytoplasma und Erythrozyten rot angefarbt. Nach kurzem Spulen in 1 % Essigsaure wurde
kollagenhaltiges Gewebe, wie z.B. Knochen, flir 2 min mit Lichtgrin SF angefarbt. Nach
einem erneuten Waschschritt mit Essigsaure wurden die Schnittpraparate dehydriert und mit

Deckglasern eingedeckelt.

3.8.6 Nachweis von Osteoklasten mittels TRAP Farbung

Die Farbung dient der Identifizierung von Osteoklasten durch den Nachweis der
Enzymaktivitat, der fir diese Zellen typischen tartrat-resistenten sauren Phosphatase
(Tartrat-resistant acid phosphatase, TRAP). Da aber auch andere Zellen, wie z. B.
Makrophagen, gefarbt werden, erfolgt die Quantifizierung der Osteoklasten nicht nur
aufgrund des positiven Farbeergebnisses, sondern auch anhand ihrer Lokalisation (an der
Knochen- bzw. Knorpeloberflache) in vivo und anhand der Anzahl ihrer Zellkerne (> als 3
Zellkerne) in vitro. Fur diese Farbung wurde das Saure Phosphatase Kit der Firma Sigma
(Hamburg) verwendet. Nachdem die Schnitte der eingebetteten Knochen entparaffiniert und
rehydriert bzw. entplastet waren, wurden sie fir 45 min bei 37°C mit Osteoklasten
Farbeldsung | inkubiert. In dieser Zeit setzte das Osteoklasten spezifische Enzym TRAP das
Substrat um. AnschlieRend wurde fur weitere 10 min der Lésung Osteoklastenfarbelésung |l
beigemengt. Nun bindet das freigesetzte Naphtol AS-BI, dass wahrend des vorherigen

Inkubationsschritts hydrolysiert wurde, an Fast Garnet GBC und bildet eine unlésliche,
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violette Farbablagerung direkt an den Aktivitatsstellen der einzelnen Zellen. Zum Schluss
wurden die Schnitte zweimal mit H,Ogst gewaschen und eine Kerngegenfarbung mit
Hamatoxylin (1:5 mit H,Ogest. vVerdinnt, Sigma, Hamburg) durchgefihrt. Fir die Auswertung
wurden die Schnitte entwassert und eingedeckelt wie in Kapitel 3.7.1 beschrieben.

Diese Farbung wurde ebenfalls bei den kultivierten Knochenmarkszellen zur
Charakterisierung der Osteoklasten-Differenzierung eingesetzt. Am 7. Tag der Kultivierung
wurden die Zellen mit Osteoklasten-Fixierlosung fur 3 min bei RT fixiert. Nach drei
Waschschritten mit 37°C warmen PBS erfolgte die Substratumsetzung. In diesem
Reaktionsschritt wurde direkt eine Mischung der Osteoklasten-Farbelésung | und Il (1:100)
auf den Zelllayer gegeben und bei 37°C fur 5 min inkubiert. Anschliel’end wurden die Zellen

mit PBS gewaschen und mit einem PBS-Glycerin-Gemisch (1:1) Gberschichtet.

3.8.7 Alcianblau-Kernechtrot-Farbung des gesamten murinen Skeletts

Vier Tage alte neonatale Mause aus heterozygoten Verpaarungen wurden mittels einer
Uberdosierung an Isoflaran® getotet. Zur Genotypisierung wurden die inneren Organe der
Mause prapariert. Anschlieend erfolgte die Fixierung des kompletten Kérpers flir 1 Woche in
90 %-igen Ethanol. Vor der nun folgenden Farbung wurden vorsichtig die komplette Haut
sowie die restlichen inneren Organe entfernt. Fir drei Tage inkubierten die Praparate bei RT
in einer Alcianblau-Lésung (0,01 % Alcian Blau in 96 % Ethanol unter Zusatz von 20 %
Essigsaure), wodurch sich das Knorpelgewebe blau farbte. Im Anschluss wurden die Proben
in mehreren Schritten rehydriert (10 h in 70 % Ethanol, 5 h in 40 % Ethanol, 5 h in 15 %
Ethanol und 5 h in Aquagest). Danach wurden die Tiere in 1 %-iger Kalilauge zur Mazeration
gelagert. Sobald die Kérper mit Ausnahme des blau gefarbten Knorpelgewebes transparent
waren, wurden die mineralisierten Bereiche des Knochens mit einer Alizarinrot S-Lésung
(0,001% Alizarinrot S geldst in 1 % KOH) rot gefarbt. Nach drei Tagen wurden die Praparate
zur Entfernung unspezifischer Farbungen fur 15 h in 1 % KOH geschwenkt und abschlieRend
in mehreren Schritten zur Lagerung in Glycerin Uberfuhrt. Fir die Auswertung erfolgte
zunachst die Aufnahme des kompletten Mausskeletts mit einer Spiegelreflexkamera. Danach
wurden Detailaufnahmen der Extremitaten unter Verwendung eines Binokulars angefertigt.
Mittels dem Programm Image Pro plus wurden die maximale Lange der einzelnen Knochen
(Humerus, Femur und Tibia), sowie das Verhaltnis der Lange des mineralisierten Areals zur

Gesamtlange des Knochens bestimmt.
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3.9 Immunhistologische Methoden

Nach der Entparaffinierung und Rehydrierung der Paraffinschnitte bzw. der Fixierung der
Kryoschnitte wurden die Proben dreimal fur 5 min mit 1x TBS gewaschen und durch
nachgeschaltete enzymatische Verdaue vorbehandelt, um das zu detektierende Antigen im

Gewebe zu demaskieren.

3.9.1 Detektion von Kollagen Il und X mittels Dako ARK™
Fur die Detektion von Kollagen Il und X im knorpeligen Anteil des Frakturkallus der

Mauspraparate wurde das Dako Animal Research Kit™

(Darko, Glostrup, Danemark)
verwendet. Hier wurde im Vorfeld der primare Antikbrper mit dem sekundaren, biotinylierten
Antikorper (biotinylierte Fab Antikorper, anti Maus Ig) in HyOg4es flr 15 min bei RT zur
Komplexbildung inkubiert. Im Weiteren wurde durch die Zugabe von Maus Immunglobuline
(Ig), die in der blocking-Reagenz des Herstellers enthalten waren, mdgliche
Interaktionsbereiche der Antikdrper mit endogenen Immunglobulinen im Gewebeschnitt
blockiert. Durch diese vorgeschaltete Interaktion konnten primare Antikorper, die in Mausen
hergestellt wurden, in Mausproben verwendet werden. Vorab wurde ein Verdau der
Knorpelmatrix mit Protease XXIV (Sigma, Hamburg) fir 10 min bei 37°C, gefolgt von drei
Waschschritten mit 1x TBS, durchgefihrt. Danach erfolgte ein Verdau mit 0,1 %
Hyaluronidase (w/v; Sigma, Hamburg) in 0,1 M Natriumacetat pH 6 fir 90 min bei 37°C. Nach
weiteren Waschschritten mit 1x TBS wurde die endogene Peroxidase des Gewebes mit 3 %
H,O, flir 5 min geblockt. Nach erneuten Waschschritten wurde zunachst die Detektion von
Kollagen X (1:50) durchgefuhrt. Hierzu wurde fur 15 min bei RT der im Vorfeld biotinylierte,
primare Antikorper auf die Schnitte pipettiert. Abermals wurde dreimal fir 5 min mit 1x TBS
gewaschen, worauf nun die Bildung des Biotin-Streptavidin-Komplexes durch die Zugabe der
Streptavidin-HRP-Gebrauchsldsung (Dako) fur 15 min auf die Proben erfolgte. Danach
wurden die Schnitte dreimal gewaschen. Die Substratumsetzung durch die am Streptavidin
gebundene Peroxidase und die damit verbundene Ausféllung eines braun-schwarzen
Niederschlages am Bindungsort des primaren Antikorpers wurde durch die Zugabe der
Substratlésung (1 Tropfen 3,3‘-diaminobenzidine Chromogen Lésung auf 1 ml Substratpuffer)
induziert. Im Anschluss wurden drei 10 min Waschschritte mit 1x TBS und 0,1 % Tween 20
zur Entfernung aller nicht spezifischen Bindungen durchgefihrt. Im Anschluss erfolgte nun
die zweite immunhistologische Detektion von Kollagen Il (1:50) analog zur Kollagen X-

Farbung, jedoch konnte auf eine erneute Demaskierung sowie Blockung der endogenen
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Peroxidase verzichtet werden. AuRerdem wurde Streptavidin, das mit einer alkalischen
Phosphatase gekoppelt war, verwendet (Alkalische Phosphatase Reagenz, ALP Standard
Vectastain ABC Kit der Firma Vector Laboratories, Barlingame, USA). Das Alkalische
Phosphatase Reagenz wurde fur 30 min bei RT auf die Proben pipettiert. Nach drei 5 min
Waschschritten fand die Umsetzung des Substrats (Alkaline Phosphatase Substrate Rot Kit |
der Vector Laboratories) lichtgeschitzt innerhalb von 15 min statt. Der Substratldsung war
ein Tropfen Levamisol-Losung zugesetzt, die die zelleigene ALP hemmt. Nach der
Umsetzung des Substrats in einen roten, nicht 16slichen Farbstoff wurden die Schnitte mit
Leitungswasser gesplilt. Die Zellkerne wurden mit Hamatoxylin (1:5 mit H,Ogest verdinnt,
Sigma, Hamburg) flir 30 sec gegengefarbt und diese Kernfarbung 10 min lang unter
Leitungswasser geblaut (Farbumschlag von braun zu blau). Zum Schluss wurden die

Praparate entwassert und eingedeckelt (s. Kapitel 3.7.1).

3.9.2 MMP-9 und TRAP -Doppelfarbung

Fur die Detektion von MMP-9 wurde eine kombinierte Farbung durchgefuhrt, in der zusatzlich
Osteoklasten, die die Hauptproduzenten von MMP-9 sind, mittels TRAP-Farbung identifiziert
werden konnten. Zunachst erfolgte ein Verdau der Knorpelmatrix mit Trypsin fir 10 min bei
37°C gefolgt von drei Waschschritten mit 1x TBS. Nachdem potenzielle unspezifische
Bindungsstellen mit 10 % Ziegenserum fur 30 min geblockt wurden, inkubierten die Schnitte
fur 60 min bei 37°C mit dem primaren Antikdrper (1:2000 verdinnt mit 2 %igem
Ziegenserum). Nach drei Waschschritten wurden die Proben mit dem sekundaren, Biotin-
gekoppelten Antikérper gegen Kaninchen (1:200) Uberschichtet und fir 30 min bei RT
gelagert. Nach den einzelnen Schritten der Antikdrperdetektion wurden jeweils 3
Waschschritte mit TBS durchgefihrt. Fir die Bindung der Streptavidin-gekoppelten ALP und
die anschlieBende Farbreaktion wurde wieder das Alkalische Phosphatase Standard
Vectastain ABC Kit verwendet (s. Kapitel 3.9.1), jedoch wurde zur leichteren ldentifizierung
das ABC Kit Blau verwendet. Ferner wurden nach einem weiteren Waschschritt in H,Oges: die
Osteoklasten mittels TRAP-Farbung (s. Kapitel 3.8.6) und im Anschluss die Zellkern mit
Hamatoxylin (s. Kapitel 3.9.1) angefarbt.

3.9.3 MMP-13- und ADAMTS-4-Immunhistologie

Im Anschluss an die Entparaffinierung und Rehydrierung wurden die Schnittpraparate fir die
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ADAMTS-4 Detektion mit Trypsin fur 10 min bei 37°C demaskiert. Nach drei Waschschritten
mit TBS und einem 30 minutigen Blockierungsschritt mit 10 % Ziegenserum, wurde der
primare Antikdrper gegen ADAMTS-4 (1:50 verdinnt mit 2 % Ziegenserum) fir eine Stunde
bei 37°C auf die Schnitte pipettiert. Fir die MMP-13 Detektion wurden die Proben im Vorfeld
mit Protease XXIV fur 10 min bei 37°C und mit Hyaluronidase fir 60 min bei 37°C demaskiert
(s. 3.9.1). AnschlieRend wurden die Schnittpraparate mit 10 % Ziegenserum geblockt und fur
60 min bei 37°C mit dem anti-MMP-13 Antikorper (1:750 verdinnt mit 2 % Ziegenserum)
inkubiert. Die folgenden Arbeitsschritte der Immunhistologie waren fur ADAMTS-4 und MMP-
13 identisch. Nachdem der sekundare, biotinylierte anti-Kaninchen Antikérper (1:200)
gebunden hatte, erfolgte die Bindung der Streptavidin gekoppelten ALP, die Farbreaktion
mittels ALP Standard Vectastain ABC Kit Rot, die Kerngegenfarbung sowie die Eindeckelung

wie in Kapitel 3.9.1 beschrieben.

3.9.4 Immunhistologischer Nachweis proliferierender Chondrozyten

Fur den Nachweis von proliferierenden Chondrozyten innerhalb des Frakturkallus wurde der
monoklonale Antikorper gegen das proliferating cell nuclear antigen (PCNA) verwendet. Nach
der Entparaffinierung und Rehydrierung erfolgte zunachst das Freilegen des Antigens durch
das Kochen der Schnitte in Citratpuffer (10 mM pH 6,0) fur drei Minuten bei 350 Watt in der
Mikrowelle. Im Anschluss kihlten die Schnitte fur weitere 20 min bei RT ab. Danach wurde
die Detektion mittels Dako ARK Kit, wie in Kap. 3.9.1 beschrieben, durchgefihrt. Der
Antikérper konnte in einer Konzentration von 1:250 angewendet werden und die Farbreaktion
erfolgte analog zu der Immunhistologie von Kollagen X mit einer gekoppelten Peroxidase
(Kap. 3.9.1). Zum Schluss wurden alle Zellkerne mit dem fluoreszierenden DNA-Farbstoff
Bisbenzimid (1:2500, Hoechst 33342 von AppliChem, Darmstadt) zur Ermittlung der

Gesamtzellzahl gegengefarbt.

3.10 Quantitative Auswertung der histologischen Praparate

Die Auswertung der histologischen Praparate erfolgte digital an einem Bildanalysesystem
(Fluoresenz- und Lichtmikroskop BX51, Olympus, Hamburg; Megapixel-CCD Kamera, Digital
Video Company, Berlin) und der Software Image-Pro® Plus 5.0 (Media Cybernetics, Inc,
Bethesda, Maryland, USA). Die verwendete ermdglicht eine digitale Bilderfassung und bietet

die Mdglichkeit der Bildbearbeitung sowie der quantitativen Erfassung einzelner, spezifisch
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angefarbter Gewebearten und ist in der Lage, anhand bestimmter Farbpixel Flachen zu
erkennen und zu berechnen. Je nach Farbung und den ermittelten Parametern wurde das
Computerprogramm kalibriert. Pro Tier erfolgte die Auswertung von Serienschnitten fur die
verschiedenen histochemischen und immunhistologischen Farbungen. Da das System fur
verschiedene VergrélRerungen geeicht wurde, waren Messungen in absoluten Einheiten (um
bzw. mm) maoglich.

Die histomorphometrische Untersuchung der Frakturheilung beinhaltete die Ausmessung der
Flache des Frakturkallus, des Geflechtknochens und die automatisch gemessene Alcian blau
positiv. gefarbte Knorpelflache. Die Flache der angefarbten Areale in den
immunhistochemischen Schnitten wurde manuell umfahren. Der prozentuelle Anteil von
spezifischen Gewebearten bzw. Detektionen in Bezug zur Gesamtkallusflache wurde
berechnet.

Histomorphometrische Auswertung der TRAP-Farbung im Frakturkallus, in der Wirbelsaule
und in der Tibia erfolgte in einem abgegrenzten Bereich (area of interest = AOI). In der
Wirbelsaule wurde eine Flache im Abstand von 0,25 mm von der Wachstumszone und
Kortikalis analysiert. In der neonatalen Tibia wurde bis 1 mm und in der adulten Tibia 0,25
mm bis 2,5 mm proximal der Wachstumsfuge ausgewertet. In den Frakturkalli wurden vier
ROI von 680 um x 860 um (10er Objektiv) im Bereich des Geflechtknochens angrenzend zum
Knorpelgewebe ausgezahlt. Aufgrund der sehr geringen GroRRe vereinzelter Frakturkalli
konnte in einigen Fallen nur zwei ROI pro Kallus ausgewertet werden.

Die Bestimmung der proliferierenden Chondrozyten anhand der positiven PCNA detektierten
Zellkerne erfolgte in einem ROI von 680 um x 860 ym (10er Objektiv) und wurde in Relation
zur Gesamtanzahl der Zellkerne des begrenzten Knorpelgewebes gesetzt. Fur die Zahlung
der gesamten Zellkerne wurde die Hoechst-Farbung verwendet.

Fur die Quantifizierung der Osteoklasten in vitro wurden pro well 10 Fotos standardisiert
aufgenommen (10er Objektiv) und mit dem Programm Image Pro Plus ausgewertet. Als reifer
Osteoklast wurden rot-violett gefarbte Zellen mit drei oder mehr Zellkernen (ZK) gezahit.
Ferner wurden die Osteoklasten in drei Gruppen nach Anzahl ihrer Zellkerne eingeteilt
(Gruppe 1 = 3 bis 5 ZK; Gruppe 2 = 6 bis 10 ZK; Gruppe 3 = > 10 ZK).

3.11 Biomechanische Testungen

Zur Charakterisierung der Knochenstabilitat von Mauswirbeln wurde der 4. Lendenwirbel von
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16 Wochen alten, weiblichen Wildtypen und Syndecan-1-defizienten Mausen in einem
Kompressionsversuch getestet. In diesem Experiment wurden die einzelnen Wirbelkdrper
einer Kompression bis zum Bruch ausgesetzt. Unter Belastung (in diesem Fall die Kraft
ausgeibt durch die Kompression) stauchen sich alle Knochen, dabei verandern sie ihre
Lange und ihr Durchmesser in einem bestimmten Verhaltnis zueinander’*. Bei der
biomechanischen Testung wird die Kraft F, die auf den Knochen ausgeubt wird, und die
dadurch verursachte Deformierung Al des Wirbels (verdnderte Hbhe des Wirbelkérpers)
gemessen. Die beiden gemessenen Werte werden in einem Diagramm als Kraft-
Deformierungs-Kurve aufgetragen. Der vordere Teil der Kurve stellt die elastische
Verformung dar, sie endet hinter dem linearen Anstieg. Die Kraft, die am Ende der
elastischen Verformung auftritt, ist die Kraft Fr. Wenn der Knochen nur in diesem Bereich
belastet wird, verhalt er sich wie eine Feder und kehrt bei Entlastung in seine Ausgangsform
zurtick. Das bedeutet die Deformierung des Knochens unter dieser Kraft ist reversible. Der
darauf folgende Teil der Kraft-Deformierungs-Kurve beschreibt die plastische Verformung.
Sie knlpft an die elastische Verformung an und endet beim Erreichen der Maximalkraft Fg,
durch die der Bruch des Knochens entsteht.

Im Vorfeld des Versuches wurden die Wirbelkérper von Muskeln, Sehnen, Nerven und
Bandern frei prapariert. Wahrend der Praparation und wahrend der gesamten Testung
wurden die Wirbel mit isotoner Kochsalzlésung (0,9 % NaCl) feucht gehalten. Bis zur
endgultigen Testung wurden alle Proben in 0,9 %iger NaCl-befeuchteten Kompressen fiir 1
bis 3 Wochen bei -20°C gelagert. Dies ist eine anerkannte Methode, um Knochenproben uber
einen ladngeren Zeitraum zu lagern™*. Die Ausgangslange |, (entspricht der Hohe des
Wirbelkérpers) und die Durchmesser der Wirbelkdrper wurden mit einem digitalen
Messschieber bestimmt. Aufgrund der ungleichen Koérperform eines Wirbels wurde die

Ausgangsflache einer Ellipse angenahert und die Ausgangsflache A, nach folgender Formel:

Flache des Wirbelkdrpers Ao=2slur CD

errechnet.

Da die Grundflache eines Wirbels nicht gerade war, wurde jeder Wirbelkérper cranial in
Palacos® Knochenzement (Haraeus, Hanau) eingebettet. Die Uber die Endplatten
herausragenden, cranialen Fortsatze wurden so tief in den Palacos eingedrickt, dass die

Wirbelkdrper komplett auf dem Knochenzement auflagen. So konnte gewahrleistet werden,
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dass die Kraft senkrecht auf den Wirbel wirkt und er nicht wackelte bzw. nicht seitlich
weggedrickt wurde. Nachdem die Wirbel in Position gebracht worden waren, hartete der
Knochenzement fur 20 Minuten aus. Die Druckversuche wurden mit der
Materialprifmaschine LR5K-plus der Firma Lloyd Instruments durchgefiuhrt. Die Krafte
wurden mittels einer 250 N-Kraftmesszelle aufgenommen. Diese verfugt Uber eine
Messgenauigkeit von 0,5% ab 2% des Messbereichsendwerts. Das resultierende Kraft-
Langenanderungs-Diagramm wurde mit dem Programm ,Nexygen® (Lloyd Instruments)
aufgezeichnet. Uber das Zusatzprogramm ,Ondio Priifungsordnung“ der Software wurde eine
eigene Prifung erzeugt. Als Prifrichtung wurde Druck ausgewahlt, die Prifgeschwindigkeit
betrug Tmm pro Minute. Die Messungen wurden nach ca. 1 mm Stauchung per Hand
gestoppt. Nach der Platzierung des eingebetteten Wirbels in der Materialprifmaschine wurde
der Knochen mit einem Stempel, dessen Querschnittsflache der Flache des Wirbelkdrpers
entsprach, getestet. So wurde nur der Wirbelkdrper isoliert vom Wirbelbogen belastet. Das
wahrend der Messung aufgezeichnete Kraft-Langenanderungs-Diagramm wurde in ein
Spannungs-Dehnungs-Diagramm umgerechnet. Da die zu tragende Kraft mit der GroRRe des
Knochens variiert, kann die Spannung ¢ in N/mm? zwischen verschiedenen Knochen besser
miteinander verglichen werden. Von der gemessenen Kraft kann Uber die Grundflache A, des

Knochens die Spannung wie folgt berechnet werden:
=
=g

Die prozentuale Dehnung bzw. Stauchung €., in % ist das Verhaltnis der Langenanderung zur
Ausgangslange.

Al;
Eopi = K * 100

Aus den Diagrammen wurden die Krafte Fr und Fg, die Steifigkeit S, und der
Elastizitatsmodul E abgelesen bzw. mit den folgenden, aufgefiihrten Formeln berechnet:
Die Steifigkeit [N/mm] ist die Steigung des linearen Teils der Kraft- Deformierungs- Kurve.
Fr — F
§=_£ "0
AlF - Alo
Der Elastizitdtsmodul (auch: Youngscher Modul) ist ein Materialkennwert aus der

Werkstofftechnik, der den Zusammenhang zwischen Spannung (in diesem Fall die Kraft, die

54



Syndecan-1 und Syndecan-4 wahrend der Frakturheilung

Material und Methoden

bei der Kompression wirkte) und der verursachten Stauchung (Dehnung) bei der Verformung
eines festen Koérpers bei linear elastischem Verhalten beschreibt. Der Elastizitdtsmodul wird
mit E-Modul (E) abgekurzt. Der Betrag des Elastizitdtsmoduls ist um so groRer, je mehr
Widerstand ein Material seiner Verformung entgegensetzt. Ein Material mit hohem
Elastizitatsmodul ist also steif, ein Material mit niedrigem Elastizitdtsmodul ist nachgiebig.
Zum Beispiel hat Stahl ein sehr hohes E-Modul von ca. 200 000 N/mm? wogegen
Silikonkautschuk nur ein E-Modul von 10 bis 100 N/mm? aufweist. Der E-Modul kann Utber
verschiedene Wege errechnet werden, in dieser Arbeit wurde er Uber die Steifigkeit
errechnet.
ly

E=8* —
*AO

In dem E-Modul spiegelt sich der Stabilitatsverlust des Knochens noch deutlicher wieder als
in der Steifigkeit, da die Ausgangshéhe und die Ausgangsflache des Wirbelkdrpers mit
einbezogen werden. Durch das allmahliche Zusammensacken des Wirbels verringert sich die
Hoéhe und vergrélert sich sie Flache. Der E-Modul gibt die eigentliche Steifigkeit des
Knochens, unabhangig von seiner Grolde, an. Daher konnten die E-Module der
verschiedenen Wirbel miteinander verglichen werden ohne die Male der Knochen zu

beachten'*.

3.12 pCT-Analysen

Fir die Micro Computertomographie (uCT)-Analysen wurden die Wirbelsaulen und Tibiae von
vier Monate alten Tieren tGber Nacht in 4 % Paraformaldehyd bei 4 °C fixiert, anschlieend in
Phosphatpuffer fir 24 h inkubiert und in 80 %igen Ethanol Gberflhrt. Die uCT-Aufnahmen
erfolgten in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. rer. nat. Uwe Kornak des Instituts fir Medizinische
Genetik und Humangenetik (Charité, Universitadtsmedizin Berlin) in einem Kleintier-uCT. Der
Scan erfolgte alle 10 um in einer Region of interest (ROI) der in der Wirbelsaule 0,4 mm von
der Wachstumsfuge und in der Tibia 0,2 mm bis 0,6 mm proximal der Wachstumsfuge
entfernt war. Die Kortikalis der Tibia wurde mit einem Abstand von 3mm von der

Wachstumsfuge vermessen.
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3.13 Datenanalyse

Die graphischen Darstellungen wurden mit Microsoft Office Excel, Power Point 2003,
Photoshop, Image Pro Plus und GraphPad Prism erstellt. Die statistische Auswertung
erfolgte mit GraphPad Prism fur Microsoft. Bei allen Versuchen wurde der Mittelwert (MW) +
die Standardabweichung (SD) bzw. in der Auswertung der biomechanischen Testung der
Median sowie der Interquartilbereich (25 und 75 % Quartil) bestimmt. Aufgrund der
tierexperimentell-bedingten, niedrigen Fallzahl folgten die Ergebnisse keiner Gauf¥’schen
Normalverteilung und wurden daher mit dem nicht parametrischen Mann-Whitney U-Test
(zweiseitig) fur unabhangige Stichproben analysiert. Hierbei wurden die Signifikanzen
zwischen den einzelnen Gruppen mit einer Signifikanzgrenze von p < 0,05 ermittelt (p < 0,01

hoch signifikant).
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4 ERGEBNISSE

4.1 Frakturheilung

Die Frakturheilung umfasst einen komplexen Reparaturmechanismus, in dem verschiedenste
Prozesse wie z.B. die primare Entziindungsreaktion, Invasion von Vorlauferzellen sowie Auf-
und Abbau von verschiedenen Gewebearten, parallel bzw. aufeinander abgestimmt erfolgen
mussen. Ein entscheidender Prozess ist die Degradation des mineralisierten Knorpelkallus,
der grofitenteils durch Proteasen der Familie der MMPs und ADAMTS erfolgt. Diese Enzyme
werden zum einen von hypertrophen Chondroblasten und zum anderen von einwandernden
Osteoklasten, Osteoblasten und Endothelzellen synthetisiert. Um einen Stabilitatsverlust des
frakturierten Knochens wahrend des Knorpelabbaus und dem gleichzeitigen Aufbau von
Geflechtknochen vorzubeugen, nimmt das ,fine tuning“ der Expression und Aktivitat der
Proteasen eine hohe Prioritdt ein. Proteoglykane der Syndecan-Familie zeigen sich in
entziindlichen Prozessen als ein Regulationsmechanismus, der die Aktivitat sowie die
Expression von Proteasen moduliert. In einem Osteoarthrose-Modell konnte gezeigt werden,
dass Syndecan-4 die Degradation von Knorpelgewebe beeinflusst'”®. Ein Ausschalten dieses
Proteins verursachte einen verminderten Abbau des Knorpels. Des Weiteren wurde auch
Syndecan-1 im Zusammenhang mit der Expression und Aktivierung bzw. Stabilisierung von
Proteasen diskutiert, z.B. wahrend der Wundheilung oder nach einem Herzinfarkt®®®. In der
vorliegenden Arbeit wurde zunachst die Frakturheilung in den genetisch veranderten Mausen
im Vergleich zu den WT-Mausen erforscht. Hierbei wurde die Auswirkung des Verlusts von
Syndecan-1 bzw. Syndecan-4 auf die Gewebszusammensetzung des Frakturkallus und die

Synthese von spezifischen Proteasen untersucht.

4.1.1 Charakterisierung des Frakturkallus am 14. postoperativen Tag

Mittels eines standardisierten Verfahrens wurde den Versuchstieren eine geschlossene
Schaftquerfraktur des linken Femurs mit minimalem Weichteilschaden gesetzt, und diese im
Anschluss mit einem intramedullaren Krafttrager stabilisiert. Nach 14 Tagen wurde der
Verlauf der Frakturheilung der Syndecan-1- und der Syndecan-4-defizienten Mause im
Vergleich zu Wildtyp-Tieren charakterisiert (s. Abb. 5). Wie in zahlreichen Studien belegt,
erfolgt zu diesem Zeitpunkt der Umbau des knorpeligen Kallus in Geflechtknochen und die

Expression bzw. Aktivitdt der Proteasen erreicht inr Maximum®. In den WT-Mausen war am
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14. Tag ein grofRer Anteil des weichen Frakturkallus in Geflechtknochen umgebaut. Nur noch
im mittleren Bereich des Gesamtkallus war Knorpelgewebe vorhanden (blau gefarbt, s. Abb.
5A). Die Knorpelflache betrug nur noch ca. 10 % des Gesamtkallus (s. Abb. 5D) und ca. 60%
bestand aus Geflechtknochen (griin gefarbt, s. Abb. 5B u. E). In diesem Heilungsstadium
wiesen die Syndecan-1 knock out-Mause eine geringfiigig groRere Kallusflache von
durchschnittlich 17 % auf, die zu 20 % aus Knorpelgewebe und zur Halfte aus trabekularem
Gewebe gebildet war. Die Syndecan-4-defizienten Mause zeigten im Vergleich zu WT einen
fast doppelt so grofden Frakturkallus mit signifikant mehr Knorpelgewebe (p = 0,001). Der
Frakturkallus bestand zu ca. 27 % aus Knorpel und nur zu 35 % aus Geflechtknochen. Der
durchschnittliche Bindegewebsanteil war in den WT- sowie Sdc4”-Proben fast identisch (WT:
11 %; Sdc4™: 12 %), wohingegen die Sdc1™-Kalli mit 18 % des Gesamtkallus am meisten
unspezifisches Gewebe aufwiesen (s. Abb. 5F).

Anhand der Kollagen IlI- und X-Detektion in den Gewebeschnitten konnte der
Differenzierungsgrad des Knorpels untersucht werden (s. Abb. 6). Kollagen Il wird von
proliferierenden Chondrozyten synthetisiert, wohingegen Kollagen X nur von hypertrophen
Chondrozyten exprimiert wird und die spate Differenzierung signalisiert?®. Die Detektion von
Kollagen X (braun) Uberdeckte in diesem Fall die Kollagen II-Farbung (rot). Nach 14 Tagen
war in allen drei Genotypen der Gehalt an nur Kollagen lI-haltiger Knorpelmatrix sehr gering
(£ 7 % des Kallus, Abb. 6). Am meisten Kollagen Il und somit am meisten proliferierende
Chondrozyten beinhalteten die Sdc4”-Frakturkalli mit 7 % des Gesamtkallus (WT: 3 %,
Sdc1™: 2 %). Der knorpelige Anteil der Frakturkalli bestand in allen drei Genotypen zu diesem
Zeitpunkt hauptsachlich aus hypertrophen Chondrozyten, die Kollagen X-positive
Knorpelmatrix synthetisierten. Beide knock out-Mause zeigten im Vergleich zum Wildtyp
einen vergrélerten Frakturkallus mit vermehrter Bildung von Knorpelgewebe (s. Abb. 5), und
somit auch mit einer erhéhten Kollagen X-positiven Flache, wie in Abb. 6 zu sehen ist. Im
Falle der Syndecan-4-defizienten Maus war der Unterschied signifikant erhdht (p < 0,01). Die
Kollagen X-positive Flache der Sdc4™-Kalli betrug mit durchschnittich 29 % des
Gesamtkallus einen 2,4-fach héheren Wert als die WT-Proben (WT: 12 % = 5). Die
detektierte Flache der Sdc1”-Praparate umfasste 17 % des Gesamtkallus, allerdings wiesen
die Proben eine hohe Varianz von + 12 % auf.

Durch das Fehlen von Syndecan-4 war die Zusammensetzung des Frakturkallus signifikant

beeinflusst. Die Sdc4™-Tiere zeigten einen signifikant groReren Frakturkallus mit vermehrtem
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Abb. 5: Histomorphologische Untersuchung der frakturierten Femora der Wildtyp, Syndecan-1-
und Syndecan-4-defizienten Mduse nach 14 Tagen

Fir die Visualisierung und Analyse zwischen Knorpelgewebe und neu gebildetem trabekularen
Knochen wurde die Alcianblau-Farbung (A, Knorpelgewebe = blau) und Masson Goldner-Farbung (B,
Knochengewebe = griin) verwendet. Die Flache des Gesamtkallus in mm? wurde erfasst (C), und der
prozentuale Anteil an Knorpelgewebe (D), Geflechtknochen (E) und Bindepewebe (F) am
Gesamtkallus ermittelt. Dargestellt sind MW + SD (WT: n = 9; Sdc1”:n = 6; Sdc4™: n = 7; Maldstab
entspricht 1 mm).

Anteil an Knorpelgewebe und verminderten Flache an Geflechtknochen im Vergleich zu den
WT-Méusen. Auch in den Sdc1”-Mausen konnte eine ausgepragtere Kallusbildung mit
vermehrtem Knorpelgewebe beobachtet werden. Die Analyse des Differenzierungsgrades

der Knorpelzellen anhand des Verhaltnisses der Kollagen II- und X-Detektion ergab keine
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starken Differenzen zwischen den Genotypen. Nach 14 Tagen waren die Chondrozyten
innerhalb der untersuchten Frakturkalli groitenteils hypertroph und Kollagen X positiv. Dies

deutet auf ein anndhernd identisches Stadium der Differenzierung des Knorpelgewebes zu
diesem Zeitpunkt hin.
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Abb. 6: Lokalisation von Kollagen Il und X im Frakturkallus der Wildtyp, Syndecan-1- und
Syndecan-4-defizienten Mause am 14. postoperativen Tag

Die Kollagen Il (A und B, rot) bzw. Kollagen X (A und C, braun) positiv detektierten Flachen in Relation
zum Gesamtkallus wurden quantifiziert. Dargestellt sind MW + SD (n = 6, Mal3stab entspricht 200 pm).

4.1.2 Lokalisation der Proteasen im Frakturkallus

Die Degradation des Knorpelgewebes ist ein kritischer Schritt wahrend der enchondralen

Ossifikation, wie viele Studien an knock out-Mausen belegenG. Das Fehlen einzelner
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Proteasen fihrt zu einer verzdgerten Frakturheilung mit einer starker ausgepragten Kallus-
bildung und einem erhéhtem Anteil an Knorpelgewebe. Im Folgenden wurde der Abbau des
knorpeligen Gewebes anhand der Lokalisation von drei bedeutenden Proteasen, ADAMTS-4,
MMP-13 und MMP-9, im Frakturkallus am 14. Tag der Heilung ermittelt.

4.1.2.1 Lokalisation von ADAMTS-4

Die Protease ADAMTS-4 wird von Chondrozyten synthetisiert und spaltet Aggrekan, das den
groRten Anteil der Proteoglykane in der Knorpelmatrix ausmacht®**. In den hier vorliegenden
Proben konnte ADAMTS-4 grofiflachig im Knorpelgewebe des Kallus nachgewiesen werden.
Es konnte in Knorpelzellen eines friihen Differenzierungsstadiums sowie in hypertrophen
Chondrozyten bis kurz vor der Degradationskante der WT-Proben detektiert werden (s. Abb.
7). Eine identische Lokalisation in Bezug auf die verschiedenen Differenzierungsstadien der
Chondrozyten war in den Wachstumsfugen dieser Proben vorzufinden und entspricht dem
typischen Expressionsmuster, wie in zahlreichen Publikationen gezeigt wurde (Bilder der
Wachstumsfuge nicht gezeigt)'®. In den Frakturkalli der beiden anderen Genotypen war der
Nachweis dieser Protease vergleichbar mit dem Wildtyp. Aufgrund des erhdhten Anteils an
Knorpelgewebe und folglich vermehrter Anzahl an Chondrozyten in den knock out-Tieren
waren dementsprechend mehr ADAMTS-4-positive Zellen vorhanden. Besonders stark

ausgepragt war dies in den Syndecan-4-defizienten Proben zu beobachten.

4.1.2.2 Lokalisation von MMP-13

Die Protease MMP-13 wird von hypertrophen Chondrozyten und Osteoblasten in dem
Ubergangsbereich zwischen Knorpelgewebe und Geflechtknochen produziert®'. In den WT-
Proben war MMP-13 in den hypertrophen Chondrozyten und den neu entstandenen
Trabekeln, wo noch weiterhin Knorpelmatrix umgebaut wird, lokalisiert (s. Abb. 7). Identische
Regionen wurden in den Syndecan-1- und -4-defizienten Tieren detektiert. Im Vergleich zum
WT stellte sich in den Sdc4”-Schnitten eine breitere Zone an hypertrophen, MMP-13-
positiven Chondrozyten dar. Dies ist hdchstwahrscheinlich auf dem erhdhten Anteil an
hypertrophem Knorpelgewebe zuriickzufiihren. Vergleichbar zu den Ergebnissen der Sdc4™-
Praparaten zeigte sich die Detektion der Protease in den Sdc1™”-Proben. Auch hier war die
Zone der MMP-13-positiven Chondrozyten breiter, aber in einer geringeren Auspragung

entsprechend dem kleineren Frakturkallus.
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In allen drei Genotypen wurden eine gleich starke Intensitat und eine identische Lokalisation
der MMP-13-Detektion beobachtet. MMP-13 war in hypertrophen Chondrozyten im Bereich

des Umbaus von Knorpel zu Geflechtknochen und in neu entstandenen Trabekeln
synthetisiert.
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Abb. 7: Immunhistologische Detektion der Proteasen ADAMTS-4 und MMP-13 im Kallus der
Wildtyp, Syndecan-1- und Syndecan-4-defizienten Mause am 14. Tag der Frakturheilung
Dargestellt sind Ubersichtsfarbungen reprasentativer Frakturkalli (Masson Goldner-Farbung) und
immunhistologischer Nachweis der Proteasen MMP-13 und ADAMTS-4 innerhalb der
Degradationszone zwischen trabekuldren Knochen und Knorpelgewebe im Frakturkallus der WT-,
Sdc1”- und Sdcd4”-Maus (n = 6, Mafstab entspricht 100 pm).
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4.1.2.3 Lokalisation von MMP-9 und Tartrat-resistente saure Phosphatase (TRAP)
positiven Zellen
Das proteolytische Enzym MMP-9 wird hauptsachlich von Osteoklasten sowie von
eingewanderten Entzindungszellen und Endothelzellen wahrend der Frakturheilung
produziert®®. In vielen Veréffentlichungen wird eine Kolokalisation von MMP-9 und TRAP-
positiven Osteoklasten gezeigt. In den Wildtyp-Proben konnte MMP-9 (blau) an der Grenze
zwischen Knorpelgewebe und Geflechtknochen detektiert und zum Teil eine Kolokalisation
mit TRAP-positiven Zellen (violett-rot) beobachtet werden (s. Abb. 8). Auffallig war die stark
verminderte Expression von MMP-9 in den Syndecan-1-defizienten Proben. Nur einzelne,
zum Teil schwach positive Bereiche, sowie eine geringe Kolokalisation von MMP-9 und
Osteoklasten waren am Ubergang zwischen Knorpel und Geflechtknochen zu erkennen.
Ebenfalls schien die Osteoklastendichte in den Sdc1”-Proben reduziert zu sein. In den
Syndecan-4-defizienten Tieren konnte eine starke MMP-9-Synthese nachgewiesen werden.
Zum einen erfolgte die Detektion der Protease deutlich entlang der Kante des
Knorpelgewebes innerhalb der Degradationszone, und zum anderen stellte sich eine

deutliche Kolokalisation von MMP-9 und TRAP positiven Zellen dar.

A WT Sdc1™ Sdca™

Abb. 8: Lokalisation von MMP-9- und TRAP-positiven Osteoklasten im Frakturkallus der
Wildtyp, Syndecan-1- und Syndecan-4-defizienten Mause

Nach 14 Tagen erfolgte der immunhistologische Nachweis der Protease MMP-9 (blau) und die
gleichzeitige Darstellung der Osteoklasten mittels TRAP-Farbung (rot-violett). Der Fokus wurde auf die
Degradationszone zwischen trabekuldren Knochen und Knorpelgewebe im Frakturkallus der WT-,
Sdc1”- und Sdc4™-Maus gerichtet (n = 6; MaRstab entspricht 100 pm (A) bzw. 25 um (B)).
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Die Quantifizierung der TRAP-positiven Zellen zeigte eine signifikant verminderte Anzahl an
Osteoklasten von ca. 32 % in den Syndecan-1-defizienten Tieren im Vergleich zum Wildtyp
(WT: 38 £ 4 Osteoklasten, Sdc1”: 26 + 2 Osteoklasten, p = 0,005; s. Abb. 9). Die Syndecan-
4-defizienten Proben wiesen eine gering hohere Anzahl an TRAP-positiven Zellen zu den
Kontrolltieren auf (43 £ 5).

A x

Osteoklasten

O WT O Sdc1” B Sdca™-

Abb. 9: Quantifizierung der Osteoklasten im Frakturkallus der Wildtyp-, Syndecan-1- und
Syndecan-4-defizienten Mause am 14. postoperativen Tag

Zur Analyse der Osteoklasten innerhalb der Degradationszone zwischen Knorpelgewebe und
trabekuldaren Knochengewebe im Frakturkallus der drei Genotypen wurde die TRAP-Farbung
durchgefiihrt (A). Als reifer Osteoklast wurden TRAP-positive Zellen, die an der Knorpel- bzw.
Knochenoberflache lokalisiert waren, gezahlt (B). Dargestellt sind MW = SD (C, n = 6; roter Pfeil zeigt
typische Osteoklasten, MaRstab entspricht 100 um (A) bzw. 25 um (B)).

4.1.3 Charakterisierung des Frakturkallus 28 Tage nach einer Fraktur

Nach 28 Tagen befindet sich der Frakturkallus in der Phase des Remodelings. Der harte
Frakturkallus, der in diesem Stadium nur noch aus trabekuldren Knochen besteht, wird tber
einen langeren Zeitraum abgebaut, bis idealerweise die urspringliche Struktur und Funktion

des Knochens erreicht wird. Die frakturierten Femura von WT-, Sdc1™- und Sdc4”-Tieren
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zeigten nach 28 Tagen eine annahernd gleich grof3e Kallusgréle (s. Abb. 10., WT: 9,2 + 2,8
mm?2, Sdc1”: 8,8 + 3,4 mm?, Sdc4”: 12,6 + 4,9 mm?2). Ebenso war in allen Frakturkalli kein
Knorpelgewebe mehr nachweisbar. Innerhalb von zwei Wochen hatten die beiden knock out-
Tiergruppen die Verzégerung in der Frakturheilung, die unterschiedlich stark ausgepragt war,
kompensiert. Nach 28 Tagen erreichten alle drei Genotypen histomorphologisch betrachtet
ein einheitliches Niveau der Frakturheilung.
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Abb. 10: Frakturheilung in der Wildtyp-, Syndecan-1- und Syndecan-4-defizienten Maus nach 28
Tagen

Fur die Visualisierung und Analyse des neu gebildeten, trabekuldren Knochens wurde die Masson
Goldner-Farbung (A, Knochengewebe = griin) verwendet. Die Flache des gesamten Kallusgewebes in
mm? erfolgte (B). Dargestellt sind MW = SD (WT: n = 6; Sdc1™: n = 6; Sdcd4™: n = 8; MaBstab
entspricht 1 mm).

4.2 Syndecan-1 im Knochenstoffwechsel

Die bisherigen Ergebnisse der Experimente zeigten eine signifikant geringere Anzahl an
Osteoklasten innerhalb des Kallusgewebes der Sdc1”-Mausen am 14. Tag der
Frakturheilung. Diese Beobachtung kénnte auf eine funktionelle Rolle von Syndecan-1 in der
Rekrutierung und / oder Differenzierung von Osteoklasten-Vorlauferzellen hinweisen. Welche
Funktion Syndecan-1 im Knochenmetabolismus hat, besonders im Hinblick auf die
Osteoklastogenese, ist bisher nicht untersucht. Im Folgenden wird die Bedeutung von

Syndecan-1 im Knochenstoffwechsel analysiert. Zur Charakterisierung der Funktion dieses
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Proteoglykans wurden in vitro-Untersuchungen an primaren Knochenzellen sowie in vivo-

Analysen der Knochenstruktur der Syndecan-1-defizienten Maus durchgefiihrt.

4.2.1 Expression und Funktionalitit von Syndecan-1 wahrend der

Osteoklasten-Differenzierung in vitro

4.2.1.1 Expression von Syndecan-1 wahrend der Osteoklastogenese in vitro
Osteoklasten sind mehrkernige Zellen, die aus fusionierenden, mononukledren Monozyten
entstehen. Durch die Induktion der Differenzierung mit M-CSF und RANKL reifen Monozyten
aus dem isoliert Knochenmarkszellen zu aktiven, multinukledren Osteoklasten heran. Nach
drei Tagen Vordifferenzierung der isolierten Zellen mit M-CSF wurde die Expression der vier
Mitglieder der Familie der Syndecane im zeitlichen Verlauf unter RANKL-Stimulation ermittelt
(s. Abb. 11A). Als einziges Syndecan wurde die Expression von Syndecan-1 stark
hochreguliert. An Tag zwei der RANKL-Stimulation war die Expression ca. 10-fach, am
vierten Tag ca. 14-fach und am sechsten Tag ca. 19-fach im Vergleich zu den vorstimulierten
Kulturen (3 Tage M-CSF) erhéht.

In vielen Fallen kann das Fehlen eines Proteins durch Kompensationsmechanismen
ausgeglichen werden. Aufgrund der starken Homologie zwischen den einzelnen Syndecanen
wurde ebenfalls untersucht, ob das Fehlen von Syndecan-1 wahrend der Differenzierung
durch die Hochregulation der Expression eines oder mehrerer Syndecan-Mitglieder
kompensiert wurde (s. Abb. 11B). Hierzu wurden Zellen aus dem Knochenmark von
Syndecan-1-defizienten Mausen verwendet und zu Osteoklasten differenziert. Es zeigte sich
kein Unterschied in der Expression der anderen Mitglieder in Bezug auf das Vorhandensein
bzw. der Abwesenheit von Syndecan-1.

Far die in vitro-Kultivierung von Osteoklasten sind die beiden Faktoren M-CSF und RANKL
essentiell, jedoch beeinflussen zahlreiche weitere Mediatoren die Differenzierung dieser
Riesenzellen' %'’ Die beiden Zytokine TNFa und IL-1B wirken beide (iber
unterschiedliche Mechanismen positiv auf die Osteoklastogenese und spielen aulierdem eine
wichtige Rolle wahrend der Frakturheilung. Im Folgenden wurde durch die in vitro-Stimulation
mit IL-18 bzw. TNFa deren Einfluss auf die Syndecan-1-Expression wahrend der
Osteoklastogenese erforscht. Es stellte sich heraus, dass die Expression von Syndecan-1

nicht durch das Zytokin IL-13 beeinflusst wurde (s. Abb. 12A). Es zeigte sich eine fast
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Abb. 11: Expression der Syndecan-Familie wahrend der Osteoklasten-Differenzierung

Isolierte Knochenmarkszellen wurden drei Tage lang mit M-CSF vorinkubiert und fir weitere sechs
Tage unter RANKL/M-CSF-Stimulation zu reifen Osteoklasten differenziert. Die Expression der
einzelnen Mitglieder der Familie der Syndecane wurde mittels real time-PCR bestimmt und im
Verhaltnis zu dem Kontroligen HPRT dargestellt. Fiir diesen Versuch wurden jeweils drei unabhangige
Isolate aus Wildtyp (A) und Syndecan-1-defizienten Mausen (B) verwendet. Dargestellt sind MW + SD.

unveranderte Expression wahrend der Vorinkubation (Tag 0) bzw. unter der parallelen
Stimulation mit RANKL (Tag 2). Jedoch unter der Stimulation von TNFa wurde ein deutlicher
Anstieg des Syndecan-1 mRNA-Gehalts gemessen (s. Abb. 12A). Ebenso unter der gleich-
zeitigen Behandlung mit TNFa und RANKL wurde die Expression von Syndecan-1 deutlich
hochreguliert. Im zeitlichen Verlauf der Differenzierung wurde durch die parallele Behandlung
der Vorlauferzellen mit RANKL und TNFa das Maximum der Expression durchschnittlich zwei
Tage fruher in den Kulturen erreicht (s. Abb. 12B). Am 4. Tag der Differenzierung betrug die
Expression von Syndecan-1 unter der TNFa-RANKL-Stimulation ca. das 6-fache als nur unter
RANKL.

Wahrend der Differenzierung von Monozyten zu reifen Osteoklasten wurde die Expression
von Syndecan-1 als einziges Mitglied dieser Proteoglykan-Familie unter RANKL-Stimulation
hochreguliert. Dieser Effekt wurde durch simultane Stimulation mit TNFa maximiert. Ferner
wurde das Fehlen von Syndecan-1 nicht durch eine Hochregulation der Expression der
anderen Syndecane kompensiert.

67



Syndecan-1 und Syndecan-4 wahrend der Frakturheilung

Ergebnisse

40+ 150-

Sdc1-Expression
3

Sdc1-Expression

RANKL
IL-1p
TNFa

5 + - + - +
Tag 2 Tag 4 Tag 6

Abb. 12: Syndecan-1-Expression unter TNFa- bzw. IL-1B-Stimulation wahrend der Osteoklasten-
Differenzierung

(A) Isolierte Knochenmarkszellen wurden drei Tage lang mit M-CSF vorinkubiert und zum Teil mit den
Zytokin IL-1B8 bzw. TNFa stimuliert (Tag 0). Fur weitere zwei Tage wurden diese Vorlauferzellen unter
RANKL/M-CSF-Stimulation zu Osteoklasten differenziert und teilweise mit IL-1f bzw. TNFa stimuliert
(Tag 2). Die Expression von Syndecan-1 wurde mittels real time-PCR bestimmt und im Verhaltnis zu
dem Kontrollgen HPRT dargestellt. Fur diesen Versuch wurden zwei unabhangige Isolate aus Wildtyp-
Mausen als Triplett getestet.

(B) Im Weiteren wurde die Expression von Syndecan-1 unter TNFa-Stimulation im Verlauf der
Differenzierung der Vorlauferzellen zu reifen Osteoklasten untersucht. Es wurden jeweils drei
unabhangige Isolate aus Wildtyp-Mausen als Triplett verwendet. Dargestellt sind MW + SD.

4.21.2 Funktionelle Bedeutung von Syndecan-1 wahrend der Osteoklasten-
Differenzierung
Nachdem die isolierten Knochenmarkszellen vier Tage lang unter M-CSF/RANKL-Stimulation
kultiviert wurden, erfolgte die Quantifizierung der reifen Osteoklasten. Als Marker fur die
Differenzierung von Vorlauferzellen zu reifen Osteoklasten dienten der Nachweis des
Enzyms TRAP und die Fusion von mindestens drei Vorlauferzellen zu einer multinukledren
Zelle. Die Anzahl der TRAP-positiv gefarbten Osteoklasten, die mindestens drei Zellkerne
beinhalteten, unterschied sich signifikant zwischen WT- und Sdc1”-Kulturen (s. Abb. 13).
Syndecan-1-defiziente Kulturen wiesen ca. 25 % weniger reife Osteoklasten auf (WT = 147 +
16, Sdc1™ = 111 + 18, p = 0,02). Des Weiteren wurden die Osteoklasten nach Starke ihrer
Fusion anhand der Anzahl ihrer Zellkerne in drei Gruppen eingeteilt. Unter dieser
Klassifikation zeigte sich eine Verzdgerung der Differenzierung der Sdc1”-Kulturen zu

multinukledren Zellen mit mehr als 10 Zellkernen. In dieser Gruppe waren signifikant weniger

68



Syndecan-1 und Syndecan-4 wahrend der Frakturheilung

Ergebnisse

Zellen in den knock out-Kulturen im Vergleich zum WT vorhanden (WT = 38 + 10, Sdc1™ = 11
+ 6, p = 0,02). In der Einteilung der Osteoklasten mit 3 - 5 bzw. 6 — 10 Zellkernen stellte sich
kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Genotypen dar.

Aufgrund der entscheidenden Rolle der Zelldichte der Vorlauferzellen wahrend der
Differenzierung wurde die Proliferation bzw. die Zellzahl im Verlauf der Kultivierung anhand
des DNA-Gehalts der Kulturen verglichen. Hierbei konnte kein signifikanter Unterschied

zwischen den Genotypen beobachtet werden (s. Abb. 13C).
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Abb. 13: Charakterisierung der Differenzierung von Knochenmarkszellen zu reifen Osteoklasten
Isolierte Knochenmarkszellen aus Wildtyp- und Syndecan-1-defizienten Mausen wurden drei Tage
lang mit M-CSF vorinkubiert und fir weitere vier Tage unter RANKL/M-CSF Stimulation zu reifen
Osteoklasten differenziert (A). Am 7. Tag wurde die Anzahl reifer Osteoklasten mittels TRAP-Farbung
bestimmt und anhand der Anzahl der Zellkerne in drei Gruppen unterteilt (B). Die Proliferation der
Vorlauferzellen wurde anhand des DNA-Gehalts der Kulturen bestimmt (C). Es erfolgte eine dreifach
Bestimmung von jeweils vier unabhangigen Isolaten (MW £ SD, weiler Balken 200 pm).
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4.2.1.3 Funktionelle Bedeutung von Syndecan-1 wahrend der Osteoklastogenese in
vitro
Um Rickschlisse auf die funktionelle Bedeutung von Syndecan-1 wahrend der
Osteoklastogenese zu schlielen, wurde eine Expressionsanalyse spezifischer
Fusionsproteine und Aktivitatsproteine wahrend der Differenzierung durchgefiihrt. SIRPa
(signal regulatory proteine, auch als SHPS-1, p84, BIT oder SIRPA bekannt) ist ein
Transmembranprotein der Immunglobulin-Familie™®. Die extrazelluldre Domane beinhaltet
drei Immunglobulin-ahnliche Domanen. Nach Bindung eines extrazellularen Liganden erfolgt
die Phosphorylierung der intrazellularen Domane, wodurch weitere Target-Proteine aktiviert
werden und sich auf die Migration und Fusion von Zellen auswirken. Die Interaktion von
SIRPa mit dem Rezeptor CD47 scheint Einfluss auf die Fusion von Monzyten/Markrophagen
zu haben. Durch die Hemmung der Zell-Zell-Interaktion von SIRPa und CD47 mittels
blockierender Antikdrper konnte die Fusion von Osteoklasten in vitro reduziert werden'®.
Ein weiterer Oberflachenrezeptor ist DC-Stamp (dendritic cell-specific transmembrane
protein). Yagi et al. konnte zeigen, dass dieser transmembrane Rezeptor essentiell flr die
Fusion von Vorlauferzellen ist™*'*'. DC-Stamp defiziente Osteoklasten konnten in vivo sowie
in vitro nicht zu mehrkernigen Zellen fusionieren. Jedoch war die Verschmelzung der Zellen
nicht notwendig fur die Funktionalitdt. Diese Zellen waren trotzdem aktiv und konnten
mineralisierten Knochen resorbieren. Da jedoch die Aktivitat mit der Grolke der Zelle bzw.
Mehrkernigkeit zusammenhangt, wiesen diese mononuklearen Osteoklasten eine geringe
Resorptionskapazitat im Vergleich zu multinukledren Zellen auf.
Zum Abbau von mineralisierten Knochen sezernieren reife Osteoklasten zahlreiche
proteolytische Enzyme. Eine typische Protease ist Cathepsin K, die in sehr grof’en Mengen in
den Raum zwischen Osteoklast und Knochen (Resorptionslakune) synthetisiert wird.
Ebenfalls wurde die Expression der Osteoklasten-typischen Protease MMP-9 in den Kulturen
untersucht.
Das Fusionsprotein SIRPa wird schon in monozytaren Vorlauferzellen hochreguliert und wird
wahrend der Differenzierung dieser Zellen zu reifen Osteoklasten nicht mehr stark reguliert,
was sich in den Kulturen beider Genotypen vergleichbar darstellte (s. Abb. 14A). In der
Expression der drei anderen Markerproteine zeigte sich in den Sdc1”-Kulturen eine
verzoégerte Hochregulation im Vergleich zum WT (s. Abb. 14). Am starksten ausgepragt war

der Unterschied am zweiten und vierten Tag der Differenzierung. Die Expression der Gene
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DC-Stamp, Cathepsin K und MMP-9 war um mehr als 80 % niedriger in den knock out-
Kulturen als in den WT-Kulturen. Im Verlauf zeigte sich eine verzdgerte Steigerung der

Expression dieser Markergene.
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Abb. 14: Expression von Fusions- und Aktivitatsproteinen wiahrend der Osteoklasten-

Differenzierung in vitro

Isolierte Knochenmarkszellen aus WT- und Syndecan-1-defizienten Mausen wurden drei Tage mit M-
SCF vorstimuliert und im Anschluss fur weitere 6 Tage durch RANKL zu reifen Osteoklasten
differenziert. Vor der RANKL-Stimulation sowie nach 2, 4 und 6 Tagen wurde die Expression von
SIRPa (A), DC-Stamp (B), Cathepsin K (C) und MMP-9 (D) mittels real time-PCR gemessen und in
Relation zum Kontrollgen HPRT gesetzt. Der Versuch wurde mit jeweils drei unabhangigen Isolaten

durchgefiihrt.

4.2.1.4 Funktionelle Bedeutung von Syndecan-1 wahrend der Osteoklastenaktivitat in
vitro

In dem folgenden Versuch wurde direkt die Aktivitdt von Syndecan-1-defizienten

Osteoklasten im Vergleich zu Wildtyp-Zellen gemessen. Die Vorlauferzellen wurden flr

diesen Versuch auf Dentinplattchen ausgesat und unter identischen Bedingungen in 9 Tagen
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zu reifen Osteoklasten differenziert. Nach Beendigung der Kultivierung wurden die
Resorptionslakunen der Osteoklasten mittels Tuschepartikel angefarbt und quantifiziert (s.
Abb. 15). In den Sdc1”-Kulturen war durchschnittlich ca. 35 % weniger Resorptionsfléche pro
Gesamtflache zu detektieren (WT = 20 % % 5; Sdc1” = 13% +.5). In den Kontrollen betrug die
Anzahl der Resorptions-pits im quantifizierten Bereich 57 £ 38 im Vergleich zu nur 34 + 15
pits in den Sdc1”-Kulturen. Ferner war auch die Resorptionsfliche pro einzelner Pit der
Sdc1”-Osteoklasten um durchschnittlich 20 % reduziert (WT = 1,6 x 10* + 1 x10* ym?, Sdc1™
=1,2x10* £ 0,7 x 10* ym2).

Folglich scheint die Differenzierung der Osteoklasten-Vorlauferzellen durch das Fehlen von
Syndecan-1 leicht retardiert zu sein, wie die verzdgerte Hochregulation der Expression
wichtiger Markerproteine, die niedrigere Anzahl an groRen multinukledren Klasten und die

geringere Resorptionsflache der knock out-Kulturen wiederspiegeln.
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Abb. 15: Charakterisierung der Aktivitat der differenzierten Osteoklasten

Die Aktivitat der Osteoklasten wurde anhand ihrer Resorptionsfahigkeit gemessen. Vorlauferzellen
isoliert aus Wildtyp- und Syndecan-1-defizienten Tieren wurden durch die Kultivierung mit den
Differenzierungsfaktoren M-CSF und RANKL auf Dentinplattichen zu reifen Osteoklasten differenziert.
Am 9. Tag der Kultivierung wurden die Resorptionslakunen der Osteoklasten mittels Tusche angefarbt
und die Anzahl an Resorptionspits (B) sowie die Resorptionsflache pro Pit (C) bestimmt. Es erfolgte
eine dreifach Bestimmung von jeweils zwei unabhangigen Isolaten (MW + SD, schwarzer Balken 50

pum).

4.2.2 Expression und Funktionalitit von Syndecan-1 wéahrend der
Osteoblasten-Differenzierung

Das Knochengewebe besteht aus unterschiedlichen Zelltypen. Die Osteoblasten stellen eine

groRe Gruppe der Knochenzellen dar und bilden das mineralisierte Gewebe. Des Weiteren

produzieren Osteoblasten Stimulanzien, wie zum Beispiel RANKL und OPG, die sich positiv

bzw. negativ auf die Osteoklastogenese auswirken. Daher ist es unerlasslich neben der
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Osteoklastogenese auch die Differenzierung und Funktionalitdt von Osteoblasten, denen
Syndecan-1 fehlt, zu untersuchen. Zu diesem Zweck wurden Osteoblasten-Vorlauferzellen
enzymatisch aus den Schadelddchern von neonatalen WT- und Sdc1”- Mausen isoliert und
zu reifen Osteoblasten differenziert. Wahrend der Differenzierung der Osteoblasten-
Vorlauferzellen konnte nur eine geringe Hochregulation der Expression von Syndecan-1 um
ein zweifaches an Tag 15 der WT Kultivierung beobachtet werden (s. Abb. 16A).

Von grofRer Bedeutung wahrend der Differenzierung von Osteoblasten ist die Proliferation,
denn erst nach der Bildung eines dreidimensionalen Netzwerkes wird die extrazellulare
Matrix durch Einlagerung von Hydroxylapatit (Caio(PO4)s(OH),) mineralisiert. Diese
Kalzifizierung ist ein typischer Nachweis von reifen, aktiven Osteoblasten'?’"'?®'%? Die
Proliferation der Syndecan-1-defizienten Zellen wurde Uber einen Zeitraum von 25 Tagen
mittels MTT-Test bestimmt und mit Wildtyp-Kulturen verglichen (Abb. 16B). Die anfangliche
Anzahl an vitalen Zellen war 24 h nach der Aussaat fast identisch. Im weiteren Verlauf stieg
die Zellzahl beider Ansatze kontinuierlich an und erreichte ihr Maximum bei beiden
Genotypen am 25. Tag (WT: 0,7031 £ 0,2230; Sdc17: 0,8136 + 0,1290). Unterschiede in der
Proliferationsfahigkeit aufgrund des Defizits von Syndecan-1 konnten demnach nicht
festgestellt werden.

Der Grad der Mineralisierung wurde zum einen visuell mittels von Kossa Farbung und zum
anderen photometrisch mittels Alizarinrot-S-Farbung im zeitlichen Verlauf nach 7, 15 und 25
Tagen analysiert. Durch die von Kossa-Farbung wurden indirekt Kalziumionen durch den
schwarzen Niederschlag der reduzierten Silberionen im Zelllayer nachgewiesen (s. Abb.
16C). An Tag 7 war kaum mineralisierte Matrix in den Kulturen zu finden. Im weiteren Verlauf
der Differenzierung nahm die Mineralisierung der Wildtyp und der knock out-Zellen
fortwdhrend zu. In der quantitativen Bestimmung mittels der Alizarinrot-S-Farbung konnte
(iber den gesamten Zeitraum der Kultivierung kein Unterschied zwischen WT und Sdc1™
gemessen werden (s. Abb. 16D). Am 7. Tag betrug die Absorption der WT-Proben 0,0443 +
0,0304 und der Sdc1™ 0,0337 + 0,0193. Innerhalb der weiteren Kultivierung konnte ein
starker Anstieg der Kalziumeinlagerung beobachtet werden. Nach 25 Tagen war die
Absorption um ein vierfaches im Vergleich zu Tag 15 angestiegen und erreichte in beiden
Ansatzen ein vergleichbares Maximum (WT: 4,0490 £ 0,4306; Sdc1”: 3,7283 + 0,7738).

Die Proliferation der isolierten Zellen und die Mineralisierung der EZM zeigten im Verlauf der
Kultivierung keinen Unterschied zwischen Syndecan-1-defizienten und Wildtyp-Osteoblasten.

Das Fehlen von Syndecan-1 beeinflusst nicht die Osteoblasten-Differenzierung sowie deren
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Funktionalitat unter stabilen in vitro-Bedingungen.
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Abb. 16: Expression und Funktionalitit von Syndecan-1 wahrend der Osteoblasten-
Differenzierung

Osteoprogenitor-Zellen, isoliert aus Wildtyp und Syndecan-1-defizienten, neonatalen Mausen, wurden
Uber einen Kultivierungszeitraum von 25 Tagen zu reifen Osteoblasten differenziert. Im Verlauf der
Kultivierung wurde die Genexpression von Syndecan-1 mittels real time-PCR untersucht und in
Relation zum Kontrollgen HPRT gesetzt. (A, n = 3). Mittels MTT-Test wurde die Proliferation nach 1, 7,
15 und 25 Tagen gemessen (B). Die Mineralisierung der extrazelluldren Matrix der Osteoblasten wurde
mit der von Kossa-Farbung detektiert (C) und mittels Alizarinrot-S-Farbung quantitativ am 7., 15. und
25. Tag bestimmt (D, MW £ SD, n 2 4).

4.2.3 Knochenphénotyp der adulten Syndecan-1-defizienten Maus

Im bisherigen Verlauf der Arbeit konnte gezeigt werden, dass Syndecan-1 eine funktionelle
Rolle wahrend der Osteoklastogenese in vitro und anscheinend in vivo wahrend der
Frakturheilung ausibt. Es stellte sich daher die Frage, in wieweit Syndecan-1 Einfluss auf
den Knochenstoffwechsel in vivo unter physiologischen Bedingungen nimmt. Hierbei richtete
sich im Folgenden der Hauptfokus auf die Analyse des Vorkommens von Osteoklasten, auf
die Untersuchungen der Knochenstruktur und der Knochenstabilitat in der adulten Maus in

Abwesenheit von Syndecan-1.
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4.2.3.1 Quantifizierung der Osteoklasten in der adulten Maus

Zunachst erfolgte die Quantifizierung der Osteoklasten in Gewebeschnitten der adulten
Syndecan-1-defizienten Maus verglichen zu den Wildtyp-Tieren. TRAP-positiv gefarbte
Zellen, die an der Trabekeloberflache des 5. Lendenwirbels bzw. der Tibia von 4 Monate
alten Tieren lokalisiert waren, wurden als reife Osteoklasten gewertet (s. Abb. 17). In den
Lendenwirbeln der knock out-Mause waren durchschnittlich ca. 40 % mehr Osteoklasten pro
Trabekeloberflaiche im Vergleich zur Kontrolle zu quantifizieren (WT: 5 + 2 OK/mm™"; Sdc17:
7 £+ 2 OKimm™; p = 0,11). Des Weiteren zeigte auch die Osteoklasten besetzte
Trabekeloberflache eine Erhéhung von durchschnittlich 45 % in den Sdc1”-Tieren, allerdings
mit einer starken Varianz in beiden Tiergruppen (WT: 9,91 + 5,30 % OK Ar / T Ar; Sdc1™:
14,32 + 2,54 % OK Ar/ T Ar; p = 0,29).

In der Quantifizierung der Réhrenknochen stellten sich signifikante Unterschiede dar (s. Abb.
17 B). Die Trabekeloberflache war mit ca. 40 % mehr Osteoklasten in den Syndecan-1-
defizienten Tibiae im Vergleich zu den WT-Proben besetzt (WT: 4,24 + 0,97 OK/mm™; Sdc1™:
742 + 1,12 OK/mm™; p 0,002). Durchschnittlich betrug die Osteoklasten besetzte
Oberflache 8,46 % der Trabekeloberfliche in den WT-Tibiae und 12,41 % in den Sdc1™-

Proben (p = 0,03). Die Sdc1”-Méause zeigten im Wirbelkdrper sowie im Réhrenknochen eine

erhdhte Anzahl an Osteoklasten gegeniber den WT-Mausen.
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Abb. 17: Bestimmung der Anzahl der Osteoklasten im fiinften Lendenwirbel und in der Tibia

adulter Mause

Quantifizierung der Osteoklasten mittels TRAP-Farbung erfolgte in vier Monate alten WT- und Sdc1”-
Tieren. Als reifer Osteoklast wurden TRAP-positiv gefarbte Zellen, die an der Trabekeloberflache
lokalisiert waren, gewertet. In histologischen Praparaten des flinften Lendenwirbels (A) und der Tibia
(C) wurden die Osteoklasten pro Trabekeloberflache (OK / T Ar in mm™) sowie die Osteoklasten
besetzte Oberflache zur gesamten Trabekeloberflache (OK Ar / T Ar in %) bestimmt (B und D).
Dargestellt sind MW + SD (WS: n = 4; Tibiae: n = 6; Mastab entspricht 25 pym).

4.2.3.2 Histomorphologische Analyse der Knochenstruktur

Wahrend des lebenslangen Auf- und Abbau des Knochengewebes (remodeling) muss der
Knochenaufbau sowie -abbau aufeinander abgestimmt sein. Eine veranderte
Osteoklastogenese bzw. Anzahl an reifen Osteoklasten kann dieses Gleichgewicht storen
und spiegelt sich haufig in einer veranderten Knochenstruktur wieder. Aus diesem Grund
wurden histomorphologische Analysen der Knochenstruktur mittels pCT-Aufnahmen
durchgefuhrt. Es wurde zum einen der 5. Lendenwirbel, der hauptsachlich aus trabekularen
Strukturen besteht und zum anderen die Tibia als Rohrenknochen, in der die Kraftaufnahme
sowohl Uber die Trabekel als auch Uber die Kortikalis erfolgt, analysiert. Die Lendenwirbel der
Sdc1”-Maus wiesen ca. 25 % weniger Knochenvolumen im Verhdltnis zum gesamten
Volumen des Wirbelkérpers vergleichend zum WT auf (Abb. 18 A u. B, WT = 9,16 £ 2,31 %;
Sdc1” = 6,91 + 1,56 %). Die Trabekeldicke war signifikant reduziert zwischen den beiden
Genotypen (WT = 0,08 + 0,01 mm; Sdc1” = 0,07 + 0,002 mm; p = 0,008) und die Anzahl der

Knochenbalkchen unterschied sich um 12 %. In den Sdc1” Tieren betrug die Anzahl durch-
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schnittlich 1, 04 £ 0,20 Trabekel pro mm im Vergleich zu WT mit 1,18 £ 0,22 pro mm. Der

Abstand der Trabekel war jedoch zwischen den Genotypen nur geringfligig verandert.
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Abb. 18: Quantitative Analyse des Knochenstruktur von WT und Syndecan-1-defizienten
Mausen mittels uCT

Die Wirbelsaule von vier Monate alten Mausen wurde im uCT auf ihre Knochenstruktur analysiert.
Reprasentative Darstellung des 5. Lendenwirbels der WT- und Sdc1”-Maus (A, von Kossa gefarbte
Technovit-Proben zur Darstellung des mineralisierten Gewebes). Fir die quantitative Auswertung des
MCTs wurde das Knochenvolumen in Relation zur gesamten Gewebeflache (bone volume / tissue
volume = BV |/ TV in %), Trabekeldicke (frabecular thickness = Tb. Th. in mm), Trabekelanzahl
(trabecular number = Th. N. pro mm) und Trabekelabstand (frabecular separation = Tb. Sp. in mm)
bestimmt (B, MW + SD, n = 5, Mal3stab entspricht 500 um).

Die Analyse der Knochenstruktur der Tibiae zeigte ahnliche Tendenzen wie die der
Wirbelkdrper. Ebenfalls war das Knochenvolumen im Verhaltnis zum Gesamtgewebe um 24
% in den Sdc1”-Mausen reduziert (s. Abb. 19 B, WT: 5,94 + 0,85 %; Sdc1”: 4,47 + 0,47 %; p
= 0,056). Die Trabekeldicke in den knock out-Tieren war um 9 % dtnner (WT: 0,07 + 0,003
mm; Sdc1-/-: 0,06 + 0,003 mm; p = 0,016), und es zeigte sich eine geringere Anzahl an
Trabekeln (WT: 0,88 + 0,1 Trabekel pro mm; Sdc1”: 0,73 + 0,008 Trabekel pro mm). Der
Abstand der einzelnen Knochenbalkchen war jedoch zwischen den beiden Versuchsgruppen
sehr ahnlich. Die Analyse der Parameter des kortikalen Knochens der Tibia ergaben
zwischen Sdc1” und WT weitere signifikante Unterschiede (p = 0,008, Abb. 19 C). Das
kortikale Knochenvolumen und die kortikale Knochenflache waren um mehr als 20 % in der

Sdc1”-Méausen reduziert. Der Durchmesser der Kortikalis und der Umfang der Tibia waren in
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den WT-Tieren um ca. 10 % hdher. Insgesamt zeigte die Syndedan-1-defiziente Maus einen
mafig ausgepragten Knochen-Phanotyp mit einem reduzierten Knochenvolumen in den

Lendenwirbelkérpern sowie in den Réhrenknochen.
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Abb. 19: Quantitative Analyse der Knochenstruktur eines Roéhrenknochens der WT- und
Syndecan-1-defizienten Maus mittels pCT

Die Tibiae von vier Monate alten Mausen wurden im pCT auf ihre Knochenstruktur analysiert, und
anschlieffiend wurden Gewebsschnitte der Tibiae zur Darstellung des mineralisierten Gewebes mittels
von Kossa-Farbung angefertigt (A, Mal3stab entspricht 500 pm). Zur quantitativen Auswertung wurden
die Parameter der trabekuldren Strukturen (B) und der Kortikalis der Tibiae (C) im uCT bestimmt.
Vermessen wurden das Knochenvolumen in Relation zur gesamten Gewebeflache (bone volume /
tissue volume = BV / TV in %), Trabekeldicke (trabecular thickness = Tb. Th. in mm), Trabekelanzahl
(trabecular number = Th. N. pro mm), Trabekelabstand (trabecular separation = Tb. Sp. in mm),
Knochenvolumen der Kortikalis (cortical bone volume = cortical BV in mm?), die Knochenflache der
Kortikalis (cortical bone area = cortical B Ar in mm?), der Durchmesser des Knochens (bone perimeter
= B Pm. in mm) und die Dicke der Kortikalis (cortical thickness = cortical Th. in mm). Dargestellt sind
MW + SD (n = 5).

4.2.3.3 Biomechanische Testung der Knochenstabilitit des 4. Lendenwirbels

Eine der Hauptaufgaben des Skeletts ist seine Stutzfunktion, wo es auf die Stabilitat, Harte

78



Syndecan-1 und Syndecan-4 wahrend der Frakturheilung

Ergebnisse

und Elastizitat des Knochens ankommt. Ein geringeres Knochenvolumen mit einer niedrigen
Anzahl an Trabekeln, wie es bei der Sdc1”-Maus zu beobachten war, lasst auf eine
niedrigere Knochenstabilitat schliefen. Aus diesem Grund wurden im folgenden Versuch
Wirbelkérper der Mause auf ihre biomechanischen Eigenschaften mittels eines
Kompressionstest untersucht. Hierbei wurde der vierte Lendenwirbelkdrper axial bis zum
Versagen (Bruch des Wirbelkdrpers) belastet und aus dem aufgezeichneten Kraft-
Langenanderungs-Diagramm die Werte der biomechanischen Eigenschaft bestimmt.

In allen Testparametern wiesen die Syndecan-1-defizienten Wirbel niedrigere Werte im
Vergleich zum Wildtyp auf (s. Abb. 20). Die maximale Kraft Fg, die jeder einzelne
Wirbelkérper aufnehmen konnte, war durchschnittlich 18 % geringer in den Sdc1”-Knochen
(WT: 26,87 + 4,54 N; Sdc1”: 21,05 + 4,38 N; p = 0,09). Ferner war die errechnete Steifigkeit
S um ca. 15 % in den knock out-Knochen niedriger. Die Sdc1”-Wirbel zeigten eine Steifigkeit
von durchschnittlich 110 £ 34 N/mm vergleichend zum WT mit 129 £ 32 N/mm. Der
Elastizitatmodul (E-Modul) ist ein Parameter, der den Zusammenhang zwischen auftretender
Spannung und der verursachten Stauchung, unter Bertcksichtigung der Ausgangshéhe und
Ausgangsflache, darstellt. Auch hier zeigten die Sdc1”-Wirbel um ca. 10 % reduzierte Werte
im Vergleich zum WT (WT: 201 + 58 N/mm?; Sdc1™”: 179 + 47 N/mmz; p =0,18).
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Abb. 20: Biomechanische Testung des 4. Lendenwirbels

Die biomechanischen Eigenschaften des 4. Lendenwirbels der Sdc1™- und WT-Maus wurden durch
einen Kompressionstest des Wirbelkdrpers untersucht und anhand der max. Kraft Fg, ihrer Steifigkeit
und des Elastizitdtsmoduls (E-Modul) charakterisiert. Der Testaufbau und eine schematische
Darstellung der getesteten Wirbelfliche in rot (A) sowie die Testergebnisse als Median mit ihrer
Streuung wurden dargestellt (B, WT: n =10, Sdc1”:n = 6).

4.2.4 Knochenphénotyp der neonatalen Syndecan-1-defizienten Maus
Das altersbedingte Remodeling, unter dem man den fortwdhrenden Auf- und Abbau des
Knochengewebes zur Reparatur und Adaption an veranderte mechanische

Belastungsanforderungen im adulten Organismus versteht, unterliegt anderen Kontroll-
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mechanismen als die Degradation des Frakturkallus bzw. Umbauprozessen innerhalb des
harten Kallus. Wahrend der Frakturheilung werden zahlreiche Vorgange der Embryogenese
und des Langenwachstums rekapituliert. Es kénnen analog zur Skelettbildung die beiden
Formen der Knochenbildung, die intramembrantse und die enchondrale Ossifikation,
beobachtet werden. Wahrend der Embryogenese werden mittels enchondrale Ossifikation die
Rohrenknochen gebildet, indessen entstehen flache Knochen, wie zum Beispiel das
Schéadeldach, durch intramembrandse Ossifikation. Einen Uberblick Uber den
Entwicklungsstand der Skelettbildung bietet die Gesamtskelettfarbung eines Embryos, bei
der das Knorpel-und Knochengewebe unterschiedlich koloriert werden. Im Folgenden wurde
mittels der Alzianblau-Alizarinrot-Doppelfarbung das Skelett von vier Tage alten
neugeborenen Mausen aus heterozygoten Verpaarungen untersucht. Zu diesem Zeitpunkt
zeigten die Sdc1™- und die WT-Tiere einen identischen Entwicklungsstand (s. Abb. 21).
Kieferknochen sowie vordere Gesichtsschadel, wo hauptsachlich die Knochenbildung mittels
intramembrandser Ossifikation erfolgt, waren gleich stark mineralisiert (rot angefarbter
Bereich). Ebenfalls die Quantifizierung der R6hrenknochen (Humerus, Femur und Tibia), die
durch die enchondrale Ossifikation gebildet werden, wiesen keine Unterschiede auf (s. Abb.
21 B). Die Lange der mineralisierten Zone im Verhaltnis zur Gesamtlange der Knochen war in
den WT- und Sdc1”-Proben gleich.

Zur genaueren Analyse der enchondralen Ossifikation wurden die Tibiae von 4 Tage alten
neugeborenen Mausen histomorphologisch sowie immunhistologisch untersucht (s. Abb. 21
C). Mittels Alcianblau-Farbung konnte der knorpelige Anteil und mittels Masson Goldner-
Farbung der kndcherne Bereich der proximalen Tibia charakterisiert werden. Das Verhaltnis
zwischen Knorpel- und Knochengewebe zeigte keine Unterschiede zwischen den beiden
Genotypen. Des Weiteren lie3 die Detektion der beiden Markerproteine Kollagen |l sowie
Kollagen X keine Differenzen zwischen WT und Sdc1” erkennen. Die Differenzierung der
Knorpelzellen zu hypertrophen Chondrozyten sowie der Umbauprozess von Knorpelgewebe
in trabekularen Knochen waren durch das Fehlen von Syndecan-1 am vierten Lebenstag
nicht beeinflusst. Auffalligkeiten waren jedoch bei der Quantifizierung der Osteoklasten in den
Tibiae zu erkennen. Wie bei den adulten Tieren wiesen die Sdc1”-Proben eine erhdhte
Anzahl an TRAP-positiven Zellen von mehr als 45 % im Vergleich zum WT auf (s. Abb. 21 D).
Jedoch muss hier die Varianz innerhalb der einzelnen Genotypen beachtet werden (WT: 20 +
11,6 OK; Sdc1”: 30 + 6,6 OK, p = 0,18).
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Abb. 21: Charakterisierung des Knochenphinotyps von 4 Tage alten neugeborenen Syndecan-
1-defizienten Mausen im Vergleich zu WT-Mausen

Histomorphologische Analyse der Skelettentwicklung mittels Alcianblau-Alizarinrot-Farbung von vier
Tage alten Mausen aus heterozygoten Verpaarungen (A) und Quantifizierung des mineralisierten
Gewebes (rot) im Verhaltnis zur Gesamtlange der Réhrenknochen (B, WT: n = 3; Sdc1”:n = 5). Die
neonatalen Tibiae wurden histomorphologisch und immunhistologisch auf Unterschiede in der
enchondralen Ossifikation (C, Maf3stab entspricht 200 um) sowie in der Osteoklastenzahl (D, TRAP-
Farbung, Mal3stab entspricht 25 pm) untersucht (WT: n = 5; Sdc1™:n= 4).

4.3 Die Rolle von Syndecan-4 wahrend der friihen Phase der

Frakturheilung

Durch das Fehlen von Syndecan-4 wurde die Zusammensetzung des Frakturkallus stark
beeinflusst. Nach 14 Tagen war der Frakturkallus der Sdc4”-Maus stark vergréRert mit einem
erhohten Anteil an Knorpelgewebe im Vergleich zu den WT-Tieren. Die Degradation der

Knorpelmatrix schien vermindert, jedoch konnte in den Praparaten zu diesem Zeitpunkt keine
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geringere Synthese von wichtigen Proteasen der Frakturheilung und keine reduzierte Anzahl
an Osteoklasten beobachtet werden. Aufgrund der bisherigen Untersuchungen scheint die
Ursache fiir die verzogerte Heilung in der Sdc4”-Mausen in einer friiheren Phase der
Frakturheilung zu liegen. Das frihe Stadium des Reparaturprozesses steht unter der
Kontrolle der Entzindungsreaktion, wo zahlreiche Zytokine ausgeschuttet werden. In dem
dritten Abschnitt dieser Arbeit wurde die Bedeutung der Inflammation auf das Fehlen bzw.

Vorhandensein von Syndecan-4 wahrend der Frakturheilung untersucht.

4.3.1 Expression von Syndecan-4 in mesenchymalen Stammzellen

Zwei bedeutende Zytokine, die die Kaskade der Frakturheilung initiieren, sind TNFa und IL-
1B. Durch die Entziindungsreaktion werden MSZ rekrutiert bzw. wandern in das geschadigte
Gewebe direkt aus dem Knochenmark, Periost oder Uber neu einsprieliende Gefalle ein.
Diese Zellen differenzieren je nach Stimulus zu Chondroblasten oder Osteoblasten. Im
Folgenden wird der Einfluss der beiden Entzindungsfaktoren TNFa und IL-18 auf die
Expression der Syndecane in mesenchymalen Stammzellen untersucht.

Im Vorfeld wurden die isolierten MSZ auf ihre Multipotenz getestet, indem sie unter jeweils
spezifischer Induktion zu drei verschiedenen Zelltypen differenzierten (s. Abb. 22). Die
Differenzierung zu Chondrozyten konnte in der Pelletkultur durch den Nachweis von
Proteoglykanen (blau gefarbt mittels Alcianblau-Farbung) und dem Markerprotein Kollagen |l
in der EZM gezeigt werden (s. Abb. 22 A-C). Isolierte Zellen, die mit adipogenen Reagenzien
kultiviert wurden, wiesen typische Lipidvakuolen im Zellinneren auf (rot angefarbt durch Red
Oil, s. Abb. 22 D). Ferner konnten Zellen des gleichen Isolats zu reifen Osteoblasten
differenziert werden, wie der Nachweis der Aktivitat der ALP sowie der mineralisierten Matrix
im Zelllayer bewies (s. Abb. 22 E u. F).

Unter der TNFa- bzw. IL-1B-Stimulation war in den MSZ-Kulturen eine deutliche
Hochregulation der Syndecan-4-Expression zu beobachten (s. Abb. 23). In den TNFa
induzierten Zellen war bereits nach 60 Minuten der RNA-Gehalt auf mehr als das Funffache
erhdht und erreichte nach drei Stunden sein Maximum (6,4 + 2,4; Abb. 23 A). Nach 6 und 24
Stunden nahm die Expression von Syndecan-4 kontinuierlich ab. Ebenfalls die Induktion mit
IL-18 verursachte eine Zunahme der Syndecan-4-mRNA mit einem Maximum nach drei
Stunden (4,8 £ 0,7; Abb. 23 B). Des Weiteren war eine starke Abnahme der Syndecan-2
Expression auffallig (s. Ausschnitt in Abb. 23). Unter TNFa-Stimulation nahm die Expression

um ca. 40 % und unter 1I-13 Stimulation um ca. 35 % innerhalb von 24 h ab. Einen Einfluss
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Abb. 22: In vitro-Differenzierung der mesenchymalen Stammzellen zu Chondrozyten,
Adipozyten und Osteoblasten

Zellen, isoliert aus dem Knochenmark von WT- und Sdc4™-Tieren, wurden in der vierten Passage den
verschiedenen Kultivierungen zugefihrt und ihre Differenzierung in den jeweiligen Zelltyp mittels
spezifischer Substanzen induziert. Innerhalb von 14 Tagen wurden MSZ in Pelletkulturen zu reifen
Chondrozyten differenziert (A, MafR3stab entspricht 1 mm). Im Anschluss erfolgte der Nachweis anhand
der knorpeltypischen Matrix mittels Alcianblau-Farbung (B) und der Immunhistologie von Kollagen Il im
Kryoschnitt (C, Maf3stab entspricht 25 uym). Zur Identifikation von Adipozyten konnten in 25 Tage alten
adipogenen Kulturen typische intrazellulare Lipidvakuolen angefarbt werden (D, Mafstab entspricht 50
pm). Der Nachweis von reifen Osteoblasten nach 25 Tagen Differenzierung erfolgte anhand der
mineralisierten extrazellularen Matrix mittels von Kossa Farbung (E) und der ALP-Aktivitat (F).

der Stimulanzien auf die Expression von Syndecan-1 und Syndecan-3 konnte nicht
beobachtete werden.

Es konnte gezeigt werden, dass zwei der wichtigsten Zytokine der Frakturheilung die
Syndecan-4-Expression in mesenchymalen Zellen in vitro regulieren. Hierbei zeigte die TNFa
Stimulation einen starkeren Effekt als IL-13. AuRerdem war die Expression von Syndecan-2

durch die Zytokine beeinflusst.
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Abb. 23: Expression der vier Syndecane in mesenchymalen Stammzell-Kulturen unter TNFa
bzw. IL-1B Stimulation

Zellen, isoliert aus dem Knochenmark von WT- und Sdc4™-Tieren, wurden in der vierten Passage mit
10 ng / ml TNFa (A) bzw. IL-1B (B) stimuliert. Der zeitliche Verlauf der Expression von Syndecan1, 2, 3
und 4 wurde mittels real time-PCR gemessen und in Relation zum Kontroligen HPRT gesetzt. Zur
besseren Ubersicht wurde die Expression von Syndecan-2 extra in einem Zusatzfenster dargestellt.
Der Versuch wurde mit jeweils drei unabhangigen Isolaten durchgefuhrt.

4.3.2 Auswirkung der Reduktion der TNFa-Konzentration auf das Fehlen von
Syndecan-4 wéahrend der Frakturheilung
In den bisherigen Versuchen konnte gezeigt werden, dass die Expression von Syndecan-4 in
mesenchymalen Zellen im entzindlichen Kontext hochreguliert wird und das Fehlen dieses
Proteoglykans eine verzdgerte Frakturheilung verursacht. In wieweit diese Beobachtung auch
in der TNFa-induzierten Entziindungsreaktion wahrend des Reparaturprozesses eine Rolle
spielt, wurde in einem in vivo-Versuch anhand der Reduktion der TNFa-Konzentration mittels
eines blockierenden Antikdrpers Uberprift. Hierzu wurde direkt vor der Fraktur und alle zwei
Tage wahrend der Frakturheilung der handelsubliche rekombinante, monoklonale Antikorper
Certolizumab (Cimzia® 10mg/kg) p.a. den Mausen injiziert. Dieses Medikament wird zur
Behandlung von rheumatoider Arthritis und Morbus Crohn eingesetzt. Der injizierte Antikdrper
bindet membranassoziiertes sowie 16sliches TNFa und senkt damit die TNFa-Konzentration

im Organismus.
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4.3.2.1 Charakterisierung der Zusammensetzung des Frakturkallus unter anti-
inflammatorischer Medikation

Am 7. Tag der Frakturheilung wiesen die WT-Tiere unter der anti-TNFa Behandlung einen
hoch signifikant reduzierten Frakturkallus auf (WT nativ: 8,7 £ 1,9 mm?; behandelt: 3,7 £ 1,5
mm?; p < 0,001; Abb. 24 B). Ebenfalls war die Flache des Knorpelgewebes stark vermindert
(nativ: 26,6 = 7,5 %; behandelt: 12,8 £ 9,0 % des Gesamtkallus; p = 0,02; Abb. 24 C). Auch
nach 14 Tagen konnte eine durchschnittlich kleinere Kallusflache festgestellt werden (WT
nativ: 9,2 = 2,5 mm?; behandelt: 6,9 £ 3,1 mm?), die jedoch einen fast identischen Anteil an
Knorpelgewebe zu den unbehandelten M&usen aufwies (Abb. 24 A-C). Die Sdc4™-Tiere
zeigten wie die WT-Mause unter der anti-inflammatorischer Medikation eine signifikante
Abnahme der Kallusbildung und der Knorpelflache (s. Abb. 24 A-C). Am 7. Tag war der
Gesamtkallus verglichen mit den unbehandelten Sdc4™-Tieren um ca. die Halfte geringer
ausgebildet und erreichte fast identische Ausmalfie wie in den WT-Mausen unter der anti-
TNFa-Behandlung (4,7 £ 1,9). Nach 14 Tagen konnte weiterhin eine deutlich geringere
Kallusgréfe in den knock out-Tieren gemessen werden (nativ: 15,7 + 2,6 mm?, behandelt: 9,3
1+ 4,3 mm? p < 0,01). Das Knorpelgewebe betrug durchschnittlich 20 % des Gesamtkallus
nach 7 und 14 Tagen und war unter der Hemmung der TNFa-Signalkaskade wie in den WT-
Mausen deutlich geringer gebildet.

Neben der enchondralen Knochenbildung findet Frakturspalt-fern die intramembrandse
Ossifikation statt, bei der direkt Knochengewebe gebildet wird. Nach der Fraktur proliferieren
und differenzieren Vorlauferzellen aus dem Periost stammend zu Osteoblasten und bilden
direkt trabekuldaren Knochen. Nach 7 Tagen kann die maximale Proliferation dieser Zellen
beobachtet werden®'*®. Die Quantifizierung erfolgte anhand der neu gebildeten Trabekel
distal und proximal des Frakturkallus. In den WT- und Sdc4”-Tieren war die
intramembrandse Ossifikation nicht durch die Blockierung von TNFa beeinflusst. Beide
Genotypen zeigten anndhernd gleiche Werte (s. Abb. 24 D).

Die Bildung und Zusammensetzung des Frakturkallus zeigte eine deutliche Veranderung
durch die reduzierte TNFa-Konzentration in beiden Genotypen. Die Unterschiede in der
Flache des Gesamtkallus und des Knorpelgewebes zwischen WT- und Sdc4”-Tieren waren

unter der anti-TNFa-Behandlung nur noch geringfligig ausgepragt.
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Abb. 24: Charakterisierung des Frakturkallus der WT- und Sdc4™-Tieren unter anti-
entziindlicher Behandlung

Die Tiere wurden wahrend der Frakturheilung mit einem anti-TNFa-Antikdrper behandelt und nach 7
bzw. 14 Tagen der Frakturkallus auf seine Gewebezusammensetzung untersucht. Fir die
Visualisierung und Analyse zwischen Knorpelgewebe und neu gebildeten trabekuldren Knochen wurde
die Masson Goldner-Farbung (Knochengewebe = griin), Alcianblau-Farbung (Knorpelgewebe = blau)
und Kollagen X-Immunhistologie verwendet (A). Die Flache des Gesamtkallus (B) und
Geflechtknochen (C) in mm? wurde erfasst, und der prozentuale Anteil an Knorpelgewebe (D) ermittelt.
Dargestellt sind MW £ SD (n > 6; * p < 0,05; ** p < 0,01; Mal3stab entspricht 250 uym)

4.3.2.2 Proliferation der Knorpelzellen unter anti-inflammatorischer Medikation
wahrend der Frakturheilung
Zur Untersuchung der Proliferation wurden die proliferierenden Chondrozyten des
Knorpelgewebes mittels eines PCNA-Antikdrpers detektiert (s. Abb. 25). Die Quantifizierung
der PCNA-positiven Zellen ergab an Tag 7 im Kallus der unbehandelten Sdc4”-Mause eine
geringere Proliferation als in der nativen WT-Vergleichsgruppe (WT: 19 + 9 %; Sdc4™: 13 + 4
%). Hingegen war der Anteil an PCNA-positiven Zellen in den knock out-Proben nach 14
Tagen erhéht im Vergleich zu den Kontrollen, was auf eine erhdhte Proliferationsrate

hindeutet und héchstwahrscheinlich mit der vermehrten Kallusbildung in den Sdc4™-Tieren
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zusammenhangt (WT: 12 + 7,4 %; Sdc4™: 24 + 7.8 %).

Unter der anti-entziindlichen Behandlung konnte in den gentechnisch veranderten Tieren
auch eine veranderte Proliferationsrate beobachtet werden. Am 7. Tag war das Verhaltnis
von proliferierenden Chondrozyten zur Gesamtzellzahl in den anti-TNFa behandelten Sdc4™-
Mausen signifikant hoher als in den unbehandelten und erreichte ein identisches Niveau wie
die WT-Tiere (WT: 20 + 4,3%; Sdc4™: 22 + 7,7 %). Die Anzahl der PCNA positiven Zellen im
Knorpelgewebe der WT-Proben war zu diesem frihen Zeitpunkt der Heilung nicht durch die
Gabe des Antikorpers beeinflusst. Nach 14 Tagen konnte bei beiden Genotypen eine
geringere Proliferation unter der anti-TNFa Behandlung beobachtet werden. Erneut zeigten
die Sdc4-defizienten Tiere eine Annadherung zur WT-Kontrolle. In den WT-Proben waren 5 +
2,9 % der Chondrozyten PCNA positiv und in den Sdc4™ 7 + 5,2 %, das signifikant niedriger
zu der unbehandelten Tiergruppe war (p = 0,002).

Unter der antientziindliche Behandlung war die Proliferation der Knorpelzellen zwischen WT
und Sdc4™ wieder auf einem vergleichbaren Level. Ubereinstimmend mit der geringeren
Kallusgrofie in den anit-TNFa behandelten Tieren war die Zahl der proliferierenden Zellen an

Tag 14 niedriger.
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Abb. 25: Proliferation der Knorpelzellen im Frakturkallus am 7. und 14. Tag

WT- und Sdc4”-Tiere wurden wahrend der Frakturheilung mit einem anti-TNFa-Antikbrper behandelt
und die Kallusbildung nach 7 und 14 Tagen untersucht. Zur ldentifikation der proliferierenden
Chondrozyten wurde der immunhistologische Nachweis von PCNA in den Schnittpraparaten erbracht
(A). Die PCNA positiven Zellen wurden in Relation zur Gesamtzellzahl innerhalb einem
standardisierten Knorpelareal gesetzt (B). Dargestellt sind MW + SD (n > 6; Malstab entspricht 100

pm)
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5 DISKUSSION

5.1 Verzogerte Frakturheilung in der Syndecan-1 und Syndecan-4-

defizienten Maus

Wie in zahlreichen Veroffentlichungen gezeigt wurde, Ubernehmen Syndecan-1 und
Syndecan-4 verschiedenste, regulatorische Funktionen. Aufgrund der besonderen Fahigkeit
mittels der GAG-Ketten bzw. direkt diverse Molekiile zu binden, Signaltransduktionen zu
vermitteln bzw. selbst auszulésen, und als I6slicher Faktor sowie als Komplex mit einem
Bindungspartner vorzukommen, kann diese Gruppe von membranstandigen Rezeptoren
wichtige Regulationsmechanismen modulieren. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde
die funktionelle Relevanz von Syndecan-1 und Syndecan-4 innerhalb der Frakturheilung an

einem murinen Frakturmodell untersucht.

5.1.1 Der Verlust von Syndecan-1 und Syndecan-4 resultiert in einer
verzogerten Frakturheilung
Zu einem Zeitpunkt der Reparaturphase, in der der Aufbau des weichen Kallus
abgeschlossen war und der Umbauprozess von Knorpelgewebe in Knochen auf einem
maximalen Level erfolgte, konnte eine erhdhte Bildung sowie eine veranderte
Zusammensetzung des Frakturkallus in den gentechnisch veranderten Tieren beobachtet
werden. Die Abwesenheit von Syndecan-4 bzw. Syndecan-1 resultierte in einer verzdgerten
Frakturheilung. Besonders stark war der Phanotyp unter dem Verlust von Syndecan-4
ausgepragt. Die Sdc4”-Mause zeigten einen signifikant gréReren Frakturkallus mit einem
erhdhten Anteil an Knorpelgewebe und weniger neu gebildeten Geflechtknochen im
Vergleich zu den WT-Tieren am 14. Tag nach der Frakturierung. Der Phénotyp der Sdc1™-
Maus war im Vergleich zur Kontrolle nur sehr leicht ausgebildet, allerdings wies er starke
Annlichkeiten zu den Merkmalen der Syndecan-4-defizienten Maus auf. Ebenfalls war die
Flache des Knorpelgewebes in den Sdc1”-Tieren erhoht, und die des neu gebildeten
Geflechtknochen vermindert. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die

Frakturheilung durch die beiden Proteoglykane Syndecan-1 und Syndecan-4 beeinflusst wird.
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5.1.2 Einfluss von Syndecan-1 und Syndecan-4 auf die Differenzierung von
Chondrozyten

Abhangig von dem verwendeten Frakturmodell kann wahrend der Frakturheilung eine
vermehrte enchondrale bzw. intramembrandse Ossifikation beobachtet werden. In dieser
Arbeit wurde ein Modell, modifiziert nach Schmidmaier et al., verwendet, in dem beide Arten
der Ossifikation erfolgen. Der Schwerpunkt der Heilung liegt aber in der Bildung eines gut
ausgepragten Knorpelkallus, und erméglicht so eine umfangreiche Analyse der enchondralen
Ossifikation'%.

Aufgrund des grofieren Frakturkallus und der erhéhten Flache an Knorpelgewebe in den
Sdc1”- bzw. Sdc4”-Miausen wurde zundchst von einer verzégerten Reifung des
Knorpelgewebes ausgegangen. Jedoch war der Differenzierungsgrad der Chondrozyten
innerhalb des weichen Kallus zwischen Wildtyp- und knock out-Tieren am 14. Tag der
Frakturheilung analog. Der grofte Anteil der Chondrozyten war hypertroph, wie der Nachweis
des Markerproteins Kollagen X bestatigte. In den Syndecan-4-Proben war zwar im Vergleich
zu den WT-Praparaten eine gering hohere Anzahl an Kollagen ll-positiven Chondrozyten zu
finden, allerdings im Verhaltnis zum Gesamtkallus war dies eine sehr geringe Population von

Zellen.

5.1.3 Einfluss von Syndecan1 und Syndecan-4 auf die Degradation der
Knorpelmatrix
Ein weiterer Grund flr den erhdhten Anteil an Knorpelgewebe kann eine verminderte
Degradation dieser speziellen Matrix sein. Innerhalb des Abbauprozesses der Knorpelmatrix
gelten MMP-9 und MMP-13 als Hauptproteasen und Uben durch ihre unterschiedlichen
Spaltungseigenschaften sowie Lokalisation eine synergistische Funktion aus*’. Ein knock out
der Proteasen flhrte zu einem verzdgerten Knorpelabbau in der Frakturheilung. Die MMP-
13"~ und die MMP-9"-M&use zeigten ebenfalls einen gréReren Kallus mit einem erhdhten
Anteil an Knorpelgewebe nach 14 Tagen, in denen die Reifung der Chondrozyten nicht
retardiert war’®#%'*_ Aufgrund des iibereinstimmenden Phanotyps mit der MMP-9- bzw. der
MMP-13-defizienten Mause erfolgte der Nachweis dieser beiden Enzyme bei den in dieser
Arbeit untersuchten Genotypen. Zudem ist ein Einfluss von Syndecan-1 und Syndecan-4 auf
die Aktivitdt von Proteasen bekannt®®®*'?2, |m Rahmen dieser Arbeit konnte eine identische

Lokalisation von MMP-13 in den knock out- und WT-Praparaten festgestellt werden. Infolge
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des erhdhten Anteils an hypertrophen Chondrozyten in dem Frakturkallus der Sdc4™”-Maus
war die MMP-13-positiv detektierte Flache breiter. In den Sdc1”-Proben stellte sich
gleichermalien eine breitere Zone an hypertrophen, MMP-13-positiven Chondrozyten dar,
jedoch in einem geringeren Ausmalf entsprechend dem kleineren Frakturkallus.
Interessanterweise unterschied sich die Detektion der Protease MMP-9, die hauptsachlich
von Osteoklasten produziert wird, zwischen den knock out-Praparaten. In den Sdc4™-Proben
war, wie im Vorfeld schon bei MMP-13, ein leicht starkerer Nachweis von MMP-9 und eine
héhere Anzahl der MMP-9 produzierenden Osteoklasten zu beobachten. Der Grund fur den
starkeren Nachweis von MMP-9 bzw. die erhdhte Anzahl an Osteoklasten lasst sich auf den
starkeren Abbaubedarf der Knorpelmatrix zurickfihren, die im Vergleich zu WT ca. um das
2,7-fache erhoht war. Im Gegensatz dazu war die Anzahl der Osteoklasten im Frakturkallus
der Syndecan-1-defizienten Mause am 14. Tag der Frakturheilung signifikant reduziert.
AuBerdem war die Protease MMP-9 nur geringfiigig im Gewebe der Sdc1”-Maus im
Vergleich zur Kontrollgruppe zu detektieren. Aufgrund dieser Beobachtungen stellte sich die
Frage, ob Syndecan-1 in die Differenzierung von Osteoklasten involviert ist. Dieser Aspekt
wird in Kapitel 5.3 detaillierter erortert.

Eine weitere interessante Protease ist ADAMTS-4, die schon in einem frihen Reifestadium
der Chondrozyten innerhalb der Skelettbildung und wahrend der Frakturheilung exprimiert
wird®. In Studien an 16,5 Tage alten Embryonen konnte durch das Ausschalten des
Syndecan4-Gens Auffalligkeiten im Bereich der proliferierenden Chondrozyten in der Tibia
beobachtet werden. In den Sdc4"-defizienten Mausen wurde eine geringere Expression von
ADAMTS-4 und eine niedrigere Konzentration von **ARGSV-Neoepitopen, die spezifische
Abbaupeptide von Aggrekan durch ADAMTS-4 darstellen, gemessen'®. In einer weiteren
Veroffentlichung konnte die Interaktion der aktiven Form von ADAMTS-4 mit den HS- und
CS-Seitenketten von Syndecan-1 gezeigt werden®. Somit wurde in der vorliegenden Arbeit
eine Interaktion der Syndecane und der Protease ADAMTS-4 vermutet, und von einer
veranderten Detektion dieser Protease in den genetisch veranderten Tieren ausgegangen.
Diese Hypothese bestatigte sich jedoch nicht. Die Detektion der Aggrekanase ADAMTS-4
war zwischen den knock out- und WT-Tieren vergleichbar. Nur aufgrund des erhdhten Anteils
an Knorpelgewebe war erneut in den Sdc4” und in geringem AusmaR in den Syndecan-1-
defizienten Tieren eine erhdhte Anzahl an ADAMTS-4 positiven Chondrozyten zu
beobachten.

Die Expression von ADAMTS-4, MMP-13 und MMP-9 scheint durch die Abwesenheit von
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Syndecan-4 in der fortgeschrittenen Phase der Frakturheilung nicht beeinflusst zu werden.
Ebenso wirkt sich das Fehlen von Syndecan-1 nicht auf die Synthese von MMP-13 und
ADAMTS-4 aus. Jedoch kann eine reduzierte Enzymaktivitat in den Versuchen aufgrund des
fehlenden Nachweises von spezifischen Spaltprodukten nicht ausgeschlossen werden. Da
sich aber das Voranschreiten der Frakturheilung zwischen den genetisch veranderten Tieren
und der Kontrollgruppe im weiteren Verlauf anndherte, erscheint eine verminderte Protease-
Aktivitat zu diesem Zeitpunkt unwahrscheinlich. Nach 28 Tagen war kein Unterschied mehr in
Bezug auf die GrofRe des Frakturkallus zwischen den drei Genotypen zu beobachten (s. Kap.
4.1.3).

Des Weiteren muss in Betracht gezogen werden, dass besonders durch das Fehlen von
Syndecan-4 die Aktivitat einer anderen Protease, die an der Degradation der mineralisierten
Knorpelmatrix zu einem friheren Zeitpunkt beteiligt ist, beeinflusst wird und diesen Phanotyp
verursacht. Die Protease ADAMTS-5 besitzt die gleichen funktionellen Eigenschaften wie
ADAMTS-4. Im Vergleich zu ADAMTS-4 wird diese Aggrekanase zwar in Folge einer Fraktur
weniger stark exprimiert, jedoch zeigt sie wahrend des Knorpelabbaus im entzindlichen
Kontext eine groRere Bedeutung®. Nur durch den knock out von ADAMTS-5 und nicht von
ADAMTS-4 konnte die Degradation des Gelenkknorpels in einem murinen RA-Modell
vermindert werden®®*®, Wang et al. zeigte in einem in vitro-Versuch mit Nucleus Pulposus
Zellen (isoliert aus dem Kern der Bandscheibe), dass TNFa und IL-13 die Expression von
Syndecan-4 und der Protease ADAMTS-5 hochregulieren'?®. Ferner konnte in einem Pull
down-Versuch die spezifische Interaktion von Syndecan-4 und ADAMTS-5 gezeigt werden.
Diese Wechselwirkung scheint eine stabilisierende Wirkung auf ADAMTS-5 auszuuben, da
das Ausschalten des Sdc4-Gens (knock-down) sowie die Behandlung der Zellen mit
Heparinase bzw. einem Inhibitor der Heparansulfat-Synthese in einer reduzierten
Enzymaktivitdt von ADAMTS-5 resultierte. Aufgrund der bisherigen Erkenntnisse kdnnte
Syndecan-4 die TNFa und IL-1B abhangige ADAMTS-5-Aktivitat wahrend der Frakturheilung

kontrollieren.

5.2 Syndecan-4 in der Frakturheilung

5.2.1 TNFa und IL-18 modulieren die Expression von Syndecan-4

Chondrozyten stammen wie die Osteoblasten von den mesenchymalen Stammzellen ab.
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Diese multipotenten Zellen besitzen ein hohes Proliferations- und Differenzierungspotential
und tragen im adulten Organismus zur Aufrechterhaltung sowie zur Regeneration des Stutz-
und Bindegewebes bei. Die Differenzierung dieser Zellen unterliegt einer feinen, aufeinander
abgestimmten  Regulation, die durch die temporale Prasenz verschiedener
Transkriptionsfaktoren gesteuert wird. Die Expression, Lokalisation und Interaktion dieser
Transkriptionsfaktoren wiederum werden durch zahlreiche Wachstumsfaktoren, Chemokine
und Zytokine moduliert. Die Expression von Syndecan-4 kann ebenfalls durch
Wachstumsfaktoren und Zytokine beeinflusst werden, z.B. reguliert FGF2 die Expression von
Sdc4 in Fibroblasten und Osteoblasten hoch'?'*%'6  Zahlireiche Arbeitsgruppen konnten
besonders in Stresssituationen, in denen eine Entziindungsreaktion ausgeldost wurde, eine
Hochregulation der Syndecan-4-Expression zeigen®'%#'?®. \Wang et al. untersuchten die
Zusammenhange der charakteristischen Hochregulation der Zytokine TNFa und IL-1B und
des Proteoglykans Syndecan-4 wahrend der pathologischen Bandscheiben-Degeneration'.
Anhand von in vitro-Stimulationsversuchen konnten sie eine induzierte Hochregulation der
Expression von Syndecan-4 vermittelt Gber die Aktivierung des NF-kB-Signalweges durch die
Zytokine TNFa bzw. IL-13 belegen. Des Weiteren konnte die Arbeitsgruppe von Pap in einem
murinen Osteoarthritis-Modell, in dem hohe Konzentrationen von TNFa und IL-13 gemessen
wurden, eine hohe Syndecan-4-Synthese in Chondrozyten des Gelenkknorpels zeigen®. In
Embryonen wurde die Expression von Syndecan-4 in einem unreifen Zellstadium anhand des
indirekten Nachweises der Promotoraktivitdit von Syndecan-4 in kondensierten MSZ
dargestellt'?®. In der Entwicklung differenzieren diese kondensierten MSZ zu Chondrozyten
und bilden mittels enchondraler Ossifikation die spateren Rohrenknochen. Wahrend der
kompletten Phase der Chondrozyten-Differenzierung konnte eine Promotoraktivitat von
Syndecan-4 beobachtet werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte eine Hochregulation von Syndecan-4 in undifferenzierten
mesenchymalen Stammzellen induziert durch TNFa bzw. IL-13 gezeigt werden. Syndecan-4
scheint wahrend der Differenzierung von mesenchymalen Zellen zu Chondrozyten in

entwicklungsspezifischen und in pathologischen Prozessen exprimiert zu werden.

5.2.2 Syndecan-4 beeinflusst die Proliferation von Chondrozyten
Aufgrund der Hochregulation der Syndecan-4-Expression in mesenchymalen Zellen, die noch
die Fahigkeit der Multipotenz besitzen, kann dieses Proteoglykan eine besondere

regulierende Aufgabe wahrend der Zelldifferenzierung einnehmen. Die Proliferationsfahigkeit
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einer Zelle nimmt mit fortschreitender Differenzierung ab. Aufgrund dieser reziproken
Kopplung wirkt sich eine Regulation der Zellreifung in den meisten Fallen auch auf die
Fahigkeit zur Zellteilung aus. In den Frakturkalli zeigten sich zunachst am 7. Tag der
Frakturheilung eine geringere Anzahl an proliferierenden Chondrozyten in den Sdc4™-Tieren
im Vergleich zur Kontrolle. Im Anschluss stellte sich eine erhdhte Zahl PCNA-positiver
Chondrozyten in den knock out-Proben am 14. Tag dar (s. Abb. 25). Eine veranderte
Proliferation der Knorpelzellen war ebenfalls in der embryonalen Entwicklung wahrend der
Entstehung der Rohrenknochen in Syndecan-4-defizienten Tieren zu finden. Bertrand et al.
zeigte eine signifikant reduzierte Proliferation der Chondrozyten innerhalb der
Wachstumszone von 16,5 Tage alten Sdc4”™-Embryonen'. Syndecan-4 scheint die
Proliferation von Chondrozyten wahrend der Differenzierung der Chondrozyten in der
Embryogenese sowie in der Frakturheilung zu beeinflussen.

In der Skelettentwicklung von neugeborenen Mausen fuhrte das Fehlen von Syndecan-4 zu
keiner verzogerten Reifung der Chondrozyten bzw. keiner verminderten Knochengréfe.
Jedoch wahrend der Frakturheilung im adulten Organismus bedingte die Abwesenheit von
Syndecan-4 eine retardierte Heilung. Anscheinend kann der Verlust von Syndecan-4 in der
Knochenbildung wahrend der Entwicklung kompensiert werden, aber nicht im Falle des
Knochenaufbaus in der adulten Maus.

Aufgrund der hohen Homologie zwischen Syndecan-2 und Syndecan-4 wird eine
Kompensation von Sdc-4 durch Sdc-2 angenommen'?*'_ Diese Vermutung wurde durch die
deutlich héhere Detektion von Syndecan-2 in der Wachstumsfuge eines 16,5 Tage alten
Sdc4”-Embryos im Vergleich zu WT-Tieren untermauert’®. In einem entziindlichen Kontext,
der z.B. wahrend der Frakturheilung eintritt, konnte jedoch die kompensierende
Hochregulation anderer Syndecan-Molekile nicht erfolgen. Die hier untersuchten MSZ
zeigten unter Stimulation mit TNFa bzw. IL-1B einen unveranderten mRNA-Gehalt von Sdc1
und Sdc3, sowie eine deutliche Herunterregulation der Syndecan-2-Expression im zeitlichen
Verlauf (s. Kap. 4.3.1). Bestatigt wird diese Beobachtung auch in murinen Chondrozyten-
Kulturen. Bertrand et al. konnte eine konzentrationsabhangige Abnahme der Syndecan-2-
Expression unter TNFa-Stimulation zeigen'®. Zudem wurde die Induktion der Syndecan-2
Expression durch den Wachstumsfaktor Wnt3a, der die Differenzierung von MSZ zu
Chondrozyten-Vorlauferzellen fordert, in diesen Kulturen schon in Gegenwart geringer TNFo-
Konzentrationen gehemmt. In Prozessen der Embryogenese bzw. des Langenwachstums

scheint Syndecan-4 durch Syndecan-2 ersetzte werden zu kénnen, aber im Falle einer
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Inflammation wird dieser Kompensations-Mechanismus durch einzelne Zytokine unterdruckt.
Aus diesem Grund kann vermutlich wahrend der Frakturheilung sowie in vielen anderen
Krankheitsprozessen, in deren Verlauf die TNFa- bzw. IL-13-Konzentration zunehmen, keine
Kompensation fir das Fehlen von Syndecan-4 beobachtet werden.

Die funktionelle Bedeutung fur Syndecan-4 in diesem Heilungsprozess ist jedoch weiterhin
unklar. Ein weiteres Experiment, in dem die entzindungsbedingte TNFa induzierte
Hochregulation von Syndecan-4 reduziert wurde, sollte Aufschluss Uber die Rolle dieses
Proteins geben. Da das Ausschalten des spezifischen IL-1B-Rezeptor keine starken
Auswirkungen auf die Frakturheilung austibte, wurde der Fokus in Rahmen dieser Arbeit auf

den TNFo-Signalweg gelegt'®.

5.2.3 TNFa beeinflusst die Frakturheilung in einem Syndecan-4 abhédngigen
Mechanismus
TNFa gilt als einer der Hauptfaktoren, der die Entziindungsreaktion zur Induktion der
Reparaturkaskade nach einer Verletzung induziert?®. Durch das Ausschalten der beiden
TNFa-Rezeptoren (p557/p757) in einem Mausmodell wurde der TNFa-induzierte Signalweg
geblockt. Dies fuhrte einerseits zu einer Retardierung der Chondrozyten-Differenzierung und
andererseits zu einer verzdgerten Degradation des Knorpelgewebes?. Glass et al. konnte fiir
TNFa je nach Konzentration verschiedene und zum Teil gegensétzliche Funktionen zeigen'*.
Mesenchymale Stammzellen, die aus dem Muskel angrenzend zu einer Fraktur, isoliert
wurden und eine Multipotenz aufwiesen, zeigten eine starke Migration entlang eines TNFa-
Gradienten und eine ausgepragte Osteoblasten-Differenzierung unter TNFa-Stimulation. Zur
Foérderung der Migration musste jedoch die TNFa-Konzentration um den Faktor 1000
niedriger sein als zur osteogenen Induktion. Die identische Konzentration von TNFa hemmte
sogar die Migration dieser Zellen. Ahnlich verhielten sich die Zellen, wenn durch einen
spezifischen Antikérper TNFa aus dem Uberstand von kultivierten, frakturierten
Knochenfragmenten gebunden wurde. Die normalerweise ausgeldste Migration in einem in
vitro-Migrationsmodell entlang des Gradienten des Uberstandes nahm stark ab. TNFa scheint
die Einwanderung und die Differenzierung von MSZ zu Beginn der Frakturheilung zu
beeinflussen. Weitere Studien konnten die konzentrationsabhangige Bedeutung von TNFa
auch in der Reifung von Osteoblasten darstellen. Niedrige TNFa-Konzentrationen férderten
die Proliferation und Differenzierung von Osteoblasten, wohingegen hohe TNFa-Level die

Osteoblastogenese in vitro und in vivo inhibierten'*'%%,
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Die komplexe Regulation von TNFa ist abhangig von der jeweiligen Konzentration und
spiegelt sich auch in der Frakturheilung wieder. Die absolute Abwesenheit des TNFa-
Signalweges flhrte, wie bereits erwahnt, im Bereich der intramembranésen und
enchondralen Ossifikation zu einer verzdgerten Heilung®. Stark erhdhte TNFa-
Konzentrationen verursachten ebenfalls eine verminderte Frakturheilung™'. In der
vorliegenden Arbeit konnte durch die Reduktion der TNFa-Konzentration mittels des TNFa-
Antikorpers die friihe Phase der Frakturheilung stark beeinflusst werden. Am 7. Tag war die
Bildung des Frakturkallus in den Wildtyp-Mausen signifikant reduziert und die
Zusammensetzung des Kallus hatte sich stark verandert. Es war signifikant weniger
Knorpelgewebe gebildet worden, wohingegen sich der Anteil an Geflechtknochen zwischen
den nativen und behandelten Tiergruppen nicht verandert hatte. Durch die anti-TNFa-
Behandlung scheint in diesem Frakturmodell nur die enchondrale Knochenbildung, jedoch
nicht die intramembrandse Ossifikation beeinflusst zu sein. Durch den kompletten Verlust des
TNFa-Signalweges, wie Experimente mit der TNFa-Rezeptor-defizienten Maus zeigten,
wurden beide Formen der Ossifikation vermindert®.

Die Syndecan-4-defizienten Mause, die im unbehandelten Zustand einen vergroRerten
Frakturkallus mit signifikant erhdhtem Knorpelgewebe entwickelten, zeigten unter der anti-
TNFa-Behandlung eine geringer ausgepragte Kallusbildung mit annahernd gleich groRem
Anteil an Knorpelgewebe wie der anti-TNFa-behandelte Wildtyp (s. Kap. 4.3.2.1). Die
zunachst verzogerte Frakturheilung bedingt durch das Fehlen von Syndecan-4 scheint durch
den vermindert aktivierten TNFa-Signalweg aufgehoben zu sein. Unter dem reduzierten
TNFa-Spiegel glich sich der Phanotyp der WT- und knock out-Maus beinahe vollstandig an.
Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass TNFa zum Teil abhangig von Syndecan-4 die
Frakturheilung regulieren kann.

Die Expression von Syndecan-4 steht selbst unter der Kontrolle von TNFa, wie die in vitro-
Stimulierungsversuche mit MSZ zeigten. Durch die anti-TNFa-Behandlung wurde gleichzeitig
die hemmende Wirkung von TNFa auf die Expression von Syndecan-2 reduziert. Bertrand et
al. konnte immunhistologisch eine zunehmende Detektion von Syndecan-2 in den
frakturierten Femura von anti-TNFa-behandelten Mausen im Vergleich zu unbehandelten
Tieren darstellen'®. Aufgrund der sehr starken Ahnlichkeit der beiden Glykoproteine kénnte
Sdc2 den Verlust von Sdc4 kompensieren, wie es bereits fur die Embryogenese beschrieben
wurde. Die Mdglichkeit der Kompensation von Syndecan-4 durch Syndecan-2 wurde auch

von der Arbeitsgruppe Bruckner im Jahre 2008 vermutet. In einem Krankheitsmodel der Niere
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konnte in der Syndecan-4-defizienten Maus eine Hochregulation von Syndecan-2 beobachtet
werden, wodurch héchstwahrscheinlich kompensierende Mechanismen aktiviert wurden™’.
Wahrend der enchondralen Ossifikation in Folge einer Fraktur werden viele Prozesse der
embryonalen Skelettentwicklung rekapituliert, jedoch sind nicht alle Mechanismen zur
Regulation dieser komplexen Heilung identisch?®. Ein fehlendes TNFa Signalling, das durch
das Ausschalten der Gene der beiden TNFa Rezeptor (p55”/p75”) ermdglicht wurde,
verursacht wie bereits beschrieben eine stark verzogerte Frakturheilung. Diese gentechnisch
veranderten Mause zeigten aber keine Auffalligkeiten in ihrer Skelettentwicklung wahrend der
Embryogenese®. Ebenso wiesen die Syndecan-4-defizienten Mause nur minimale
Veranderungen wahrend der embryonalen enchondralen Ossifikation auf, die keine
Auswirkung auf die Entwicklung der Réhrenknochen von neugeborenen Mausen hatten.
Allerdings in einem Heilungsprozess, der unter der Regulation der Inflammation erfolgte,
fuhrte der Verlust von Syndecan-4 zu einem starker ausgepragten Phanotyp in der
enchondralen Knochenbildung. Prozesse, die in der Embryogenese kompensiert werden,
konnten im entzundlichen Kontext nicht mehr ausgeglichen werden. Es scheint sogar, dass
diese Prozesse, wie z.B. die Hochregulation von Syndecan-2 in MSZ und Chondrozyten,
gezielt gehemmt werden.

Im Fall einer erhdhten Konzentration von spezifischen Zytokinen bedingt durch eine
Verletzung bzw. Erkrankung stellt sich fur Syndecan-4 eine besondere Bedeutung heraus.
Syndecan-4 scheint als einziges Mitglied der Syndecan-Familie in mesenchymal
abstammenden Zellen nach der Induktion der Entzindungsreaktion durch TNFa bzw. IL-13
hochreguliert zu werden und kann so wichtige Regulationsvorgdnge modellieren. Wahrend
der Frakturheilung scheint dieses Proteoglykan hauptsachlich in einem TNFa-abhangigen

Mechanismus die Knorpelbildung wahrend der enchondralen Ossifikation zu beeinflussen.

5.2.4 Funktionelle Bedeutung von Syndecan-4 wédhrend der Frakturheilung

In dieser Arbeit konnte eine wichtige Rolle von Syndecan-4 fur eine schnelle,
komplikationslose Frakturheilung gezeigt werden. Durch das Fehlen von Syndecan-4 entsteht
ein signifikant grofRerer Kallus mit einem erhéhten Anteil an Knorpelgewebe. Am 14. Tag des
Reparaturvorgangs, ein Zeitpunkt des hochsten Gewebeumbaus, konnte eine verzdgerte
Reifung der Chondrozyten sowie verminderte Degradation der Knorpelmatrix anhand der
Detektion der Proteasen MMP-13, MMP-9 und ADAMTS-4 in den Sdc4™-Tieren ausge-
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schlossen werden. Der Verlust von Syndecan-4 scheint zu einem friiheren Zeitpunkt zur einer
veranderten und somit zu einer verzogerten Frakturheilung zu fuhren.

In der Frakturheilung treten die meisten Prozesse nicht nur hintereinander geschaltet sondern
parallel zu einander ein. Zum Beispiel erfolgt meist Frakturspalt nah die Proliferation der
Chondrozyten und der Aufbau der Knorpelmatrix, wohingegen gleichzeitig reifere Bereiche
der Knorpelmatrix zu Geflechtknochen umgebaut werden. Zur Untersuchung einer Funktion
von Syndecan-4 auf die Differenzierung von MSCs zu reifen Chondrozyten, bzw. auf die
Aktivitdt von Proteasen, missten Prozesse in der friihen Phase der Frakturheilung analysiert
werden. Mit Blick auf die TNFa-induzierte Sdc4-Expression in MSZ, die veranderte
Proliferation der Chondrozyten bzw. reduzierte Bildung des Knorpelgewebes in den Sdc4’-
Tieren unter der anti-TNFa-Behandlung liegt es nahe, dass Syndecan-4 eine regulierende

Funktion auf die Differenzierung und Proliferation von Chondrozyten auslibt.

5.3 Die Rolle von Syndecan-1 im Knochenstoffwechsel

5.3.1 Reduzierte Anzahl an Osteoklasten innerhalb des Frakturkallus der
Syndecan-1-defizienten Maus

In den Syndecan-1-defizienten Mausen bildete sich nach der Frakturierung des Femurs ein
leicht vergroRerter Frakturkallus im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Zusammensetzung des
Kallusgewebes zeigte sich, wie im Falle der Syndecan-4-defizienten Maus, verandert. Das
Ausschalten der Syndecane resultierte in einem identischen Phanotyp, der jedoch
unterschiedlich stark auspragt war. Aufgrund dieser Beobachtung wurde zunachst von einer
annahernd gleichen Funktion der beiden Proteine wahrend der Frakturheilung ausgegangen.
Es konnte aber in den Syndecan-1-defizienten Frakturkalli eine signifikant niedrigere Anzahl
an Osteoklasten und eine verringerte Synthese von MMP-9 nachgewiesen werden. Aufgrund
der stark verminderten Anzahl an Osteoklasten stellte sich die Frage, ob Syndecan-1 in der
Osteoklastogenese involviert ist, und ein Fehlen dieses Proteoglykans unter physiologischen
Bedingungen zu einem veranderten Knochenphanotyp fuhrt (s. Kap. 5.3.3).

Betrachtet man die Bedeutsamkeit dieser beiden Proteoglykane, scheint Syndecan-1 im
Vergleich zu Syndecan-4 weniger relevant wahrend der Frakturheilung zu sein. Die

Uberbriickung des Frakturspalts sowie das Erreichen einer primaren Stabilitat werden haupt-
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sachlich durch die Ausbildung eines knorpeligen Gewebes erreicht. Erst im Abbau der
mineralisierten Matrix liegt die Hauptaufgabe der Osteoklasten. Wie bedeutend Osteoklasten
fur die enchondrale Knochenbildung sind, wird kontrovers diskutiert'>*'**. Die Knorpelmatrix
wird ebenfalls durch proteolytische Enzyme, die die Chondrozyten selbst sowie

t*3. Deckers et al.

einwandernde Osteoblasten und Endothelzellen produzieren, abgebau
zeigten, dass Endothelzellen unabhangig von Osteoklasten in die Knorpellakunen
einwandern, nicht mineralisierte Matrix abbauen und GefaRe ausbilden'. Allerdings
ubernehmen Osteoklasten neben der Funktion der Matrixdegradation wichtige Aufgaben
wahrend der Angiogenese, indem sie bedeutende Signalstoffe produzieren. Anhand der
MMP-9-defizienten Maus konnte gezeigt werden, dass der Verlust dieser Protease nicht nur
in einer verminderten Degradation der Knorpelmatrix resultiert*®. MMP-9 scheint dariiber
hinaus fir die Rekrutierung von Osteoklasten-Vorlauferzellen sowie flir die biologische
Aktivitdt von VEGF bedeutend zu sein. Wahrend der Frakturheilung konnte der Phanotyp der
MMP-9"-Maus, der eine unverdnderte Expression von VEGF und deren spezifischen
Rezeptoren aufwies, durch die Applikation von rekombinanten, aktiven VEGF aufgehoben
werden*®. Die Autoren dieser Publikation vermuten eine Kompensation von MMP-9 durch das
rekombinante VEGF, indem die Invasion und/oder die Differenzierung drei verschiedener
Zelltypen, Osteoklasten, Endothelzellen sowie Osteoblasten, Proteasen unabhangig
stimuliert wurde. Es konnte namlich ein erhdohter Abbau der Knorpelmatrix, eine erhdhte
Anzahl TRAP positiver Zellen und Endothelzellen und einen erhdéhten Aufbau von
Knochenmatrix in den behandelten Tieren beobachtet werden. Da MMP-9 von Osteoklasten
und Endothelzellen produziert wird, ware der Vergleich der Invasion von Endothelzellen bzw.
das EinsprieRen von neuen GefalRen zwischen WT- und Syndecan-1-defizienten Tieren
interessant. Syndecan-1 wird ebenfalls in Endothelzellen von frisch einsprieRenden Gefallen
produziert'®. Die geringe MMP-9 Detektion in den Sdc1”-Frakturkalli kénnte zusétzlich zu
der niedrigen Dichte von reifen Osteoklasten, auch durch eine verminderte Anzahl an

Endothelzellen verursacht worden sein.

5.3.2 RANKL und TNFa regulieren die Syndecan-1-Expression in Osteoklasten
Vorlauferzellen

Im Rahmen der Arbeit konnte zum ersten Mal die Hochregulation der Syndecan-1-Expression

als einziges Syndecan wahrend der Osteoklastogenese in vitro gezeigt werden. Isolierte

Monozyten aus dem Knochenmark zeigten nach der Stimulation mit dem Zytokin RANKL,
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einem essentiellen Faktor der Osteoklastogenese, einen zunehmenden mRNA-Gehalt von
Syndecan-1 im Verlauf ihrer Differenzierung. Durch die simultane Stimulation mit dem Zytokin
TNFa und RANKL erhéhte sich die Expression. Ferner bewirkte TNFa allein bereits eine sehr
starke Erhéhung der Syndecan-1-Expression.

In vielen Veroffentlichungen ist eine Hochregulation der Sdc1 Expression im entzundlichen
Kontext, also unter Beteiligung einer hohen TNFa-Konzentration, zu finden®>’"19%19%-111 ' pjg
Arbeitsgruppe von Bernfield entdeckte im Promotorbereich von Syndecan-1 mogliche
Bindungsstellen fiir den Transkriptionsfaktor NF-kB'*°. NF-kB kann unter anderem durch die

157158 |n  Studien mit

proinflammatorischen Zytokine TNFa und IL-1B aktiviert werden
malignen Glioma-Zellen konnte eine Korrelation zwischen einer hohen Konzentration von
phosphorylierten NF-kB und einer hohen Syndecan-1-Expression festgestellt werden. In vitro-
Experimente zeigten eine Hochregulation der Syndecan-1-Expression unter der Stimulation
von TNFa und IL-1B abhangig von der Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB'®°. In
dieser Arbeit konnte zum ersten Mal eine Hochregulation der Syndecan-1 Expression durch
RANKL dargestellt werden. Wie bereits fir TNFa beschrieben, aktiviert auch RANKL den NF-
kB-Signalweg wahrend der Osteoklasten-Differenzierung, wodurch die erhéhte Expression

erklart werden konnte'®®

. Obwohl in einigen Studien fir IL-1B eine induzierende Rolle auf die
Syndecan-1-Expression beschrieben wird, konnte dies in den durchgefiihrten Versuchen

wahrend der Osteoklasten-Differenzierung nicht beobachtet werden.

5.3.3 Syndecan-1 beeinflusst die Osteoklastogenese in vitro

Die reduzierte Anzahl an Osteoklasten innerhalb der Frakturheilung in den Syndecan-1-
defizienten Tieren zeigte sich ebenfalls in der in vitro-Differenzierung von isolierten
Monozyten zu reifen Osteoklasten. Nach 7 Tagen waren in den Sdc1”-Kulturen signifikant
weniger Osteoklasten vorhanden. Die geringere Anzahl an den typischen Riesenzellen mit
mehr als 10 Zellkernen lasst auf eine verzdgerte Differenzierung der Vorlauferzellen
schlielen. Die verzdgerte Hochregulation der Expression von typischen Markerproteinen, die
zum einen wichtig fur die Fusion der Vorlauferzellen und zum anderen funktionelle Proteine
fur die Degradation der Knochenmatrix sind, unterstiitzt diese Hypothese. Des Weiteren war
die Resorptionsaktivitit der Sdc1”-Osteoklasten auf Dentin-Plattchen im Vergleich zu WT-
Zellen vermindert. Die Aktivitat wird durch die Synthese spezifische Enzyme, wie z.B. MMP-
9, Kathepsin K etc., und durch die GroRe der Zelle bestimmt'®. Insgesamt betrachtet ist

jedoch die Verzbégerung sowie die geringere Resorptionsaktivitat durch den Verlust von
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Syndecan-1 im Vergleich zu Studien, in denen andere osteoklastogene Proteine untersucht
wurden, gering ausgepragt. Die starke Hochregulation der Syndecan-1-Expression durch die
simultane Stimulation von RANKL und TNFa deutet darauf hin, dass dieses Proteoglykan
eine besondere Funktion in einem entzindlichen Kontext ausubt und besonders unter
chronischen Entziindungsreaktionen an Bedeutung zunimmt. Uber die konkrete Funktion von
Syndecan-1 lasst sich im Moment nur spekulieren. Aufgrund der bisher bekannten
Funktionen dieses Proteins kdnnte es als membrangebundener Co-Rezeptor oder als
I6slicher Komplex die osteoklastogene Funktionen von Chemokinen bzw. anderen
Stimulanzien unterstlitzen. Syndecan-1 kann zahlreiche Liganden binden, die wichtige
regulatorische Funktion auf die Differenzierung von Osteoklasten austben kdnnen, wie z.B.
OPG, VEGF, IL-8 etc.?'°""%  Des Weiteren ware eine funktionelle Bedeutung von
Syndecan-1 wahrend der Migration und Invasion der Osteoklasten Vorlauferzellen méglich,
wie es bereits fiir einige andere Zelltypen beschrieben wurde®'°0'%41%° Binder et al. zeigten,
dass Chemokine, die den C-C-Chemokin-Rezeptor (CCR-2) aktivieren, die
Osteoklastogenese in vivo und in vitro férdern. Der Verlust des Rezeptors CCR-2 in einer
genetisch veranderten Maus schitzte vor der induzierten postmenopausalen Osteoporose,
die mittels einer Ovarektomie ausgelost wurde'?®. Als einer der wichtigsten, aktivierenden
Liganden von CCR-2 stellte sich das monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1, auch
haufig als CCL2 bezeichnet) heraus. MCP-1 beinhaltet, wie die meisten Chemokine, eine
Heparansulfat-Bindestelle und seine biologische Aktivitat wird vermutlich durch die Bindung
von GAG-Ketten moduliert'®®. Dagouassat et al. konnte durch blockierende Antikdrper gegen
Syndecan-1 die MCP-1 induzierte Migration von humanen Zellen eines Leberkarzinoms
reduzieren'®’. Ebenfalls wurde fiir Syndecan-1 ein Shedding durch die Protease MMP-9 in
kultivierten Makrophagen beschrieben'®®. Aufgrund dieser Erkenntnisse wire die Bildung

eines Gradienten denkbar, der die Osteoklasten-Fusion unterstitzt.

5.3.4 Erhéhte Osteoklastenaktivitat in der adulten Syndecan-1-defizienten
Maus

In der Regel resultiert eine verzogerte Osteoklastogenese in vitro in einem hoheren

Knochenvolumen mit mehr bzw. dickeren Trabekeln. Zum Beispiel durch das Ausschalten

des Chemokin-Rezeptor CCR2 zeigte sich eine verzdgerte Osteoklastogenese in vitro und

ein erhdhtes Knochenvolumen in vivo'®. Die verminderte Anzahl der Osteoklasten in dem

Frakturkallus der Sdc1”-Tiere und die verzdgerte Osteoklastogenese der kultivierten Sdc1”-
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Vorlauferzellen deuteten ebenfalls auf die Ausbildung eines solchen Knochenphanotyps hin.
Uberraschenderweise zeigte sich entgegen den Erwartungen ein gegensatzlich ausgepragter
Phanotyp. In den Réhrenknochen und in den Wirbelkérpern von 4 Monate alten Sdc1”-
defizienten Mausen konnte eine erhdhte Anzahl an Osteoklasten quantifiziert werden. Die
erhohte Dichte dieser Zellen verursachte einen hoheren Knochenabbau. Die Tibiae und die
Wirbelkdrper wiesen ca. 25 % weniger Knochenvolumen im Vergleich zu den WT-Tieren auf
(s. Kap. 4.2.3.2). Die Dicke der einzelnen Trabekel war signifikant reduziert und die Kortikalis
der Tibia zeigte ein geringeres Knochenvolumen in den knock out-Mausen.

Die Auspragung des Phanotyps war erneut schwach, wie bereits in der Frakturheilung und in
den Zellkultur-Versuchen zu beobachten war. Erst bei einem reduzierten Knochenvolumen
von mehr als 50 % wird von einem osteoporotischen Phanotyp gesprochen'?*'®®. Obwohl das
Fehlen von Syndecan-1 nur einen mafRiigen Knochenverlust zur Folge hatte, konnte in den

Tieren bereits eine veranderte Stabilitat des Knochens festgestellt werden (s. Kap. 4.2.3.3).

Eine akute Infektion bzw. eine chronische Erkrankung mit erhdhtem TNFa-Spiegel wie z.B.
im Falle einer akuten Osteomyelitis, rheumatoiden Arthritis oder Morbus Crohn, kénnte im
Organismus zu einer Erhéhung der Syndecan-1-Expression in Osteoklasten-Vorlauferzellen
fuhren. Welche Konsequenz eine erhdhte Synthese bzw. ein Verlust dieses Proteoglykans in
vitro und in vivo hat, musste in weiterfihrenden Experimenten untersucht werden. Flr das
integrale Protein CD44, das zu einer anderen HPSG-Familie als die Syndecane gehort,
konnte die Arbeitsgruppe von Schett eine entscheidende Bedeutung in der Rekrutierung und
Differenzierung von Osteoklasten-Vorlauferzellen in einem entziindlichen Kontext zeigen'”’.
Obwohl das Fehlen von CD44 in der Maus unter physiologischen Bedingungen keine
Auswirkung auf den Knochenphanotyp und auf die in vitro-Differenzierung von Osteoklasten
zeigte, war die induzierte Arthritis durch den Verlust von CD44 sehr aggressiv. Die Arthritis
wurde durch das Kreuzen der CD44 knock out-Maus mit einer transgenen Maus, die das
humane TNFa in hohen Konzentrationen produziert, erzeugt. Durch das produzierte humane
TNFa wird eine Arthritis-Ahnliche Erkrankung in der Maus ausgeldst. Die CD44"/hTNFatg
Maus zeigte innerhalb von vier Wochen eine sehr aggressive Arthritis mit einem hohen
Knochenverlust aufgrund einer erhdéhten Anzahl von Osteoklasten. Die Proliferation der
Osteoklasten war erhéht und deren Apoptose reduziert. Die durchschnittliche ZellgréRe der
Klasten war grof3er im Vergleich zu den WT-Proben. Unter physiologischen Bedingungen war

die Funktion von CD44 nicht essentiell, aber in einem entziindlichen Kontext veranderte sich
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deren Bedeutung drastisch.

Im Falle der Syndecan-1-defizienten Maus konnte bereits in nheugeborenen Mausen analog
zu den adulten Mausen eine héhere Anzahl von Osteoklasten beobachtet werden. Es stellte
sich jedoch kein Unterschied in der Entwicklung der Rdhrenknochen dar. Die Lange der
untersuchten, neonatalen Knochen sowie das Voranschreiten der Mineralisierung waren
zwischen den WT- und Syndecan-1-defizienten Mausen unverandert. Das Fehlen von
Syndecan-1 flhrte erst im Falle des Knochen-Remodeling, das zur Instandhaltung des
Skeletts lebenslang bzw. zur Adaption an veranderte Belastungsanforderungen erfolgt, zu
einem erhodhten Abbau der Knochenmatrix. Aufgrund dieser Beobachtung stellt sich die
Frage, ob die Abwesenheit von Sdc1 in einem héheren Alter der Mause zu einer starkeren
Ausbildung des Phanotyps flihrt, bzw. Einfluss auf die Starke einer altersbedingten
Osteoporose nimmt. Im adulten Organismus unterliegt die Differenzierung der Osteoklasten
dem RANKL/OPG-Quotienten'". In den spaten 90igern wurden RANKL, sein spezifischer
Rezeptor Receptor activator of nuclear factor-kB (RANK) sowie Osteoprotegerin (OPG) als
Schlusselfaktoren flr den Knochenstoffwechsel entdeckt. OPG ist der naturliche
Gegenspieler von RANKL und somit ein Inhibitor der Osteoklasten-Differenzierung. OPG, das
unter anderem wie M-CSF und RANKL von osteogenen Zellen produziert wird, hemmt durch
die Bindung an RANKL dessen Interaktion mit RANK auf der Oberflache von Osteoklasten-
Vorlauferzellen und damit deren Differenzierung. Ein Ungleichgewicht des RANKL/OPG-
Quotienten kann zu einem erhdhten bzw. verminderten Abbau der Knochensubstanz fuhren.
Syndecan-1, das selbst, wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, induziert durch RANKL
und dem Zytokin TNFa vermehrt in Osteoklasten-Vorlauferzellen exprimiert wird, kann
wiederum OPG binden®'"?. Welche Funktion bzw. welches Signal durch die Interaktion von
Syndecan-1 und OPG ausgeldst wird, ist zurzeit noch unbekannt. Standal et al. zeigten, dass
OPG an der Oberflache von Myeloma-Zellen gebunden, internalisiert und anschlieend
abgebaut wird'?. Dieser Prozess war abhingig von der Bindung von OPG an die
Heparansulfat Ketten von Syndecan-1. Eine ahnliche Interaktion dieser beiden Proteine ware
wahrend der Osteoklastogenese denkbar und wurde durch den erhéhten Abbau von OPG in

einer gesteigerten Osteoklastendichte resultieren.

5.3.5 Das Fehlen von Syndecan-1 fiihrt zur Ausbildung unterschiedlicher
Phénotypen

Syndecan-1 ist ein Protein, das nicht nur zellspezifisch, sondern auch abhangig von dem
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Differenzierungsstadium einer Zelle exprimiert wird, wie Untersuchungen zur Reifung von B-
Lymphozyten zeigten'”. In den in vitro-Kulturen von Osteoklasten-Vorlauferzellen unterlag
die Expression von Syndecan-1 der Regulation durch RANKL und TNFa (s. Kap. 4.2.1.1). In
zahlreichen Publikationen wurde bereits eine TNFa abhangige Regulation der Syndecan-1-
Expression gezeigt, die sich jedoch je nach Zelltyp unterschiedlich auswirkte. Zum Beispiel
reguliet TNFa in Epithelzellen und in Endothelzellen die Sdc1-Expression herunter,
wohingegen der mRNA-Gehalt in TNFa-stimulierten Keratinozyten unverandert blieb und in
malignen Glioma Zellen hochreguliert wurde'®'?'*_Die Starke der TNFa-Regulation auf die
Expression kann durch andere Modulatoren stark beeinflusst werden. Kainulainen et al.
zeigten, dass die TNFa induzierte Herunterregulation der Syndecan-1-Expression in
kultivierten Endothelzellen durch die Zugabe von niedrigen Dosen fetalem Kalberserum
reduziert wurde'’.

In dieser Arbeit wurde erstmals die Expression von Syndecan-1 wahrend der Differenzierung
von aktivierten Monozyten zu reifen Osteoklasten gezeigt. Bisher war nur die Synthese von
Sdc1 in aktivierten Monozyten-Makrophagen beschrieben worden'®®'°_ Aktuell ist wenig (iber
die Funktion von Syndecanen in der Differenzierung von Osteoklasten bekannt. Fir
gesheddetes Syndecan-1 wird eine gegensatzliche Wirkung auf die Reifung von
Osteoklasten in vitro beschrieben. Dhodapkar et al. zeigten eine verzogerte
Osteoklastogenese, nachdem monozytare Vorlauferzellen in einer Co-Kultur mit
Osteoblasten mit der extrazellularen Domane von Syndecan-1, die das gesheddete
Syndecan-1 signalisieren sollten, stimuliert wurden'®. Hierzu im Widerspruch beschreibt
Kelly et al. eine erhdohte Osteoklastogenese induziert durch die Stimulation mit
Zelliberstanden einer Brustkrebs-Zelllinie, in denen gesheddetes Syndecan-1 vorhanden
war'®". Erfolgte im Vorfeld eine Entfernung des gesheddeten Syndecan-1 aus dem Uberstand
mittels Immunoprazipitation, zeigten die stimulierten Kulturen eine geringere Osteoklasten-
Differenzierung. In beiden Fallen wurde die Funktion von Syndecan-1 in einem sehr
komplexen Experiment untersucht, wodurch eine genaue Analyse der Funktion des
Proteoglykans und mdglicher Wechselwirkungen schwer durchfihrbar war. In einer Co-Kultur
beeinflussen sich die Osteoblasten- und Osteoklasten-Vorlauferzellen stark untereinander.
Aulerdem beinhaltet der Zellliberstand zahlreiche Komponenten, die den zu untersuchenden
Prozess beeinflussen konnen. Zur genaueren Analyse sollten Versuche mit reinen

Monozyten-Makrophagen Kulturen und genau definierte Stimulanzien verwendet werden.
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte in den frakturierten Femura der Syndecan-1-
defizienten Mausen eine geringere Anzahl an Osteoklasten wahrend der enchondralen
Ossifikation nachgewiesen werden. In den in vitro-Kulturen bestatigte sich die verzdgerte
Differenzierung von Sdc1”-Vorlauferzellen zu reifen Osteoklasten unter der Stimulation von
M-CSF und RANKL. Im Gegensatz dazu wurden in vier Tage alten sowie vier Monate alten
knock out-Mausen eine hohere Dichte an Osteoklasten nachgewiesen. Die
Knochenentwicklung der neonatalen Tiere war durch die erhdhte Anzahl der Knochen-
abbauenden Zellen nicht verandert. In den adulten Tieren jedoch fuhrte der Verlust von
Syndecan-1 in Folge der erhohten Osteoklasten-Aktivitat zu einem geringeren
Knochenvolumen und einer messbar geringeren Knochenstabilitat der Wirbelkorper. Die
Uberraschend gegensatzlichen Phanotypen, induziert durch den Verlust von Syndecan-1 war
in jedem untersuchtem Fall nicht gravierend ausgebildet, fihrten jedoch zu funktionellen
Einschrankungen des Organismus (niedrigere biomechanische Stabilitdt, verzdgerte
Frakturheilung). Syndecan-1 scheint die Funktion eines ,Schalter-Molekul“ auszulben, das
sich positiv bzw. negativ auf die Osteoklasten-Differenzierung und -Aktivitat auswirken kann.
Die verwendete in vitro-Kultivierung in dieser Arbeit stellte eine Methode dar, in der eine Zelle
sehr isoliert betrachtet wird. Die Differenzierung wurde allein durch die beiden Stimulanzien
M-CSF und RANKL reguliert. Beide Zytokine sind essentiell fir die Osteoklastogenese und
induzieren sie in Monozyten-Kulturen. In der adulten Maus und wahrend der Frakturheilung
unterliegt die Differenzierung der Vorlauferzellen weiterhin der Regulation durch M-CSF und
RANKL, jedoch beeinflussen zahlreiche weitere Faktoren direkt und indirekt die
Osteoklastogenese (s. Abb. 26). Wie bereits in Kapitel 5.3.4 erwahnt, unterliegt der
lebenslange Umbau des Knochenskeletts dem RANKL/OPG-Quotienten. Die Synthese
dieser zwei Faktoren erfolgt zum gréRten Teil durch Osteoblasten bzw. deren Vorlauferzellen
und ist abhangig von der biomechanischen Belastung, Hormonen, Kalzium-Phosphat-
Serumspiegel, systemische Entziindungs-reaktionen sowie zahlreichen weiteren Faktoren im
Knochenstoffwechsel. Die Komplexitat dieses Mechanismus ist in der Abb. 26 vereinfacht
dargestellt. Des Weiteren kann Syndecan-1 aufgrund seiner zahlreichen Bindungspartner
verschiedene Funktionen als transmembranes Protein und auch als I6slicher Faktor ausuben.
Aufgrund dieser Vielfaltigkeit konnte durch das Ausschalten von Syndecan-1 verschiedene
bis sogar gegensatzliche Auswirkungen auf die Osteoklastogenese abhangig von den

auleren Bedingungen festgestellt werden. Fur die genaue Identifikation sind weitere Unter-
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suchungen notwendig. Eine an Bedeutung zunehmende Funktion scheint Syndecan-1 in
einem entzindlichen Kontext einnehmen, wie die Zytokin-abhangige Regulation der
Syndecan-1-Expression und die Frakturheilung in der Syndecan-1-defizienten Maus

vermuten lassen.
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Abb. 26: Schematische Darstellung der Osteoklasten-Differenzierung in vitro und in vivo

Zwei essentielle Faktoren fiir die Osteoklastogenese stellen Macrophage colony-stimulating factor (M-CSF) und
Receptor activator of nuklear factor-kB lignad (RANKL) dar, die zur in vitro-Differenzierung von isolierten
Monozyten zu reifen Osteoklasten eingesetzt werden. Unter physiologischen Bedingungen werden M-SCF und
RANKL hauptsachlich von Osteoblasten und mesenchymalen Stammzellen produziert, die ebenfalls
Osteoprotegerin (OPG) synthetisieren. OPG ist ein Gegenspieler des spezifischen RANKL-Rezeptors Receptor
activator of nuklear factor-kB (RANK). Es bindet RANKL, aber kann selbst keine Signaltransduktion hervorrufen,
so dass die Differenzierung der Osteoklasten gehemmt wird. Die Osteoblasten unterliegen der Kontrolle von
zahlreichen weiteren Faktoren, die auf die Synthese von OPG, M-CSF und RANKL wirken und somit den RANKL-
OPG-Quotienten beeinflussen. Im entziindlichen Kontext produzieren Entziindungszellen verschiedene Zytokine,
die direkt oder indirekt die Osteoklastogenese beeinflussen (modifiziert nach Hofbauer 2010 und Long &
Humphrey 2012'%177),
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ZUSAMMENFASSUNG

Die Frakturheilung stellt einen hochkomplexen Reparaturmechanismus dar, in dem
verschiedenste Prozesse aufeinander abgestimmt erfolgen. Zum einen muss eine priméare
Entzindungsreaktion zur Induktion der Reparaturphase ausgeldst werden, die zur Invasion
von Entzundungs- sowie Vorlauferzellen fuhrt. Zum anderen muss die Differenzierung
unterschiedlichster Zelltypen koordiniert und der Aufbau sowie Abbau verschiedenster
Gewebearten reguliert werden.

Die beiden Heparansulfat-Proteoglykane (HSPG) Syndecan-1 und Syndecan-4 beeinflussen
den Heilungsverlauf verschiedenster Organe bzw. Gewebsarten nach einer Schadigung bzw.
induzierten Entziindung. In der vorliegenden Arbeit konnte eine funktionelle Relevanz fir die
beiden Proteoglykane in der Frakturheilung gezeigt werden. Gentechnisch veranderte
Mause, bei denen das Gen Syndecan-1 bzw. Syndecan-4 ausgeschaltet wurde, wiesen eine
verzogerte Frakturheilung auf. Besonders unter dem Verlust von Syndecan-4 stellten sich ein
signifikant vergrélerter Frakturkallus und eine veranderte Zusammensetzung des Kallus mit
einem erhoéhten Anteil an Knorpelgewebe am 14. Tag der Frakturheilung dar. Der Verlauf der
Frakturheilung der Syndecan-4-defizienten Maus konnte bei einer reduzierten
Entziindungsreaktion, verursacht durch die Gabe von anti-TNFa-Antikérper, dem der WT-
Tiere angenahert werden. Die GroRRe der Frakturkalli und deren Gewebezusammensetzung
waren in beiden Genotypen unter der anti-inflammatorischen Behandlung vergleichbar.
Syndecan-4 scheint daher besonders in der Differenzierung von Chondrozyten-
Vorlauferzellen involviert zu sein und wahrend der enchondralen Ossifikation unter TNFa
wichtige Mechanismen zu regulieren.

Der Verlust von Syndecan-1 fuhrte in vitro zu einer verzdgerten Differenzierung von
Osteoklasten-Vorlauferzellen. Innerhalb der Frakturkalli waren die Zahl der reifen
Osteoklasten sowie der Nachweis der Osteoklasten-Markerproteine MMP-9 und TRAP in den
Sdc1”-Mé&usen am 14. Tag der Heilung reduziert. Unter physiologischen Bedingungen jedoch
stellte sich ein gegensatzlicher Osteoklasten-Phanotyp dar. Sowohl vier Tage als auch vier
Monate alte Syndecan-1-defiziente Tiere wiesen eine erhdhte Anzahl an Osteoklasten im
Vergleich zum Wildtyp auf. Im adulten Organismus der knock out-Mause flhrte dies zu einem
geringeren Knochenvolumen der Rohrenknochen und Wirbelkorper, das in einer

verminderten Knochenstabilitat des 4. Lendenwirbels resultierte.
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Des Weiteren konnte im Rahmen dieser Arbeit eine spezifische Hochregulation der
Expression von Syndecan-1 und Syndecan-4 in unterschiedlichen Zelltypen des
Knochengewebes gezeigt werden. Die Expression der beiden HPSG unterlag der Kontrolle
von Zytokinen, die wahrend der Frakturheilung wichtige Prozesse regulieren. Syndecan-4
wird, induziert durch TNFa und IL-1B, als einziges Syndecan in mesenchymalen Zellen
vermehrt exprimiert und beeinflusst in einem TNFa-abhangigen Mechanismus die
enchondrale Ossifikation wahrend der Frakturheilung. In zu Osteoklasten differenzierenden
Monozyten konnte eine Hochregulation der Expression von Syndecan-1 als einziges Mitglied
dieser Familie gezeigt werden. RANKL, der als essentieller Faktor der Osteoklasten-
Differenzierung gilt, und TNFa, der ebenfalls die Reifung von Osteoklasten fordert,
induzierten die Zunahme der Syndecan-1 mRNA. Dies deutet auf eine wichtige
regulatorische Funktion von Syndecan-1 speziell im Rahmen der Osteoklasten-
Differenzierung im entziindlichen Kontext hin.

Eine Funktion in der Vermittlung von inflammatorischen Signalen wird den Syndecanen heute
mehr und mehr zugeschrieben. Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstlitzen diese Theorie.
Jedoch wird deutlich, dass jedes Syndecan-Protein in seiner speziellen Zell- und

Gewebenische wirkt und an den Prozess angepasste Funktionen erfullt.
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