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Einleitung

. Einleitung

1.1. Das Fibronektin

Der Name Fibronektin leitet sich von den lateinischen Begriffen ,fibra® (Faser) und ,conectere®
(verkniipfen) ab. Fibronektin ist ein extrazellulares Protein, das ubiquitar in Geweben und Flis-
sigkeiten der Wirbeltiere nachgewiesen werden kann [1,2]. Es vermag mit diversen anderen Ma-
kromolekilen sowie mit Zellen zu interagieren und spielt flr zahlreiche physiologische Prozesse
eine Rolle. Die I6sliche Variante des Fibronektins im Blut (ca. 300 pg/ml) [3] wird Plasmafibronek-
tin (pFN) genannt und von den Hepatozyten der Leber gebildet. In der extrazellularen Matrix hin-
gegen ist das Fibronektin in Fibrillen organisiert. Das so genannte zellulare Fibronektin (cFN)
kann von verschiedenen Zellarten exprimiert werden. Typische Fibronektin produzierende Zellen
sind die Fibroblasten, aber auch spezialisierte Zelltypen wie beispielsweise Endothelzellen, Epi-
thelzellen, Makrophagen, Granulozyten, Myoblasten, Chondrozyten und Osteoblasten kénnen
Fibronektin bilden [1]. Die Befahigung sehr vieler und z. T. ganz unterschiedlicher Arten von Zel-

len zur Fibronektin-Expression unterstreicht dessen Bedeutung fir den Organismus.

1.1.1. Struktur des Fibronektins

.1.1.1. Allgemeiner Aufbau

Fibronektin ist ein groRes (ca. 500 kDa), heterodimerisiertes Protein. Je zwei nahezu identische
Fibronektin-Monomere sind an ihrem C-Terminus durch zwei Disulfid-Bricken kovalent miteinan-
der verbunden (Abb. I.1) [1,2]. Funktionell Iasst sich jedes Fibronektin-Monomer in mehrere Do-
manen unterteilen, die aus historischen Griinden nach ihren Bindepartnern benannt sind (z. B.
Gelatinebindende-Domane). Eine allgemein guiltige Nomenklatur existiert jedoch nicht, da mehr
als ein Bindepartner fiir jede Domane vorkommt. Die Doméanen setzen sich aus unterschiedlichen
Kombinationen dreier Arten von Modulen zusammen (Typ |, Il und Ill), die vermutlich wahrend
der Evolution durch mehrere partielle Gen-Duplikationen (Multiplikationen) entstanden sind [4].
Etwa 90% der Aminosauresequenz des Fibronektins bestehen aus diesen Modulen (15x Typ |, 2x

Typ Il und 15-17x Typ lll). Obwohl verschiedene Isoformen des Fibronektins existieren, werden
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doch alle von einem einzelnen Gen kodiert [5]. Samtliche Isoformen werden daher posttranskrip-
tional gebildet.

Ei%rr)iiriln ! Fibronektin-Monomer
Bakterien / s =W
@ UL —nH,
) I-3‘ . /’ pr— |
: TE \' Hh;{nﬁ
/III\ EDB kS ' ﬁll—m
| % f/ . N \ - S .
| }IH_Z/ TIL. | / '\Hl-r Zolleri | {H;@ . Heparin i
i / X 4 \\\ \// P 4 \\\\\
: TIL . I iy
1 EK g & Wl
| kE ' ONA (i) /
MR
| ﬁH 1\84/25"
Koll 2 a5
Gelstine HOOC L. L I'w,k
ss - o Zellen |l
L=t

e = N-gekoppeltes Oligosaccharid
o = O-gekoppeltes Oligosaccharid

) PN '
[ = Typ | Modul D = Typ Il Modul ( = Typ Il Modul = EDA/EDB/VR VR = variable Region (fiinf Maglichkeiten)

7 ca.45AS ca. 60 AS < ca. 90 AS

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung eines Fibronektin-Monomers
Diese Abbildung veranschaulicht grob den Aufbau eines Fibronektin-Monomers (ca. 250 kDa). Die funktionellen
Doménen, mdgliche Glykosylierungsstellen und einige fur die Interaktion des Fibronektins mit Zellen wichtige

Peptidsequenzen (letztere in orange) sind dargestellt (Schema in Anlehnung an [1,2,6]).

.11.1.2. Entstehung der Isoformen des Fibronektins

1.1.1.2.1. Alternatives SpleiBen der Fibronektin-mRNA

Eine Ursache flr die Existenz verschiedener Fibronektin-lsoformen ist im alternativen Spleil}en
auf mRNA-Ebene zu finden. Auf diese Weise werden mafgeblich drei Regionen der Fibronektin-
mMRNA variiert. Die Segmente EDA (auch EDI oder EIlIA) [7] und EDB (auch EDII oder EIIIB) [8]
werden entweder komplett entfernt oder verbleiben in der mMRNA und somit im Protein (Abb. I1.1).
Aufgrund dieser Besonderheit kann man diese Module, die in ihrem Grundmuster den Typ llI-
Modulen zuzuordnen sind, auch als eigenstandige Domanen bezeichnen. Die so genannte vari-
able Region (VR) besteht nicht aus Modulen und muss in mindestens einem der beiden Fibronek-
tin-Monomere anwesend sein, damit die Fibronektin-Dimere von den Zellen gebildet und sezer-
niert werden koénnen [9]. Ein alternativer Name flr diesen Bereich ist IlICS (fir engl. ,type Ill con-
necting segment®), da er sich zwischen zwei Typ lll-Modulen befindet. Die variable Region selbst

2
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besteht wiederum aus drei Abschnitten (mit einer Lange von 31, 64 und 25 Aminosauren), die an-
oder abwesend sein kénnen, so dass (zumindest beim Menschen) allein durch die variable Regi-
on funf verschiedene Varianten (VR12031/64/25, VRO531640 \R8QU64/25 \/RE4Y/640, VROO/O/O) jedes
Fibronektin-Monomers entstehen kénnen [1,10]. Unter Einbezug der voneinander unabhangigen
moglichen An- bzw. Abwesenheit der Module EDA und EDB sind beim Menschen somit insge-
samt zwanzig verschiedene Spleildvarianten des Fibronektins pro Monomer mdglich. Zusatzlich
zu den verschiedenen Spleil3formen kénnen auch noch posttranslationale Modifikationen erfol-

gen, z. B. Glykosylierungen.

1.1.1.2.2. Glykosylierung des Fibronektins

Fibronektin wird als ein Glykoprotein bezeichnet, da die angehangten Karbohydrate einen Anteil
von 4-10% ausmachen kénnen [6]. Dabei gibt es grolRe Unterschiede zwischen verschiedenen
Fibronektin-Varianten, z. B. dem Plasmafibronektin (4-5%) [11] und dem Fibronektin aus amnioti-
scher Flussigkeit (9-10%) [12]. Grundsatzlich erhdhen Zuckerreste die Stabilitdt des Fibronektins
gegen Hydrolyse [13], aber es sind weitere Effekte denkbar wie eine direkte Wirkung auf Zellen
(z. B. Uber spezifische Rezeptoren). Zumeist sind die Zuckerreste Uber Stickstoffatome verknipft,

mindestens einmal jedoch auch Uber ein Sauerstoffatom (Abb. 1.1 und 1.1.4.4)

1.1.2. Interaktionen des Fibronektins

Bevor Fibronektin genauer charakterisiert werden konnte, hatte es bereits zahlreiche Namen er-
halten (wie z. B. engl. ,migration-stimulating factor* und ,anti-gelatin factor“), die u. a. aus seiner
Eigenschaft resultieren, mit zahlreichen anderen Proteinen interagieren zu kénnen. So ist Fibro-
nektin in der Lage Kollagen, Fibrin, Fibrinogen, Heparin, Transglutaminasen (wie Faktor Xllla)
und zahlreiche weitere Proteine zu binden [1,2]. Des Weiteren haftet Fibronektin an DNA, Bak-
terien sowie Komponenten des Komplementsystems (C1q) und wirkt so opsonisierend. Insbe-
sondere flr die Ausbildung eines Netzwerks ist auch die Eigenschaft des Fibronektins mit sich
selbst zu interagieren von entscheidender Bedeutung. Durch die Multimerisation entsteht ein
Fibronektingerist, das wiederum als eine Art Matrize fiir ein Kollagennetzwerk zu dienen vermag
[14]. Auf diese Weise ist das Fibronektin direkt an der Entstehung der extrazellularen Matrix be-

teiligt und kann als Bestandteil derselben mit Zellen in Kontakt treten.

Fibronektin bt einen Einfluss auf Anhaftung, Wanderung, Proliferation, Differenzierung und viele
weitere Funktionen diverser Zelltypen aus [2]. Daher sind die Wechselwirkungen zwischen dem

Fibronektin und den Zellen von grofRer Bedeutung. Die Bindung der Zellen an Fibronektin findet

3
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maldgeblich Uber Integrine (heterodimerisierte Transmembranproteine) statt. Die zentrale Zellbin-
dende-Domane des Fibronektins enthalt die RGD-Sequenz (steht fir die Aminosduren Arginin-
Glycin-Asparaginsaure). Dieses Aminosaure-Triplett kommt auch in anderen Proteinen vor (z. B.
in Osteopontin, Vitronektin, Fibrillin und Kollagen [15-17]) und wird von den Zellen hauptsachlich
Uber das Integrin a,83; erkannt [18]. Beim Fibronektin befindet sich die RGD-Sequenz im Modul
IlI-10 (Abb. 1.1). Durch einen Synergieeffekt mit der Sequenz PHSRN (Prolin-Histidin-Serin-
Arginin-Asparagin) im Modul 11l-9 [19] wird zusatzlich eine besonders effiziente Bindung an das
Integrin asP4 erreicht. Dieses Integrin wird aus diesem Grund auch Fibronektin-Rezeptor genannt
[6]. Des Weiteren kénnen Zellen auch im Bereich der variablen Region an Fibronektins haften
[20]. Im vorderen Bereich der variablen Region liegt die LDV-Sequenz (Leucin-Asparaginsaure-
Valin) [21]. Diese wird z. B. von dem Integrin a4, [22] erkannt. Eine zweite Stelle in der variablen
Region (REDV fiur Arginin-Glutaminsaure-Asparaginsaure-Valin) wird ebenfalls von diesem In-
tegrin gebunden [23]. AuRerdem vermag die Domane EDA mit Zellen zu interagieren [24]. Dies
geschieht Gber die Integrine agB4 und aB+ [25]. Das Modul EDA fiihrt daneben auch zu einer Ver-
starkung der Bindung des Integrins as31 an Fibronektin [26,27].

Es ist davon auszugehen, dass bislang noch nicht alle Motive bekannt sind, tiber welche Wech-
selwirkungen des Fibronektins mit Zellen stattfinden kdnnen. Neben Integrinen kann Fibronektin
auch an andere Rezeptoren auf Zellen binden, so z. B. an Syndecan-4 [28] und an CD44 [29],

das auch Hyaluronsaure-Rezeptor genannt wird.

1.1.3. Aufgaben des Fibronektins

Fibronektin ist an zahlreichen Ablaufen im Organismus beteiligt. Dies wird im Folgenden an aus-

gewahlten Beispielen erlautert.

.1.3.1. Fibronektin in der Embryogenese

Fibronektin erscheint schon sehr friih wahrend der Embryogenese. In der Maus konnte es bereits
vor der Implantation und Gastrulation im Blastozysten-Stadium nachgewiesen werden [30]. In
vitro Experimente an Trophoblastenzellen ergaben, dass Fibronektin und andere Matrixproteine
fur deren Migration wichtig sind und dieser Effekt tber Integrine auf den Zellen vermittelt wird
[31]. Auch bei der Gastrulation, der Entstehung der Somiten und der Ausbildung der Chorda dor-
salis scheint Fibronektin von Bedeutung zu sein [1,32,33]. Bei der Morphogenese Ubt Fibronektin
Effekte auf die Zelladhasion aus und ist an der Organisation des Zytoskeletts und der Basal-
membranen beteiligt [1]. Mausembryonen, die kein Fibronektin exprimieren kénnen, versterben

bereits in utero [33]. Dabei ist interessant, dass Fibronektin im Stadium der Periimplantation
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(Zeitspanne von der ungebundenen Blastozyste Uber die Anhaftung bis zur Differenzierung des
Trophoblasten) zwar exprimiert wird, die Embryonen aber auch in Abwesenheit von Fibronektin

implantieren und die frihen Stadien der Gastrulation absolvieren kénnen [34].

1.1.3.2. Fibronektin in der Wundheilung und der Hamostase

Ein anderes Beispiel fir die Relevanz des Fibronektins zeigt sich bei der Wundheilung. So ist
Fibronektin neben Fibrin, den Blutplattchen und den Leukozyten an der Bildung einer provisori-
schen Matrix des Thrombus (Blutpfropf) beteiligt, die z. B. bei einer Schnittwunde im Zuge der
Blutgerinnung entsteht [2,35,36]. Die Bindung von Fibronektin und Fibrin wird durch den Blutge-
rinnungsfaktor Xllla kovalent verknipft [37]. Die auf diese Weise entstandene Fibronektin-Fibrin-
Matrix kann als Adhasionssubstrat fir Zellen dienen [38,39]. Bei der Heilung einer Wunde wird
Fibronektin vermehrt exprimiert und macht einen grof3en Teil der neu gebildeten Matrix aus [2].
Untersuchungen an konditionellen Fibronektin-Knockout Mausen, die kein Plasmafibronektin bil-
den konnten, ergaben, dass Fibronektin nach einer experimentellen GefaRverletzung fir die Ent-
stehung und Stabilisierung eines Thrombus bedeutend war [36]. Unter Abwesenheit des Plasma-
fibronektins (Rest 2%) und eines Groliteils des Fibronektins der Blutplattchen (Rest 20%) konnte
der Thrombus im Mausmodell zwar mit der GefalRwand verankert werden, die Bindung der
Thrombozyten untereinander war jedoch weniger stabil. In der Folge verlangsamte sich das
Wachstum des Pfropfs deutlich, da immer wieder Plattchen mit dem Blutstrom verloren gingen.
Die Heilung von Wunden dieser Tiere verlief hingegen normal [40]. Dabei konnte in den Wunden
zunachst das Fibronektin der Blutplattchen, spater das aus dem Wundgewebe stammende Fibro-

nektin nachgewiesen werden.

1.1.3.3. Fibronektin kann anti-apoptotisch wirken

Eine schitzende Rolle des im Blut zirkulierenden Fibronektins konnte an Mausen demonstriert
werden, bei denen experimentell eine Ischamie (Mangeldurchblutung) im Gehirn erzeugt wurde
[40]. Tiere, deren Plasmafibronektin ausgeschaltet worden war, hatten einen grof3eren Infarktbe-
reich als ihre wildtypischen Kontrollen. Dies lag vermutlich daran, dass das zirkulierende Fibro-
nektin in den Kontrolltieren tber Integrine an die Zellen zu binden vermochte und so zu einer Er-

héhung des anti-apoptotischen Signals fuhrte [41,42].
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.11.4. Die Bedeutung der verschiedenen Fibronektin-Isoformen

1.1.4.1. Die variable Region des Fibronektins

Die verschiedenen Spleifvarianten des Fibronektins werden zum einen abhangig vom Ent-
wicklungsgrad des Organismus, zum anderen Zelltyp-abhangig gebildet. Das Plasmafibronektin
tragt nur in einer der beiden Monomerketten die variable Region [43]. Das zellulare Fibronektin
der Fibroblasten hingegen zeichnet sich praktisch immer durch die Anwesenheit (zumindest von
Teilen) der variablen Region in beiden Monomerketten aus. Dieser Unterschied jener beiden Va-
rianten des Fibronektins ist vermutlich die Ursache daflir, dass bei der Blutgerinnung die Vernet-
zung des Plasmafibronektins bzw. des zellularen Fibronektins mit Fibrin durch den Faktor Xllla

unterschiedlich verlauft [44]. Dies betrifft die Effizienz, aber auch die Art der Verknipfungen.

1.1.4.2. Die EDA-Domane des Fibronektins

EDA-haltiges Fibronektin wird besonders in schnell proliferierenden Geweben gebildet, z. B. bei
der Embryonalentwicklung [45]. Doch auch in adulten Geweben kann EDA-positives Fibronektin
vorkommen wie in Tumoren [46] oder bei der Wundheilung [47]. Anscheinend wird die Expressi-
on des Fibronektins, das EDA enthalt, unter Anwesenheit des Zytokins TGF-B (fir engl. ,trans-
forming growth factor-B“) herauf reguliert [48]. In Entziindungen schaltet EDA-haltiges Fibronektin
vermutlich die Immunantwort Uber eine Aktivierung von TLR4 (fir engl. ,toll-like receptor 4”) ein
[49]. Das Plasmafibronektin beinhaltet die Domane EDA normalerweise nicht [50] oder zumindest

nur in sehr geringen Mengen [51].

EDA-positives Fibronektin wirkt méglicherweise férdernd auf die Metastasierung durch Tumor-
zellen. So wird berichtet, dass EDA-haltiges Fibronektin die Motilitdt bestimmter Tumorzelllinien
erhoht [52]. In vitro Experimente mit CHO Zellen (fir engl. ,chinese hamster ovary®), in denen
EDA-positives Fibronektin Gberexprimiert wurde, ergaben eine vermehrte Ausdehnung und Mi-
gration der Zellen (unabhangig von EDB) [26]. Zuséatzlich stellte sich heraus, dass diese Wirkung
vermutlich auf eine verstarkte Bindung an den Fibronektin-Rezeptor asB4 zurlickging und auch

stimulierend fiir das Fortschreiten des Zellzyklus war [27].

Die EDA-haltige Isoform des Fibronektins ist im Zusammenhang mit weiteren Humanerkrankun-
gen interessant. Fir Patienten, die an einer Sepsis (Blutvergiftung durch Infektionserreger) litten,
konnte gezeigt werden, dass jene Patienten, die spater verstarben, signifikant erhéhte Mengen

EDA-positiven Fibronektins in ihrem Blut hatten [53]. Dabei gab es eine negative Korrelation mit
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der Leberfunktion. Auch in Patienten mit Diabetes mellitus wurde eine fast 2,5-fache Erhéhung
des Fibronektins mit der Domane EDA festgestellt [54], wobei EDA im Diabetes ein Marker fir die
Aktivierung der Endothelzellen zu sein scheint und somit vermutlich das Ausmal} an Gefal3scha-

den reflektiert.

1.1.4.3. Die EDB-Domaéane des Fibronektins

Die EDB-Domaéane verandert das Fibronektin nicht nur durch reine An- oder Abwesenheit alleine.
Es wurde gezeigt, dass bei Anwesenheit des EDB-Moduls durch eine Veranderung der Konfor-
mation im benachbarten Bereich IlI-7 eine kryptische Sequenz exponiert wird, die bei Abwesen-
heit der EDB-Domane versteckt ist [55].

Die Expression des EDB-haltigen Fibronektins ahnelt der des EDA-haltigen Fibronektins [56].
Auch EDB wird besonders in stark proliferierenden Geweben gefunden. So ist es ebenfalls in em-
bryonalen Geweben anzutreffen [57] sowie in Tumoren [58] und Wunden [59]. Es wurden positive
Effekte von EDB-haltigem Fibronektin auf die Adhasion und die Ausbreitung von Zellen beschrie-
ben [60]. Ebenso wie fur EDA gilt auch fiir EDB, dass die Expression von EDB-positivem Fibro-
nektin vermutlich durch TGF- erhéht wird [59]. In vitro Experimente weisen darauf hin, dass die
Anwesenheit der Domanen EDA oder EDB die Fahigkeit des Fibronektins in eine bereits existie-
rende Matrix einzudringen steigert [61]. Auch flir EDB lasst sich festhalten, dass Plasmafibronek-

tin normalerweise zumindest weitestgehend negativ fir diese Domane ist [51].

Des Weiteren gilt EDB-positives Fibronektin als Marker fiir die Angiogenese [62]. Daher wird die
EDB-Domane sogar als mdglicher therapeutischer Angriffspunkt gegen Tumoren untersucht [63].
Eine vorgeschlagene Strategie ist hierbei, ein bioaktives Molekil an ein Antikbrperfragment zu

koppeln, das spezifisch an die EDB-Domane des Fibronektins bindet [64].

1.1.4.4. Das onkofotale Fibronektin

Eine weitere Fibronektin-Variante, die besonders in Tumoren und in fétalen Zellen vorkommt,
wurde mithilfe des Antikorpers FDC-6 charakterisiert [65]. Dieses spezielle Fibronektin wird auch
onkofttales Fibronektin (oFN) genannt. Dieser Name kann zuweilen irrefihrend sein, da manch-
mal auch EDB-haltiges Fibronektin als onkof6tal bezeichnet wird/wurde. Die Bezeichnung wird

aber in der vorliegenden Arbeit ausschliellich fir FDC-6-positives Fibronektin verwendet.

Kennzeichen des onkof6talen Fibronektins ist ein besonderer Zuckerrest, der sich in der vari-

ablen Region am Threonin des Hexapeptids VTHPGY (Valin-Threonin-Histidin-Prolin-Glycin-
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Tyrosin) befindet und Uber ein Sauerstoffatom angehangt ist [66]. Es handelt sich um ein sialylga-
lactosyl-N-acetylgalactosaminyl Saccharid (Abb. 1.2), das Uber ein bestimmtes Enzym, die a-N-
Acetylgalactosaminyltranferase, angefligt wird. Dieses Enzym ist zwar auch in normalen Gewe-
ben zu finden, aber nur eine besondere Variante dieses Enzyms, die eine veranderte Spezifitat

aufweist, ist in der Lage diese spezielle Glykosylierung des Fibronektins durchzufihren [67].

Einen besonders hohen Anteil onkof6talen Fibronektins findet man unter anderem in amnioti-
scher Flussigkeit (Fruchtwasser) [68]. Es wird von den Epithelzellen des Amnions produziert und
scheint ein Marker der Membranintegritat zu sein [69,70]. Daher kann bei vorzeitigen Geburtswe-
hen durch eine Bestimmung der Menge des onkofdtalen Fibronektins im Zervixschleim schwan-
gerer Frauen mit hoher Genauigkeit vorhergesagt werden, ob eine Geburt in den nachsten 7-10

Tagen wahrscheinlich ist [70].

"""" VTHPGY —~
(0]
Sialinsaure |
= N-Acetyl- — Galactose — g’Alcetty['
Neuraminsaure a TC ose
Sialinsaure
+/- = N-Acetyl-

Neuraminsaure

Abbildung 1.2: Sialylgalactosyl-N-acetylgalactosaminyl Saccharid des onkofétalen Fibronektins (oFN)
Der dargestellte Zuckerrest, der von dem Antikérper FDC-6 erkannt wird, ist am Threonin der Aminosaure-

Sequenz VTHPGY (Valin-Threonin-Histidin-Prolin-Glycin-Tyrosin) angehangt (Schema in Anlehnung an [66]).

1.2. Die Rolle des Fibronektins im Knochen

.2.1. Allgemeine Eigenschaften des Knochens

Knochen dient der Stabilisierung des Kérpers und muss zahlreiche Kriterien zugleich erflllen. So
soll Knochen fest, aber nicht zu schwer, hart, aber auch elastisch sein. Dies wird durch spezielle

architektonische, materielle und organisatorische Besonderheiten gewahrleistet.
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1.2.1.1. Das Skelett

Bei Knochen (lat. ,Os") handelt es sich um ein sehr stabiles, aber dynamisches Bindegewebe,
das aus einer mineralisierten organischen Matrix mit darin eingelagerten Zellen besteht. Alle Wir-
beltiere (lat. ,Vertebrata®) zeichnen sich durch den Besitz eines kndchernen Endoskeletts aus.
Das adulte menschliche Skelett im Speziellen ist aus mehr als 200 einzelnen Knochen zusam-
mengesetzt. Die Knochen machen etwa 9% des menschlichen Kdrpervolumens aus [71]. Am

Kdrpergewicht ist das Skelett sogar zu 17% beteiligt.

Das Skelett dient zum einen als innere Stltze des Kdérpers und hat zum anderen die Aufgabe, die
innen liegende Organe zu schitzen. Des Weiteren beherbergen die Knochen das Knochenmark,
welches fir die Blutbildung verantwortlich ist. Knochen dienen auferdem als Mineralspeicher des
Korpers und kénnen das Saure/Base-Gleichgewicht des Blutes abpuffern [72]. Zusatzlich sind sie

in der Lage schadliche Stoffe zu binden, ermdglichen das Hoéren und vieles mehr.

.2.1.2. Anatomie des Knochens

Innerhalb eines einzelnen Knochens differenziert man den Kortex (auch Kortikalis oder Rinden-
schicht des Knochens genannt) und die vom Kortex umhdlite innere Schicht, die man als Spongi-
osa bezeichnet (schwammartige Balkchenschicht). Die Anteile von Kortex und Spongiosa an den
einzelnen Knochen sind sehr unterschiedlich ausgepragt. Das adulte menschliche Skelett besteht

in seiner Gesamtheit aus etwa 80% Kortex und etwa 20% Spongiosa [73].

Die Spongiosa besteht makroskopisch betrachtet aus einem schwamm- oder wabenartigen Netz-
werk von Knochenbalkchen (Trabekeln), die horizontal und vertikal verlaufen und untereinander
verbunden sind. Durch diese spezielle Struktur des Knochens wird maximale Festigkeit bei mini-
malem Gewicht erreicht. Die Spongiosa stellt im Vergleich zum Kortex den Hauptteil der Kno-
chenoberflaiche. Daher findet die meiste Aktivitdt am trabekularen Knochen statt [73]. Dies fiihrt
dazu, dass Veranderungen in der Dichte des Knochens, in seiner dreidimensionalen Struktur und

bezlglich der Knochenzellen im Bereich der Spongiosa am deutlichsten zu sehen sind.

Knochen besteht aus der Knochenmatrix und den Knochenzellen. Im Folgenden wird auf beide

Komponenten nacheinander genauer eingegangen.
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1.2.2. Die Knochenmatrix

.2.2.1. Zusammensetzung der Knochenmatrix

Die Knochensubstanz besteht (bezogen auf das Gewicht) grob zu etwa 50-70% aus Mineral, et-
wa 20-40% aus organischem Material, etwa 5-10% aus Wasser [74] und zu weniger als 3% aus
Fetten [75]. Der anorganische Bestandteil, also das Mineral des Knochens, ist mafgeblich alkali-
sches Karbonapatit (Hydroxylapatit Ca1o(PO4)s(OH), mit 4-6% Anteil an Karbonat). AuRer den
Hauptbestandteilen des Hydroxylapatits, dem Kalzium und dem Phosphat, findet man im Kno-

chen aber u. a. auch Magnesium, Natrium, Kalium, Chlor, Fluor und weitere Spurenelemente.

Die organische Knochenmatrix (das Osteoid) setzt sich zu etwa 90% aus Kollagen Typ | zusam-
men [76]. Die Struktur dieses Proteins ist eine rechtsdrehende Tripelhelix, die aus zwei identi-
schen a,(l)-Ketten und einer ay(l)-Kette besteht. Die ay(l)-Kette ahnelt den a4(1)-Ketten strukturell,
wird aber durch ein anderes Gen kodiert. Kollagen Typ | ist sehr reich an der Aminosaure Glycin
(ca. 33%, typisches (Gly-X-Y),-Muster) und enthalt auBerdem groRe Mengen Prolin und Hydro-
xyprolin [77]. Die fir Kollagen weitestgehend spezifische Aminosaure Hydroxyprolin entsteht
durch Hydroxylierung des Prolins. Dieser Prozess ist Vitamin C-abhangig [78]. Das Kollagen Typ
I des Knochens wird von den Osteoblasten als Pro-Kollagen (,Precursor”) sezerniert und dann
proteolytisch gespalten, so dass sich je drei Ketten zum Tropokollagen verdrillen. Diese Kollagen-
Helices lagern sich zu Fibrillen (ca. 100-200 nm Durchmesser) und letztere wiederum zu dicken
Fasern (Durchmesser ca. 20 ym) zusammen. In den freien ,Lochern“ zwischen den Kollagen-
fibrillen beginnen sich im Zuge der Mineralisierung Kristalle abzulagern. Mit zunehmender Kno-
chenreife vergrofiern sich diese Kristalle durch Wachstum und Aggregation [79,80]. Neben Kolla-
gen beinhaltet die Knochenmatrix jedoch noch zahireiche weitere Proteine wie z. B. Osteokalzin,
Osteonektin, Dekorin, alkalische Phosphatase, Knochen Sialoprotein, Matrix Gla Protein, Vitro-

nektin, Osteopontin und Fibronektin [75].

.2.2.2. Materialeigenschaften der Knochenmatrix

Der hohe Mineralgehalt bewirkt die Festigkeit und Steifheit des Knochengewebes, wobei zum
Ausgleich eine gewisse Elastizitat und Flexibilitdt durch die organische Matrix gewahrleistet wird.
So entsteht eine ideale Kombination, die verhaltnismalig starke Stol3-, Torsions- und Zugkrafte
aushalt. Gesunder Knochen vereint Biege- und Bruchfestigkeit (Elastizitat gegen Steifheit) in op-
timaler Abstimmung miteinander. Hierbei sind die in der englischen Literatur verwendeten Begrif-
fe besonders prazise. So ist gegen ,stress“ (Kraft pro Flacheneinheit) eine hohe Festigkeit des
Gewebes nétig, wohingegen der Begriff ,strain“ (Veranderbarkeit der Form/Lange durch Krafte)
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die Verformbarkeit des Materials beschreibt. Die ,toughness® gibt den Bruchwiderstand eines
Knochens an. Zu harter Knochen ist sprode und splittert leicht (Hypermineralisierung, z. B. die so
genannten Glasknochen bei Osteogenese imperfecta), zu weicher Knochen hingegen kann sich

verformen (Hypomineralisierung, z. B. bei Rachitis und Osteomalazie).

1.2.3. Die Knochenzellen

.2.3.1. Die Osteoblasten-Abstammungslinie

1.2.3.1.1. Herkunft der Osteoblasten

Jene Zellen, die fur die Knochenbildung zustandig sind, werden Osteoblasten genannt. Osteo-
blasten entstehen aus multipotenten mesenchymalen Stammzellen, die sich aufer zu Osteo-
blasten auch zu Adipozyten (Fettzellen), Chondrozyten (Knorpelzellen), Myoblasten (Muskelzel-
len), Stromazellen und Fibroblasten (Bindegewebszellen) entwickeln kénnen [81-83] (Abb. 1.3).
An der Reifung der Osteoblasten aus den mesenchymalen Stammzellen heraus sind vor allem
der Wnt/B-Catenin Signalweg und damit die osteogenen Transkriptionsfaktoren CBFA1/RUNX2
(fur engl. ,core-binding factor a-1/Runt related transcription factor 2) und Osterix beteiligt.

Pra-Osteoblasten sitzen in zweiter Reihe hinter den reifen Osteoblasten und haben noch Prolife-

rationspotential, das bei der Reifung zum Osteoblasten aufgegeben wird [84].
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Abbildung 1.3: Entstehung der Osteoblasten aus mesenchymalen Stammzellen

Dieses Schema veranschaulicht grob die Entstehung von Osteoblasten aus mesenchymalen Stammzellen sowie

das weitere Schicksal der Osteoblasten (Schema in Anlehnung an [85]).
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1.2.3.1.2. Eigenschaften und Funktion der Osteoblasten

Aktive humane Osteoblasten sind etwa 20 pm grof3, wuirfeldhnlich plump geformt und perl-
schnurartig wie Palisaden nebeneinander aufgereiht am Ort aktiver Knochenbildung anzutreffen.
In Zellkultur sind Osteoblasten duRerlich praktisch nicht von Fibroblasten zu unterscheiden [86].
Daher kann man sie gewissermaf3en auch als spezialisierte Fibroblasten betrachten. Der wich-
tigste Marker, der zumindest mineralisierende Osteoblasten von Fibroblasten abhebt, ist die Pro-
duktion von Osteokalzin [87,88].

Reife Osteoblasten sondern eine unmineralisierte organische Matrix ab, die Kollagenfibrillen ent-
halt und als Osteoid bezeichnet wird. Durch Ausschittung des Enzyms alkalische Phosphatase
(AP) bereiten sie das produzierte Osteoid im Anschluss an dessen Ablagerung auf seine Mine-
ralisierung vor und sorgen so fiir die Einlagerung des Kalziumphosphates [89]. Die Umschaltung
von Osteoid-Produktion auf Mineralisierung zeigt sich an ihrem Expressionsprofil. Mineralisieren-
de Osteoblasten produzieren neben Osteokalzin auch Osteopontin und Knochen Sialoprotein
(BSP fur engl. ,bone sialoprotein®) [90], mit deren Hilfe sie den Mineralisierungsprozess modulie-
ren. Dabei ist hervorzuheben, dass die Mineralisierung in zwei Schritten verlauft: Zunachst wird
das Osteoid innerhalb weniger Tage auf 70% des endgliltigen Mineralgehalts mineralisiert (pri-
mare Mineralisation) [91], die anschlieBende Mineralisierung auf 100% kann Monate bis Jahre in

Anspruch nehmen (sekundare Mineralisation) [92].

1.2.3.1.3. Schicksalswege reifer Osteoblasten

Ist eine Osteoblastengruppe mit dem Prozess der Knochenbildung fertig, so kbnnen die einzel-
nen Zellen hauptsachlich drei verschiedene Schicksalswege einschlagen:

50 bis 80% der Osteoblasten sterben durch Apoptose [93]. Die verbleibenden Zellen verwandeln
sich entweder in abgeflachte, ,inaktive® Deckzellen (engl. ,bone lining cells®), die auf dem neu
entstandenen Knochen verbleiben und diesen bedecken, oder sie werden in die Knochen-
substanz mit eingebaut. Diese ausdifferenzierten Osteoblasten werden als Osteozyten bezeich-
net [94]. Die Osteozyten bleiben in der mineralisierten Knochenmatrix und verschmelzen unter-
einander zu einem Synzytium [94]. lhre Zellkoérper sitzen in Lakunen, stehen aber durch zahl-
reiche lange Zellfortsatze, die durch Kanalchen (lat. ,Caniculi“) verlaufen, miteinander sowie auch

mit den Zellen an der Knochenoberflache in Verbindung.
Den Osteozyten werden verschiedene Aufgaben zugeschrieben wie z. B. eine Funktion als Mess-

fuhler fir mechanische Beanspruchung und Belastung des Knochens [95]. Das Verhalten der

Osteozyten in ihrer Gesamtheit Iasst sich mit dem eines neuronalen Netzwerks vergleichen [96].
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Mehrere Untersuchungen haben ergeben, dass lebendige Osteozyten die Aktivierung von Osteo-
klasten (s. 1.2.3.2) verhindern kdnnen, wohingegen sterbende oder apoptotische Osteozyten Sig-
nale aussenden, die mdglicherweise in der Lage sind Osteoklasten zu rekrutieren [97-100]. Das
Absterben der Osteozyten ist ein mdglicher Grund fiir eine erhdhte Frakturrate, z. B. bei Patien-

ten, die unter einer Strahlennekrose (Gewebstod durch ionisierende Strahlung) leiden [101,102].

.2.3.2. Die Osteoklasten-Abstammungslinie

Osteoklasten stammen von hamatopoetischen Stammzellen ab, genauer aus der Monozyten/Ma-
krophagen-Linie [103] (Abb. 1.4). Humane Osteoklasten sind mit 50-100 um GréRe sehr grolle
Zellen und besitzen mehrere Zellkerne (4-20 Stiick), da sie durch Fusion ihrer Vorlauferzellen

entstehen.

Die Osteoklasten kdnnen gewissermalien als Gegenspieler der Osteoblasten betrachtet werden.
Sie vermogen es Knochen abzubauen, indem sie einen speziellen Falten- oder Birstensaum
(engl. ,ruffled border®) in Richtung des Knochens ausbilden und darunter, in einen lokal begrenz-
ten und abgeschirmten Bereich (der Howship-Lakune), starke Sauren und spezielle Proteasen
sezernieren. Darunter sind die Kollagenasen Cathepsin K [104] und Matrix-Metalloproteasen
(MMPs) [105,106], die Tartrat-resistente saure Phosphatase (TRAP) [107] und die Gelatinase
[108]. Damit sich Osteoklasten an eine bestimmte Stelle des Knochens setzen, ist eine Bindung
ihrer Integrine an die extrazellulare Knochenmatrix erforderlich [109]. Die Anhaftung der Osteo-
klasten findet mit Hilfe dynamischer Strukturen statt, den Aktin-reichen Podosomen. Bei deren

Bildung sind Adhasions-Kinasen beteiligt, u. a. das Proto-Onkogen c-src [110].
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Abbildung 1.4: Entstehung der Osteoklasten aus hamatopoetischen Stammzellen

Dieses Schema zeigt die Zellen der Osteoblasten-Linie (Schema in Ahnlehnung an [111]).
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1.2.3.3. Interaktionen zwischen Osteoblasten und Osteoklasten

Osteoblasten und Osteoklasten interagieren auf verschiedene Art und Weise direkt miteinander.
Die Osteoklasten-Vorlauferzellen besitzen beispielsweise einen Rezeptor, der RANK genannt
wird (fur engl. ,receptor activator of nuclear factor k-B") [112]. Zellen der Osteoblasten-Linie kon-
nen Uber den RANK Ligand (RANKL) [113] die Entstehung und Aktivitat der Osteoklasten férdern
oder sie durch Expression von Osteoprotegerin (OPG) hemmen (RANK/RANKL/OPG-System).
Ein weiterer sehr wichtiger Faktor fir Entstehung von Osteoklasten ist M-CSF (fur engl. ,mac-
rophage colony-stimulating factor) [114]. Auch M-CSF kann von Zellen der Osteoblasten-Linie

gebildet werden [115] und bindet auf den Osteoklasten an seinen Rezeptor c-Fms [116].

.2.4. Knochenbildung und Knochenreifung

Der Prozess der Knochenbildung und Knochenreifung unterliegt einer komplexen Regulation, an

der die Knochenzellen, aber auch exogene Faktoren beteiligt sind.

.2.4.1. Mogliche Wege der Knochenbildung

Ab der neunten Schwangerschaftswoche beginnt beim menschlichen Fotus die Knochenbildung
(Osteogenese). Hierbei kann der Knochen entweder aus Bindegewebe (desmal, engl. ,intra-

membranous®) oder aus Knorpelgewebe (enchondral, engl. ,endochondral®) entstehen.

Die haufigere Moglichkeit zur Entstehung von Knochenmaterial ist die enchondrale Ossifikation.
Sie basiert auf dem Vorhandensein von Knorpelgewebe als eine Art Matrize, die durch Knochen-
gewebe ersetzt wird. Mesenchymzellen wandern hierzu in den Knorpel ein und differenzieren dort
zu Osteoblasten, wobei der so genannte Ersatzknochen entsteht. Beispiele fiir diesen Prozess
sind die epiphysealen Wachstumsfugen (Abb. 1.5), an denen vorwiegend das Langenwachstum
der Réhrenknochen stattfindet. Es ist besonders hervorzuheben, dass die Knochenbildung ge-
richtet erfolgt, das bedeutet, die Trabekel sprossen ins Innere des Knochens hinein aus. Dazu
proliferieren die Chondrozyten in Reihen aufgestapelt zur Knochenmitte hin. Je weiter sie ins
Knocheninnere gelangen, desto schlechter ist ihnre Umgebung durchblutet. Sie vergréRern sich,
werden hypertroph und sterben. Vor ihrem programmierten Zelltod reichern sie Kalzium in ihren
Mitochondrien an, das sie bei ihrer Apoptose in die umliegende Matrix abgeben, wodurch sie de-
ren Verkalkung sowie das Einwandern von Blutgefallen und Pra-Osteoblasten in den Knorpel

fordern.
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Abbildung 1.5: Knocheniibersicht und Schema einer Epiphysenfuge
Dieses Schema soll den Ablauf der Knochenbildung an den epiphysealen Wachstumsfugen illustrieren. Die pri-

mare Spongiosa ist ein Ort starker Aktivitdt des Auf- und Abbaus des Knochens (Schema in Anlehnung an [117]).

1.2.4.2. Uber Knochenremodeling zum reifen Lamellenknochen

Unabhangig davon, ob eine Osteogenese desmaler oder enchondraler Art ist, handelt es sich bei
dem zunachst gebildeten Knochenmaterial um ein eher unregelmaBiges knéchernes Gewebe,
das aufgrund seiner Struktur als Faser- oder Geflechtknochen bezeichnet wird. Dieser ,unreife®
Knochen reift beim Menschen noch vor dessen Geburt zu einem organisierten Lamellenknochen
heran. Bei diesem so genannten Remodeling des Knochens werden vier Schritte durchlaufen:
Aktivierung, Resorption, Aufhebung und Knochenbildung (Abb. 1.6). Bei der Aktivierung wird die
vormals ruhende Knochenoberflache angeregt. Hierzu ist die Rekrutierung einkerniger Osteo-
klasten-Vorlauferzellen erforderlich, die zu mehrkernigen Pra-Osteoklasten verschmelzen [118].
Beim zweiten Schritt, der Resorption, erfahrt der Osteoklast eine Polarisierung, in deren Zuge ein
besonderes, abgeschirmtes Mikromileu entsteht. In der Resorptionsphase pumpt der Osteoklast
Saure in den Resorptionsbereich, so dass der pH auf Werte um 4,5 abfallt [119,120]. Des Weite-
ren werden lysosomale Enzyme abgegeben. Im Anschluss an seine resorptive Tatigkeit stirbt der
Osteoklast durch Apoptose (Schritt drei, die Aufhebung). Dabei werden Pra-Osteoblasten rekru-
tiert, um die entstandene Roéhre in konzentrischen Lagen wieder mit Knochen aufzuflillen (Schritt
vier, die Knochenbildung).
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Abbildung 1.6:

Schema des Knochenremodelings

Das Knochenremodeling lauft in mehreren aufeinander folgenden Schritten ab (Schema in Anlehnung an [121]).

Durch diesen Prozess des Remodelings entstehen die sekundaren Osteone. In der Mitte des aus
konzentrischen Lagen von Knochenlamellen entstandenen, rohrenartigen Zylinders verbleibt ein
kleiner Kanal (Havers-Kanal), in welchem sich Blutgefalde, einige perivaskulare Zellen sowie eine
Nervenfaser befinden. Der reife Lamellenknochen besteht ausschlieflich aus diesen Osteonen
und ist somit im Gegensatz zum Geflechtknochen hoch organisiert. Diese besondere Organisa-
tion ist auch flr die speziellen biomechanischen Eigenschaften des Lamellenknochens verant-

wortlich.

.2.4.3. Bedeutung des Knochenremodelings

Neben seiner Bedeutung fir den Mineralhaushalt des Koérpers, ist das intensive Remodeling,
welches der Knochen eines erwachsenen Menschen standig erfahrt, nétig, um die mechanischen
Eigenschaften des Knochens zu gewahrleisten. Beim Menschen durchlaufen pro Jahr vier bis
zehn Prozent des Skeletts ein Remodeling [122], so dass sich der gesamte Knochen etwa alle
zehn Jahre komplett erneuert hat. Aufgrund des deutlich grékeren Anteils an der Knochenober-

flache ist die ,turn-over” Rate in der Spongiosa bis zu zehnmal héher als im Kortex [72].

Mechanische Belastung stimuliert die Knochenbildung und unterdrickt die Knochenresorption, so
dass mehr Knochen auf- als abgebaut wird [123]. Fehlende Belastung flhrt daher umgekehrt zu
einer Abnahme der Knochenmasse [124]. Durch Belastung entstehen Spannungen in der Kno-
chenmatrix, die den Fluss der Interstitialfllissigkeit durch Lakunen und kleine Kanale (Canaliculi)
beeinflussen [125]. Scherkrafte wirken dort auf Osteoblasten und Osteozyten ein und flihren zu
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biochemischen Signalen. Bei dieser Mechanotransduktion, die netto zur Knochenmassenzunah-
me durch Belastung fihrt, wird (zumindest im Mausmodel) unter anderem die Expression des

Fibronektin-Gens in den Osteoblasten herauf reguliert [126].

.2.4.4. Besonderheiten des Knochenremodelings bei Maus und Ratte

Im Gegensatz zum Menschen und anderen grofteren Saugetieren [127], findet bei kleinen Nage-
tieren wie Maus und Ratte [128-130] keine sekundare Knochenreifung des Kortex mit Ausbildung
typischer sekundarer Osteone statt. Da das Remodeling bei der Maus eher an das Wachstum
des Tieres angepasst ist, bleiben zahlreiche Kortexbereiche, inklusive der Osteozyten, bis zum
Lebensende des Tieres erhalten. Passend dazu schlief3t sich die Wachstumsfuge bei Maus und
Ratte nicht, sondern bleibt deren ganzes Leben lang knorpelig und bildet Trabekel [131]. Die Zahl
der Trabekel scheint dabei in Abhangigkeit vom Mausstamm genetisch determiniert zu sein [132].
Durch das rasche ,turn-over® der Spongiosa lasst sich ein Effekt auf die Knochendichte und Kno-

chenzellen in experimentellen Tiermodellen besonders gut an den Trabekeln untersuchen.

.2.4.5. Ausgewahlte Hormone und Faktoren des Knochenstoffwechsels

Vitamin D: Mit der Nahrung nimmt der Korper Vitamin D in Form des Provitamins Calciferol auf
und wandelt es Uber mehrere Schritte in das Vitamin D-Hormon Calcitriol um. Durch Calcitriol
werden Kalzium und Phosphat vermehrt aus dem Darm rlckresorbiert. Calcitriol ist fur die Bil-
dung von Osteoklasten und fir die korrekte Mineralisation des Knochens durch die Osteoblasten
relevant [118,133]. Die Sekretion des Parathormons wird durch Calcitriol indirekt vermindert.
Parathormon (PTH): ist ein Nebenschilddriisenhormon, das bei niedrigem Blutkalziumspiegel
ausgeschuttet wird. Im Knochen bewirkt Parathormon eine Zunahme der Knochenresorption
(mehr Kalzium kommt ins Blut), aber auch eine Zunahme der Knochenbildung [134]. Als Antago-
nist des Parathormons kann man hingegen das Kalzitonin bezeichnen. Dieses Schilddriisenhor-
mon wird bei hohem Kalziumblutspiegel frei und hemmt die Knochenresorption.

Ostrogene: spielen beim Erhalt der Knochenmasse eine Rolle. Sie erhdéhen die Osteoblasten-
Aktivitat und verringern die Verschmelzung der Vorlauferzellen der Osteoklasten [135].

TGF-B: (fir engl. ,transforming growth factor-p“) beeinflusst vermutlich die Differenzierung von
Osteoblasten und Chondroblasten aus mesenchymalen Vorlauferzellen. Die Rolle von TGF-f3 ist
dabei nicht unstrittig, da wahrscheinlich konzentrationsabhangig divergierende Effekte erzeugt
werden [136]. Vermutlich ist TGF-B4 in frihen Phasen der Osteoblasten-Differenzierung férdernd,
indem z. B. Uber Chemoattraktion mehr Osteoblasten-Vorlauferzellen rekrutiert werden. In spate-
ren Phasen wirkt es aber verzégernd auf Differenzierung, Mineralisierung und Apoptose der

Osteoblasten [137]. Die BMPs (fur engl. ,bone morphogenetic proteins®) gehéren zur TGF-3-
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Superfamilie und spielen sowohl bei der Reifung von Osteoblasten aus mesenchymalen Stamm-
zellen eine Rolle als auch fur die Funktionen reifer Osteoblasten.

Osteokalzin: (auch BGP, engl. ,bone gla protein“ genannt fiir ,bone y-carboxyglutamic acid-con-
taining protein®) ist ein Protein der Knochenmatrix, dessen Serumspiegel einen spezifischen bio-

chemischen Parameter der Knochenneubildung darstellt [138,139].

1.2.5. Knochendefekte

.2.5.1. Osteoporose

Es gibt zahlreiche Defekte und Krankheiten, die mit Knochen im Zusammenhang stehen. Der
haufigste Knochendefekt ist die Osteoporose (Knochenschwund). Osteoporose ist eine Erkran-
kung, die auf eine verminderte Knochenmasse zuriickgeht. Kennzeichnend sind eine Verschlech-
terung der Mikroarchitektur des Knochens (Verlust von Spongiosa, Ausdiinnung des Kortex) und
vor allem ein erhohtes Frakturrisiko (z. B. fur Wirbel- und Oberschenkelhalsbriiche). Osteoporose
ist ein Gesellschaftsproblem [140-142], denn die meisten Briiche, welche Menschen im Alter von
mehr als 65 Jahren erleiden, gehen auf eine Osteoporose zuriick [141,143]. Fir die Entstehung
einer Osteoporose gibt es zahlreiche mdgliche Ursachen. Die primare (idiopathische) Osteoporo-
se wird u. a. durch ein hohes Lebensalter, Ostrogenmangel bei Frauen nach der Menopause und
genetische Veranlagung hervorgerufen. Sekundare Osteoporosen kénnen z. B. durch Arzneimit-
tel (wie Kortison), Alkoholmissbrauch oder verschiedene Stoffwechselerkrankungen (Hyperpara-

thyreoidismus etc.) entstehen.

Zur Diagnose einer Osteoporose wird u. a. die Knochendichte (BMD fiir engl. ,bone mineral den-
sity”) ermittelt. Hierzu werden verschiedene Verfahren eingesetzt, die mit Réntgenstrahlung ar-
beiten. Ein Verfahren, das es ermdglicht die volumetrische physikalische Dichte des Knochens in
mg/cm?® zu bestimmen ist die quantitative Computertomographie (QCT) [144]. Dennoch lasst die
Knochendichte keine direkten Riickschliisse auf die Knochenqualitat zu. Als ausschlaggebend fir
die Knochenqualitat werden vier Faktoren beschrieben [145]: das Verhaltnis von Mineral und Ma-
trix bzw. der Mineralisierungsgrad, die Anzahl der Mikroschaden, die Architektur sowie die Rate
des Gesamtumsatzes des Knochens (engl. ,bone turn-over®). Alle vier Faktoren kénnen bei einer

Osteoporose beeintrachtigt sein.

Um die Eigenschaften eines Knochens zu bestimmen, werden zahlreiche Methoden eingesetzt
[76]. So kann Uber die histomorphometrische Analyse von Knochenschnitten eine Aussage Uber

die Aktivitat der Zellen getroffen werden. Die Infrarot-Spektroskopie ermdéglicht es die Komposi-
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tion des Minerals und die Eigenschaften der Matrix zu untersuchen. Die Mikro-Computertomo-
graphie (UCT) gibt Aufschluss Uber die Knochenarchitektur einer Probe und mechanische Tests

wie die Mikroindentation ermitteln die biomechanischen Eigenschaften eines Knochens.

1.2.5.2. Weitere Knochendefekte

Hepatische Osteodystrophie: Als hepatische Osteodystrophie wird die Osteopenie (eine Vor-
stufe der manifesten Osteoporose) sowie die Osteoporose bezeichnet, die durch eine Leber-
erkrankung entstehen kann [146]. Eine wichtige Rolle spielt dabei eine Isoform des Fibronektins.
Eigene Untersuchungen unserer Gruppe uber diesen Zusammenhang wurden bereits publiziert
[51] (Publikation im Anhang) und es wird in der vorliegenden Arbeit nur kurz darauf eingegangen.
Osteomalazie: Die Osteomalazie ist eine Knochenstorung mit verzégerter und verminderter Mi-
neralisation. Die Kinderform (Rachitis) ist inzwischen durch vorbeugende Vitamin D-Gabe sehr
selten geworden. Die mangelnde Mineralisierung des Knochens bei dieser Erkrankung kann zur
Verformung der Knochen fiihren (z. B. einer Verbiegung der langen Knochen; O-Beine).
Osteogenese imperfecta: ist eine angeborene Knochenstérung und wird durch Mutationen im
Kollagen Typ I-Gen verursacht [147], die dazu flhren, dass die Organisation und der Aufbau des
Kollagens gestort sind. Die Krankheitsauspragung kann je nach Mutationsart sehr unterschiedlich
stark ausfallen. Erhéhte Knochenbriichigkeit, Verformungen des Knochens sowie allgemeine Bin-
degewebsstérungen sind bei Osteogenese imperfecta moglich.

Osteopetrose: Bei der Osteopetrose (auch Osteosklerose oder Marmorknochenkrankheit) ist die
Knochenresorption der Osteoklasten beeintrachtigt und die Knochendichte daher lbermafig
hoch. Der Verlauf variiert von einer leichten Form mit Verminderung der dynamischen Belastbar-
keit bis hin zu tédlichem Ausgang u. a. durch Knochenmarksverdrangung aufgrund des starken

Trabekelgehalts der Knochen und einer Einklemmung von Hirnnerven.

.2.6. Die Bedeutung des Fibronektins fiir den Knochen

.2.6.1. Bindung des Fibronektins an Osteoblasten liber Integrine

Es ist nicht vollig klar, welche Integrine von Osteoblasten exprimiert werden kénnen. Die Auf-
stellung eines klaren Integrin-Profils wird durch mehrere Faktoren erschwert. So durchlaufen die
Osteoblasten verschiedene Reife-Grade, es sind Spezies-spezifische Unterschiede denkbar und
in vitro Kulturen sind als primare Kulturen mit Fibroblasten kontaminiert, wohingegen Zelllinien mit

ihrem Expressionsprofil von den in vivo Verhaltnissen weit entfernt sein kénnten.
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Dennoch scheint gesichert, dass Osteoblasten zumindest die folgenden Integrine exprimieren,
deren Fahigkeit an Fibronektin zu binden nachgewiesen ist: asB1, asB1, asB4, agBq, B3z, 0PBs
[18,23,25,148-153]. Auch wenn die meisten beschriebenen Integrine mit der RGD-Region des
Fibronektins interagieren kdnnen, so schliel3t dies weder aus, dass es weitere Bindestellen fiir
dieselben Integrine gibt, noch, dass andere Rezeptoren existieren, die z. B. nur an bestimmte

Fibronektin-lsoformen binden.

1.2.6.2. Wirkung des Fibronektins auf Osteoblasten

Fir verschiedene Zelltypen wurde bereits gezeigt, dass Fibronektin fiir die Zelladhasion und die
anschlieRende Zelldifferenzierung wichtig ist [154]. Auch am Beispiel kultivierter Osteoblasten
konnte die Bedeutung des Fibronektins fir deren Differenzierung belegt werden. Blockte man die
Bindung der Zellen an Fibronektin Gber Antikorper oder spezielle Peptide, so stellte sich heraus,
dass die Osteoblasten nicht mehr in der Lage waren, knochenartige Knoten auszubilden [155].
Letztere versteht man als in vitro Produkt reifer Osteoblasten. Die Blockade erwies sich in diesem
Versuch als besonders wirksam, wenn sie die RGD-Sequenz (inklusive der Synergie-Sequenz
PHSRN im Modul 111-9) enthielt.

In einem ahnlichen Versuchsansatz wurde das Fibronektin in Zellkulturen geblockt, in denen sich
zuvor Osteoblasten bereits ausdifferenziert hatten. Hier stellte sich Fibronektin sogar als ein iber-
lebenswichtiger Faktor fir die reifen Osteoblasten dar [156]. Das Fibronektin wird also gewisser-
mafen von einem Differenzierungs- zu einem Uberlebensfaktor. TGF-B konnte hierbei allerdings

die Apoptose-Induktion durch die Fibronektin-Blockade zumindest teilweise abfangen [156].

Osteoblasten sind in der Lage Fibronektin zu exprimieren und es wird angenommen, dass sie es
wahrend der Knochenbildung in die extrazelluldre Matrix des Knochens mit einbauen [157]. Im
Rattenmodell wurde eine erhéhte Expression von Fibronektin in frihen Stadien der Knochenhei-
lung gezeigt [158]. In alterem Knochen wurde Fibronektin ebenfalls nachgewiesen, wenn auch in
geringeren Mengen [159]. In Zellkulturen humaner Osteoblasten sowie bei Osteosarkoma-
Zelllinien konnte EDA- und EDB-positives Fibronektin detektiert werden [160].

.2.6.3. Bedeutung des Fibronektins fir ein Kollagengeriist

Fibronektin vermag an die Kollagene Typ I, Il, lll, IV und V zu binden [2]. Interessanterweise ist
die Bindung zwischen Fibronektin und Gelatine (denaturiertem Kollagen) fester als zu nativem
Kollagen [161]. Untersuchungen ergaben jedoch, dass sich die Tripelhelix des Kollagens in vivo

partiell entwinden kann und dadurch auch im lebendigen Organismus eine starke Bindung zwi-
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schen Fibronektin und Kollagen mdglich ist [162]. Diverse in vitro Experimente deuten darauf hin,
dass Fibronektin fir die Ausbildung und den Erhalt eines Kollagengerusts von Bedeutung ist. So
wurden Fibroblasten unter der Anwesenheit eines Antikérpers kultiviert, der die Kollagenbinden-
de-Domane des Fibronektins (nicht aber die Zellbindende-Doméane) blockierte [163]. Die Fibro-
blasten konnten unter der Blockade dieser Doméane des Fibronektins zwar noch Kollagen produ-
zieren, es aber nicht mehr korrekt ablagern. Fibronektin wird demnach von Fibroblasten bendtigt,
um in vitro das Kollagen zu organisieren und ein fibrillares Kollagennetzwerk auszubilden. Nach-
dem Fibronektin und Kollagen aneinander gebunden haben, kdnnen sie Gber Faktor Xllla Trans-

glutaminase kovalent kreuzvernetzt werden [164].

Weitere in vitro Experimente an murinen embryonalen Fibroblasten-Zelllinien, die kein Fibronektin
bilden konnten und denen zusétzlich die Integrin-Untereinheiten a4, und a, fehlten, wohingegen
sie den Fibronektin-Rezeptor asf31 besalRen, zeigten, dass diese Zellen erst unter Gabe exogenen
Fibronektins in der Lage waren, das Kollagen zu polymerisieren [14]. Die Anwesenheit der kolla-
genbindenden Integrine a4181 und axf¢ (durch ay4 und a, Transfektion) auf den Zellen wirkte zu-
satzlich fordernd auf diesen Prozess. Ein ahnliches in vitro Experiment an glatten Muskelzellen
ergab, dass durch die Blockade des Fibronektin-Rezeptors asB4 ebenfalls der Aufbau eines Kol-
lagengertsts verhindert werden konnte [165]. Ohne diese Blockade zeigte sich, dass neu gebil-
dete Kollagenfibrillen in derselben Region entstanden, in der sich auch frisch gebildete Fibronek-

tinfibrillen nachweisen liel3en.

Interessanterweise scheint der Einfluss bei der Fibrillenbildung nicht ausschliel3lich eine einseiti-
ge Richtung zu haben, denn es wurde durch andere in vitro Untersuchungen auch gezeigt, dass
Kollagen (zumindest bei bestimmten Zelltypen) wiederum einen Einfluss auf die Bildung von
Fibronektinfibrillen haben kann [166,167]. Die Interaktionen von Fibronektin und Kollagen schei-
nen bei der Fibrillogenese sehr eng zu sein, zumal auch in nativen, von humanen Fibroblasten

gebildeten Kollagenfibrillen Fibronektin nachgewiesen werden konnte [168].

Spezielle ,Pulse-Chase” Experimente mit fluoreszenzmarkiertem Fibronektin und Zellen, deren
Fibronektin-Gen ausgeschaltet war, belegen aul’erdem, dass Fibronektin keine stabile Kompo-
nente der extrazellularen Matrix ist [169]. Damit eine fibrillare Kollagenmatrix erhalten bleibt, ist
eine intakte Fibronektinmatrix erforderlich, die wiederum von der permanenten Anwesenheit des

Fibronektins abhangig ist.

Eine zusatzliche interessante Entdeckung ist, dass das Fibronektin als Bestandteil einer Extrazel-
lularmatrix auch in der Lage ist, die Verfiigbarkeit von Wachstumsfaktoren zu beeinflussen. So
wird TGF- in einem Komplex freigesetzt, der als inaktive Form von der Matrix gebunden werden
kann [170]. An diesem Komplex ist LTBP-1 (fir engl. ,latent TGF-B binding protein-1“) beteiligt

und bewirkt durch eine Interaktion mit Fibronektin die Assoziation des Komplexes an die Matrix.
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Dabei spielt sowohl das Vorhandensein eines fibrillaren Fibronektinnetzwerks als auch eine kon-
tinuierliche Versorgung mit Fibronektin eine entscheidende Rolle. Da TGF-§ ein wichtiger Wachs-
tumsfaktor mit zahlreichen Funktionen ist, wird dem Fibronektin durch seine Fahigkeit, die Ver-

fugbarkeit des TGF-B Komplexes zu regulieren, eine wichtige Rolle zuteil.

1.3. Das Fibronektin und die diabetische Nephropathie

Der zweite Teil der vorliegenden Arbeit beschéaftigt sich mit der Rolle des Fibronektins bei der
Entstehung der Diabetes-bedingten Nierenerkrankung. Einleitend wird hier zuerst auf das Organ
Niere und anschliefend auf die Erkrankung Diabetes mellitus eingegangen, bei letzterem insbe-

sondere auf die diabetische Nephropathie.

1.3.1. Die Niere

1.3.1.1. Anatomie und Funktion der Niere

Die Nieren sind lebenswichtige Organe des menschlichen Organismus. Jeder Mensch besitzt
zwei dieser Organe, die im Erwachsenen ein Gewicht von 120-200 g erreichen. Die Nieren haben
zahlreiche Aufgaben, darunter besonders die Ausscheidung des Harns inklusive der harnpflichti-
gen Substanzen. Sie tragen so u. a. zur Regulation des Wasser- und Elektrolythaushalts des Kor-
pers und der Entgiftung bei, spielen fiir die langfristige Kontrolle des Blutdrucks eine Rolle und
bilden Hormone. Zum Besipiel sind sie an der Synthese des fir den Knochen wichtigen Vitamin
D-Hormons (Calcitriol) beteiligt. Die Nieren gehdren zu den am starksten durchbluteten Organen

des Korpers.

Die Niere wird in drei Bereiche unterteilt: die Nierenrinde, das Nierenmark und das Nierenbecken.
Die Funktionseinheit der Niere ist das Nephron. Ein einzelnes Nephron besteht aus einem Mal-
pighi-Kérperchen, in welchem die Filtration des Primarharns geschieht, und einem angeschlos-
senen Tubulus, der (besonders in der Region der Henle-Schleife) fiir die der Rlckresorption des
Wassers sowie bestimmter Substanzen aus dem Primarharn verantwortlich ist. Auf diese Weise
ist jedes Nephron an der Entstehung des Endharns beteiligt, der letztlich ausgeschieden wird.

Das Malpighi-Kérperchen besteht aus einem Knauel feinster Kapillaren (dem Glomerulus), der
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von einer Ausbuchtung des Nephronkanals (der Bowman-Kapsel) umschlossen wird. Wahrend
die Tubuli das Nierenmark durchziehen, sind die Nierenkdrperchen in den Rindengebieten anzu-
treffen.

1.3.1.2. Der Glomerulus

Der Glomerulus (Abb. 1.7) besteht malgeblich aus drei Zelltypen. Das Kapillarknduel wird von
Endothelzellen gebildet, zwischen denen es Licken gibt, durch die der hydrostatische Kapillar-
druck Flussigkeit aus dem Blut herauspresst. Die Kapillaren sind engmaschig von den Podozyten
und deren Auslaufern umfasst. Die Basalmembran zwischen diesen beiden Zelltypen dient als
Ultrafilter des Primarharns, so dass nur Stoffe unterhalb einer gewissen GréRRe in das Filtrat ge-
langen (manche werden spater auch rlickresorbiert), das von der Bowman-Kapsel aufgefangen
und in den proximalen Tubulus uberfihrt wird. Die Mesangialzellen bilden die Mesangialmatrix
und haben so u. a. die Funktion, den Glomerulus zu stitzen. Zuséatzlich sind sie phagozytotisch
aktiv und besitzen kontraktile Filamente [171].
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Abbildung L.7: Aufbau eines Malpighi-Kérperchens

Die Abbildungen (links lichtmikroskopische Aufnahme, rechts Schema) veranschaulichen den Aufbau eines Mal-

pighi-Korperchens (Abbildungen ibernommen von http://www.siumed.edu/~dking2/crr/RN047b.htm).

Fibronektin kommt in den Glomeruli der Niere vor, dabei ist es besonders in der mesangialen
Matrix sowie in der glomerularen Basalmembran anzutreffen [172]. Andere Proteine der extrazel-
luldren Matrix sind ebenfalls im Glomerulus vertreten. Laminin ist vorwiegend in der glomerularen
Basalmembran (Lamina rara), aber auch in geringerem Male in der mesangialen Matrix nach-

weisbar (Abb. 1.8) [173]. Kollagen Typ IV ist in beiden Bereichen etwa gleichstark vertreten.
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Abbildung 1.8: Lage und Gestalt der glomerularen Basalmembran

Die Abbildung veranschaulicht grob die Lage der glomeruldren Basalmembran zwischen den Endothelzellen und
den Podozyten (links) sowie den Aufbau der Basalmembran (rechts), wobei Fibronektin gemeinsam mit Laminin
ein Bestandteil der Lamina rara (in- und externa) ist und Kollagen Typ IV den Hauptbestandteil der Lamina densa

ausmacht [173] (Abbildungen ibernommen von http://www.biorama.ch/biblio/b50chem/k30niere/neph020.htm).

1.3.2. Der Diabetes mellitus und seine Folgen

1.3.2.1. Krankheitsbild des Diabetes mellitus

Diabetes mellitus bedeutet ,honigstifRer Durchfluss und wird im Volksmund zumeist als Zucker-
krankheit oder Zucker bezeichnet. Diese Erkrankung des Stoffwechsels ist durch einen chronisch
erhdhten Blutzucker (Glykamie) gekennzeichnet [174]. Die Ursache fur den erhdhten Blutzucker-
spiegel ist entweder ein absoluter (Diabetes mellitus Typ 1) oder ein relativer Mangel an Insulin
(Diabetes mellitus Typ 2). Der Insulinmangel fiihrt dazu, dass die Zellen, die Insulin fur die Auf-
nahme von Glukose als Energiequelle brauchen, unfahig sind dies zu tun. Somit ,verhungern® die
Zellen trotz eines ibermaRigen Nahrstoffangebots in ihrer unmittelbaren Umgebung. Typisch fiir
einen Diabetes mellitus sind als Folge der chronisch hohen Blutzuckerwerte (Nuchternblutzucker
2120 mg/dl) ein vermehrtes Durstgefiihl und Wasserlassen mit z. T. starkem Gewichtsverlust
(besonders bei Typ 1). Die Ursache fir einen Teil dieser Symptome liegt darin begriindet, dass
bei Blutzuckerspiegeln tber 180 mg/dl die so genannte Nierenschwelle lberschritten wird. Das
bedeutet, die Glukose wird Uber den Harn ausgeschieden und die Riickresorption des Wassers

durch die Niere ist beeintrachtigt.

Als typische Begleit- und Folgeerkrankungen des Diabetes mellitus gelten in schlimmen Fallen
Erblindung (durch Retinopathien, Mikroangiopathien), Nierenversagen (durch Nephropathien, Mi-
kroangiopathien), Herz-Kreislauf-Erkrankungen (wie Bluthochdruck, Herzinfarkt), eine Beeintrach-
tigung des Nervensystems (Neuropathien) und zahlreiche weitere mdgliche Komplikationen (z. B.

diabetischer Ful, Amputationen, diabetisches Koma).
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1.3.2.2. Die diabetische Nephropathie

Eine wichtige Komplikation ist die Diabetes-bedingte Nierenerkrankung, die in den USA und
Westeuropa die haufigste Ursache fir eine terminale Niereninsuffizienz und damit die Behand-
lung durch Dialyse ist [175]. Die manifeste Beeintrachtigung der Nierenfunktion betrifft etwa 30-
40% der Patienten, die mehr als 15 Jahre an Diabetes mellitus leiden. Am Beispiel der USA wur-
de berechnet, dass die durch die so genannte diabetische Nephropathie entstehenden Kosten fir

das Gesundheitssystem im Jahr 2010 bei 12 Milliarden Dollar pro Jahr liegen werden [176].

1.3.2.2.1. Pathologie und Pathophysiologie der diabetischen Nephropathie

Die diabetische Nephropathie ist durch eine tubulointerstitielle Fibrose und eine Verhartung der
Glomeruli (Glomerulosklerose) gekennzeichnet, die beim Menschen diffus (ohne erkennbare Um-
risse) oder nodular (knotig) ausgepragt sein kann [177]. Das Fortschreiten beider Kennzeichen ist
miteinander sowie mit der Verschlechterung der klinischen Werte der Nierenfunktion korreliert
[178]. Das Gewicht der erkrankten Nieren ist zudem erhdht [179], weil sie durch die Fibrose mehr
Extrazellularmatrix-Proteine enthalten [180]. Da die Untersuchungen, die der vorliegenden Arbeit
zugrunde liegen, am Mausmodell erfolgten und im Streptozotocin-induzierten Diabetes-Maus-
modell keine nodulare Glomerulosklerose erreicht werden kann [181], fokussiert sich die weitere
Beschreibung auf die diffuse Glomerulosklerose. Letztere ist durch eine Ausbreitung der Mesan-
gialmatrix (inklusive einer Erhéhung der Anzahl der Mesangialzellen) und eine Verdickung der
glomeruldren Basalmembran gekennzeichnet (Abb. 1.8), die gemeinsam letztlich zum Untergang
der Glomeruli fihren [182]. Die beginnende diffuse Verdickung der Basalmembran ist dabei zu-
nachst nur durch Elektronenmikroskopie sichtbar zu machen, bei fortgeschrittener Erkrankung
aber auch im Lichtmikroskop erkennbar (nach Farbung) [177]. Die der Verdickung zugrunde lie-
gende Einlagerung des Fibronektins und anderer Matrixproteine fiihrt schliellich zu einer Ver-
stopfung der Basalmembran, so dass immer weniger Primarharn erzeugt werden kann. Auch
durch die VergrofRerung und Verhartung des Mesangiums wird die Funktion des Glomerulus ge-
stort. In einem stark betroffenen Glomerulus kann das Mesangium die Endothelzellen und Podo-

zyten so stark zurtickdrangen, dass eine regelgerechte Funktion letztlich unmdglich wird [177].

Durch die diabetische Nephropathie entsteht eine sich progressiv verschlechternde Proteinurie
(vermehrte Ausscheidung von Proteinen Gber den Urin), die von steigendem Blutdruck und einer
Beeintrachtigung der glomerularen Filtration begleitet wird [177]. Gemessen wird die Proteinurie
zumeist Uber den Albumingehalt des Urins. Der Albumingehalt wird entweder im 24 Stunden-Urin
bestimmt (mit Korrektur zum Volumen) oder mit dem Kreatiningehalt des Urins verrechnet. Man
unterscheidet die mildere Mikroalbuminurie (30-300 mg Albumin/24 h bzw. 30-300 mg Albumin/g

Kreatinin bzw. 3-25 mg Albumin/mmol Kreatinin) von der Makroalbuminurie, welche die fir die
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Mikroalbuminurie festgelegten, Grenzwerte nach oben Uberschreitet. Bei einer fortgeschrittenen
diabetischen Nephropathie lasst die Filtrationsleistung der Niere gravierend nach bis hin zu ei-

nem Nierenversagen.

Die diabetische Nephropathie kann wiederum selbst zu Folgeerkrankungen fihren. Besonders
gefahrlich ist dabei die Auswirkung auf den Blutdruck, da dessen Erhéhung in einer Art Teufels-
kreis eine Verschlechterung der Nierenerkrankung bewirkt (s. 1.3.2.1). Auch eine Osteodystrophie
kann als Folgeerkrankung entstehen (z. B. Giber einen Mangel des Vitamin D-Hormons Calcitriol,
s. 1.2.4.5).

1.3.2.2.2. Mechanismen der Entstehung einer diabetischen Nephropathie

Die Ursache der Erkrankung kleinster Gefalte im Glomerulus und der Expansion des Mesangi-
ums der Glomeruli in der diabetischen Nephropathie ist auf den erhéhten Blutzucker zurtickzufiih-
ren [183]. Durch Transplantationsexperimente an Ratten konnte gezeigt werden, dass die Expan-
sion des Mesangiums durch die Transplantation einer Niere von einem diabetischen in ein ge-
sundes Tier zumindest partiell riickgangig gemacht werden konnte [184]. Ein ahnlicher Effekt
konnte auch durch eine Transplantation gesunder Pankreaszellen in diabetische Tiere erreicht
werden, wobei sich die Blutzuckerwerte der Diabetiker durch diese Behandlung normalisierten
[185]. Auch lasst sich die Entstehung von Kennzeichen der diabetischen Nephropathie im expe-
rimentellen Tiermodell vermindern, indem die Blutzuckerwerte durch eine stringente Insulin-
Behandlung normalisiert werden [186-188]. Da der Grad des erhdhten Blutzuckers im diabeti-
schen Menschen aber nicht direkt mit der Entstehung und Verschlechterung der Diabetes-
bedingten Nierenerkrankung verknlpft ist [189], missen in der Humanmedizin weitere (mogli-

cherweise genetische) Faktoren neben der Hyperglykédmie beteiligt sein.

Durch eine nicht-enzymatische Glykierung reagiert die Glukose, deren Blutlevels im Diabetes
mellitus erhoht sind, mit zahlreichen Molekulen, z. B. auch Kollagen [190,191]. Hierdurch entste-
hen so genannte AGE (fir engl. ,advanced glycation end products®). In Ratten konnte die Gabe
eines AGE-Hemmers das Fortschreiten der Glomerulosklerose sowie die Albuminurie abmildern
[192]. Méglicherweise fiihrt die vermehrte Reaktion der Glukose mit Proteinen des Blutplasmas
zu einer Veranderung der Proteine, die fir deren vermehrte Einlagerung in die glomerulare Ba-
salmembran und die Mesangialmatrix sorgt [183]. Hiervon kdnnte auch das Plasmafibronektin be-
troffen sein. Durch die Reaktion der Glukose mit den Proteinen ware auRerdem maoglich, dass die
Degradation der Proteine nach deren Einlagerung vermindert und deren Akkumulation dadurch
beschleunigt wiirde. Fir Fibronektin wurde in vitro gezeigt, dass dessen Bindung an die glomeru-
lare Basalmembran durch die Glykierung geférdert wird [193]. Dadurch waren Veranderungen

der Matrixintegritat denkbar, welche die Entwicklung von Defekten vorantreiben kénnten.
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Bei einer Glomerulosklerose ist die extrazellulare Matrix des Mesangiums stark verbreitert und
auch der Fibronektingehalt entsprechend erhéht [182]. Untersuchungen an Zellen in vitro erga-
ben, dass die drei Hauptzelltypen des Glomerulus (s. 1.3.1.2) jeweils dazu in der Lage sind, Fibro-
nektin zu bilden [2,194,195]. An der vermehrten Produktion des Fibronektins durch die Mesangi-
alzellen in der diabetischen Nephropathie scheint u. a. auch TGF- beteiligt zu sein [196]. Durch
in vitro Experimente konnte gezeigt werden, dass hohe Glukosewerte zu einer vermehrten Pro-
duktion von Fibronektin, Kollagen Typ IV und Laminin in Mesangialzellen flihrten [197]. Experi-
mente an diabetischen Ratten zeigten, dass das Signaltransduktionsprotein Proteinkinase C
(PKC) an der vermehrten Expression von TGF-f, Fibronektin und Kollagen Typ IV beteiligt zu
sein scheint [198]. Tatsachlich ergab eine Untersuchung, dass Unterschiede in der Promoter-
Region des PKC-B4-Genes bei Typ 1 Diabetikern zu einer verschieden starken Neigung fuhrten,

eine diabetische Nephropathie zu entwickeln [199].

Auch die Scherkréfte, die auf die Mesangialzellen einwirken und im Zuge der Glomerulosklerose
verstarkt werden, haben einen direkten Einfluss die Fibronektin-Produktion [200]. Als eine mdgli-
che Ursache fiir eine vermehrte Fibronektin-Produktion durch die Mesangialzellen in der
diabetischen Nephropathie hat ein in vitro Experiment die mechanische Dehnung der Zellen er-
mitteln kdnnen [201]. Ein Zusammenspiel der erhdhten Glukosewerte und der physikalischen Be-
lastung konnte die Mesangialzellen dazu veranlassen, mehr Matrix zu produzieren [202]. Doch
auch das Plasmafibronektin aus dem Blut ist ein Kandidat fir den Ursprung des Fibronektins in
der Mesangialmatrix. So wurde das Plasmafibronektin beispielsweise im Mausmodell als ein Ini-

tiator der fokalen segmentalen Glomerulosklerose beschrieben [203].

Obwohl die Mechanismen, die zu einer vermehrten Fibronektin-Produktion der Mesangialzellen
und somit zu einer Expansion des Mesangiums flihren, bereits in zahlreichen Experimenten un-
tersucht worden sind, ist doch die Rolle des Fibronektins selbst in der diabetischen Nephropathie

noch weitestgehend unklar.

1.4. Die Mausmodelle

Die Rolle des Fibronektins im Knochen und in der diabetischen Nephropathie sollte in vivo unter-
sucht werden, um eine Ubertragbarkeit wichtiger Erkenntnisse auf den Menschen zu gewahr-
leisten. Dazu wurde mit genetisch veranderten Tieren gearbeitet, auf deren Eigenschaften in die-

sem Teil der Einleitung genauer eingegangen wird.
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1.4.1. Ausschaltung des Fibronektin-Gens in Mausen

.4.1.1. Notwendigkeit konditioneller Fibronektin Knockout-Mause

Die Moglichkeit, Gene in Mausen gezielt auszuschalten, hat die experimentelle Forschung be-
deutend erweitert, da auf diese Weise die Aufgaben diverser Proteine in vivo ndher untersucht
werden konnten. In der konventionellen Knockout-Maus wird ein Gen komplett entfernt. Es ist
dadurch keine Expression des entsprechenden Proteins im gesamten Organismus mehr méglich.
Um die Bedeutung des Fibronektins in einem physiologischen Zusammenhang zu untersuchen,
waren daher Fibronektin Knockout-Mause bestens geeignet. Jedoch fihrt der Verlust des Fibro-
nektins im Gesamtorganismus zu einem frihen Versterben der Mause wahrend ihrer Em-
bryonalentwicklung (Tag 8,5 von 21) [33]. An diesem Phanomen sind multiple Defekte beteiligt
wie beispielsweise Fehler in der Entstehung der Blutgefalie des Dottersacks [33]. Ein Grund hier-
fur scheint zu sein, dass die Endothelzellen nicht in der Lage sind, eine korrekte Basalmembran
zu bilden, so dass die Angiogenese gestort ist [204]. Auch die Ausschaltung des Integrin-
monomers ds bewirkt ein Absterben der Embryonen in utero, was auf das Fehlen des Fibronek-
tin-Rezeptors asB1 zuriickgeflhrt wird [205]. Zwar versterben diese Tiere erst etwas spater (Tag
10-11 der Embryonalentwicklung), dies kdnnte jedoch Uber eine Teilkompensation durch andere

Fibronektin-bindende Integrine erklart werden.

Die frihe letale Wirkung einer kompletten Fibronektin-Ausschaltung in der Maus belegt die Wich-
tigkeit des Fibronektins flr die Bildung einer extrazellularen Matrix, macht aber Untersuchungen
an adulten Fibronektin Knockout-Mausen unmaéglich. Daher war es fir die geplanten Untersu-
chungen der Rolle des Fibronektins im Knochen und in der diabetischen Nephropathie erforder-

lich konditionelle Knockout-Mause herzustellen.

1.4.1.2. Die konditionellen Fibronektin Knockout-Mause

Um den Effekt einer Ausschaltung des Fibronektins in bestimmten Zellen in vivo untersuchen zu
kdnnen, wurde mit konditionellen Fibronektin Knockout-Mausen gearbeitet. Die hierfur notwendi-
gen Mauslinien wurden uns aus der Abteilung von Herrn R. Fassler (MPI fir Biochemie, Martins-
ried) zur Verfiigung gestellt bzw. Uber die Mutant Mouse Regional Resource Centers (USA) be-
zogen. Es wurde dabei auf das Cre/loxP-Rekombinasesystem zurtickgegriffen, das urspriinglich

aus dem Bakteriophagen P1 stammt.

Zur Erzeugung der konditionellen Knockout-Mause wurden Tiere verwendet, deren Fibronektin-
Gen gefloxt war (fur engl. ,flanked by loxP*). Das Fibronektin-Gen dieser Mause war dazu modifi-
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ziert worden (Abb. 1.9), indem im Exon 1 (vor dem Translations-Startkodon ATG) und zwischen
Exon 1 und 2 (also im Intron 1) so genannte loxP-Stellen eingefligt wurden [40]. LoxP-Stellen (fur
engl. ,locus of crossing-over P1“) sind 34 Basenpaare lange Sequenzen, die von dem Enzym Cre
Rekombinase erkannt werden (fiir engl. ,causes recombination®) [206]. Dieses Enzym ist in der
Lage, einen Gen-Bereich, der sich zwischen zwei loxP-Stellen befindet, herauszuschneiden und
die DNA danach wieder zu verbinden. Dabei bleibt an der Stelle, an der zuvor der Gen-Bereich
zwischen den loxP-Stellen war, lediglich eine einzelne loxP-Stelle zuriick. Das Gen aber ist zer-
stort, da wichtige Teile entfernt wurden. Um sich diese Eigenschaften von Cre zunutze zu ma-
chen, kreuzt man Mause, deren Fibronektin-Gen gefloxt ist, mit Mausen, die das Gen flr das En-
zym Cre unter der Kontrolle eines gewiinschten Promoters tragen, der zell- oder gewebsspezi-
fisch angeschaltet wird.

ondiionater —@—| Cre — —ip—IEREGERI -
!(noc_kout N — Fibronektin
inaktiv —’:

~

Pl
Konditioneller —‘ JIW_ _-_
Fi}é(tin

Knockout

—

" = spezifischer Promoter Cre | = Cre Rekombinase-Gen u = Fibronektin-Gen 'x\ = loxP-Stelle <= Cre Rekombinase

Abbildung 1.9: Schema konditioneller Fibronektin Knockout-Mause

In einer konditionellen Knockout-Maus kann ein bestimmtes Zielgen zell- oder gewebsspezifisch zerstort werden.
Dazu werden z. B. vor und nach dem Translations-Startkodon ATG loxP-Stellen eingefligt, die von dem Enzym
Cre Rekombinase erkannt werden. Zuséatzlich bringt man in die DNA der Mause das Cre Rekombinase-Gen unter
der Kontrolle des gewlinschten Promoters ein, so dass das Zielgen ausschlielich in den Zellen zerstort wird, in

denen der Promoter aktiv ist.

In der vorliegenden Arbeit wurde mit drei verschiedenen konditionellen Fibronektin Knockout-
Mauslinien gearbeitet, deren Eigenschaften im Folgenden kurz dargestellt werden:

ColCre-Linie: Der Col-Promoter besteht aus einem Promoter-Fragment des Gens der Kollagen
Typ | a4-Kette (s. 11.2.1.2.1) und ist ausschliellich in reifen Osteoblasten und Osteozyten aktiv.
Beginnt in den konditionellen Fibronektin Knockout-Mausen, die den Col-Promoter tragen, ein

Osteoblast mit der Synthese von Kollagen Typ |, dann wird auch Cre exprimiert und zerschneidet
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das Fibronektin-Gen. Die Zelle hat in der Folge ihre Fahigkeit Fibronektin zu produzieren irrever-
sibel verloren.

MxCre-Linie: Der Mx-Promoter (von engl. ,myxovirus resistance 1“) bleibt so lange inaktiv, bis er
durch die Anwesenheit von Interferon angeschaltet wird (exogen induzierbar, s. 11.2.1.2.2) [207].
Er ist zur Ausschaltung des Plasmafibronektins geeignet, da er in den Hepatozyten der Leber ak-
tiviert wird. Jedoch wird er zugleich in weiteren Zelltypen angeschaltet (z. B. den Mesangialzellen
der Niere).

AlbCre-Linie: Da das Albumin ein spezifisches Protein der Hepatozyten ist, wirkt der Alb-
Promoter (abgekiirzt von Albumin) nur in der Leber [208]. Die konditionellen Fibronektin Knock-
out-Mause dieser Linie verlieren dabei sukzessive ihre Fahigkeit Plasmafibronektin zu bilden (s.
11.2.1.2.3)

1.4.2. Weitere Mausmodelle

.4.2.1. Reporter-Mause

Der ROSA26R-Mausstamm [209] ist ein Reporter-Stamm, der eingesetzt wird, um die Aktivitat
und Spezifitdt eines Promoters zu ermitteln, den man fir die Ausschaltung eines Zielgens in kon-
ditionellen Knockout-Mausen verwenden mdchte. Das Prinzip ahnelt dem der konditionellen
Knockout-Mause. Nur wird in diesem Reporter-Stamm in den Zellen, welche die Cre Rekombina-
se exprimieren, kein Gen ausgeschaltet, sondern das Enzym (-Galaktosidase exprimiert (lacZ-
Gen) [210]. Dieses Enzym setzt das Substrat X-Gal in eine Substanz um, die zu einem blauen
Farbstoff oxidiert. Durch diese Farbreaktion lassen sich ex vivo Gewebe bzw. Zellen, in denen

Cre aktiv war, ermitteln.
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1.5. Zielsetzung der Arbeit

Ziel der Arbeit war es die Rolle des Fibronektins im Knochen und in der diabetischen Niere zu un-

tersuchen.

Fir den Knochen gab es zwei grundséatzliche Fragestellungen: 1. Was ist die Aufgabe des Fibro-
nektins der Osteoblasten? 2. Ist das Fibronektin der Leber fir die Integritdt der Knochenmatrix
von Bedeutung? Dazu sollten genetisch veranderte Mause eingesetzt werden, bei denen eine

spezifische Ausschaltung des Fibronektins in den Osteoblasten bzw. der Leber mdglich war.

Die Bedeutung des Fibronektins fir die Entstehung der Diabetes-bedingten Nierenerkrankung
sollte an einem Mausmodell untersucht werden. Dabei stand vor allem die Frage im Mittelpunkt,
ob das Plasmafibronektin aus der Blutzirkulation eine relevante Rolle spielt. Zur Bearbeitung die-
ser Fragestellungen sollten genetisch veranderte Mausen eingesetzt werden, bei denen eine
Ausschaltung des Fibronektins in der Leber bzw. in der Leber und den Mesangialzellen zugleich

moglich war.
Insgesamt sollte diese Arbeit einen Beitrag leisten zum Verstandnis des Zusammenspiels des

lokal produzierten und des zirkulierenden Fibronektins in einem physiologischen Zusammenhang

(im Knochen) sowie in einem Krankheitsmodell (im diabetischen Nierenschaden).
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II. Material und Methode

I.1. Laborausstattung und Chemikalien/Bioreagenzien

.1.1.

Autoklav:
Brutschrank:
Blotsystem:

Entwicklungsgerat:

Blutzuckermessgerat:

Blutzuckerteststreifen:

ELISA-Messgerat:
Fotometer:
Fraktionssammler:
Gelsystem DNA:

Gelsystem Protein:

Geldokumentation:
Heizblock:

Kameras:

Magnetrihrer:
MCT:
Mikroskope:

Mikrotom:

Mikrowelle:

Verwendete Gerate

Tuttnauer Systec 5075 EL, Systec

Innova CO-170, New Brunswick Scientific

Blot Module Kit CE Mark EI0002, Invitrogen

Typ CP1000, Agfa

FreeStyle Freedom, Abbott

FreeStyle Teststreifen, Abbott

SLT Spectra, Labinstruments

Pharmacia Ultrospec lll, GE Healthcare

Pharmacia LKB FraC-200, GE Healthcare

PerfectBlue 40-1410, Peqglab

XCell Sure Lock Mini-Cell EI0002, Invitrogen

Gel Doc 1000, Bio-Rad

Thermomixer compact, Eppendorf

EOS 350 Digital, Canon (Spiegelreflex)

DXC-390 P, Sony (CCD)

DS-1QM, Nikon (CCD), Nikon Imaging Center (NIC) Heidelberg
TCS-NT, Leica

Power HAD, DXC-950P, Sony

Yellow line MSH basic, Roth

VivaCT 40, Scanco

DM IL, inverses Routinemikroskop, Leica, mit Canon Kamera
Stemi 2000-C, Stereomikroskop, Zeiss, mit Canon Kamera
Vanox-S, Olympus, mit Sony Kamera (CCD)

Eclipse 90i, Nikon, Nikon Imaging Center (NIC) Heidelberg
DM-IRBE, konfokales Laserscan Mikroskop (TCS-SP), mit Leica Kamera
DM-IRBE, Leica, Routinemikroskop mit Sony Kamera
Kryostat, CM 3050, Leica

Reichert-Jung Biocut 2035, Leica

MS-1715TU Multiwave, LG Electronics
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pH-Meter:
Plattenwascher:

Pumpe:

pQCT:

Saule:
Sterilbank:
Stickstofftank:
Stromversorger:

Thermocycler:

Trockenschrank:

Ultragefrierschrank:

Vortexer:

Waagen:

Wasserbad:

Zentrifugen:

Typ 761 Calimatic, Knick

anthos fluido Typ 24200, ASYS

Pharmacia LKB Pump P1, GE Healthcare
Econo, Bio-Rad

XCT Research SA", Stratec Medizintechnik
Pharmacia Biotech XK16, GE Healthcare
Holten LaminAir 1.2, Thermo

Chronos Biosafe, Messer

Standard Power Pack P25, Biometra
GeneAmp PCR System 9700, PE Applied Biosystems
T Personal Thermocycler, Biometra
Sterilisator, Memmert

Innova U725, New Brunswick Scientific
Vortex Genie 2, Bender & Hobein
Laborwaage, PRS 4200-2, Kern
Feinwaage, ABJ 120-4M, Kern

Typ 1004, Gesellschaft fir Labortechnik
Typ 1-14, Sigma Laborzentrifugen

Biofuge 15, Heraeus

Heraeus Multifuge 1 S-R, Thermo

11.1.2. Herstellerverzeichnis

Abbott GmbH & Co. KG Wiesbaden

Abcam plc

Cambridge, UK

Acris Antibodies GmbH

Antisoma Research Laboratories

Agfa HealthCare GmbH
ASYS Hitech GmbH

Axxora Deutschland GmbH

Bender & Hobein AG
BD Biosciences

Biometra

Bio-Rad Laboratories GmbH

Buehler GmbH
Bruker Optik GmbH

Canon Inc.

Hiddenhausen
London, UK
Koln
Eugendorf, Osterreich
Lorrach

Zurich, Schweiz
Heidelberg,
Gottingen
Minchen
Dusseldorf
Ettlingen
Tokyo, Japan

35



Material und Methode

Carl Zeiss GmbH

Carl Roth GmbH + Co. KG
Charles River Laboratories
Daido Sangyo Co., Ltd
Dako Deutschland GmbH

Dianova mbH

Dunn Labortechnik GmbH

Eppendorf

Fermentas GmbH

GE Healthcare Europe GmbH

Gesellschaft flr Labortechnik

Harlan Sera-Lab

Heraeus Kulzer GmbH & Co. KG
Heraeus Sepatech GmbH

Invitrogen GmbH
Kern & Sohn GmbH

Knick GmbH + Co. KG
Korth Kristalle GmbH

Labinstruments Deutschland GmbH

Leica Microsystems

LG Electronics

Linaris Biologische Produkte GmbH
Memmert GmbH + Co KG

Merck Chemicals Ltd.

Messer Group GmbH

MorphoSys AbD GmbH

New Brunswick Scientific

Nikon

Olympus America Inc.

Pall Life Sciences

PE Applied Biosystems

Pan Biotech GmbH

Peqlab Biotechnologie GmbH

Polyscience Europe GmbH

Qiagen GmbH

Sakura Finetek Germany GmbH
Sanofi-Aventis Deutschland GmbH

Scanco Medical AG

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Géttingen
Karlsruhe

Sulzfeld

Tokyo, Japan
Hamburg
Hamburg

Asbach

Hamburg

St. Leon-Rot
Freiburg
Burgwedel
Loughborough, UK
Wehrheim
Osterode am Harz
Karlsruhe
Balingen

Berlin

Altenholz (Kiel)
Crailsheim
Wetzlar

Seoul, Korea
Wertheim
Schwabach
Darmstadt
Sulzbach
Dusseldorf

Edison NJ, USA
Tokyo, Japan
Center Valley PA, USA
Dreieich

Waltham MA, USA
Aidenbach
Erlangen
Eppelheim

Hilden
Heppenheim
Frankfurt
Brittisellen, Schweiz

Taufkirchen
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Sigma Laborzentrifugen GmbH

Sony Corporation

Stratec Medizintechnik GmbH

Systec GmbH

Thermo Fisher Scientific Inc.

1.1.3.

aMEM:

B-Glycerophosphat-Lsg.:

Beschichtungspuffer (ELISA):

Blot-Transferpuffer:

Blot-Blocklésung:

Coomassie-Entfarbelésung:

(Membranen)

Coomassie-Farbelésung:

(Membranen)

Coomassie-Farbelésung:
(Protein-Gele)

Dexamethason-Stocklsg.:

DPBS:

Osterode am Harz
Tokyo, Japan
Pforzheim
Wettenberg
Waltham MA, USA

Puffer, Medien und Reagenzien

#22561, Gibco, Invitrogen

216 mg/ml H,O4q einwiegen (1 M), sterilfiltrieren

Lagerung in Aliquots (-20°C), 1:200 einsetzen

0,78 g Na,CO3/ 1,5 g NaHCO3;
pH auf 9,6 einstellen, ad 500 ml mit H,O4, Lagerung bei 4°C

3 g Tris/ 14,4 g Glycin

ad 1 L mit H,Oy, frisch ansetzen oder kurzfristig lagern bei 4°C

5 g Milchpulver in 100 ml TBS-T

frisch ansetzen oder kurzfristig lagern bei 4°C

200 ml 2-Propanol / 70 ml Essigsaure
ad 1 L mit H,Oq4, Lagerung bei RT

400 ml 2-Propanol / 75 ml Essigsaure
2 g Brilliant Blau R250, ad 1 L mit H,O4, Lagerung bei RT

Imperial Protein Stain (#24615, Pierce, Thermo), Farbung 1 h
Entfarben mit H,Og4 fir >1 h

39,2 mg/100 ml H,O4q einwiegen (10 mM)
diese Losung 1:1000 mit HyOq4q verdiinnen (10 yM),

sterilfiltrieren, Lagerung in Aliquots (-20°C), 1:1000 einsetzen

#14190, Gibco, Invitrogen
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Desorptionspuffer (Saule):

DNA-Marker:

Elutionspuffer (Saule):

Equilibrierungspuffer (Saule):

FCS:

Kernechtrot-Lésung:

Knochenlysepuffer:

LacZ-Farbeldsung:

LacZ-Waschlésung:

Lichtgrin-Lésung:

Lysepuffer (DNA):

Lysepuffer (Protein):

0,1 M Glycin/ 0,5 M NaCl /in PBS
dazu in 100 ml PBS 7,5 g Glycin und 29,2 g NaCl Iésen,
pH auf 2,5 einstellen, ad 1 L mit H,O4, Lagerung bei 4°C

100 bp-DNA-Leiter extended, #T7835.1, Roth

4 M Harnstoff (#U5128, Sigma-Aldrich) / 0,05 M Tris / in PBS
dazu in 100 ml PBS 240 g CH4N,0O und 6 g Tris I6sen,
pH auf 7,5 einstellen, ad 1 L mit H,Oq4, Lagerung bei RT

0,01 M Natriumzitrat (#S4641, Sigma-Aldrich) und 0,005 M EDTA
(#E5134, Sigma-Aldrich) / in PBS

dazu in 100 ml PBS 2,94 g Na3CgHs07 und 1,86 g EDTA I6sen,
pH auf 7,2 einstellen, ad 1 L mit H,Oq4, Lagerung bei RT

#P30-3302, Pan Biotech

0,1 g Kernechtrot in 100 ml 5% Aluminiumsulfatiésung

unter Aufkochen I6sen, Lagerung bei RT

4 M Guanidin-HCI/ 10 mM EDTA / 50 mM Tris

pH einstellen auf 7,4

10 mM K3(Fe(CN)g) / 10 mM K4(Fe(CN)e) / 4 mg/ml X-Gal
in LacZ-Waschlésung, filtern, Lagerung bei 4°C (dunkel)

0,2 g Na Deoxycholat / 0,04% NP 40/ 3,8 g EGTA /1 mM MgCl,
pH auf 7,4 einstellen, ad 1 L mit H,Oq4, Lagerung bei RT

0,4 g Lichtgrin / 0,4 ml Essigsaure
ad 200 ml mit H,Oq4, Lagerung bei RT

100 mM Tris pH 8,5/ 200 mM NacCl
5mM EDTA pH 8,0/ 0,2% SDS

ad 10 ml mit H,Oq4, autoklavieren/sterilfiltrieren, Lagerung bei RT

20 mM Tris-HCI / 150 mM NacCl / 10% Glycerin / 0,5% Triton X-100
2mM EDTA /10 mM NaF / 1 mM Na3VO,, Lagerung bei 4°C
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Mowiol (Elvanol):

Natriumthiosulfat-Lsg.:

NBF (10%):

Paraformaldehyd-Lsg. (4%):

PBS:

PBS (10x):

PBS-T:

Penicillin/Streptomycin:

Phosphormolybdan-Lsg.:

Probenpuffer (DNA, 4x):

Probenpuffer (Protein, 4x):

Protein-Marker:

Saurefuchsin-Lésung:

5 g Mowiol 4-88 Reagent (#475904, Calbiochem, Merck)

20 ml PBS (pH 8) -> . N. rotieren lassen bei RT

10 ml Glycerin -> 30 min bei 50°C im Wasserbad schiitteln

30 min bei 5000 g zentrifugieren, Lagerung in Aliquots bei -20°C
2,5 g NaS,03 in H,Oq4 l16sen, Lagerung mittelfristig bei RT (dunkel)

36,5% Formaldehyd 1:10 in PBS verdiinnt, stets frisch ansetzen

22,5 ml HyO4 mit 5 pyl 10 M NaOH auf 60°C erhitzen,
dann 1 g Paraformaldehyd und 2,5 ml 10x PBS dazu
abklhlen, pH auf 7,4 einstellen, Lagerung in Aliquots bei -20°C

100 ml PBS (10x), ad 1 L mit H,Oq4, Lagerung bei RT

400 g NaCl / 58 g Na;HPO, / 10 g KH,PO4 / 10 g KCI
pH auf 7,0 einstellen, ad 5 L mit H,Oq4, Lagerung bei RT

100 ml PBS (10x) / 0,5 ml Tween 20 (Endkonzentration 0,05%)
ad 1 L mit H,Oq4, Lagerung bei RT

#15140-122, Gibco, Invitrogen

8 g Molybdatophosphorsaure / 4 g Orange G
ad 200 ml mit H,Og4, Lagerung bei RT

50% Glycerin in 4x TBE, etwas Bromphenolblau zugeben

0,15 ml H2O4/ 1,25 ml 0,5 M Tris (pH 6,8) / 1 ml Glycerin
2 ml 10% SDS /0,1 ml 1% Bromphenolblau / 0,5 ml B-ME

Precision Plus Protein Standard, unstained (#161-0363, Bio-Rad)
Precision Plus Protein Standard, Dual Color (#161-0374, Bio-Rad)

PageRuler Prestained Protein Ladder Plus (#SM1811, Fermentas)

0,2 g Ponceau Xylidine / 0,1 g Saurefuchsin / 0,6 ml Essigsaure
ad 300 ml mit H,Oq4, Lagerung bei RT

39



Material und Methode

Silbernitratlésung:

Stopplésung (ELISA):

TBE:

TBE (10x):

TBS:

TBS-T:

TBS (10x):

Trypsin-EDTA:

Verdaulésung (OB):

Vitamin C-Stocklsg.:

Zitratpuffer (BrdU):

1,25 g AgNOj3 in 50 ml H,Oq4 l0sen,
Lagerung mittelfristig bei RT (dunkel)

0,5 M H,SO4, dazu 2,7 ml H,SO4in 97,3 ml H,O4 geben

100 ml TBE (10x), ad 1 L mit H,Oq4, Lagerung bei RT

108 g Tris / 55,6 g Borsaure / 4,65 g EDTA
ad 1 L mit H,Oq4, Lagerung bei RT

100 ml TBS (10x), ad 1 L mit H,Og4, Lagerung bei RT

100 ml TBS (10x) / 1 ml Tween 20 (Endkonzentration 0,1%)
ad 1 L mit H,Og4, Lagerung bei RT

12 g Tris / 88 g NaCl
pH auf 7,5 einstellen, ad 1 L mit H,Oq4, Lagerung bei RT

#25300, Gibco, Invitrogen
0,025 g Collagenase NB4 (#17454, Serva) / 0,05 g Dispase
(#17105-041, Gibco, Invitrogen) / in 25 ml aMEM

sterilfiltrieren (erst 0,45 ym, dann 0,22 um), frisch ansetzen

50 mg/ml H,O44 einwiegen (0,28 M), sterilfiltrieren
Lagerung in Aliquots (-20°C), 1:1000 einsetzen

0,26 g Natriumzitrat in 1 L H,Og4, pH auf 6 einstellen
kurzfristig bei 4°C lagern

I.1.4. Ausgewahltes Verbrauchsmaterial

Dialyseschlauch

Sterilfilter:

Servapor, #44145, Serva

Millex GS, 0,22 ym, MCE-Membran, SLGS033SS, Millipore
Millex GV, 0,22 ym, PVDF-Membran, SLGV033RS, Millipore
Millex HV, 0,45 um, PVDF-Membran, SLHV033RS, Millipore
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Zellfilter, 100 pm:

Chamber Slides

Cell Strainer, REF 352360, BD Biosciences

Lab-Tek Chamber Slides, #177445, Nunc

1.1.5. Verwendete Antikorper und deren Konzentrationen

11.11.5.1.

anti-human-FN

anti-human-FN

anti-murin-FN

anti-EDA (FN-3E2)

anti-EDA (IST-9)

anti-EDB (BC-1)

anti-oFN (FDC-6)

anti-BrdU

anti-Caspase 3

anti-Kol |

anti-Cre

anti-Desmin

anti-GFAP

Primarantikorper

anti-human-Fibronektin-HRP-konj.-IgG aus Kaninchen (#P0246, Dako)
ELISA 1:500 (als Sekundarantikérper), WB 1:5000
anti-human-Fibronektin-lgG aus Kaninchen (F3648, Sigma-Aldrich)
ELISA 1:5000

anti-Maus-Fibronektin-lgG aus Kaninchen (#AB2033, Chemicon, Millipore)
Schnitte 1:50, WB 1:5000

anti-Fibronektin-EDA-Domane-IgM aus Maus (#F6140, Sigma-Aldrich)
ELISA 1:120, WB 1:500 (Gelatine-aufgereinigt, Konz. 1,2 mg/ml)
anti-Fibronektin-EDA-Domane-IgG aus Maus (#GTX26328, Genetex),
WB 1:1000

anti-Fibronektin-EDB-Domane-IgG aus Maus (Antisoma)

ELISA 1:2270, WB (nativ) 1:500

anti-onkof6tales Fibronektin-IgG aus Maus (Hybridom 9018)

ELISA (2 mg/ml) 1:1620, WB (13 mg/ml) 1:10000-1:20000

anti-BrdU-IgG aus Schaf (#ab1893, Abcam)

Schnitte 1:100

anti-aktive Caspase 3-IgG aus Kaninchen (#ab32042, Abcam)
Schnitte 1:10

anti-Kollagen Typ I-IgG aus Kaninchen (#GTX41286, Genetex)
Schnitte 1:50-100

anti-Cre Rekombinase-Biotin-konjugiert-IgG aus Maus (#ab24580, Abcam)
Schnitte 1:100

anti-Desmin-IgG aus Kaninchen (#DLN-13732, Dianova)

Schnitte 1:100

anti-,glial fibrillary acid protein“-lgG aus Kaninchen (#DP014, Acris)
Schnitte 1:100
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anti-Laminin

anti-vWF

anti-Laminin-IgG aus Ratte (#MAB1914, Chemicon, Millipore)
Schnitte 1:100
anti-von Willebrand Faktor-IgG aus Kaninchen (Signet #115-01, Axxora)

1.1.5.2. Sekundarantikorper und Streptavidin

anti-Kan-Alexa 555

anti-Kan-Cy3

anti-Kan-HRP

anti-Maus-HRP

anti-Maus-HRP

anti-Ratte-Biotin

anti-Schaf-HRP

Streptavidin-Cy3

anti-Kaninchen IgG-Alexa Fluor 555-konjugiert aus Ziege (#A21430, Mole-
cular Probes, Invitrogen), Schnitte 1:500-1000

anti-Kaninchen 1gG-Cy3-konjugiert aus Ziege (#111-165-144, Dianova)
Schnitte 1:500-1000

anti-Kaninchen IgG-HRP-konjugiert aus Ziege (#170-6515, Bio-Rad)

WB 1:5000

anti-Maus 1gG-HRP-konjugiert aus Ziege (#170-6516, Bio-Rad)

WB 1:5000

anti-Maus IgM-HRP-konjugiert aus Ziege (#STAR86P, AbD, MorphoSys)
Schnitte 1:250, WB 1:500

anti-Ratte IgG-Biotin-konjugiert aus Ziege (#112-066-071, Dianova)
Schnitte 1:500

anti-Schaf IgG-HRP-konjugiert aus Kaninchen (#313-035-047, Dianova)
Schnitte 1:200

Streptavidin-Cy3-konjugiert (#016-160-084, Dianova)

Schnitte 1:500

I1.2. Labormethoden

I1.2.1. Versuchstiere

1.2.1.1. Wildtypische Mause

Um die Auswirkungen von Fibronektin-Injektionen auf ,Wildtyp“-Mause zu untersuchen sowie zur

Isolation von Osteoblasten, wurden Mause aus zwei Stammen verwendet (Charles River Labora-

tories). Dabei handelte es sich um die Mausstdmme CD-1 und NMRI.
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11.2.1.2. Genetisch veranderte Mauslinien

Mause, deren Fibronektin-Gen gefloxt war (FN fI/fl fir Fibronektin floxed/floxed), wurden uns von
Herrn R. Fassler (MPI fir Biochemie, Martinsried) zur Verfiigung gestellt und dienten als Aus-

gangslinie fir die im Folgenden beschriebenen Mauslinien.

11.2.1.2.1. ColCre-Linie

Um Tiere zu erhalten, deren Fibronektin-Gen spezifisch in Osteoblasten ausgeschaltet wird (Abb.
1.9), verwendeten wir genetisch veranderte Mause, die das Gen fir die Cre Rekombinase unter
der Kontrolle eines 2,3 Kilobasen (Kb) langen Fragments des Promoters der Kollagen Typ | a4-
Kette besallen [211,212]. Dieser 2,3 Kb a,(l) Kollagen-Promoter wird zur besseren Lesbarkeit mit

Col-Promoter abgekirzt.

Verpaarungen zwischen Mausen, die Cre unter Kontrolle des Col-Promoters trugen (bezogen
Uber die Mutant Mouse Regional Resource Centers, USA), und den Mausen, deren Fibronektin-
Gen gefloxt war, ergaben zunachst eine heterozygote F1-Generation (Abb. IV.1). Die Tiere der
F1-Generation hatten ein normales und ein gefloxtes Allel des Fibronektin-Gens (FN fl/+) und
konnten positiv oder negativ fir den Col-Promoter sein (ColCre/+ oder +/+). Die Mause der F1-
Generation wurden weiter untereinander verpaart, so dass letztlich Tiere entstanden, die homo-
zygot gefloxt (FN fl/fl) und entweder positiv (konditionelle Knockouts) oder negativ (Kontrollen) fiir

den Col-Promoter waren.

11.2.1.2.2. MxCre-Linie

Um in Mausen das Fibronektin in der Leber auszuschalten, arbeiteten wir mit genetisch verander-
ten Tieren, die das Gen fir die Cre Rekombinase unter der Kontrolle des Mx-Promoters trugen

(Mause bezogen Uber R. Fassler, MPI fur Biochemie, Martinsried).

Um den Mx-Promoter zu aktivieren, verabreichten wir den konditionellen Knockout-Mausen
(MxCre/+ FN fl/fl) und den Kontrollen (+/+ FN fl/fl) im Alter von 4-5 Wochen i. p. die synthetische
Doppelstrang RNA plpC (fiir engl. ,polyinosinic-polycytidylic acid®), die in den Mausen eine Aus-
schittung von Interferon induzierte, wodurch der Mx-Promoter angeschaltet wurde [207]. Zu die-
sem Zweck wurden pro Maus 4x je 250-300 ug plpC mit einer Wartezeit von 2-3 Tagen zwischen
den vier Injektionen verabreicht (iblicherweise Mo/Di/Fr/Mo). Diese Behandlung der Mause fand

im Alter von 5-6 Wochen statt.

43



Material und Methode

1.2.1.2.3. AlbCre-Linie

Zur Ausschaltung des Plasmafibronektins in Mausen wurde alternativ noch ein weiterer Promoter
verwendet (Mause bezogen uber R. Fassler, MPI flir Biochemie, Martinsried), der Albumin-Pro-
moter (abgekuirzt als Alb-Promoter). Der Alb-Promoter wird wie der Col-Promoter wahrend der

Entwicklung aktiviert und ist ausschlieflich in den Hepatozyten der Leber aktiv [208,213,214].

Tabelle 11.1: Uberblick tber die erzeugten Linien konditioneller Fibronektin-Knockouts
Promoter (Linie) Col (ColCre) Mx (MxCre) Alb (AlbCre)
Ausschaltung endogen, exogen (induzierbar), endogen,
embryonal (ab Tag 14,5) Alter 4-5 Wochen etwa ab 2 Monaten
Spezifitat reife Osteoblasten Hepatozyten, Mesangial- Hepatozyten
und Osteozyten zellen u. v. m.

1.2.1.2.4. ROSA-Linie

Der ROSA26 Reporter Mausstamm [209] ermdglicht eine Charakterisierung von Promotoren,
welche die Expression von Cre steuern. Promoter-spezifisch wird das Enzym B-Galaktosidase
exprimiert, welches sich anschlief’end durch eine Farbung in Geweben nachweisen lasst.

Um die Aktivitat und Spezifitat eines bestimmten Promoters zu bestimmen, verpaart man Mause,
die Cre unter der Kontrolle des betreffenden Promoters exprimieren (Cre/+) mit dem ROSA26R
Stamm (lacZ/lacZ) und untersucht jene Tiere der F1-Generation, die positiv fur den Promoter sind
(PromoterCre/+ lacZ/+) sowie die Kontrollen (+/+ lacZ/+). Dazu werden die entsprechenden Ge-

webe enthommen und gefarbt (s. 11.2.5.6.2).

1.2.1.3. Den Mausen verabreichte Injektionen

11.2.1.3.1. Induktion des Mx-Promoters mit plpC

Um den Mx-Promoter zu aktivieren, wurde den Mausen eine plpC-L6ésung injiziert. Dazu wurde
das plpC (#P9582, ,polyinosinic-polycytidylic acid potassium salt*, Sigma-Aldrich) mit DPBS
(#14190, Gibco, Invitrogen) auf eine Endkonzentration von 2 mg/ml gebracht und steriffiltriert. Die

Lagerung der L6sung erfolgte bis zum Gebrauch in Aliquots bei -20°C.

44




Material und Methode

1.2.1.3.2. Fluoreszenzmarker der Knochenmineralisierung

Calcein ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der unter Anregung (ca. 495 nm) griin emittiert (ca. 515 nm)
und aufgrund seiner starken Affinitat zu Kalzium am Ort aktiver Mineralisierung in den Knochen
eingebaut wird. Den Versuchstieren wurde am Tag -10 sowie am Tag -3 vor der Tétung (Tag 0)
eine Calcein-L6sung injiziert. Hierzu wurden 100 mg Calcein (#C0875, Sigma-Aldrich) in 9 ml
Kochsalzlésung (NaCl 0,9% Spillésung, Braun) und 1 ml 1 M NaCOg; geldst. Dann wurden weite-
re 10 ml Kochsalzlésung zugegeben und die Lésung anschlieliend sterilfiltriert. Den Mausen
wurden 200 pl pro 30 g Korpergewicht i. p. injiziert (das entsprach 30 mg/Kg Kdrpergewicht). Die

Lésung war bis zu zwei Wochen haltbar (Lagerung dunkel bei 4°C).

In einem Experiment wurde statt des Calceins der Marker Alizarinkomplexon (#¥05590, Sigma-
Aldrich) verabreicht, da dieser Fluoreszenzfarbstoff gelb statt griin emittiert (Anregung 530-560
nm, Emission ca. 580 nm). Das Lésen der Substanz und die verabreichte Dosierung wurden ge-

nau wie fur das Calcein beschrieben vorgenommen.

1.2.1.3.3. BrdU

Um die Proliferationsrate bestimmter Zellen in ausgewahlten Mausen untersuchen zu kdnnen,
wurden den Mausen eine Stunde vor deren Tétung 100 mg BrdU (#B9285, Sigma-Aldrich) pro Kg
Korpergewicht injiziert. BrdU ist ein Thymidin-Analogon. Proliferierende Zellen nehmen es nicht
nur auf, sondern bauen es in ihre DNA (bei deren Replikation) ein. Durch Anfertigung von Gewe-
beschnitten und Behandlung mit einem Antikdrper lassen sich so jene Zellen anfarben, die unmit-

telbar vor der Tétung der Maus in der Replikationsphase waren (also proliferierten).

1.2.1.3.4. Streptozotocin und Insulin (Diabetes-Experiment)

Streptozotocin wirkt toxisch auf die p-Zellen des Pankreas [215]. Zur Induktion eines Diabetes
mellitus wurden 8-9 Wochen alten mannlichen Tieren der MxCre- und AlbCre-Linie 60 mg Strep-
tozotocin (#S0130, Sigma-Aldrich) pro Kg Koérpergewicht intraperitoneal an sechs aufeinander
folgenden Tagen verabreicht. Diese Methode ist in der Literatur mehrfach beschrieben [216,217].
Da Streptozotocin in wassriger Losung sehr schnell zerfallt, wurde jeweils eine frische Lésung (10
mg/ml in 0,05 M Natriumzitrat, pH 4,5) hergestellt, sterilfiltriert und innerhalb von 30 min injiziert.
Die nicht-diabetischen Kontrolimduse erhielten eine ebenfalls ans Kdrpergewicht adjustierte Men-
ge des Puffers ohne Streptozotocin. Mit individuellen Unterschieden waren die Mause 1-2 Wo-
chen nach der letzten Streptozotocin-Gabe diabetisch. Durch regelmafige Kontrolle der Blutzu-

ckerspiegel (1-3x pro Woche) und entsprechende intraperitoneale Injektion (1-4 Units) eines
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zinkverzdgerten Langzeitinsulins (Insulin glargin, Lantus 100 I. E./ml, Sanofi-Aventis) wurde der

Blutzuckerspiegel der Tiere in etwa auf einem Level von 300 mg/dl konstant gehalten.

1.2.1.4. Totung der Mause und Entnahme von Blut

Die Mause wurden mit CO, getdtet und zahlreiche Proben gesammelt. Als erstes wurde den
frisch verstorbenen Tieren Blut direkt aus dem Herzen entnommen. Zur Gewinnung von Blut-
plasma wurden je 200 pl Vollblut in eine Microvette 200 K3E (mit Tri-Kalium-EDTA, #20.1288,
Sarstedt) abgefillt und diese direkt mehrmals invertiert. Dann wurden die Blutzellen abzentrifu-
giert (5000 g, 5 min, RT), der Uberstand aliquotiert und bei -20°C gelagert. Zur Gewinnung von
Blutserum wurden je 200 ul Vollblut in eine Microvette 200 Z-Gel (mit Gerinnungsaktivator,
#20.1291, Sarstedt) gegeben, diese 5 min bei RT stehen gelassen um eine vollstdndige Gerin-
nung zu gewahrleisten und dann die Blutzellen und der Thrombus abzentrifugiert (10000 g,

5 min, RT). Der Uberstand wurde abgenommen, aliquotiert und bei -20°C gelagert.

11.2.2. Zellkultur

11.2.2.1. Murine Osteoblasten

11.2.2.1.1. Isolation primarer Calvaria-Osteoblasten

Um in vitro Experimente mit Osteoblasten durchzufiihren, wurden Calvaria-Osteoblasten isoliert
und kultiviert. Die Isolation erfolgte aus den Schadeldachern neugeborener Mause (Alter 0-3 Ta-
ge, Mausstamm CD-1 oder ColCre-Linie) [218]. Dazu wurden die Schadel unter sterilen Bedin-
gungen frei prapariert und moglichst von allen Geweberesten befreit. Die Feinsauberung der Cal-
variae erfolgte in Petrischalen mit DPBS (mit Pen/Strep) bei RT und die Lagerung bis zum ge-
meinsamen Verdau in aMEM (mit Pen/Strep) auf Eis. Der Verdau fand mit einer Collagenase-
und Dispase-haltigen Losung statt, wobei fir 20 Calvariae 4 ml Verdau-Lésung pro Verdauschritt
ausreichten. Der erste Verdau erfolgte bei 37°C in einem Schiuttelwasserbad (100-180 rpm) oder
im Heizblock (500 rpm) fir 10 min. Die Lésung des ersten Verdaus wurde im Anschluss verwor-
fen und frische Verdau-Losung zugegeben. Wie bereits beschrieben wurde wieder 10 min inku-
biert, diesmal die Lésung im Anschluss jedoch nicht verworfen, sondern beiseite gestellt (RT).
Zwei weitere Schritte (exakt wie Verdau 2) folgten und die Losungen aus Verdau 2-4 wurden ge-
poolt, durch ein Zellsieb gefiltert (100 um) und die im Filtrat enthaltenen Zellen durch Zentrifuga-
tion pelletiert (250 g, 5 min, RT). Das Pellet wurde in aMEM (mit 10% FCS und Pen/Strep) re-
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suspendiert und die Zellen ausplattiert. Sofern mdglich erfolgte ein erster Medienwechsel bereits

3-4 Stunden nach der Isolation.

1.2.2.1.2. Kultivierung primarer Calvaria-Osteoblasten

Die Kultivierung der Calvaria-Osteoblasten erfolgte mit aMEM (mit 10% FCS und Pen/Strep) bei
37°C (5% COy,). Alle 2-3 Tage wurde das Medium erneuert. Sobald die Zellen 70-90% Konfluenz
erreicht hatten, wurden sie mit DPBS gewaschen und durch eine Behandlung mit Trypsin-EDTA
abgel6st. Die Behandlung erfolgte bei RT und bis sich die Zellen z. T. abgeldst hatten (Beurtei-
lung unter dem Mikroskop). Durch leichtes Klopfen wurden die Zellen noch etwas starker gelo-
ckert und dann die Behandlung durch Zugabe von aMEM (mit 10% FCS und Pen/Strep) abge-
stoppt. Die Zellsuspension wurde zentrifugiert (250 g, 5 min, RT) und die Zellen in der entspre-
chenden Menge aMEM (mit 10% FCS und Pen/Strep) aufgenommen, in Abhangigkeit davon, ob

die Kultur weiter expandiert oder die Differenzierung der Zellen eingeleitet werden sollte.

1.2.2.1.3. Differenzierung primarer Calvaria-Osteoblasten

Zur Differenzierung wurden die Osteoblasten in so genannte Chamber Slides (Nunc) ausge-
bracht. Diese wurden zuvor mit 0,2%iger Gelatine-Lésung beschichtet (1:10 in DPBS verdinnte
2%ige Gelatine-Lésung, #G1393, Sigma-Aldrich). Die Inkubation mit der Gelatine-Ldsung erfolgte
flr 4-24 Stunden bei RT. Im Anschluss wurden die Wells vor der Zellaussaat 3x mit DPBS gewa-
schen. Sobald die Zellen in den Wells konfluent waren, wurde das Medium auf Differenzierungs-
medium umgestellt. Das bedeutete, dem aMEM wurden neben 10% Fibronektin-depletiertem
FCS (s. 11.2.4.1.2) noch 50 yg/ml Vitamin C (Endkonzentration 1,4 mM) sowie 1 mg/ml B-Glycero-
phosphat (Endkonzentration 5 mM) und 0,39 ng/ml Dexamethason (Endkonzentration 10 nM) zu-
gegeben. Die Zugabe der drei Differenzierungsfaktoren erfolgte stets frisch bei jedem Medien-
wechsel, der alle 2-3 Tage durchgefiihrt wurde. Hierbei wurden die konditionierten Medien abge-
nommen und bei -20°C gelagert, damit am Ende jedes Experiments eine Analyse der Osteokal-
zin- und Fibronektin-Produktion der Zellen erfolgen konnte. Im Zuge der Differenzierung stellten
die Osteoblasten ihre Proliferation ein und begannen Kalziumphosphat-haltige Knoten auszubil-

den, die sich Uber eine von Kossa-Farbung anfarben lielen.

1.2.2.1.4. Von Kossa-Farbung der Kalziumphosphat-haltigen Knoten

Sobald die differenzierten Osteoblasten die gewlinschte Menge Knoten abgelagert hatten, wurde

das Medium abgenommen, die Zellen 2x mit DPBS gewaschen und danach mit eiskaltem Alkohol
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(95% Ethanol, 5% 2-Propanol) fixiert (1 h, 4°C). Im Anschluss wurde 2x mit H,O4 gewaschen und
dann 200 pl Silbernitratldsung pro Well addiert. Die Farbung erfolgte unter UV-Licht bei RT fur
10-20 min (visuelle Kontrolle der Intensitat). Danach wurde mit H,O4 gewaschen und zur Konser-
vierung 300 pl Natriumthiosulfat-Losung zugegeben (5 min, RT). AnschlieRend folgte ein weiterer
Waschschritt bevor der Plastikaufsatz der Chamber Slides entfernt und der verbliebene Objekt-

trager mit Mowiol und einem Deckglaschen eingedeckt wurde.

1.2.2.1.5. Immunfluoreszenz-Farbung der Osteoblasten

Zur Immunfluoreszenz-Farbung wurden die Osteoblasten wie schon fiir die von Kossa-Farbung
beschrieben auf Chamber Slides kultiviert. Vor der Farbung wurden die Zellen mit PBS gewa-
schen und mit 10% NBF oder 4% Paraformaldehyd-Ldsung fixiert (5 min, RT). Danach erfolgte
eine Prozedur, die mit der flr entkalkte Knochenschnitte im Detail beschriebenen Anleitung iden-
tisch war (s. 11.2.5.6.3).

1.2.2.2. Kultivierung weiterer Zelltypen

1.2.2.2.1. Hybridoma-Kulturen

Um ausreichende Mengen des Antikérpers FDC-6 zu erhalten, wurde eine FDC-6 exprimierende
Hybridom-Kultur erworben (#ATCC-HB-9018 FHCR-1-2813/FDC-6, LGC Promochem). Die Kulti-
vierung der Zellen erfolgte in einem speziellen Serum-freien Medium (#12045, Gibco, Invitrogen).
Zunachst wurden die Zellen in 75 cm? Flaschen stehend kultiviert und 3x pro Woche frisches Me-
dium in Verhaltnis 1:3 zugegeben. Die Zellzahl wurde immer zwischen 1x10° und 1x10° Zellen
pro Milliliter gehalten. Sobald erforderlich wurde die Kultur in 175 cm? Flaschen tiberfiihrt und auf
die gleiche Weise bis zu einem Volumen von 200 ml stehend kultiviert. Ab Volumina von mehr als
200 ml erfolgte die Kultivierung liegend bis zu einem Volumen von 300 ml. Ab diesem Maximalvo-
lumen wurden die Zellen ohne weitere Medienzugabe in liegenden Flaschen kultiviert, bis die Zel-
len abstarben. Im Anschluss an den Tod der Zellen wurden die Medien zentrifugiert (125 g) und
der Antikérper aus dem Uberstand aufgereinigt. Die Isolation des FDC-6 erfolgte mit T-Gel
(#20500, Pierce Thiophilic Adsorbent, Thermo) nach den Angaben des Herstellers.
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11.2.3. Nukleinsaure-Methoden

1.2.3.1. Genotypisierung der Mause

1.2.3.1.1. DNA-Gewinnung aus Mausgewebe

Zur Genotypisierung der Mause wurde ihnen im Alter von etwa drei Wochen ein kleines Stlick-
chen des Schwanzes abgeschnitten und ca. 0,5 mm davon in 92 ul DNA-Lysepuffer und 8 ul Pro-
teinase K-Stocklosung (20 mg/ml in H,Oq4, #03115852001, Roche) gegeben. Der Ansatz wurde
fir 1-2 Stunden bei 55°C inkubiert und die Lyse durch gelegentliches Vortexen erleichtert. Nach
erfolgreicher Lyse des Gewebes wurde die DNA-LAsung fir 10 min auf 99°C erhitzt, um die Pro-
teinase K zu zerstéren. Dann wurden verbliebene Gewebsreste abzentrifugiert (13000 g, 20 min)

und der Uberstand zur PCR-Analyse abgenommen.
Um eine Nachgenotypisierung der Versuchstiere zu erméglichen, wurde bei der Tétung statt ei-

nes Schwanzstlickes ein Stiickchen Niere entnommen, das auf die gleiche Weise lysiert wurde

wie bereits fur die Schwanzchen beschrieben.

1.2.3.1.2. PCR-Analyse zur Genotypisierung

Die Genotypiserungs-PCR folgte (fir alle Primer) stets dem folgenden Protokoll und wurde mit

dem beschrieben Programm durchgefihrt.

Ansatz pro Probe: 15,25 pl HyOyq 1 pl 5°-Primer (25 pmol/ul)
2,5 ul Puffer rot (siehe Taq) 1 pl 3°-Primer (25 pmol/ul)
2 ul Enhancer (siehe Taq) 0,25 yl Taq (#01-1030, Peqlab)
1,5 ul MgCl; (siehe Taq) 0,5 pl DNA-Lysat
1 ul dNTPs (#20-3012, Peqglab) = 25 ul pro Ansatz
Programm: 1) 95°C 3 min

Touch down: 2) 95°C 30 sek
3) 63°C 30 sek (-1°C/Wiederholung)
4) 72°C 30 sek -> Schritte 2 bis 4 10x, dann zu 5
Amplifikationsphase: 5) 95°C 30 sek
6) 53°C 30 sek
7) 72°C 30 sek -> Schritte 5-7 35x, dann 8
8) 72°C 3 min, danach 4°C
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1.2.3.1.3. Verwendete Oligonukleotid-Sequenzen zur Genotypisierung

5°-Fibronektin 5-TGTCCCATATAAGCCTCTGCT-3" Produkt 237 Bp ohne loxP
3’-Fibronektin 5-ACCCCTGAGCATCTTGAGTG-3’ Produkt 279 Bp mit loxP
5°-Col 5-CAGCTCTCCATCAAGATGGT-3" Produkt ca. 500 Bp
3’-Cre 5-ATGTTTAGCTGGCCCAAATG-3’

5°-Mx 5-GCAAGCTCAGGCTTTTTCAC-3’ Produkt ca. 450 Bp
3°-Cre 5 -ATGTTTAGCTGGCCCAAATG-3"

5°-Alb 5 -TAGTGTGGTTAATGATCTACAG-3’ Produkt ca. 500 Bp
3’-Cre 5-ATGTTTAGCTGGCCCAAATG-3"

5’-LacZ (ROSA) 5-TTACGATGCGCCCATCTACAC-3’ Produkt ca. 520 Bp
3’-LacZ (ROSA) 5-TTACCCGTAGGTAGTCACGCA-3"

11.2.3.2. DNA-Isolation aus Zellen und PCR

11.2.3.2.1. DNA-Isolation aus Zellen

Die Isolation von DNA aus Zellen fand entweder mit dem QlAamp DNA Mini Kit (#51399, Qiagen)
nach Herstellerangaben statt oder die Zellen wurden mit dem DNA-Lysepuffer lysiert, der oben

beschriebenen Anleitung fir Mausgewebe folgend (s. 11.2.3.1.1).

1.2.3.2.2. PCR auf genomische DNA kultivierter Osteoblasten

Ansatz pro Probe: 18,75 pl HyOgyq 0,5 pl 5°-Primer (10 pmol/pl)
2,5 ul Puffer blau (siehe Taq) 0,5 ul 3’-Primer (10 pmol/ul)
1,5 pl MgCl, (siehe Taq) 0,25 ul Taq (#01-1030, Peglab)

0,5 ul dNTPs (#20-3012, Peglab) 0,5 ul DNA Probe

Programm: 1) 94°C 10 min
) 94°C 30 sek

3) 58°C 30 sek
) 72°C 2 min -> Schritte 2 bis 4 35x, dann Schritt 5
)

72°C 10 min, danach 4°C
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1.2.3.2.3. Oligonukleotid-Sequenzen zur PCR auf kultivierte Osteoblasten

Ansatze: Fwd3/Rev1, Fwd1/Rev2 (nested), Fwd1/Rev3 (nested)

FN-DNA-fwd1 5-AGGGTGTGAGCCGGACAACT-3’
FN-DNA-fwd3 5-TCGCACCCGCTGCGCTGCA-3’
FN-DNA-rev1 5-ATTGTCAAAACAGCCAGCTGCGA-3’
FN-DNA-rev2 5-CAACTGACTTGGTGAGCCTGCA-3’
FN-DNA-rev3 5 -GTAGAATTTGTTAGCGCACTTGAG-3’

1.2.3.3. DNA-Gelelektrophorese

Die DNA-Gelektrophorese dient der Auftrennung von Nukleinsduren nach ihrer GréRRe. Zur Ana-
lyse der Fibronektin-PCR wurden 2%ige Gele verwendet, da das Fragment recht klein war und
ein Unterschied von 34 Bp detektierbar sein musste. Dazu wurde die entsprechende Menge Aga-
rose (#15510-027, Invitrogen) durch Aufkochen in der Mikrowelle in TBE-Puffer gelést. Nach ei-
ner kurzen Abkuhlphase wurden pro 100 ml Gel 5 ul Ethidiumbromid (10 mg/ml, #2218.1, Roth)
zugegeben und das Gel in einen Schlitten gegossen. Fir alle anderen PCRs war ein Agarose-
Gehalt von 1% in den Gelen ausreichend. Die PCR-Proben wurden mit der entsprechenden
Menge DNA-Probenpuffer versehen und auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte mit
TBE-Puffer bei 150 Volt.

11.2.4. Protein-Methoden

1.2.4.1. Fibronektin-lsolation und Markierung

1.2.4.1.1. Fibronektin-Isolation (pFN/oFN) iiber eine Gelatine-Saule

Aufgrund seiner starken Affinitdt zu denaturiertem Kollagen, lasst sich Fibronektin tiber eine Ge-
latine-Saule aufreinigen [161]. Dazu wurde Gelatine Sepharose 4B (#17-0956-01, Amersham, GE
Healthcare) mdglichst luftfrei in eine Saule geflllt und das Gelbett mit 100 ml Equilibrierungspuf-
fer gespilt. Wahlweise konnte die Saule dann (fir pFN) mit 250 ml humanem Blutplasma (Blut-
bank, Uniklinik Heidelberg) oder (fir oFN) mit 100 ml humaner amniotischer Flissigkeit (Reste
amniotischer Flussigkeit aus humangenetischen Laboratorien in Heidelberg und Mannheim) be-
laden werden. Die amniotische Flissigkeit (Fruchtwasser) wurde dazu vorher gegen Equilibrie-

rungspuffer dialysiert und gefiltert. Nach der Beladung der Saule wurde diese mit 150 ml Equi-
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librierungspuffer gewaschen. Danach erfolgte die Elution mit Elutionspuffer, bei welcher 1 mi-
Fraktionen einzeln aufgefangen und fotometrisch gemessen wurden (280 nm). Die Fraktionen mit
einem Proteingehalt von mehr als 0,1 mg/ml wurden gepoolt und spater aufkonzentriert. Die Sau-
le wurde nach der Elution mit 100 ml Equilibrierungspuffer reequilibriert und optional eine Desorp-
tion durchgefihrt (100 ml Desorptionspuffer und anschlieRend 100 ml Equilibrierungspuffer). Die
Lagerung der Saule erfolgte in 20% Ethanol bei 4°C.

11.2.4.1.2. Fibronektin-Depletion des FCS

Fir die Zellkultur-Experimente war es von Bedeutung, den Kulturen kein exogenes Fibronektin
zuzuflhren. Daher musste das Fibronektin des fétalen Kalberserums (FCS) aus diesem entfernt
werden. Dazu wurde das FCS wie oben beschrieben Uber die Gelatine-Saule gegeben. Das
Fibronektin-freie FCS (der Durchfluss) wurde aufgefangen, sterilfiltriert, aliquotiert und bei -20°C

gelagert. Das Fibronektin aus dem FCS wurde eluiert und verworfen.

11.2.4.1.3. Aufkonzentration des isolierten Fibronektins

Das Uber die Gelatine-Saule aus Blutplasma und Fruchtwasser isolierte und eluierte Fibronektin
wurde Uber Zentrifugation mit Konzentratoren (Macrosep, #0D100C36, Pall) nach Herstelleran-
gaben eingeengt. AnschlieBend wurde das aufkonzentrierte Fibronektin ausgiebig gegen PBS

dialysiert, um den Harnstoff aus dem Elutionspuffer mdglichst vollstandig zu entfernen.

1.2.4.1.4. Fluoreszenzmarkierung von Fibronektin

Fir die Markierung des Fibronektins mit einem Fluoreszenzfarbstoff wurde das Alexa Fluor 488
Protein Labeling Kit (#A10235, Molecular Probes, Invitrogen) bzw. Oyster 500 (#OY-500-1-N-
1xV, Dianova) verwendet. Die Reaktion erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Zur Markie-
rung wurden jeweils 1 mg Fibronektin (mit einer Konzentration von 2 mg/ml) eingesetzt. Das mar-

kierte Fibronektin wurde vor der Injektion in Mause sterilfiltriert.

1.2.4.2. Proteingewinnung aus Zellen

Zur Proteingewinnung wurde Protein-Lysepuffer mit Protease Inhibitoren (Cocktail Set I,
#535142, Calbiochem, Merck) auf die Zellen gegeben und fiir 20 min auf Eis inkubiert. Danach

wurden die Zellen mit einer Pipette abgekratzt und samt der Losung entnommen. Die Zelltrim-
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mer wurden durch Zentrifugation pelletiert (20 min, 13000 g, 4°C), das Lysat aliquotiert und bis zu

seiner Verwendung bei -20°C eingefroren.

1.2.4.3. Proteinmengenbestimmung

Die Proteinmengenbestimmungen aus Lysaten wurden mit dem BCA Protein Assay Kit von Pier-

ce (#23235, Thermo) nach den Angaben des Herstellers durchgefihrt.

1.2.4.4. Protein-Gelelektrophorese

Die Protein-Gelektrophorese diente der Auftrennung denaturierter Proteine nach ihrer Grolde. Es
wurden Fertiggele der Firma Invitrogen benutzt. Je nach GréRe des interessierenden Proteins
wurden 3-8%ige Tris-Azetat-Gele (NUPAGE Novex, 1 mm Dicke) oder 12%ige Bis-Tris-Gele
(NuPAGE Novex, 1 mm Dicke) verwendet. Zur Gelelektrophorese der Tris-Azetat-Gele wurde ein
Tris-Azetat-Laufpuffer (NUPAGE, #LA0041), fiir die Bis-Tris-Gele ein MOPS-Laufpuffer (NuPA-
GE, #NP0001) eingesetzt. Die Protein-Proben wurden vor dem Auftragen auf das Gel mit Pro-
benpuffer versetzt und fir 3 min auf 99°C erhitzt. Die Elektrophorese erfolgte bei 150 Volt. Fur
native Protein-Gelektrophoresen wurden ebenfalls die Tris-Azetat-Gele eingesetzt, da diese kein
SDS beinhalten. Die Proben wurden jedoch mit einem anderen Probenpuffer gemischt und nicht
erhitzt. Als Laufpuffer der nativen Gele wurde die gleiche Losung verwendet, die auch als Trans-

ferpuffer zum Blotten benutzt wurde.

1.2.4.5. Western Blotting

11.2.4.5.1. Protein-Transfer auf eine Membran

Das Western Blotting diente der Uberfiihrung in einem Gel aufgetrennter Proteine auf eine PVDF-
Membran. Die Proteine auf der Membran kénnen (ber immunologische Methoden (Antikorper-
Farbungen) detektiert und so charakterisiert werden. Es wurde ein Nassblot-Verfahren verwen-
det. Das heil3t, der Transfer erfolgte in einer mit Puffer gefiillten Kammer. Dazu wurde die Mem-
bran zwischen mehreren Schwadmmchen und zwischen zwei Filterpapieren so auf das Gel aufge-
bracht, dass bei ca. 25 Volt (1 h, RT) ein Transfer der Proteine vom Gel auf die Membran ge-
wahrleistet war. Die PVDF-Membran (Amersham Hybond-P, #RPN303F, GE Healthcare) musste
vor ihrer Verwendung mit 2-Propanol getrankt und dieser dann mit H,O4 ausgewaschen werden.

Nach dem Blotten wurde die Membran mit einer Ponceau-L6sung (#33427.01, Serva) gefarbt, um
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den erfolgreichen Protein-Transfer abzusichern. Die Entfarbung erfolgte mit H,O4. Im Anschluss

fand die Antikérper-Behandlung der Membran statt.

1.2.4.5.2. Immundetektion von Proteinen nach dem Western Blotting

Nach dem Protein-Transfer auf die PVDF-Membran wurde diese mit Antikérpern behandelt. Dazu
wurde der Primarantikdrper in entsprechender Konzentration in Blocklésung (5% Milchpulver in
TBS-T) gegeben und in einen Folienbeutel eingeschweil’t. Die Inkubation fand fiir mindestens ei-
ne Stunde bei RT statt oder U. N. bei 4°C. Danach wurde die Membran 3x etwa 5 min mit TBS-T
gewaschen und anschlieBend mit dem Sekundarantikdrper in entsprechender Konzentration in
Blockldésung eingeschweif’t (Inkubation wie Primarantikdrper). Nach der zweiten Inkubation wur-
de wieder gewaschen (s. 0.). Zum Schluss fand noch ein letzter Waschschritt mit TBS statt, bevor
das Detektionsreagenz Pierce ECL Western Blotting Substrat (#32106, Thermo) nach Hersteller-
angaben verwendet wurde. CL-X Posure Filme (Pierce #34090, Thermo) wurden durch Auflegen
auf die mit Frischhaltefolie abgedeckte Membran belichtet und danach entwickelt. Nach erfolgrei-
cher Immundetektion wurde die Membran fiir wenige Sekunden in Coomassie-Farbeldsung ge-

farbt und fiir 1-3 h mit Coomassie-Entfarbeldésung (bei RT) entfarbt, getrocknet und aufbewahrt.

11.2.4.6. ELISA

1.2.4.6.1. Gesamt-Fibronektin-ELISA (pFN-ELISA)

Der Gesamt-Fibronektin-ELISA wurde mit Maus-Plasma oder Medieniberstanden kultivierter
Osteoblasten durchgefiihrt. Die Methode orientierte sich an einem publizierten Protokoll [54].
Hierzu wurden 96 Well ELISA-Platten (#655061, Greiner) mit 50 yl Primarantikérper-Lésung (an-
ti-human Fibronektin, #F3648, Sigma-Aldrich, Endkonzentration 1,7 ug/ml) pro Well beflllt und
die Platte G. N. bei 4°C inkubiert. Die Platte wurde anschlieRend 3x mit PBS-T gewaschen und
danach mit 50 pl Blocklésung (3% BSA in PBS-T) pro Well inkubiert (1 h, RT). Nach dem Blocken
wurde erneut 3x gewaschen und danach die Standardreihe, Kontrollen und Proben aufgetragen
(je 50 pl pro Well). Das Maus-Plasma wurde zu diesem Zweck 1:750 in Verdinnungspuffer (1%
BSA in PBS-T) verdunnt. Die Standardreihe wurde mit Maus Plasma Fibronektin (#IMFBN, Dunn)
angesetzt (4000, 2000, 1000, 500, 250, 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125 ng/ml). Nach der Inkubati-
on der Proben (2 h, RT) wurde 5x gewaschen und dann 50 pl Sekundarantikérper-Losung (anti-
human Fibronektin-HRP konjugiert, #P0246, Dako, 1:500 in Verdinnungspuffer) pro Well zuge-
geben und die Platte fir 45 min bei RT belassen. Nach erneutem finfmaligem Waschen kamen
pro Well 50 pl TMB (#613544, Calbiochem, Merck) auf die Platte (25 min, RT, dunkel). Durch Zu-
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gabe von 50 ul Stopp-Lésung pro Well wurde die Reaktion unmittelbar vor dem fotometrischen
Messen (bei 450 nm) der Platte gestoppt.

1.2.4.6.2. EDA-Fibronektin-ELISA (EDA-ELISA)

Der EDA-Fibronektin-ELISA wurde mit Maus-Plasma oder Medientberstanden von Osteoblasten-
Kulturen durchgeflhrt. Die Prozedur entsprach weitestgehend der des Gesamt-Fibronektin-
ELISAs. Als Primarantikorper wurde jedoch ein Antikérper gegen die EDA-Doméne des Fibronek-
tins verwendet (#FN-3E2, Endkonzentration 10 pg/ml). Als Standard wurde Fibroblasten-
Fibronektin (#341633, Calbiochem, Merck) verwendet (Standardreihe 2000, 1500, 1000, 500,
250, 100, 50, 25, 12,5, 6,26 ng/ml).

1.2.4.6.3. EDB-Fibronektin-ELISA (EDB-ELISA)

Der EDB-Fibronektin-ELISA wurde mit Maus-Plasma oder Medientberstanden von Osteoblasten-
Kulturen durchgefiihrt. Als Primarantikdrper wurde ein Antikdrper gegen die EDB-Domane des
Fibronektins verwendet (BC-1, Endkonzentration 0,363 pg/ml). Als Standard wurde Fibronektin
aus amniotischer Flussigkeit (aFN) verwendet (Standardreihe 2000, 1500, 1000, 500, 250, 125,
62,5 ng/ml). Nach Zugabe der Proben wurde die Platte 10 min geschittelt (450 rpm) und 20 min

bei RT sowie weitere 90 min bei 37°C inkubiert.

1.2.4.6.4. Onkofdtales Fibronektin-ELISA (oFN-ELISA)

Der oFN-Fibronektin-ELISA wurde mit Maus-Plasma oder Medienlberstanden von Osteoblasten-
Kulturen durchgefihrt. Als Primarantikdrper wurde ein Antikdrper gegen die glykosylierte variable
Region des Fibronektins verwendet (FDC-6, Endkonzentration 1,7 ug/ml). Als Standard wurde
Fibronektin aus amniotischer Flissigkeit (aFN) verwendet (Standardreihe 8000, 4000, 2000,
1000, 500, 250, 125, 62,5, 31, 25 ng/ml).

1.2.4.6.5. Osteokalzin-ELISA

Der Osteokalzin-ELISA mit Maus-Seren oder Medientberstdanden von Osteoblasten-Kulturen
wurde mittels eines Kits (Mouse Osteocalcin EIA Kit, #BT-470, Biomedical Technologies) den
Herstellerangaben folgend durchgefiihrt. Dazu wurde das Blutserum 1:10 verdinnt, die Medien-

Uberstande wurden pur oder verdinnt (bis 1:10) verwendet.
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11.2.5. Knochenmethoden

1.2.5.1. Radiologische Messungen von Knochendichte und -architektur

1.2.5.1.1. Bestimmung der Knochendichte mittels pQCT

Die periphere quantitative Computertomographie (pQCT) ist geeignet um die Knochendichte pe-
ripherer Korperteile (z. B. Beine, Arme) zu ermittelt. Kortex und Trabekel kénnen getrennt von-
einander betrachtet werden, da eine Art Querschnitt an der ausgewahlten Stelle evaluiert wird.
Dies wurde ex vivo am distalen Femur der Mause durchgefiihrt. Dazu wurden die Beine der Mau-
se bei deren Tétung enthommen, grob von Muskelfleisch befreit, in 70% Ethanol fixiert und gela-
gert (4°C). Fur die pQCT-Messungen wurde der Femur von Hifte und Tibia getrennt, gesaubert
und in einem Réhrchen mit 70% Ethanol in der Messapparatur (XCT Research SA", Stratec) po-
sitioniert. Projektabhangig wurde die Referenzlinie in den Bereich der Wachstumsfuge oder an
den Beginn des Knochens gelegt (Abb. 1l.1). Dann wurden entweder Schnitte in einem zur Kno-
chenlange proportionalen Abstand gemessen (Prozentmethode, Mx/AlbCre) oder es wurden
mehrere Schnitte in dhnlichen Bereichen gemacht und die Auswahl der auszuwertenden Schnitte
erfolgte anhand von Formkriterien, um mdglichst immer den gleichen Bereich zu untersuchen
(Scanmethode, ColCre). Die unterschiedlichen Messmethoden hatten organisatorische Griinde
und beeinflussten die Ergebnisse nicht (sichergestellt durch einen Vergleich von Stichproben).
Alle Messungen wurden mit einer Schichtdicke von 0,5 mm, einer duBeren Schwelle von 280
mg/cm® (Grenze des Knochens zur Umgebung) und maximaler Auflésung (70 Millivoxel) durch-
gefuhrt.

Messlinie
40% Kortex
Messlinie Messbereich
7,5%1 Spongiosa (1,5 mm)
L 1
Referenzlinie ‘ " 5
&/\ / Referenzlinie Referenzlinie 3,2 mm
A) pQCT: B) pQCT: C) uCT:
Messung in einem Abstand von 7,5 (Spongiosa) Scan (ca. 10 Messungen) im interessierenden Bereich Messbereich zwischen 1,7 und 3,2 mm ab Referenzlinie
und 40% (Kortex) ab Wachstumsfuge (Spongiosa) mit manueller Auswahl des besten Schnittes mit anschlieRender Auswahl des 0,9 mm breiten Evalua-
anhand festgelegter Kriterien tionsbereiches anhand festgelegter Kriterien
Abbildung I1.1: Schema der Messmethode pQCT und pCT

Die pQCT-Messung wurde nach der Prozentmethode (A) oder alternativ nach der Scanmethode (B) durchgefiihrt.

Beide Methoden evaluierten einen ahnlichen Bereich, der auch in der yCT-Messung untersucht wurde (C)
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Prozentmethode: Die Referenzlinie wurde knapp unterhalb der Wachstumsfuge angelegt (Abb.
I1.2). Ausgehend von dieser Referenzlinie wurde eine Messung im Abstand von 7,5% (bezogen
auf die individuelle Knochenlange) durchgefihrt. Diese Messung diente der Bestimmung der tra-
bekularen Knochendichte (Spongiosa). Es wurde der Abschalmodus 2 verwendet (innere Schwel-
le 400 mg/cm?, alles darunter zahlt als Spongiosa), der die Spongiosa vom kortikalen Rand ab-
trennte. Eine zweite Messung bei 40% diente zur Bestimmung der kortikalen Knochendichte (hier
keine Spongiosa mehr). Die Bestimmung der kortikalen Dichte erfolgte ausschlieRlich Gber den

Prozentmodus und mit einer Schwelle von 710 mg/cm?® (alles groRer 710 = Kortex).

SEEESRIZEBBUBRERE

Abbildung 11.2: Wahl der Referenzlinie beim Prozentmodus der pQCT-Analyse

Die pQCT-Messungen der MxCre- und AlbCre-Linie wurden im Prozentmodus am linken distalen Femur durchge-
fuhrt. Hier sind exemplarisch vier verschiedene Knochen und die jeweilige Lage der gewahlten Referenzlinie
(griin) knapp unterhalb der Wachstumsfuge gezeigt. Ausgehend von der Referenzlinie wurde bei 7,5 und 50% die

Knochendichte gemessen. Die Messlinien sind nicht eingezeichnet, da sie oberhalb der Bildrander liegen.

Scanmethode: Die Auswahl des zu evaluierenden Schnitts erfolgte (ohne Kenntnis des Geno-
typs) anhand der Kortexform. Der ausgewahlte Schnitt wurde mit dem Abschalmodus 20 (50%)

ausgewertet (die 50% mit der geringsten Knochendichte wurden als Spongiosa betrachtet).

5 mm ; D.ﬂ?llmm: [ smm’ : 0. 070 mm

1 ROLT . oz | lLRoLa ' NN

Abbildung I1.3: Beispiel einer pQCT-Messung von Spongiosa und Kortex
Das linke Bild zeigt den ausgewahlten Schnitt im Bereich der Spongiosa. Das rechte Bild zeigt den Schnitt bei

40% der Knochenlange. Der Kortex ist hier als Ring zu erkennen, Trabekel im Inneren hingegen fehlen.

1.2.5.1.2. Bestimmung der Ultrastruktur des Knochens mittels uyCT

Die Mikro-Computertomographie (uCT) erlaubt es, die Knochenstruktur eines ausgewahlten Are-
als dreidimensional zu erfassen und so neben der Knochenmasse auch die Architektur der
Spongiosa zu untersuchen. Die Messungen erfolgten am isolierten Femur, der in einem mit 70%
Ethanol befiillten Réhrchen im Gerat (VivaCT 40, Scanco) positioniert wurde. Die Messungen
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durften im Labor von Herrn J. A. Gasser (Novartis International AG, Basel, Schweiz) selbst
durchgefiihrt werden. Die Referenzlinie wurde an das distale Femurende gelegt und der Messbe-
reich ausgehend von der Referenzlinie so gewahlt, dass der Bereich zwischen 1,7 mm und 3,2
mm gemessen wurde (Abb. 11.1). Als untere Schwelle wurde der Wert 330 mg/cm?® gewahlt (Wer-
te Uber dieser Schwelle galten als Knochen). Die einzelnen Schnitte hatten eine Dicke von 10,5
um. Aus dem Messbereich wurden nach Formkriterien 86 aufeinander folgende Schnitte gewertet
(insgesamt ca. 0,9 mm), damit in allen Knochen ein mdglichst ahnlicher, vergleichbarer Bereich
berlcksichtigt wurde. Die obere Schwelle war bei 1000, Gauf3 Sigma bei 0,8 und Support bei 1
gewahlt. Um die Spongiosa vom Kortex abzugrenzen, wurde mit der zum Gerat gehdérenden
Software eine manuelle Grenze zwischen Trabekeln und Kortex gezogen, so dass die Spongiosa

als zusammenhangender Block dreidimensional betrachtet und ausgewertet werden konnte.

1.2.5.2. Histologische Untersuchungen mineralisierten Knochengewebes

11.2.5.2.1. Einbettung von Knochenproben in Kunststoff

Da Knochen ein sehr hartes Gewebe ist, gibt es zwei mdgliche Art und Weisen Knochenschnitte
anzufertigen. Die eine Moglichkeit ist, den Knochen zu entkalken, damit er weich und leicht zu
schneiden wird. Die andere Mdglichkeit ist, den Knochen in ein dhnlich hartes Material einzubet-
ten und mit einem Hartmetallmesser diinne Schnitte anzufertigen. Um solche Schnitte von unse-
ren Proben machen zu kénnen, verwendeten wir die Tibiae ausgewahlter Versuchstiere. Die
Knochen wurden bei der Tétung der Mause entnommen und das Gewebe mit 70% Ethanol fixiert.
Die isolierte Tibia wurde dann unter Verwendung eines Kunststoffeinbettungs-Kits (,Osteo-bed
bone embedding kit*, #17734-1, Polyscience) in ein Kunststoffblockchen eingeschlossen. Dazu
wurden die Knochenproben zuvor entsprechend der Herstellerangaben durch eine graduell auf-
steigende Alkoholreihe entwassert. Die Kunststofflésung bestand aus Methylmethacrylat (MMA),
Dibutylphtalat und Benzoylperoxid. Zur Einbettung wurden die Knochen in spezielle Férmchen
(PE-Einbettformen, #64708955, Heraeus Kulzer) gegeben, die mit der Kunststofflésung befillt

und luftdicht verschlossen wurden. Die Auspolymerisierung erfolgte bei 34°C (ca. 24 h).

1.2.5.2.2. Anfertigung der Kunststoffschnitte

Die Kunststoffblockchen wurden fiir die Schneideprozedur zugesagt, um die verbleibende Kunst-
stoffmenge um die Knochenprobe herum zu minimieren. Die Schnitte wurden mit einem Tisch-
mikrotom angefertigt. Dazu wurde der Kunststoffblock vor und wahrend des Schneidens mit 50%
Ethanol benetzt. Der Schnitt wurde in einem Schalchen mit 70% Ethanol auf einen Objekttrager

aufgebracht, mit einem feuchten Papierblattchen bedeckt und durch etwas Druck mit einer Hand-

58



Material und Methode

rolle fest angedriickt. Ein zweiter Objekttrager wurde darauf gepresst und der Schnitt auf einer
warmen Platte getrocknet. Die Objekttrager wurden vor ihrer Verwendung mit einem dinnen Film
einer EiweiR-Glycerin-Losung (#P049.1, Roth) versehen und der Flissigkeitsanteil des Filmes

durch Hitze verdampft.

1.2.5.2.3. Masson-Goldner Farbung der Kunststoffschnitte

Das den Knochenschnitt umgebende Plastik wurde durch Azeton entfernt. Dazu wurden die
Schnitte 3x (10 min, RT) in Azeton inkubiert und anschliefend durch eine absteigende Ethanol-
reihe gewassert (100%, 98%, 80%, 70%, H,Oq4 je 3 min). Zuerst wurden die Schnitte in Hamato-
xylin (nach Gill Il, #T864.2, Roth) inkubiert (10 min) und anschlieRend in Leitungswasser geblaut
(10 min). Danach wurde in Saurefuchsin-Losung (6 min) gefarbt und in H,O4 und 1% Essigsaure
gewaschen, bevor die Schnitte in Phosphormolybdan-Lésung (2 min) inkubiert wurden. Im An-
schluss folgten drei Waschschritte in 1% Essigsaure, dann eine Farbung in Lichtgrinlésung (5
min), wieder drei Waschritte in 1% Essigsaure und eine rasche Entwasserung der Schnitte durch
Behandlung mit unverdiinntem Ethanol (2x 3 min). Vor dem permanenten Eindecken der Schnitte
mit Roti-Histokitt (#6638, Roth) und einem Deckglaschen wurden die Schnitte mit einem Xylol-
Ersatz-Produkt (Roti-Histol, #6640, Roth) behandelt (2 min).

1.2.5.3. Histomorphometrische Untersuchungen der Knochenschnitte

Zur histomorphometrischen Untersuchung wurden die Kunststoff-Knochenschnitte wie oben be-
schrieben nach der Masson-Goldner-Methode gefarbt und anschlielend evaluiert. Vor der Far-
bung wurden die noch plastizierten Schnitte unter Fluoreszenz-Anregung abfotografiert (Nikon

Imaging Center, Heidelberg), um die Calcein-Signale derselben Schnitte auswerten zu kénnen.

Als primare Spongiosa wurde der 120 um breite Bereich direkt unterhalb der Wachstumsfuge be-
trachtet. Als sekundare Spongiosa bezeichneten wir den trabekularen Bereich unter der primaren
Spongiosa bis hin zu einer Grenze in einem Abstand von 2 mm ausgehend von der Wachstums-
fuge. Neben der Spongiosa wurde auch der Kortex in diesem Bereich vermessen. Die Auswer-
tung folgte der international anerkannten ASBMR-Nomenklatur [219] (VII1.1.1.5).

1.2.5.4. Infrarot-Spektroskopie an Knochenproben

Die Infrarot-Spektroskopie ist ein Verfahren zur Probenanalyse und durfte selbstandig im For-

schungszentrum Karlsruhe bei Herrn D. Moss (Institut fir Synchrotronstrahlung, ANKA, Eggen-
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stein) nach Einfuhrung durch Herrn M. Sipfle durchgefihrt werden. Man macht sich bei dieser
Analyse die Eigenschaft zunutze, dass jedes Molekill im Infrarot-Spektrum eine individuelle Sig-
natur hinterlasst, also wie ein Fingerabdruck zugeordnet werden kann. Naturlich ist diese Eigen-
schaft in Mischproben nur eingeschrankt nutzbar, dennoch lassen sich z. B. Verhaltnisse zwi-
schen Substanzen errechnen. Um die Knochenproben mittels Infrarot-Spektroskopie zu untersu-

chen, wurden Knochen-Kunststoffschnitte (1 um) auf geeignete Objekttrager aufgebracht.

Als Messmethode wurde die Transmissions-Spektroskopie gewahlt, d. h. die Probe wurde unter
einem Mikroskop (Bruker IRSkope Il) Infrarot-Strahlung ausgesetzt (Bruker 66vs FTIR Spektrofo-
tometer) und der Teil der Strahlung, der die Probe durchdrang (also nicht absorbiert wurde) mit-
tels eines Detektors gemessen (MCT-Detektor). Die Objekttrager durften daher keine Absorption
im interessierenden Messbereich aufweisen, um das Signal nicht zu Gberdecken. Diese Bedin-
gungen wurden von den eingesetzten BaF,-Fenstern erfullt (#2540120c¢, Korth). Die Aufldsung
lag bei 4 cm™ (1024 Scans pro Messung). Der Messbereich hatte einen Durchmesser von 20,8
pMm und wurde entweder im Zentrum eines ausreichend grof3en Trabekels oder in der Mitte des

Kortex gewahlt.

Die Daten wurden zur Analyse einer Grundlinien-Korrektur unterzogen und mit Excel ausgewer-
tet. Dazu wurden die Spektren vor der Grundlinien-Korrektur zunachst normalisiert. Anschliefsend
wurden die folgenden Verhaltnisse betrachtet (in nm): 900-1200/1580-1720 (Mineral/Matrix) und
1117/900-1200 (saures Phosphat).

1.2.5.5. Biomechanische Untersuchungen an Knochenproben

1.2.5.5.1. Bestimmung der Mikrohérte

Um funktionale Aspekte der Knochenproben zu untersuchen, wurde die Mikroharte mit einem Vi-
ckers Stempel (MicroMet 5104, Buehler) ermittelt. Dazu wurde dieser Stempel so eingesetzt,
dass fur 10 Sekunden ein Gewicht von 10 Gramm auf die Knochenproben ausgelbt und an-
schlieRend der entstandene Abdruck vermessen wurde. Diese Untersuchungen wurden von ei-
nem Kooperationspartner (Herrn Y. Bala, Medizinische Fakultdt Laennec, Lyon, Frankreich)
durchgefihrt. Dazu wurden ihm die Kunststoffbléckchen mit den bereits angeschnittenen Kno-
chenproben Ubermittelt, so dass die Messungen am eingebetteten Knochen sowohl im Bereich
des Kortex als auch der Spongiosa durchgefiihrt werden konnten. Die der Mikroharte (kg/mm?)
zugrunde liegende Formel ist Hv = 1854,4 * P * d2 (P ist das applizierte Gewicht, d ist die durch-
schnittliche Lange der zwei Diagonalen des Abdrucks). Pro Probe erfolgten zehn Messungen an

verschiedenen Stellen.
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1.2.5.6. Untersuchungen an entmineralisierten Knochengeweben

1.2.5.6.1. Entkalkung der Knochenproben

Da durch die Einbettung von Knochenproben in Kunststoff nach der oben beschriebenen Metho-
de Immunfarbungen erschwert waren, wurden ausgewahlte Knochen zur Gefriereinbettung ent-
kalkt. Zu diesem Zweck wurden die bei der Tétung entnommenen Knochen zunéchst in 10% NBF
oder alternativ 4% Paraformaldehyd-Lésung fixiert (2 h, RT) und dann mit einer EDTA-LOsung (5-
10% EDTA, pH 7, 4°C) entkalkt. Fir einen typischen Knochen (Femur, Tibia) war eine Behand-
lung Uber zwei Wochen (Wechsel der Losung alle 2-3 Tage) ausreichend. Zur Vorbereitung auf
die anschlieRende Gefriereinbettung wurden die Knochen durch eine aufsteigende Saccharose-
Reihe (in PBS) gezogen (10% fir 1 h, RT / 20% fir 1 h, RT / 30% U. N. bei 4°C). Der entminerali-
sierte, weiche Knochen konnte dann in einem Kryostat mit Tissue-Tek (O.C.T. Compound,

#4583, Sakura) eingebettet und geschnitten werden. Die Schnittdicke lag zumeist bei 5 um.

1.2.5.6.2. X-Gal-Farbung entkalkter Knochenschnitte

Das Enzym B-Galaktosidase kann das Substrat X-Gal in eine Substanz umwandeln, die unter An-
wesenheit von Sauerstoff zu einem unléslichen blauen Farbstoff oxidiert. Diese Eigenschaft
macht man sich nicht nur in der Molekulargenetik (Blau-Wei-Screening von Bakterienkolonien
bei Klonierungen), sondern auch bei der Charakterisierung der Promoter-Spezifitdt konditioneller
Knockout-Mause zunutze. Um die Expression von Cre Uber den zu untersuchenden Promoter zu
untersuchen, wurden Gefrierschnitte von Knochen entsprechender Mause angefertigt und ge-
farbt. Dazu wurden die Knochenschnitte 3x in LacZ-Waschlésung (je 5 min, RT) vorbereitet und
dann in die LacZ-Farbeldsung Uberfihrt. Die Farbung fand bei 34°C (48 h) statt. Nach der Far-
bung wurde in PBS gewaschen und eine Kernfarbung mit Kernechtrot durchgeftihrt (5 min, RT).
Da Kernechtrot wasserldslich ist, mussten die Schnitte permanent eingedeckt werden (oben be-

reits flr die Masson-Goldner-Farbung genauer beschrieben, s. 11.2.5.2.3).

1.2.5.6.3. Immunfluoreszenz-Farbung entkalkter Knochenschnitte

Die Knochen wurden schon vor der Entkalkung fixiert, so dass fir die Immunfarbung keine wei-
tere Fixierung erforderlich war. Die Gefrierschnitte wurden mit einer FlUssigkeitsbarriere ummalt
(Pap pen, Sangyo), in PBS rehydriert und der Primarantikérper in der entsprechenden Verdiin-
nung auf die Schnitte gegeben (in PBS mit 5% Normalserum der Spezies, aus welcher der Se-
kundarantikérper stammte). Die Inkubation fand in einer feuchten Kammer statt (mind. 1 h bei RT

oder 0. N. bei 4°C). Danach wurde mindestens 3x mit PBS gewaschen (je 5 min, RT) und die In-

61



Material und Methode

kubation mit dem Sekundarantikorper angeschlossen (Prozedur entsprechend der des Primaran-
tikdrpers). Zumeist (Ausnahme s. u.) war der Sekundarantikérper mit einem Fluoreszenzfarbstoff
gekoppelt, so dass nach erneutem Waschen der Schnitte (wie zuvor) direkt mit einem wassrigen
Medium (Mowiol) und einem Deckglaschen eingedeckt werden konnte. Zur Darstellung der Zell-
kerne wurde dem Zweitantikorper haufig der fluoreszierende Kernfarbstoff DAPI (#6335.1, Roth)

in einer Konzentration von 0,3 ug/ml zugesetzt.

1.2.5.6.4. Chromogene Immunfarbung entkalkter Knochenschnitte

Um die histologische Auswertung zu erleichtern, wurden zwei Primarantikorper im Zusammen-
hang mit einer chromogenen Darstellung verwendet. Dies war erforderlich, um die einzelnen Zel-

len besser charakterisieren zu konnen, und betraf die Farbung gegen BrdU und Caspase-3.

Da BrdU (wie oben beschrieben, s. 11.2.1.3.3) in die DNA eingebaut wird, war es erforderlich, die
DNA der Zellen in den Gewebeschnitten zu denaturieren, um dem Antikérper eine Bindung zu
ermoglichen. Um dies zu erreichen, wurden die Schnitte in Zitratpuffer inkubiert (. N. bei 60°C),
nach dem Abkihlen auf RT kurz in PBS equilibriert (10 min) und mit dem Primarantikdrper be-
handelt (1 h, RT). Im Anschluss folgte zur Ausschaltung der endogenen Peroxidase eine Behand-
lung mit H,O, (frisch in PBS verdinnt, Endkonzentration 0,35%, 10 min, RT). Nach Waschen in
PBS (3x 5 min) schloss sich eine Behandlung mit dem Sekundarantikérper an (1 h, RT). Der Se-
kundarantikdrper war mit Meerrettich-Peroxidase (HRP) konjugiert, so dass eine Farbentwicklung
mit dem Vector NovaRed Substrate Kit for Peroxidase (#SK-4800, Linaris) durchgeflhrt werden
konnte. Nach erfolgreicher Farbreaktion wurde eine Kernfarbung (10 Sek) mit Hamatoxylin (nach
Gill Il, #T864.2, Roth) gemacht. Wie bereits fir die Masson-Goldner-Farbung beschrieben (s.
11.2.5.2.3) wurde danach geblaut, eine aufsteigende Alkohol-Reihe durchlaufen und die Schnitte

permanent eingedeckt.

Bei der Caspase-3-Farbung war keine Denaturierung erforderlich. Die Primarantikdrper-Inkuba-
tion wurde stets . N. (4°C) mit anschlieliender Inkubation bei RT (2 h) durchgefihrt. Der weitere

Ablauf entsprach dem fiir BrdU beschriebenen Protokoll.

1.2.5.7. Herstellung von Knochenlysaten

1.2.5.7.1. Herstellung von Proteinlysaten fiir Western Blotting

Zur Herstellung von Knochenlysaten wurden ausgewahlten Mausen Knochen (Femur und Tibia)

entnommen, grindlich von Muskeln und Geweberesten befreit und nach Abschneiden beider
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Knochenenden das Knochenmark mit Kochsalzlésung herausgespiilt. Die Knochen wurden dann
in flissigem Stickstoff eingefroren. Durch Bearbeitung der Knochen mit Mérser und Pistill in flis-
sigem Stickstoff wurde ein feines Knochenpulver erzeugt und dieses in einen Knochen-Lyse-
puffer, der mit Proteinase-Inhibitoren versetzt war (Cocktail Set |, #535142, Calbiochem, Merck)
aufgenommen. Zur optimalen Lyse wurde der Ansatz fir 24 h in einem Drehrad bei 4°C inkubiert.
Da Guanidin-HCI in dem Lysepuffer enthalten war und dieses mit dem Protein-Probenpuffer nicht
kompatibel war, wurden 100 pl Lysat mit 95% Ethanol (4°C, U. N.) geféllt. Das Prazipitat wurde
durch Zentrifugation (13000 g, 20 min, 4°C) pelletiert und das Pellet gewaschen (TBS 1:10 in
95% Ethanol, 2 h, 4°C). Nach erneuter Zentrifugation wurde das Pellet getrocknet und dann im
Protein-Probenpuffer aufgenommen. Um gleiche Mengen Protein verschiedener Knochenlysat-
Proben auf ein Gel aufzutragen, wurde eine Mengenbestimmung im Lysat gemacht und dann

vergleichbare Proteinmengen eingesetzt.

1.2.5.7.2. Herstellung von Proteinlysaten fiir eine Hydroxyprolin-Bestimmung

Da Kollagen Typ | reich an der spezifischen Aminosaure Hydroxyprolin ist, wurde der Kollagen-
gehalt von Knochenproben auf dieser Basis bestimmt. Hierzu wurde Knochenmaterial wie schon
fur die Herstellung von Knochenlysaten zur Proteinanalyse beschrieben gewonnen und mit flls-
sigem Stickstoff zermérsert. Zur Entkalkung wurde das Pulver in 0,2 M EDTA-L6sung (pH 7,2)
aufgenommen und flir 24-48 h auf einem Drehrad inkubiert (4°C). Durch Zentrifugation (13000 g,
20 min, 4°C) wurde das Knochenpulver pelletiert, die EDTA-LOsung entfernt und das Pellet mehr-
fach mit H,O4 gewaschen, um maoglichst alle EDTA-Reste auszuspulen. Nach der letzten Zentri-
fugation wurde das Pellet in 8 M Salzsaure aufgenommen und bei 116°C (12 bis 24 h) hydroly-
siert. Die anschlieRende Hydroxyprolin-Bestimmung erfolgte nach einer Methode, die der Litera-

tur enthommen war [220].

1.2.5.8. Bestimmung des Mineralgehalts des Knochens

1.2.5.8.1. Veraschung der Knochenproben

Zur Bestimmung des Mineralgehalts wurden Knochenproben verascht. Das bedeutet, ausge-
wahlte Proben (Tibia) wurden sorgfaltig frei prapariert und vortibergehend eingefroren (flissiger
Stickstoff, dann -80°C). Zur Untersuchung wurden sie auf Alufolie-Stiickchen gewogen (Nassge-
wicht), getrocknet (ca. 120°C, 2-12 h) und anschlieRfend erneut gewogen (Trockengewicht). Um
den organischen Knochenanteil zu verbrennen, wurden die Proben schrittweise (+200°C/h) auf
eine Temperatur von 600°C gebracht (18 h) und anschlieRend wieder abgekihlt (-200°C/h). Bei

dieser Veraschung blieb der Mineralanteil der Knochenproben zurlick, so das dieser Anteil nach
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erneutem Wiegen (Veraschungsgewicht) durch Verrechnung mit dem Nass- bzw. Trockengewicht
bestimmt werden konnte.

11.2.6. Nierenmethoden

11.2.6.1. Gefrierschnitte

Zur spateren Anfertigung von Gefrierschnitten wurden bei der Tétung der Tiere des Diabetes-
Experiments die Nieren enthommen und nach einer kurzen Behandlung mit kaltem 2-Methylbutan
(auch Isopentan genannt) in flissigem Stickstoff eingefroren. Um die Nieren schneiden zu kén-
nen, wurden sie spater in einem Kryostat mit Tissue-Tek (O.C.T. Compound, #4583, Sakura)
eingebettet. Die Schnittdicke lag bei 5 yum. Die Farbung der Schnitte erfolgte wie bereits fir den
Knochen beschrieben (11.2.5.6.3).

11.2.6.2. Paraffinschnitte

In der Abteilung unseres Kooperationspartners Herrn H.-J. Grone (DKFZ, Heidelberg) wurden
Nierenstlicke der Tiere des Diabetes-Experiments in Paraffin eingebettet, Schnitte der Nieren-
proben angefertigt und PAS (fir engl. ,periodic acid Schiff*) gefarbt. Bei dieser Farbemethode
entsteht ein Farbsignal durch die Reaktion mit nicht-substituierten Polysacchariden, neutralen

Mukopolysacchariden, Mukoproteinen, Glykoproteinen, Glykolipiden und Phospholipiden.

1.2.6.3. Beurteilung des GSI

Der GSI (fir engl. ,glomerular sclerotic index”) der PAS-gefarbten Nierenschnitte wurde mit dem
Programm QWin (Leica) ermittelt. Dazu wurden Aufnahmen der Glomeruli gemacht und mit Hilfe
des Programms ein Gitter Uber die Glomeruli gelegt. Fur jedes Kreuz dieses Gitters, das sich in-
nerhalb des Glomerulus befand, wurde bestimmt, ob es im Mesangium lokalisiert war oder nicht.

Pro Maus wurden 30 Glomeruli evaluiert.

64



Material und Methode

Abbildung I1.4: Evaluation des GSI (fur engl. ,glomerular sclerotic index®)
Uber den Glomerulus wird ein Gitter gelegt (griin) und fiir alle Knotenpunkte bestimmt, ob sie im Mesangium loka-
lisiert sind (wenn ja, roter Punkt). So erhalt man eine Aussage Uber den prozentualen Anteil des Mesangiums am

Kapillarknauel.

1.2.7. Statistische Auswertung

Die statistischen Analysen wurden mit dem SPSS statistical Package (Version 11.0, Chicago, IL,
USA) durchgefiihrt. Dabei wurde der t-Test verwendet. Um die Probenzahl zu erhéhen, wurden
die Daten der weiblichen und mannlichen Tiere vereint, da der Trend in beiden Gruppen stets in
die gleiche Richtung zeigte, also keine geschlechtsspezifischen Unterschiede erkennbar waren.
Hierzu wurden die Einzelwerte der Weibchen jeweils durch den Mittelwert der Weibchen geteilt
(gleiches flur die Mannchen), da Mannchen generell eine etwas hdhere Knochendichte (wirkt sich
auch auf sekundare Parameter aus) haben als Weibchen (geschlechtsneutralisierte Betrachtung).
Alle Fehlerraten sind als Standardfehler angegeben (SEM fiir engl. ,standard error of the mean®).

Die p-Werte beziehen sich stets auf zweiseitige Betrachtungen.
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lll. Ergebnisse

lll.1. Erzeugung der genetisch veranderten Versuchstiere

Fir verschiedene Experimente wurden genetisch veranderte Mause bendtigt, die in bestimmten
Zellen oder Geweben kein Fibronektin mehr bilden konnten. Dazu wurden Mause, in deren Fibro-
nektin-Gen loxP-Stellen inseriert waren (FN fl/fl), mit Mausen verkreuzt, die das Gen flir das En-
zym Cre Rekombinase unter der Kontrolle des gewtlinschten Promoters (Col, Mx oder Alb) tru-
gen. Die WurfgroRe in allen drei Linien (ColCre, MxCre, AlbCre) war vergleichsweise gering und
lag bei durchschnittlich etwa vier Mauswelpen pro Wurf. Um die konditionellen Knockouts und
Kontrollen in einem ahnlichen Zeitrahmen zu erhalten, war es daher erforderlich zunachst eine
ausreichend grofRe Elterngeneration zu erzeugen. Fir die in der vorliegenden Arbeit benétigten
etwa 350 Versuchstiere mussten insgesamt Uber 200 Verpaarungen der Elterngeneration durch-
gefiihrt werden, zu deren Erhalt wiederum im Vorfeld mehr als 100 Verpaarungen nétig waren.
Die hohe Tierzahl erklart sich u. a. dadurch, dass fir das Diabetes-Experiment (s. Ill.4) aus-
schlieRlich mannliche Tiere verwendet wurden. Mause sind ab einem Alter von 6-8 Wochen ge-

schlechtsreif. Die Trachtigkeit der Weibchen dauert drei Wochen.

Elterngeneration: Maus mit Cre Rekombinase-Gen unter Maus mit gefloxtem Fibronektin-Gen, welches unter
Kontrolle eines spezifischen Promoters Anwesenheit des Enzyms Cre Rekombinase zerstort wird
—e-fEEn- X — I ENGen -
F1-Tochtergeneration: —‘,_ Cre —

- mit oder ohne Cre

- alle heterozygot gefloxt oder x

— M ENGen -

Durch Verpaarung von Tieren der F1-Tochtergeneration untereinander oder mit Tieren aus der Elterngeneration entstehen unter anderem
Mause, die Cre und ein homozygot gefloxtes Fibronektin-Gen tragen (12,5%) sowie homozygot gefloxte Kontrollen ohne Cre (12,5%).

F2-Tochtergeneration:

—@—- Cre

X EEce, -
Mo -

ii

Versuchstiere:

Verpaarungen von Tieren der F2-Tochtergeneration untereinander erzeugen ausschlieBlich konditionelle Knockout-Mause (50%) und mit
ihnen verschwisterte Kontrollen (50%).

‘ = spezifischer Promoter Cre | = Cre Rekombinase-Gen _ = Fibronektin-Gen ’\» = loxP-Stelle

Abbildung IV.1: Verpaarungsschema zur Generierung konditioneller Knockout-Mause
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lI.2. Projekt A: Die Rolle des Osteoblasten-Fibronektins

Im Laufe der Knochenneubildung lagern die Osteoblasten eine Matrix ab (Osteoid), die Fibronek-
tin enthalt. Die Osteoblasten sind selbst in der Lage Fibronektin zu produzieren. Um die Rolle des
Osteoblasten-spezifischen Fibronektins in vivo zu untersuchen wurde mit konditionellen Knock-
out-Mausen gearbeitet. Bei diesen Mausen war das Fibronektin-Gen spezifisch in den Osteo-
blasten ausgeschaltet, so dass die knochenbildenden Zellen dieses Protein nicht mehr exprimie-

ren konnten. Zu diesem Zweck fand der Col-Promoter Verwendung (ColCre-Mauslinie).

lll.2.1. Nachweis der Spezifitat des Col-Promoters

Um die Spezifitdt des Col-Promoters abzusichern, wurden Tiere, die den Col-Promoter besalien,
mit ROSA26 Reporter Mausen verpaart [209]. Dieser spezielle Mausstamm tragt ein LacZ-Gen,
das jedoch nur unter Anwesenheit von Cre aktiviert wird, so dass jene Zellen, in denen der Col-
Promoter aktiv ist, damit beginnen, das Enzym (-Galaktosidase zu exprimieren [210]. Dieses En-
zym ist in der Lage das Substrat X-Gal zu einem blauen Farbstoff umzusetzen. Den zu unter-
suchenden Tieren wurden die Knochen entnommen, entkalkt, Gefrierschnitte angefertigt und mit
X-Gal gefarbt (Abb. 111.LA1). Das blaue Farbsignal in Osteoblasten und Osteozyten beweist, dass
die Cre Rekombinase (ausschlief3lich) in diesen Zellen aktiv ist. Dies deckt sich mit Untersuchun-

gen anderer Gruppen [221].

- -
- - .
e . -
- s -
ColCre-neg. ColCre-paos. - -
Abbildung I1l.A1: X-Gal-Farbung von Reporter-Mausen mit bzw. ohne Col-Promoter

Dargestellt ist die X-Gal-Farbung von Reporter-Mausen ohne (+/+ LacZ/+) und mit Col-Promoter (ColCre/+
LacZ/+). Im rechten Bild zeigt sich die Aktivitdt des Promoters durch eine Blaufarbung der Osteoblasten und

Osteozyten. Die Balken entsprechen 20 pm.
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ll.2.2. Erfolgreiche Ausschaltung iliber ColCre in Osteoblasten in

vitro

ll.2.2.1. Cre-Farbung kultivierter Osteoblasten

Bevor die konditionellen Osteoblasten-Fibronektin Knockout-Mause auf Veranderungen ihrer
Knochen untersucht werden konnten, musste zunachst sichergestellt werden, dass das Fibronek-

tin der Osteoblasten durch die Expression von Cre tatsachlich ausgeschaltet wurde.

Zu diesem Zweck wurden aus den konditionellen Knockout-Mausen (ColCre/+ FN fl/fl) sowie aus
Kontrollen (+/+ FN fl/fl) primare Osteoblasten aus den Schadeldachern neugeborener Mauswel-
pen isoliert. Um die isolierten Zellen zu Osteoblasten zu differenzieren, wurden sie mit Differen-
zierungsmedium kultiviert. Der Nachweis der Cre Rekombinase in den konditionellen Knockout-
Osteoblasten, nicht aber in den Kontroll-Osteoblasten, erfolgte mittels einer Immunfluoreszenz-
Farbung gegen Cre (Abb. 11l.A2). Bei den konditionellen Knockout-Osteoblasten zeigte sich eine
positive Farbung in zahlreichen Zellkernen der Kulturen (Gegenfarbung der Zellkerne mit DAPI).
Diese Cre-positiven Zellen befanden sich im Bereich der Kalziumphosphat-haltigen Knoten, die
man als in vitro Produkt reifer Osteoblasten betrachtet und die mit einer von Kossa-Farbung er-

folgreich schwarz angefarbt werden konnten.

A CT(Cre) QB CT(DAP)) B C cKO(Cre) D cKO (DAPI) lFE cKO (C+D)

Abbildung Ill.A2: Anti-Cre-Farbung kultivierter primarer Osteoblasten

Im Gegensatz zu den Kontrollen (CT) (A+B) konnten die aus konditionellen Knockout-Mausen (cKO) der ColCre-
Linie isolierten Osteoblasten nach Kultivierung unter mineralisierenden Bedingungen mit einem Antikérper gegen
Cre angefarbt werden (C). Durch eine Gegenfarbung der Kerne mit DAPI (D) ist beim Ubereinanderlegen der Bil-
der erkennbar, dass das Cre-Signal erwartungsgemal in den Zellkernen lokalisiert ist (E). Die fiir kultivierte mine-
ralisierende Osteoblasten typischen Knoten konnten mit der von Kossa-Methode angefarbt werden (F). Die Bal-

ken entsprechen 50 pm.
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l11.2.2.2. Isolation genomischer DNA aus den Osteoblasten

Es blieb zu beweisen, dass das Enzym Cre in den Osteoblasten der konditionellen Knockout-
Mause nicht nur anwesend war, sondern auch das Fibronektin-Gen durch Schnitte im Bereich der
loxP-Stellen zerstérte und damit die Expression des Proteins unmdglich machte. Aus diesem
Grund wurde genomische DNA aus den Zellen isoliert und eine PCR mit Primern durchgefihrt,
die 5" -upstream und 3’-downstream der loxP-Stellen des gefloxten Fibronektin-Gens gewahlt wa-
ren (Fwd3/Rev1). Eine nested PCR mit den Primern Fwd1 und Rev2 ergab ein kleineres PCR-
Produkt der konditionellen Knockout-Osteoblasten im Vergleich zu den Kontroll-Osteoblasten
(Abb. 1lII.A3). Der GroRenunterschied der DNA-Fragmente entsprach dem erwarteten Unter-
schied, der bei Deletion des Genbereichs zwischen den beiden loxP-Stellen entstehen musste.
Zur Sicherheit wurden zusatzlich beide Fragmente durch Sequenzierung verifiziert (Genterprise,
Mainz). Ein Teil der DNA der konditionellen Knockout-Kulturen war jedoch nicht zerschnitten wor-
den. Dies konnte (ber eine andere nested PCR mit dem Primer Rev3 (und Fwd1) gezeigt wer-
den, der im Bereich zwischen den loxP-Stellen gewahlt war, also nur binden konnte, wenn die
DNA nicht zerschnitten worden war. Hier gelang fir beide Kulturen der Nachweis mittels PCR
(keine Abbildung). Dass nicht die gesamte isolierte DNA der konditionellen Knockout-Osteo-
blasten zerschnitten war, liel3 sich durch kontaminierende Fibroblasten erklaren, die bei der Ge-
winnung priméarer Osteoblasten aus Maus-Calvariae stets in geringen Mengen mit isoliert und kul-
tiviert werden. Da der Col-Promoter spezifisch fiir Osteoblasten ist, wurde Cre in den kontaminie-
renden Fibroblasten nicht exprimiert und deren Fibronektin-Gen daher nicht ausgeschaltet.

Fwd1 Rev3 Rev2
Fwd3 we ﬁ e\./- e\‘/_ == Rev1

T ———  — ) RGN Foonen

Fwd1 Rev3 Rev2
Col Fwd3 . %= = = Revi

oy € e —  — > MTEGE - oo
InaKtv = \

:
|
Fidl_Rev2

Col Fwdd m RO et

cKO
—@{ire |- — RGO —  Fibryitin

C (aktiv)

Abbildung IIl.A3: PCR-Analyse mit aus Osteoblasten isolierter genomischer DNA

Im Gegensatz zur Kontrolle (CT) waren die aus den konditionellen Knockouts (cKO) isolierten Zellen positiv fur
den Col-Promoter (A). Eine nested PCR mit den Primern Fwd1/Rev2 ergab ein groRes Produkt fir die CT-
Kulturen und ein entsprechend kleineres Produkt fiir die cKO-Kulturen passend zur Deletion des Fibronektin-

Gens (B). Das Schema (C) zeigt die Lage der gewahlten Primer.

1.2.2.3. Bestimmung der Fibronektin-Produktion der Osteoblasten

Zur Sicherstellung einer erfolgreichen Ausschaltung des Osteoblasten-Fibronektins in den Kultu-

ren auf Proteinebene, wurden die Medienuberstande auf ihren Osteokalzin- und Fibronektin-
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gehalt getestet (mittels ELISA). Da Osteokalzin ein Marker fir reife Osteoblasten ist, wurde der
Fibronektingehalt durch den Osteokalzingehalt dividiert, um die Werte auf die tatsdchliche Menge
an Osteoblasten in jedem Well zu adjustieren (Abb. 1l1l.A4). Die Kulturen der konditionellen
Knockouts produzierten signifikant weniger Fibronektin Giber Osteokalzin (CT 18,3+4,2 vs. cKO
7,5%£1,2 in ug/ng, n=14/8, p<0,05). Die ColCre-positiven Osteoblasten wurden also tatsachlich
ausgeschaltet. Passend zu den Ergebnissen der DNA-Isolation und PCR zeigte sich in den Kultu-
ren der konditionellen Knockout-Osteoblasten ein Rest an Fibronektin, der durch kontaminieren-
de Fibroblasten erklarbar war. Die Anzahl kultivierter Osteoblasten pro Well (widergespiegelt im
absoluten Osteokalzingehalt der Medien) war dabei in Kontroll- und konditionellen Knockout-

Kulturen im Mittel in etwa gleich (CT 84,4+14,6 vs. cKO 88,0+£8,0 ng/ml, n=14/8, p=0,8).
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Abbildung I1l.A4: Bestimmung des Fibronektingehalts der Medientiberstande der Osteoblasten

Der Quotient von Fibronektin zu Osteokalzin der Kulturen der konditionellen Knockouts (cKO) ist im Vergleich zu

den Kontrollen (CT) signifikant vermindert.

l.2.3. In vivo Untersuchungen zum Fibronektin der Osteoblasten

lll.2.3.1. Fibronektingehalt des Knochens

11.2.3.1.1. Immunfluoreszenz-Farbung von Knochenschnitten

Nachdem die Ausschaltung des Osteoblasten-Fibronektins tber in vitro Experimente sicherge-
stellt worden war, wurden entkalkte Knochenschnitte von vier Monate alten M&usen der ColCre-
Linie gegen Fibronektin gefarbt. Uberraschenderweise ergaben die Farbungen, dass die Fibro-
nektinmenge in der extrazellularen Knochenmatrix der konditionellen Knockout-Mause nicht ge-
ringer war als in den Kontrollen (Abb. IlIl.A5). Dies widersprach der gangigen Meinung, dass es
sich bei dem Fibronektin der Knochenmatrix um das von den Osteoblasten produzierte Fibronek-
tin handelt. Tatsachlich scheint das Osteoblasten-spezifische Fibronektin jedoch hochstens einen

Teil dessen auszumachen. Die Suche nach alternativen Quellen des Fibronektins der Knochen-
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matrix war Teil eines weiteren Projekts, das weiter unten (s. 111.3) genauer beschrieben wird. Zum
Vergleich wurden die Knochenschnitte zusatzlich gegen Kollagen Typ | gefarbt, doch konnten

hier ebenfalls keine Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt werden.

PN CT (anti-Fibronektin) cKO (anti-Fibronektin) @Y CT (anti-Kollagen) cKO (anti-Kollagen)

Abbildung IIl.A5: Immunfluoreszenz-Farbung von Knochenschnitten der ColCre-Linie

Weder die Farbung gegen Fibronektin (A) noch gegen Kollagen Typ | (B) ergab deutliche Unterschiede zwischen
den Kontrollen (CT) und den konditionellen Knockouts (cKO). Die Zellkerne (DAPI) der Osteozyten in der Kno-
chenmatrix sind in blau dargestellt. Die Balken entsprechen 20 pm.

11.2.3.1.2. Fibronektin in Knochenlysaten

Zusatzlich zur Immunfluoreszenz-Farbung wurden Knochenlysate isolierter Schadeldacher 0-3
Tage alter Mauswelpen Uber Gelelektrophorese aufgetrennt und Gber Western Blotting auf Fibro-
nektin untersucht. Auch auf diesem Weg konnte keine deutliche Verminderung des Fibronektin-

gehalts des Knochens der konditionellen Knockouts festgestellt werden (Abb. [II.A6).

CT cKO
250 kDa
130 kDa J
Coomassie
Abbildung lll.A6: Western Blotting mit Knochenlysaten der ColCre-Linie anti-Fibronektin-Farbung

Das linke Bild zeigt das Fibronektinsignal der Knochenlysate von Mausen der ColCre-Linie. Es sind keine Unter-
schiede des Fibronektingehalts zwischen Kontrollen (CT) und konditionellen Knockouts (cKO) erkennbar. Das

rechte Bild zeigt eine Coomassie-Farbung der Membran als ungefahre Auftragskontrolle der applizierten Mengen.
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111.2.3.2. Knochendichte und -architektur

111.2.3.2.1. Untersuchung der Knochendichte mittels pQCT

Die Knochendichte (BMD fir engl. ,bone mineral density) der Mause der ColCre-Linie wurde mit-
tels peripherer quantitativer Computertomographie (pQCT) bestimmt, um zu ermitteln, ob das
Fehlen des Osteoblasten-Fibronektins einen Einfluss auf die Knochenmasse hatte (Tab. Ill.A1).
Tatsachlich zeigte sich, dass die trabekulare Knochendichte der konditionellen Knockouts signifi-
kant vermindert war (Abb. Ill.A7). Das bedeutet, das Fehlen des Osteoblasten-Fibronektins flihrte
zu einer geringeren Knochenmasse im Bereich der Spongiosa. Dies betraf sowohl heranwach-
sende Tiere (durchschnittliches Alter 6 Wochen, -10%) als auch ausgewachsene Tiere (4 Mona-
te, -12%).

Da die Messungen ex vivo stattfanden, handelte es sich bei diesen Gruppen um zwei separate
Experimente, die beide signifikant in dieselbe Richtung weisen. Die konditionellen Knockout-
Mause waren durchschnittlich etwas leichter, dieser Effekt war aber nicht konsistent signifikant.

Die mittleren Femurlangen unterschieden sich nicht signifikant voneinander (Tab. IIl.A1).
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Abbildung IIl.A7: Trabekulare Knochendichte der Mause der ColCre-Linie

Sowohl in jungen (6 Wochen) als auch in adulten (4 Monate) konditionellen Knockout-Mausen der ColCre-Linie
bewirkte das Fehlen des Osteoblasten-spezifischen Fibronektins eine signifikant verringerte trabekulare Knochen-
dichte (6 Wochen -10%, 4 Monate -12%).
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Tabelle lllLA1:  Knochendichte (pQCT) sowie allgemeine Durchschnittsdaten der ColCre-Linie
Die trabekulare Knochendichte der konditionellen Knockouts (cKO) war signifikant vermindert im Vergleich zu den

jeweiligen Kontrollen (CT). Geschlechtsneutralisierte Betrachtung. BMD = ,bone mineral density*“.

Gruppe CT (jung) cKO (jung) CT (adult) cKO (adult)
Alter 6 Wochen 6 Wochen 4 Monate 4 Monate
Tierzahl 26 25 34 25
Gewichtin g 23,4+0,8 22,3+0,8 *33,1+0,9 1*30,941,0

p=0,1 p=0,03
Femurlange in mm 14,6+0,2 14,3+0,2 16,3+0,0 16,3+0,0

p=0,1 p=1,0
BMD (Spongiosa) in *252+13 1*¥227+10 *298+14 126318
mg/cm’® p=0,04 p=0,048
BMD (Kortex) in 1162113 1137116 129016 128219
mg/cm?® p=0,2 p=0,3

* p<0,05

111.2.3.2.2. Untersuchung der Knochenarchitektur mittels uCT

Um die Ursache fir die verminderte Knochendichte genauer zu bestimmen, wurden die Knochen
der adulten Mause der ColCre-Linie (4 Monate) genauer mittels Mikro-Computertomographie
(MCT) untersucht (Tab. 1ll.LA2). Der Anteil von Knochenvolumen (BV fiir engl. ,bone volume*®) zu
Gewebsvolumen (TV fir engl. ,tissue volume*) der Spongiosa war in den konditionellen Knock-
outs zwar vermindert, jedoch knapp vor der Signifikanz (p=0,07). Die Anzahl der Trabekel hinge-
gen war signifikant um 7% verringert (Abb. 11l.A8). Deren durchschnittliche Dicke war zusatzlich

auch etwas geringer, jedoch nicht signifikant niedriger.
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Abbildung IIl.A8: Ultrastruktur der Knochenproben (uCT) der ColCre-Linie

Verglichen mit den Kontrollen (CT) hatten die konditionellen Knockout-Mause (cKO) signifikant 7% weniger Tra-
bekel. Dies war die Ursache fir die verminderte trabekuldre Knochendichte (vgl. pQCT 111.2.3.2.1).
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Tabelle lll.LA2:  Daten der Knochen-Ultrastruktur (uCT) der ColCre-Linie
Im Vergleich zu den Kontrollen (CT) hatteb die konditionellen Knockouts (cKO) signifikant weniger Trabekel. Ge-

schlechtsneutralisierte Betrachtung. BV = ,bone volume®, TV = tissue volume®, HA = Hydroxylapatit.

Gruppe CT cKO

Tierzahl 34 25

BV/TV in mm®mm?® 14,7+1,1 112,2+0,8 p=0,07
Trabekelzahl in 1/mm *4,9+0,1 174,5+0,1 p=0,04
Trabekeldicke in mm 0,048+0,001 10,046+0,001 p=0,1
Dichte des TV in mg HA/cm® 258112 1225110 p=0,05

* p<0,05

Es lie} sich somit klar herausstellen, dass die Uber pQCT ermittelte geringere trabekulare Kno-
chendichte auf eine geringere Trabekelzahl in den Knochen der konditionellen Knockouts zu-
rickging. Des Weiteren wurde das Ergebnis der pQCT-Analyse durch die Messung der Gesamt-
dichte des Gewebsvolumens (TV) bestatigt. Bei letzterer handelt es sich um eine zweidimensio-
nale Projektion der Gesamtdichte der Spongiosa auf ihre Flache (vergleichbar einer DEXA-
Messung), die bei den konditionellen Knockout-Mausen etwa 12% niedriger war (vergleiche 12%
beim pQCT, 111.2.3.2.1). Die DEXA-Messung ist eine in der Humanmedizin weit verbreitete Me-

thode zur Bestimmung der Knochendichte.

1.2.3.3. Zusammensetzung der Knochen

111.2.3.3.1. Untersuchung der Knochenkomposition mittels Infrarot-Spektroskopie

Um zu bestimmen, ob die Mineralisation des Knochens in Abwesenheit des Osteoblasten-Fibro-
nektins Defekte aufwies, wurden die Knochenproben mittels Infrarot-Spektroskopie auf ihre Zu-
sammensetzung hin untersucht. Weder im Bereich der Spongiosa, noch des Kortex konnten Un-
terschiede festgestellt werden (Verhaltnis Mineral zu Matrix CT 8,57+1,27 vs. 8,39+0,34, n=6/6,
p=0,9). Die verminderte trabekulare Knochendichte und Trabekelzahl schienen daher nicht auf

einen geringeren Mineralisierungsgrad zuriickzugehen.

1.2.3.4. Histomorphometrische Analyse der Knochen

11.2.3.4.1. Statische Histomorphometrie

Zur statischen histomorphometrischen Analyse der Knochen der adulten Mause der ColCre-Linie
wurden in Kunststoff eingebettete Knochen geschnitten, gefarbt (Masson-Goldner), abfotografiert
(NIC, Heidelberg) und am Computer analysiert (ImageJ, Wayne Rasband, NIH).
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Bei dieser Untersuchung (geschlechtsneutralisiert, n=11/11) stellte sich zunachst berraschend
heraus, dass die konditionellen Knockout-Mause im Vergleich zu den Kontrollen signifikante 44%
mehr Osteoblasten besallen. Dies zeigte sich in den absoluten Zahlen (CT 636137 vs. cKO
914166, p<0,05), aber auch korrigiert zur Knochenoberflache (CT 12,3+0,7 vs. cKO 17,3114,
p<0,01). Der Osteoidgehalt spiegelte diese Gegebenheit ebenfalls wieder. Das bedeutet, bei den
konditionellen Knockouts war ein signifikant groRerer Teil (26%) der Knochenoberflache mit
Osteoid besetzt (CT 27,6+2,0 vs. cKO 34,9+0,5 in %, p<0,05). Ahnliches (24%) gilt fir Osteoid-

volumen zu Knochenvolumen (CT 6,7+1,9 vs. 8,311,7 in %, p<0,05).

Da Osteoid, die von Osteoblasten produzierte, aber noch nicht mineralisierte Matrix darstellt,
schienen diese Ergebnisse zunachst im Widerspruch zu der verminderten Knochendichte zu ste-
hen. Schliellich bedeutet mehr Osteoid in den meisten Fallen auch mehr Knochenbildung, also
mehr Knochengewebe in der Folge. Dieser Widerspruch liel sich nicht durch vermehrten Kno-
chenabbau erklaren, da die Anzahl der aktiven Osteoklasten sich in beiden Gruppen nicht unter-
schied. Dies betraf sowohl die absoluten Zahl der Osteoklasten (CT 19,5+1,9 vs. cKO 19,5+1,5,
p=1,0) als auch die relativen Zahlen nach der Korrektur zur Knochenoberflache (CT 0,37+0,04
vs. cKO 0,36+0,02, p 0,71). Unter Hinzuziehung der Daten aus der dynamischen Histomorpho-

metrie ergab sich jedoch ein umfassenderes Bild (s. 111.2.3.4.3).

Abbildung I1l.A9: Masson-Goldner geférbte Knochenschnitte der ColCre-Linie

Im Vergleich zur Kontrolle (CT) ist im konditionellen Knockout (cKO) schon mit bloRem Auge wesentlich mehr
Osteoid (pink) zu erkennen (oben). Zur besseren Sicht wurden Abschnitte der Bilder vergrof3ert (unten). Der ver-
mehrte Osteoidsaum ist sowohl am Kortex, als auch im Bereich der Trabekel zu finden (Pfeile). Die Balken ent-
sprechen 200 pum.
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Abbildung I11.A10: Statische Histomorphometrie der Knochen der Mause der ColCre-Linie
Die statische Histomorphometrie der ColCre-Linie zeigte eine signifikante Erhéhung (41%) der Osteoblastenzahl
(A) und der Osteoidoberflache (26%) (B) der konditionellen Knockouts (cKO) verglichen mit den Kontrollen (CT).

11.2.3.4.2. Dynamische Histomorphometrie

Eine dynamische Histomorphometrie war mdglich, da die Mause zehn und drei Tage vor ihrer To-
tung den fluoreszierenden Mineralisationsmarker Calcein verabreicht bekommen hatten. Da Cal-
cein hochaffin fir Kalzium ist, wird es von den Osteoblasten lberall dort in den Knochen einge-
baut, wo zum Zeitpunkt der Verabreichung aktiv Knochen mineralisiert wird. Dabei kdnnen Ein-
zelmarkierungen, aber auch Doppelmarkierungen entstehen. Zu letzteren kommt es dann, wenn
zu beiden Zeitpunkten der Calcein-Gabe an derselben Stelle aktiv mineralisiert wurde. Der Ab-
stand zwischen beiden Markierungen ist jener Knochenanteil, der in den sieben Tagen zwischen
den beiden Calcein-Gaben kalzifiziert wurde. Die Knochenschnitte wurden zur dynamischen
Histomorphometrie vor der Masson-Goldner-Farbung unter Fluoreszenzanregung abfotografiert

(NIC, Heidelberg) und die Calcein-Markierungen vermessen (ImagedJ, Wayne Rasband, NIH).

Knochenmark

EM —> "

Knochen

Abbildung lll.A11: Beispiel eines Calcein-markierten Knochens einer Maus der ColCre-Linie
Unter dem Fluoreszenz-Mikroskop lieRen sich bei den Mausen, die zehn und drei Tage vor ihrer Tétung den Mi-
neralisationsmarker Calcein erhalten hatten, neben unmarkierten Stellen (UM) auch Bereiche finden, die mit Ein-

zelmarkierungen (EM) oder Doppelmarkierungen (DM) versehen waren.
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Die Daten der dynamischen Histomorphometrie ergaben separat betrachtet jedoch keine signifi-
kanten Veranderungen. Dies betraf sowohl die Mineralisierung als ,mineralizing surface® pro ,bo-
ne surface* (MS/BS: CT 31,9+1,8 vs. cKO 30,5%1,4 in %, n=11/11, p=0,5) als auch die Knochen-
bildung, die so genannte ,bone formation rate“ (BFR: CT 12,6+1,1 vs. cKO 10,8+0,6 mm*um/Tag,
n=11/11, p=0,2).

111.2.3.4.3. Kombination von statischer und dynamischer Histomorphometrie

Die Kombination der statischen und der dynamischen Histomorphometrie zeigte, dass die Anzahl
der Osteoblasten zwar erhdht, aber die Funktion der Zellen beeintrachtigt war. Dies spiegelten
zwei Parameter wieder: Die Aj. AR (fiir engl. ,adjusted apposition rate®) beschreibt die Knochen-
bildungsaktivitat einer Osteoblastengruppe in um pro Tag. Diese Rate war in den konditionellen
Knockout-Mausen um 34% signifikant vermindert (CT 0,77+0,04 vs. cKO 0,51+0,04 pm/Tag,
p<0,01). Die Osteoblasten der konditionellen Knockouts waren auf zellularer Ebene also weniger
produktiv. Zusatzlich zeigte sich aber auch ein signifikanter Effekt auf die Mineralisationsfahigkeit
Uber die MIt (fur engl. ,mineralization lag time*). Letztere stellt die Zeit dar, die von den Osteo-
blasten bendtigt wird, um das abgelagerte Osteoid zu mineralisieren. Da diese Zeit in den kondi-
tionellen Knockouts um 58% signifikant verlangert war (CT 8,3+0,7 vs. cKO 13,2+1,0 Tage,
p<0,01), kann man sagen, dass auch die Mineralisierungsleistung der Osteoblasten der konditio-

nellen Knockouts vermindert war (Abb. 111.A12).

Zusammenfassend konnte Uber die statische und dynamische Histomorphometrie die Erkenntnis
gewonnen werden, dass das Fehlen des Osteoblasten-spezifischen Fibronektins zwar zu einer

Erh6hung der Osteoblastenzahl flihrte, die Zellen selbst jedoch funktional beeintrachtigt waren.
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Abbildung I11.A12: Kombination statischer und dynamischer Histomorphometrie

Die ,adjusted apposition rate” (Aj. AR) ist die mineralisierende Knochenoberflache (um) multipliziert mit der ,mine-
ral apposition rate” (MAR), also dem Abstand zwischen zwei Doppelmarkierungen (um) dividiert durch die Osteo-
idoberflache (um) pro Tag. Sie war verglichen mit den Kontrollen (CT) in den konditionellen Knockout-Mausen
(cKO) signifikant verringert (34%). Letztere konnten also auf zellularer Ebene (pro Osteoblasten-Team) weniger
Knochen pro Tag bilden (A). Die ,mineralization lag time“ (MIt) wird errechnet, indem die mittlere Osteoiddicke
durch die Aj. AR dividiert wird. Hier zeigte sich, dass die Osteoblasten der konditionellen Knockout-Mause zur Mi-

neralisation signifikant mehr Zeit benétigten (58%) (B).
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11.2.3.4.4. Bestimmung der Raten von Proliferation und Apoptose

Um die Ursache der erhéhten Anzahl an Osteoblasten in den konditionellen Knockout-M&usen zu
ermitteln, wurde eine weitere Untersuchung durchgefihrt. Hierzu wurde mit den sechs Wochen
alten Tieren der ColCre-Linie gearbeitet. Diesen Tieren wurde eine Stunde vor der Totung BrdU
als Proliferationsmarker injiziert. Die entnommenen Knochen wurden fixiert, entkalkt und Gefrier-
schnitte angefertigt, die mit einem BrdU-spezifischen Antikbrper chromogen gefarbt wurden. Bei
der Evaluation wurden alle BrdU-positiven Pra-Osteoblasten ausgezahlt (Abb. I11.A13). Diese sit-
zen nahe bei den Osteoblasten, haben aber im Gegensatz zu letzteren ihre Teilungsfahigkeit
noch nicht aufgegeben [84]. Die Proliferationsraten zeigten keine Unterschiede zwischen den
Gruppen (CT 6,4+0,7 vs. cKO 6,6+0,7 in %, n=8/8, p=0,8).

Zur Bestimmung der Apoptoseraten wurden Gefrierschnitte derselben Schnittserien auch gegen
den Apoptosemarker aktive Caspase-3 gefarbt. Die Anzahl der apoptotischen Osteoblasten pro
Gesamtzahl der Osteoblasten war jedoch nicht signifikant verandert in den konditionellen Knock-
outs (CT 6,2+0,5 vs. cKO 6,7+0,3 in %, n=9/8, p=0,5).

Dabei ist hervorzuheben, dass die signifikant erhéhte Anzahl der Osteoblasten korrigiert zur Ge-
samtknochenoberflache (Abb. IlI.A14) in diesem Experiment fiir die Gruppe der heranwachsen-
den (6 Wochen) konditionellen Knockout-Mause bestatigt werden konnte (CT 16,0+1,1 vs. cKO
20,8+1,3 n=9/8, p=0,01), obwohl weder die Proliferations- noch die Apoptoserate verandert wa-

ren.
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Abbildung I1l.A13: Proliferations- und Apoptoseraten der ColCre-Linie

Trotz einer signifikant erhdhten Zahl der Osteoblasten pro Knochenoberflache der 6 Wochen alten konditionellen
Knockout-Mause (cKQO) im Vergleich zu ihren Kontrollen (CT), konnten weder Unterschiede in der Proliferation
der Pra-Osteoblasten (A) noch in der Anzahl apoptotischer Osteoblasten (B) festgestellt werden (in % zur absolu-

ten Anzahl der Osteoblasten).
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Abbildung Ill.A14: Erhohte Osteoblastenzahl auch in jungen Tieren der ColCre-Linie

Fir die Bestimmung der Proliferations- und Apoptoseraten der Osteoblasten von Mausen der ColCre-Linie wurde
mit den heranwachsenden Tieren gearbeitet. Auch bei dieser Gruppe konnte eine signifikant erhdhte Anzahl

(+30%) der Osteoblasten festgestellt werden (vgl. Erwachsene, s. 1V.2.3.4.1).

Vermutlich ist die Differenzierung der Osteoblasten durch das Fehlen des Osteoblasten-spezi-
fischen Fibronektins verlangsamt. Dadurch hat sich wahrscheinlich recht friihzeitig ein Gleichge-
wicht auf einem héheren Niveau eingependelt, das zu einer stabil erhéhten Osteoblastenzahl in

heranwachsenden und erwachsenen konditionellen Knockout-Mausen fihrte.

111.2.3.4.5. Bestimmung der Osteozytenzahlen der ColCre-Linie

Da ein Osteoblast drei Schicksalswege einschlagen kann (Apoptose, ruhende Deckzelle oder
ausdifferenzierter Osteozyt, s. 1.2.3.1.3), wurde Uberprift, ob die erhdhte Osteoblastenzahl eine
direkte Auswirkung auf die Zahl der Osteozyten in der Knochenmatrix hatte. Untersucht wurden
hierbei die Knochenschnitte der adulten Tiere der ColCre-Linie. Drei voneinander getrennte Ana-
lysen lieRen keinen Trend zu einer Erhéhung der Osteozytenzahlen (Osteozyten/mm? Knochen)
erkennen (1. Kortex CT 51510 vs. cKO 564132, n=6/5, p=0,1; 2. Kortex CT 406+39 vs. cKO
374123, n=6/6, p=0,5; 3. Trabekel CT 635+51 vs. 559+30, n=12/10, p=0,2). Dies stltzte die The-
se, dass das Fehlen des Osteoblasten-spezifischen Fibronektins deren Differenzierung verlang-

samte und sich so ein Gleichgewicht auf einem etwas héheren Niveau einpendelte.

11.2.3.5. Untersuchung der Blutproben mittels ELISA

111.2.3.5.1. Untersuchung des Osteokalzingehalts des Blutes

Das Osteokalzin wird spezifisch von den reifen Osteoblasten sezerniert. Sein Serumspiegel ist
daher ein Marker fir die Gesamtzahl differenzierter Osteoblasten. Aus diesem Grund wurde das
Serum der adulten Mause der ColCre-Linie auf seinen Osteokalzingehalt hin untersucht. Es

konnte jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden
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(CT 46,4+3,9 vs. cKO 47,1+6,6 ng/ml, n =15/10, p=0,9). Da die Anzahl der Osteoblasten in den
konditionellen Knockouts jedoch signifikant erhéht war (auch absolut), bestatigte dieser Befund
die Annahme, dass die Differenzierung der Osteoblasten bei Fehlen des Osteoblasten-spezifi-

schen Fibronektins mdglicherweise verlangsamt war.

111.2.3.5.2. Untersuchung des Fibronektingehalts des Blutes

Im Hinblick darauf, dass der Fibronektingehalt in der Knochenmatrix der konditionellen Knockout-
Mause der ColCre-Linie nicht deutlich verringert war (s. 111.2.3.1), wurde auch der Fibronektinge-
halt des Plasmas der adulten Mause der ColCre-Linie bestimmt, um eine Art Gegenkompensati-
on als mdgliche Ursache zu tberprifen. Die Bestimmung mittels ELISA ergab jedoch keine signi-
fikant veranderten Werte (CT 17719,4 vs. cKO 194+12,1 ug/ml, n=33/23, p=0,2).

lIl.3. Projekt B: Die Rolle des Plasmafibronektins der Le-

ber im Knochen

l.3.1. Zirkulierendes Fibronektin gelangt in den Knochen

111.3.1.1. Fibronektin der kranken Leber im Knochen

Im Rahmen einer Humanstudie, die durch in vitro Experimente von Doktorandin Frau N. Kawelke
und mir erweitert und bereits publiziert wurde [51] (Artikel im Anhang), stellte sich die Frage, ob
Fibronektin, das in der Leber gebildet wird, im Knochen eine Rolle spielen kann. In diesem Zu-
sammenhang wurde untersucht, ob eine besondere Isoform des Fibronektins, das onkofétale
Fibronektin (oFN), es vermag, in den Knochen zu gelangen. Diese besondere Isoform ist im Blut
von Patienten, die an einer chronisch cholestatischen Lebererkrankung, der primaren biliaren Zir-
rhose, leiden, signifikant erhoht (Kontrollen 3,0 vs. Patienten 4,3 ug/ml, p<0,05). Da diese Er-
krankung mit einem erhdhten Frakturrisiko einhergeht (hepatische Osteodystrophie) und die oFN-
Blutlevels der Patienten negativ mit der Menge des im Blut zirkulierenden Osteokalzins korreliert
waren (r = -0,57, p<0,05), entstand die Hypothese, dass diese besondere Isoform, die von der

kranken Leber gebildet wird, sich im Knochen negativ auf die Osteoblasten auswirkt.
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Um sicherzustellen, dass onkofétales Fibronektin von auf3en in den Knochen gelangen kann,
wurde oFN-haltiges Fibronektin aus amniotischer Flissigkeit aufgereinigt, mit einem Fluoreszenz-
farbstoff markiert (Oyster 500) und an drei aufeinander folgenden Tagen intraperitoneal in Mause
injiziert (insgesamt ca. 2,8 mg mit etwa 26 Molekiilen Oyster pro Fibronektin-Dimer) (Abb. 111.B1).

Weitere in vivo Experimente mit Mausen sowie in vitro Untersuchungen an primaren murinen
Osteoblasten ergaben, dass flr den Knochendichteverlust, welchen Patienten mit primarer bilia-
rer Leberzirrhose erleiden, das onkofétale Fibronektin verantwortlich ist, dass in der kranken Le-
ber gebildet wird [51].

aFN-Oyster Alizarinkomplexon

c nur Oyster Alizarinkomplexon

Abbildung IIl.B1: Markiertes aFN infiltriert groRe Teile der Knochenmatrix

Intraperitoneal in Mause injiziertes fluoreszenzmarkiertes Fibronektin aus amniotischer Flissigkeit (aFN) erreichte
die Knochenmatrix (A). Der Fluoreszenzfarbstoff alleine wurde nicht eingelagert (C). Die Infiltration des Fibronek-
tins war nicht auf den Ort aktiver Mineralisation (Marker Alizarinkomplexon) begrenzt (B+D). Die Balken entspre-
chen 200 pm.

l1.3.1.2. Plasmafibronektin gelangt in den Knochen

Wie in 1.2.6.3 beschrieben ist nicht nur die anfangliche Anwesenheit des Fibronektins fir die Bil-
dung einer Kollagenmatrix notwendig, sondern auch dessen kontinuierliche Prasenz ist von Be-

deutung. Das Plasmafibronektin, das von den Hepatozyten der Leber gebildet wird, kommt in re-
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lativ hohen Mengen im Blut vor (s. 1.1), so dass man die Leber fir eine kontinuierliche Versor-
gung des Knochens mit Fibronektin in Betracht ziehen kann. Da sich das Plasmafibronektin vom
onkofétalen Fibronektin unterscheidet, wurde das Injektions-Experiment mit aufgereinigtem hu-
manem Plasmafibronektin wiederholt. Das Plasmafibronektin wurde mit einem Fluoreszenzfarb-
stoff markiert (Oyster 500) und an drei aufeinander folgenden Tagen intraperitoneal in Mause inji-
zZiert (insgesamt ca. 2 mg mit etwa 23 Molekilen Oyster pro Fibronektin-Dimer). Die Kontroll-
Mause erhielten nur den Farbstoff, um unspezifische Reaktionen auszuschlief3en, und als Mine-

ralisationsmarker wurde Alizarinkomplexon verabreicht.

Bei der Toétung wurden neben den Knochen (Tibia, Femur) auch zahlreiche andere Proben ent-
nommen (Blut, Urin, Muskel, Gehirn, Haut, Lunge, Herz, Milz, Vena cava, Aorta, Leber, Niere,
Blase, Magen, Dinndarm, Dickdarm, Pankreas, Auge, Trachea, Zunge, Niere). Die Un-
tersuchung der Knochenproben ergab ein mit dem aFN-Oyster-Versuch tbereinstimmendes Bild.
Es zeigte sich eine flachige Einlagerung des markierten Fibronektins in gro3en Teilen der Kno-
chenmatrix (Abb. II1.B2). Des Weiteren konnte eine Einlagerung des Fibronektins in der Niere be-
obachtet werden, worauf in Projekt C (lll.4 Fibronektin in der diabetischen Nephropathie) genauer

eingegangen wird.

Alizarinkomplexon

nur Oyster Alizarinkomplexon

C
Abbildung 11l.B2: Markiertes pFN infiltriert grof3e Teile der Knochenmatrix
Intraperitoneal in Mause injiziertes fluoreszenzmarkiertes Plasmafibronektin (pFN) erreichte die Knochenmatrix
(A). Der Fluoreszenzfarbstoff alleine wurde nicht eingelagert (C). Die Infiltration des Fibronektins war nicht auf

den Ort aktiver Mineralisation (Marker Alizarinkomplexon) begrenzt (B+D). Die Balken entsprechen 125 ym.
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lll.3.2. Effekt der Ausschaltung des Plasmafibronektins in Mausen

11.3.2.1. Erfolgreiche Ausschaltung tiber den Mx- und den Alb-Promoter

11.3.2.1.1. Beweis der Ausschaltung des Plasmafibronektins liber ELISA

Die Rolle des Plasmafibronektins fiir den Knochen sollte mit Hilfe konditioneller Knockout-Mause
untersucht werden. Da das Plasmafibronektin als Iosliche Fibronektin-Isoform im Blut zu finden
ist, konnte der Ausschaltungsgrad anhand des Fibronektingehalts des Plasmas erfasst werden.

Dazu wurden die murinen Plasmaproben mittels eines pFN-ELISAs untersucht.

Es liel sich ein Ausschaltungsgrad von mehr als 95% flr beide Linien feststellen (Abb. 111.B3).
Die Ausschaltung tber den Mx-Promoter (CT 157,1+12,8 vs. cKO 4,6£0,2 pg/ml, n=7/26,
p<0,001) war generell noch etwas besser als Uber den Alb-Promoter (CT 131+£8,1 vs. cKO
6,210,4 ug/ml, n=7/41, p<0,001), dieses sogar signifikant (Mx 4,6£0,2 vs. Alb 6,2+0,4 pg/ml,
n=26/41, p<0,01). Es ist zu unterstreichen, dass die Ausschaltung lGiber den Alb-Promoter spezifi-
scher ist, aber erst im Alter von 8-12 Wochen stattfindet. Die Ausschaltung tber den Mx-

Promoter hingegen ist zuverlassiger und wurde bereits im Alter von 4-5 Wochen induziert.
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Abbildung IIl.B3: Erfolgreiche Fibronektin-Ausschaltung tiber Mx/Alb-Promoter (ELISA)

Die konditionellen Knockout-Mause hatten signifikant weniger Plasmafibronektin (pFN) in ihrem Blut. Dabei war

die Ausschaltung Gber den Mx-Promoter (2,9% Rest-pFN) signifikant besser als Giber den Alb-Promoter (4,7%).

111.3.2.1.2. Beweis der Ausschaltung des Plasmafibronektins iiber Western Blotting

Zusatzlich zur ELISA-Analyse wurden auch Plasmaproben (je 1 pl) der Mause der MxCre- und
AlbCre-Linie Uber Protein-Gelelektrophorese aufgetrennt und der Plasmafibronektingehalt mittels
der Methode des Western Blottings betrachtet. Der Unterschied zwischen konditionellen Knock-

out-Mausen und Kontrollen war dabei ebenfalls deutlich zu sehen (Abb. 111.B4).
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MxCre-Linie AlbCre-Linie
CT cKO CT cKO CT cKO CT cKO
: N : 2\
250 kDa — 250 kDa —
130 kDa — A B 130 KkDa — c D
anti-pFN Coomassie anti-pFN Coomassie
Abbildung Ill.B4: Erfolgreiche Fibronektin-Ausschaltung tiber Mx/Alb-Promoter (WB)

Bei beiden Linien (A+C) zeigte sich im Western Blotting im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen (CT) ein deut-
lich reduziertes Fibronektin-Signal in den Plasmaproben der konditionellen Knockouts (cKO). Die Coomassie-
Farbung der Membranen (B+D) diente als Mengenauftragskontrolle (je 1 pl Plasma). Bei genauem Hinsehen ist
sogar die fur Plasmafibronektin typische Doppelbande bei den Kontrollen (Pfeile), nicht aber in den Laufspuren

der konditionellen Knockout-Mause zu erkennen.

11.3.2.2. Untersuchung des Fibronektingehalts des Knochens

111.3.2.2.1. Immunfluoreszenz-Farbung von Knochenschnitten

Nachdem die Ausschaltung des Plasmafibronektins in beiden Linien (MxCre und AlbCre) Gber
ELISA und Western Blotting nachgewiesen worden war, wurden entkalkte Knochenschnitte mit-
tels eines Antikérpers gegen Fibronektin gefarbt. Insbesondere bei den konditionellen Knockout-
Mausen der MxCre-Linie zeigte sich ein deutlich geringeres Signal in der extrazellularen Kno-
chenmatrix (Abb. Ill.B5). Zum Vergleich wurden die Knochenschnitte auch gegen Kollagen Typ |

gefarbt, doch konnten hier keine nennenswerten Unterschiede festgestellt werden.

A CT (anti-Fibronektin) W cKO (anti-Fibronektin) B CT (anti-Kollagen)

cKO (anti-Kollagen)

Abbildung II.B5: Immunfluoreszenz-Farbung von Knochenschnitten der MxCre-Linie

Die Farbung gegen Fibronektin (A) zeigte einen deutlich reduzierten Fibronektingehalt der extrazellularen Kno-
chenmatrix der konditionellen Knockout-Mause (cKO) im Vergleich zu den Kontrollen (CT). Bezilglich des Kolla-
gens Typ | waren jedoch keine deutlichen Unterschiede zwischen den Gruppen auszumachen (B). Die Zellkerne

(DAPI) der Osteozyten in der Knochenmatrix sind in blau dargestellt. Die Balken entsprechen 20 ym.
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111.3.2.2.2. Untersuchung von Knochenlysaten mittels Western Blotting

Zusatzlich zur Immunfluoreszenz-Farbung wurden Knochenlysate von Réhrenknochen (Femur,
Tibia) angefertigt, nachdem die Knochen zuvor griindlich von Muskeln und Geweberesten befreit
und das Knochenmark herausgespult worden war. Die Knochenlysate wurden Uber eine Protein-
Gelektrophorese aufgetrennt und der Fibronektingehalt mittels Western Blotting analysiert (Abb.
IV.B6). Tatsachlich konnte der Befund der Immunfluoreszenz-Farbung fir die Tiere der MxCre-
Linie bestatigt werden. Erneut war ein wesentlich geringerer Fibronektinanteil in den Proben der
konditionellen Knockout-Mause nachweisbar. Die Resultate der AlbCre-Linie waren weniger deut-

lich, vermutlich aufgrund der spateren und weniger effizienten Ausschaltung durch den Alb-Pro-

moter.
CT cKO CT cKO
250 kba —
130kDa __  anti-FN Coomassie
Abbildung IIl.B6: Western Blotting von Knochenlysaten der MxCre-Linie

Das linke Bild zeigt das Fibronektinsignal der Knochenlysate von Mausen der MxCre-Linie. Es ist eine deutliche
Reduktion des Fibronektingehalts der Knochenmatrix der konditionellen Knockouts (cKO) im Vergleich zu den
Kontrollen (CT) erkennbar. Das rechte Bild zeigt eine Coomassie-Farbung der Membran als ungeféhre Auftrags-

kontrolle der applizierten Mengen.

111.3.2.3. Knochendichte und -architektur

1l1.3.2.3.1. Untersuchung der Knochendichte mittels pQCT

Die Knochendichte von Mausen der MxCre- und der AlbCre-Linie wurde mittels peripherer quanti-
tativer Computertomographie (pQCT) bestimmt, um zu ermitteln, ob das Fehlen des Plasmafibro-
nektins einen Einfluss auf die Knochendichte hatte. Bei der AlbCre-Linie wurden nur die weibli-
chen Tiere in die Auswertung aufgenommen, da es in der Gruppe der mannlichen Tiere unver-
haltnismafig starke Gewichtsunterschiede gab.

Tatsachlich zeigte sich, dass die trabekuldre Knochendichte der konditionellen Knockouts beider

Linien signifikant vermindert war (Abb. IlI.B7). Konkret flihrte die Ausschaltung des Plasmafibro-

nektins zu einer geringeren Knochenmasse im Bereich der Spongiosa (Tab. 111.B1).

85



Ergebnisse

(Y)A

€ _

S 300 * p<0,05 T
E ——1cKO
2

S 200 * .

© o

C

q_) — —

<

[&]

2

¥ 1004

o

E

>

X

0]

g o

= MxCre-Linie AlbCre-Linie

Abbildung IIl.B7: Trabekulare Knochendichte der Mause der MxCre- und der AlbCre-Linie

Verglichen mit den jeweiligen Kontrollen (CT) lief3 sich sowohl in den konditionellen Knockout-M&usen (cKO) der
MxCre- als auch der AlbCre-Linie eine signifikante Verminderung der trabekuldren Knochendichte feststellen
(MxCre -12%, AIbCre -16%).

Tabelle lIl.B1:  Knochendichte (pQCT) sowie weitere Daten der MxCre- und AlbCre-Linie

Die trabekulare Knochendichte der konditionellen Knockouts (cKO) war signifikant vermindert im Vergleich zu den
jeweiligen Kontrollen (CT). Beziiglich des Koérpergewichts und der Femurlangen gab es keine nennenswerten Un-
terschiede zwischen den Gruppen. Geschlechtsneutralisierte Betrachtung. Bei der AlbCre-Linie wurden nur weib-

liche Mause bericksichtigt. BMD = ,bone mineral density“.

Gruppe CT (MxCre) cKO (MxCre) CT (AlbCre) cKO (AlbCre)
Alter 6 Monate 6 Monate 6 Monate 6 Monate
Tierzahl 35 26 18 12
Gewichting 34,2+0,8 35,1+£1,2 32,540,9 33,9+1,3
p=0,5 p=0,4
Femurlange in mm 16,4+0,1 16,4+0,1 16,7+0,1 16,8+0,2
p=0,7 p=0,7
BMD (Spongiosa) in **20416 1**179 15 **188+6 1**157+16
mg/cm?® p=0,001 p=0,002
BMD (Kortex) in 130514,6 11295445 133614,5 1*¥1316+7,2
mg/cm?® p=0,1 p=0,02

*p<0,05 ** p<0,005

111.3.2.3.2. Untersuchung der Knochenarchitektur mittels uCT

Um die Ursache fir die verminderte Knochendichte genauer zu bestimmen, wurden die Knochen
der MxCre- und AlbCre-Linie genauer mittels Mikro-Computertomographie (UCT) untersucht
(Tab. 111.B2). Bei den Tieren der AlbCre-Linie wurden fir die yCT-Messung erneut nur die Kno-

chen der weiblichen Tiere vermessen (s. 1V.3.2.3.1).
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Der Anteil von Knochenvolumen (BV fiir engl. ,bone volume®) zu Gewebsvolumen (TV fir engl.
Jlissue volume®) der Spongiosa (Abb. 111.B8) war in den Knochen der konditionellen Knockouts
beider Linien signifikant vermindert (MxCre -23%, AlbCre-Weibchen -35%). Die Zahl der Trabekel
war ebenfalls in beiden Linien signifikant niedriger (MxCre -9%, AlbCre-Weibchen -13%). Im Ge-
gensatz dazu konnte bezlglich der Trabekeldicke kein Unterschied zwischen konditionellen
Knockout-Mausen und Kontrollen festgestellt werden. Es lieR sich also klar herausstellen, dass
die Uber pQCT ermittelte geringere trabekuldre Knochendichte auf eine geringere Trabekelzahl in
den Knochen der konditionellen Knockouts zurtickging und die Mikroarchitektur der Mause beim
Fehlen des Plasmafibronektins deutlich verschlechtert war. Des Weiteren wurde das Ergebnis
der pQCT-Analyse Uber die Gesamtdichte des Gewebsvolumens (TV) bestatigt, einer zwei-
dimensionalen Projektion der Gesamtdichte der Spongiosa auf ihre Flache (vergleichbar einer
DEXA-Messung, s. 111.2.3.2.2), die bei den konditionellen Knockout-Mausen signifikant niedriger
war (MxCre -16%, AlbCre-Weibchen -27%).

6 * p<0,05 10.0- * p<0,05
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A cT cKO B cT cKO

Abbildung 111.B8: Ultrastruktur (uCT) der MxCre-Linie
Verglichen mit den Kontrollen (CT) hatten die konditionellen Knockouts (cKO) signifikant weniger Trabekel (9%)

(A) sowie weniger Knochenvolumen (BV) pro Gewebevolumen (TV) bezogen auf die Spongiosa (23%) (B).

Tabelle 1ll.B2:  Daten uber die Knochen-Ultrastruktur (uCT) der MxCre- und AlbCre-Linie
Im Vergleich zu den Kontrollen (CT) hatten die konditionellen Knockout-Mause (cKO) signifikant weniger Tra-
bekel. Geschlechtsneutralisierte Betrachtung. Bei der AlbCre-Linie wurden nur weibliche Mause berticksichtigt.

BV = ,bone volume*, TV = tissue volume®, HA = Hydroxylapatit.

Gruppe CT (MxCre) cKO (MxCre) CT (AlbCre) cKO (AlbCre)
Tierzahl 35 26 18 12
BV/TV in mm%mm?® *8,1+0,7 1*6,2+0,4 *6,9+0,8 1*4,50,7
p=0,03 p=0,04
Trabekelzahl in 1/mm *3,9810,10 173,6410,07 *3,47+0,11 1*3,01£0,16
p=0,01 p=0,02
Trabekeldicke in mm 0,042+0,002 | 0,042+0,002 | 0,045+0,001 0,044+0,002
p=0,99 p=0,8
Dichte des TV in mg/ccm HA *179+9 1*150+5 *158+11 1*115+11
p=0,01 p=0,01
* p<0,05
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lll.3.2.4. Zusammensetzung/Eigenschaften der Knochen

11.3.2.4.1. Untersuchung der Knochenkomposition mittels Infrarot-Spektroskopie

Die Infrarot-Spektroskopie ermoglicht es Verhaltnisse zwischen verschiedenen Substanzen in ei-
ner Probe zu bestimmen. Dabei absorbiert im Knochen das Phosphat im Bereich 900-1200 nm
und das Protein im Bereich 1590-1720 nm. Setzt man Phosphat und Protein zueinander ins Ver-
haltnis, so erhalt man das Verhaltnis des Minerals zur Matrix. Diese Messungen wurden an der
MxCre-Linie mit je sechs Knochenschnitten pro Gruppe und neun Messpunkten pro Probe durch-
geflhrt. Dabei stellte sich heraus, dass das Mineral/Matrix-Verhaltnis in den konditionellen
Knockout-Mausen signifikant um 12% vermindert war (CT 9,91+0,32 vs. cKO 8,76+0,20,
p<0,005). Das bedeutet, auf einen Protein-Teil kam in den konditionellen Knockouts ein kleinerer
Mineral-Teil (Abb. I11.B9). Auch enthielt der Knochen der konditionellen Knockout-Mause signifi-
kant mehr saures Phosphat (CT 0,0131+0,0001 vs. cKO 0,0136+0,0001, p<0,01), also eine et-

was andere Mineralzusammensetzung im Vergleich zu den Kontrollen (1117 nm zu 900-1200

nm).
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Abbildung IIl.B9: Infrarot-Spektroskopie mit Proben der MxCre-Linie

Die Analyse der Infrarot-Spektren ergab, dass das Verhaltnis von Mineral/Matrix im Vergleich zu den Kontrollen

(CT) in den konditionellen Knockouts (cKO) der MxCre-Linie signifikant vermindert war.

111.3.2.4.2. Untersuchung der Mikrohéarte der MxCre-Linie

Zusatzlich zur Infrarot-Spektroskopie wurden ausgewahlte Knochen der MxCre-Linie hinsichtlich
ihrer biomechanischen Eigenschaften untersucht. Dazu wurden die Knochenproben von einem
Kooperationspartner (Y. Bala, Lyon, Frankreich) einer Analyse der Mikroharte unterzogen (Abb.
111.B10). Dabei zeigte sich, dass die Mikrohéarte der konditionellen Knockout-Mause um 3% signi-
fikant erhoht war im Vergleich zu den Kontrollen (CT 69,2+2,1 vs. cKO 71,5+2,5, n=12/12,
p=0,04). Da die Knochenharte sowohl durch die Mineraleigenschaften (engl. ,stiffness®) als auch

durch die Zusammensetzung der Matrix (engl. ,resistance to fractures®) beeinflusst wird, die Infra-
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rot-Daten jedoch klar gegen erhdhtes Verhaltnis des Minerals zur Matrix sprechen, sind die Ver-
anderungen der biomechanischen Eigenschaften vermutlich durch Unterschiede in der Protein-

matrix zu erklaren.
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Abbildung 111.B10: Analyse der Mikroharte der Knochenproben der MxCre-Linie

Verglichen mit den Kontrollen (CT) war die Mikroharte der konditionellen Knockout-Mause (cKO) der MxCre-Linie
leicht (3%), aber signifikant erhéht. Vermutlich lag dies an Veranderungen der Proteinmatrix in den Knochen der

konditionellen Knockouts.

111.3.2.4.3. Bestimmung des Kollagengehalts der Knochen

Da die Daten aus der Infrarot-Spektroskopie und die Bestimmung der Mikroharte auf Verande-
rung der Proteinmatrix des Knochens der konditionellen Knockout-Mause hinwiesen, wurden
Knochenproben (Femur, gespllt) acht Monate alter Mause der MxCre- und der AlbCre-Linie ent-
mineralisiert und einer Hydroxyprolin-Bestimmung unterzogen. Weder bei der MxCre-Linie (CT
10,2+0,6 vs. cKO 10,0+£0,5 mg Kollagen/Pellet Nassgewicht, n=14/16, p=0,6), noch bei der Alb-
Cre-Linie (CT 12,0+1,2 vs. cKO 15,0+2,1 mg/Pellet, n=17/12, p=0,2) konnten jedoch signifikante

Veranderung bezogen auf die absolute Menge des Kollagens ermittelt werden.

11.3.2.4.4. Bestimmung des Mineralgehalts der Knochen

Neben dem Kollagengehalt wurde auch der Mineralgehalt der Knochen der MxCre- und Alb-Linie
gemessen. Dazu wurden die Tibiae der acht Monate alten Mause frei prapariert, vorgetrocknet
(Trockengewicht) und bei 600°C verascht (Veraschungsgewicht). Durch diese Hitze-Behandlung
verbieb nur der Mineralanteil der Proben. Betrachtet wurde der Gewichtsverlust durch die Ver-
aschung ausgehend vom Trockengewicht. Sowohl bei den Proben der MxCre-Linie (CT 33,2+0,3
vs. cKO cKO 33,4+0,3 in %, n=14/16, p=0,6) als auch bei den Proben der AlbCre-Linie (CT
35,5+0,5 vs. cKO 34,5+0,5 in %, n=17/12, p=0,2) konnten keine signifikanten Unterschiede fest-
gestellt werden. Aus methodischen Grinden konnten die Ergebnisse der Hydroxyprolin-

Bestimmung (Kollagengehalt) und der Veraschung (Mineralgehalt) nicht direkt miteinander ins
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Verhéltnis gesetzt werden. Die Beurteilung des Verhaltnisses von Mineral/Matrix war nur tber die

Infrarot-Spektroskopie madglich (s. 111.3.2.4.1).

11.3.2.5. Histomorphometrische Analyse der Knochen

Die histomorphometrische Analyse wurde mit Mausen der MxCre-Linie und zehn Proben pro
Gruppe durchgefihrt. Es konnten jedoch keine signifikanten Unterschiede herausgearbeitet wer-
den. Absolut betrachtet war die Zahl der Osteoblasten in den konditionellen Knockout-Mausen
zwar signifikant erhéht (CT 158129 vs. cKO 80110, p=0,02), dieser Parameter muss aber stets
zur Knochenoberflache korrigiert werden und verlor dabei seine Signifikanz (p=0,18). Das Fehlen
signifikanter Parameter bei der Histomorphometrie kénnte daraus resultieren, dass das Plasma-
fibronektin nur einen kleinen Effekt auf die Knochenzellen ausibt und dieser daher schwer zu er-

fassen ist.

ll.3.2.6. Untersuchung des Osteokalzingehalts des Blutes

Da der Osteokalzin-Serumspiegel als ein Marker differenzierter Osteoblasten gilt, wurde das Se-
rum der Mause der MxCre-Linie auf seinen Osteokalzingehalt hin untersucht. Es konnte jedoch
kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen festgestellt werden (CT 34,8+4,6 vs. cKO
23,814,2 ng/ml, n=15/12, p=0,4). Somit kann angenommen werden, dass die kleinere Zahl an

Osteoblasten (absolut betrachtet) nur einen geringen Effekt auf die Knochenbildung austbte.

l.3.3. Injektion von Plasmafibronektin in Mause

11.3.3.1. Versuchsaufbau des Plasmafibronektin-Injektionsexperiments

Neben der Ausschaltung des Plasmafibronektins (pFN) im Blut der konditionellen Knockouts der
Linien MxCre und AlbCre wurde eine umgekehrte Untersuchung durchgefihrt. Hierzu wurden aus
humanem Blutplasma gré3ere Mengen Fibronektin aufgereinigt und in mehreren separaten Ex-
perimenten Uber einen Zeitraum von zehn bis flinfzehn Tagen taglich 1-3 mg (Gruppen mit 1, 2
oder 3 mg) pFN intraperitoneal in Mause injiziert. Die Kontrolltiere erhielten stattdessen eine

Kochsalzlésung (NaCl 0,9% Spiillésung, Braun).
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l11.3.3.2. Ergebnisse des Plasmafibronektin-Injektionsexperiments

Durch die 15-tagige Injektion von 3 mg Plasmafibronektin (pFN) pro Tag in Mause war der pFN-
Gehalt in ihrem Blut bei deren Totung signifikant erhdht (CT 376165 vs. 3 mg pFN-Tiere 987+114
pMg/ml, p<0,05). Dennoch konnten durch die pFN-Injektion keine konsistenten Effekte auf die
Knochendichte (pQCT) oder die Knochenzellen (Histomorphometrie) erzeugt werden. Aufgrund
begrenzt verfligbarer Mengen an Plasmafibronektin war es jedoch nicht méglich, die Behand-

lungsdauer bedeutend zu erweitern.

Trotz der kurzen Behandlungsdauer konnten Uber die Infrarot-Spektroskopie gewisse Verande-
rungen festgestellt werden. Jene Tiere, die 15 Tage lang taglich 3 mg pFN verabreicht bekom-
men hatten, zeigten ein erhdéhtes Verhaltnis des Minerals zur Matrix, ohne jedoch eine Signifikanz
zu erreichen (CT 9,06£0,34 vs. 3 mg pFN-Tiere 9,8610,45, n=3/3 mit je 9 Messungen pro Probe,
p=0,2). Der Gehalt an saurem Phosphat hingegen war signifikant um 2% verringert (CT
0,0138+0,0001 vs. 3 mg pFN-Tiere 0,0134+0,0001, p<0,05). Auch wenn diese Daten fir sich be-
trachtet in ihrer Aussagekraft sicherlich begrenzt sind, bleibt doch hervorzuheben, dass die Mes-
sungen der Infrarot-Spektroskopie bei pFN-Deletion und pFN-Injektion in gegensatzliche Rich-
tungen verliefen. Es scheint daher, als hatte Plasmafibronektin einen Einfluss auf die Eigenschaf-

ten des Minerals und der Matrix im Knochen.
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lll.4. Projekt C: Fibronektin in der diabetischen Nephro-
pathie

I1.4.1. Detektion des Plasmafibronektins in den Glomeruli

Bei der Untersuchung der Lokalisation des injizierten fluoreszenzgekoppelten Plasmafibronektins
wurden den Mausen nicht nur die Knochen, sondern auch zahireiche weitere Organe entnommen
(s. 11.3.1.2). Es konnten in diesem Experiment auch in der Niere Fluoreszenzsignale detektiert

werden, die sich auf die Glomeruli beschrankten (Abb. III.C1).

pFN-OQyster nur Oyster

pFN-Oyster + DAPI nur Oyster + DAPI

Abbildung Ill.C1: Fluoreszenzmarkiertes Fibronektin in den Glomeruli der Niere
Nachweis des fluoreszenzmarkierten Plasmafibronektins (pFN-Oyster) in den Glomeruli der Niere (A). Es gab
kein Signal bei der Injektion des unkonjugierten Farbstoffs alleine (B). Beide Bilder sind zusatzlich mit ihrer DAPI-

Farbung lbereinander gelegt dargestellt (C+D). Die Balken entsprechen 10 um.

Um die Lokalisation des exogenen Fibronektins genauer zu bestimmen, wurden mehrere Immun-

fluoreszenzfarbungen durchgefiihrt. Wahrend keine Ubereinstimmung des Fibronektin-Signals
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mit den Markern fir Endothelzellen (anti-von Willebrand Faktor [222]) und Podozyten (GFAP fir
engl. ,glial fibrillary acidic protein [223]) ermittelt werden konnte, zeigte sich eine Uberlappung
mit den Signalen des Markers flir Mesangialzellen (Desmin [224]) und der Mesangialmatrix sowie
der Basalmembran (beide beinhalten Laminin [225]) (Abb. 111.C2). Das fluoreszenzgekoppelte

Plasmafibronektin wurde demnach in die Matrix des Mesangiums eingebaut.

pFN-Oyster anti-Laminin anti-Desmin

D pFN-Oyster + anti-Laminin E pFN-Oyster + anti-Desmin F pFN-Oyster + Laminin/Desmin

Abbildung 11l.C2: Lokalisation des Signals des fluoreszierenden Plasmafibronektins

Die Aufnahmen zeigen das Signal des fluoreszenzmarkierten Plasmafibronektins (pFN-Oyster) innerhalb eines
Glomerulus (A) sowie die Farbungen desselben Schnittes gegen Laminin (B) und Desmin (C). Um zu zeigen,
dass pFN im Bereich der Basalmembran (Marker Laminin) (D) und der Mesangialzellen (Marker Desmin) (E) ein-
gelagert war, wurden die Bilder Gbereinander gelegt. Bild (F) zeigt alle drei Bilder (A-C) Ubereinander. Die Balken

entsprechen 10 ym.

11.4.2. Induktion eines Diabetes mellitus in Mausen

Eine der wichtigsten Folgeerkrankungen des Diabetes mellitus ist die Diabetes-bedingte Nieren-
erkrankung. Diese ist assoziiert mit einer Expansion des Mesangiums, welche besonders die
Matrix betrifft. Die Mesangialmatrix enthalt Fibronektin und dessen Menge erhoéht sich wahrend
des Fortschreitens der Krankheit. Es wurde haufig angenommen, dass es durch die Mesangial-
zellen produziert wird. Da wir feststellen konnten, dass zirkulierendes Fibronektin in die Matrix

eingebaut werden kann, stellte sich die Frage, welcher Anteil des Fibronektins der expandierten
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Mesangialmatrix aus der Leber bzw. von den Mesangialzellen stammt. Ziel war es auch zu
bestimmen, was fir eine Rolle das zirkulierende Fibronektin bei der Entstehung dieser Erkran-
kung spielt. Zu diesem Zweck wurde die Entwicklung einer diabetischen Nephropathie nach In-

duktion eines Diabetes mellitus in konditionellen Knockout-Mausen untersucht.

Da bislang kein Promoter erhaltlich ist, der ausschliellich in den Mesangialzellen der Niere aktiv
ist, wurde auf den Mx-Promoter zurlickgegriffen, der u. a. zu einer lokalen Expression der Cre
Rekombinase in den Glomeruli der Niere fihrt [226]. Da der Mx-Promoter auch in der Leber an-
geschaltet wird, konnte so die Rolle des lokalen und des Plasmafibronektins zugleich untersucht
werden. Des Weiteren wurde das Experiment mit Mausen der AlbCre-Linie erweitert. In den kon-
ditionellen Knockout-Mausen dieser Linie kann ausschlief3lich das Plasmafibronektin nicht mehr
gebildet werden. Somit ergab sich die Mdglichkeit, die Rolle des Plasmafibronektins alleine sowie
in Kombination mit dem lokal produzierten Fibronektin bei der Entstehung einer diabetischen

Nephropathie zu untersuchen.

Durch Kreuzung von Mausen, die Cre unter der Kontrolle des Mx-Promoters trugen, mit einem
ROSA26 Reporter Mausstamm [209] konnte bestatigt werden, dass der Mx-Promoter auch in den

Mesangialzellen der Glomeruli aktiv ist (Abb. [II.C3).
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Abbildung IIIl.C3: Der Mx-Promoter ist auch in den Mesangialzellen der Glomeruli aktiv

Wahrend bei der Kontrolle (+/+ LacZ/+) keine Farbung nachweisbar war, zeigte sich in den ROSA26R Mausen,
die Cre unter der Kontrolle des Mx-Promoters trugen (MxCre/+ LacZ/+), dessen Aktivitat in den Mesangialzellen

der Glomeruli der Niere. Die Balken entsprechen 10 um.
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11.4.3. Versuchsaufbau, Grunddaten und Resultate

In 8-9 Wochen alten Tieren der Linien MxCre und AlbCre wurde mit Streptozotocin ein Diabetes
mellitus induziert. Diese Substanz fiihrt zu einer Schadigung der Langerhansschen Inselzellen
[215], die fur die Ausschittung des Hormons Insulin und damit fir die Regulation des Blutzucker-
spiegels verantwortlich sind [227,228]. Die diabetischen Mause sowie nicht-diabetische Wurfge-
schwister beider Linien wurden fur eine Dauer von 22 Wochen gehalten. Der Blutzuckerspiegel
wurde durch individuell adjustierte Insulin-Gabe auf etwa 300 mg/dl eingestellt. Es wurden aus-
schlief3lich mannliche Tiere fir das Projekt verwendet. Am Ende des Experiments (Alter der Tiere
zu diesem Zeitpunkt acht Monate) wurden die Tiere getotet. Dabei wurden u. a. Blut, Urin und die

Nieren der Tiere entnommen.

Diabetische Mause Gesunde Kontrollen
Diabetes Induktion im Alter von 8-9 Wochen keine Diabetes-Induktion
MxCre-Linie AlbCre-Linie MxCre-Linie AlbCre-Linie
CT cKO CT cKO CT cKO CT cKO
Haltung der Tiere fur 22 Wochen mit Diabetes Haltung der Tiere ohne Diabetes

\ /

Totung der Mause im Alter von etwa acht Monaten

Abbildung IIl.C4: Schematischer Uberblick (iber das Diabetes-Experiment
In Kontrollen (CT) und konditionellen Knockout-Mausen (cKO) der Linien MxCre und AlbCre wurde durch Injekti-
on von Streptozotocin ein Diabetes mellitus induziert. Die Tiere wurden fiir 22 Wochen mit Diabetes gehalten

(Diabetiker). Parallel diente ein Teil der Geschwistertiere als nicht-diabetische Kontrollen (Gesunde).

1.4.3.1. Weniger Todesfalle bei den konditionellen Knockouts

Trotz engmaschiger Blutzuckermessungen und entsprechender Versorgung mit Insulin konnte
nicht verhindert werden, dass zahlreiche diabetische Tiere im Verlauf des Experimentes verstar-
ben (48%). Nach der Halfte der Zeit des Experimentes (11 Wochen) waren etwa gleichviel Kon-
trollen und konditionelle Knockouts der jeweiligen Linie verstorben (MxCre-Linie CT 24% vs. cKO
27%, AlbCre-Linie CT 15% vs. cKO 20%). Nach Ablauf der vollen 22 Wochen zeigten sich hinge-
gen grofRere Unterschiede in den Todesraten (MxCre CT 64% vs. cKO 54%, AlbCre CT 38% vs.
cKO 27%). Dies deutete auf einen Uberlebensvorteil der konditionellen Knockouts in der spateren

Phase des Diabetes-Experiments (zweite Halfte) hin.
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Abbildung III.C5: Weniger Todesfalle bei den konditionellen Knockout-Mausen im Diabetes-Modell

Nach der Halfte des Experiments (11 Wochen) waren etwa gleich viele Diabetiker der Kontrollen (CT) und kondi-
tionellen Knockout-Mausen (cKO) der MxCre- und der AlbCre-Linie verstorben (A). Nach den gesamten 22 Wo-

chen mit Diabetes zeigte sich jedoch ein klarer Uberlebensvorteil der konditionellen Knockouts (B).

Die nicht-diabetischen Tiere (Gesunde) hatten geringe Sterberaten ohne bemerkenswerte Unter-
schiede. Es sind durchschnittlich 6% im Verlauf des Experimentes verstorben (MxCre CT 7% vs.
cKO 6%, AlbCre CT 6% vs. cKO 8%). Es bestand demnach kein genereller Uberlebensvorteil der
konditionellen Knockouts, sondern es schien sich um einen spezifischen Effekt im Diabetes-

Modell zu handeln.

1.4.3.2. Grunddaten der diabetischen Mause im Vergleich untereinander

Das Gewicht beider Nieren wurde bei der Tétung der Tiere bestimmt. Eine Maus, die eine Hydro-
nephrose einer Niere (Wassersackniere) hatte, wurde fiir diese Evaluation nicht beriicksichtigt.
Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den diabetischen Kontrollen und den dia-
betischen konditionellen Knockouts der MxCre- (CT 0,72+0,03 vs. cKO 0,72+0,02 g, n=9/11,
p=1,0) und der AlbCre-Linie festgestellt werden (CT 0,75+0,02 vs. cKO 0,79+0,03 g, n=16/11,
p=0,2). Zusatzlich wurde das Nierengewicht zum durchschnittlichen Korpergewicht der letzten
Woche vor der Totung der Mause korrigiert. Auch dieser Quotient zeigte keine signifikanten Un-
terschiede (MxCre CT 29,9+0,7 vs. cKO 30,3+0,9 g Niere/g Kérpergewicht, p=0,9), auch wenn er
bei den konditionellen Knockouts der AlbCre-Linie im Vergleich zu den Kontrollen erhéht war (CT
26,910,8 vs. 29,5+1,2 g/g, p=0,1).

Um zu bestatigen, dass der Grad des Diabetes in den Gruppen etwa gleich stark ausgepragt war,
wurden die Blutzuckerwerte der letzten 2,5 Wochen vor Tétung der Mause gemittelt, ohne dass
nennenswerte Unterschiede feststellbar waren (MxCre CT 396114 vs. cKO 383115 mg/dI,
n=9/12, p=0,6; AlbCre CT 397+15 vs. 409+13 mg/dl, n=16/11, p=0,6). Zusatzlich wurden nach

der Totung der Tiere die HbA.-Werte bestimmt, die ebenfalls nicht signifikant unterschiedlich wa-
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ren (MxCre CT 11,3+0,6 vs. cKO 11,2+0,3 %, p=0,8; AlbCre CT 11,0£0,4 vs. cKO 10,7+0,4 %,
p=0,6). Der HbA.-Wert beschreibt den Grad der Glykierung der Erythrozyten und wird als riick-

schauender Langzeitparameter des individuellen Blutzuckerspiegels betrachtet.

Um Urinproben fir spatere Untersuchungen zu erhalten, wurde jede Maus ein bis zwei Wochen
vor der Totung fir 6 h einzeln in einen Stoffwechselkafig gesetzt und das Volumen des abgesetz-
ten Urins gemessen. Es gab keine signifikanten Unterschiede bezogen auf die Volumina (MxCre
CT 13,0+0,9 vs. cKO 12,11£0,9 ml, p=0,5; AlbCre CT 12,4+0,6 vs. 14,1+1,1 ml, p=0,2). Die Dauer
von 6 h wurde statt 24 h vorgezogen, da der Allgemeinzustand einiger Tiere schlecht war und die

Haltung im Stoffwechselkafig einen recht starken Stressfaktor fiir die Tiere darstellte.

Zur Gewahrleistung der erfolgreichen Ausschaltung des Plasmafibronektins (pFN) in den kondi-
tionellen Knockout-Mausen wurde der pFN-Gehalt in ihrem Blut mittels ELISA bestimmt. Die Wer-
te deckten sich in etwa mit den Erfahrungen aus dem Knochenprojekt (s. 111.3.2.1.1). Bei der
MxCre-Linie konnte ein Ausschaltungsgrad von 96%, bei der AlbCre-Linie von 92% erreicht wer-
den (MxCre CT 412429 vs. cKO 16+3 pg/ml, p<0,001; AlbCre CT 487+33 vs. cKO 4044 ug/ml,

p<0,001). Erneut war die Ausschaltung Gber den Mx-Promoter signifikant besser (p<0,001).
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Abbildung III.C6: Ausschaltung des Plasmafibronektins in den konditionellen Knockout-Mausen

Die Ausschaltung des Plasmafibronektins in den konditionellen Knockout-Mausen der MxCre- und AlbCre-Linien
hatte eine Effizienz von mehr als 92%. Dabei war der Ausschaltungsgrad uber den Mx-Promoter erneut signifi-
kant besser (96%) als uber den Alb-Promoter (92%).

11.4.3.3. Vergleich der diabetischen und nicht-diabetischen Mause miteinander

Die Betrachtung der Diabetiker im Vergleich zu den nicht-diabetischen Tieren (Gesunde) der Li-
nien MxCre und AlbCre soll hervorheben, dass die durch den Diabetes mellitus hervorgerufenen

Veranderungen sehr stark ausgepragt waren und dadurch Folgeerkrankungen des Diabetes mel-
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litus erwartet werden durften. Alle betrachteten und im Folgenden beschriebenen Aspekte waren
hochsignifikant unterschiedlich (p<0,0001). Das Nierengewicht der diabetischen Tiere war im
Vergleich zu den gesunden Tieren erhoht (MxCre +33%, AlbCre +41%) (MxCre Gesunde
0,54+0,02 vs. Diabetiker 0,72+0,02 in g, n=30/20; AlbCre Gesunde 0,54+0,01 vs. 0,76+0,02 in g,
n=29/27). Ein erhéhtes Nierengewicht ist typisch fiir eine diabetische Nephropathie [179] und
geht auf eine erhdhte Ablagerung von Proteinen in der renalen Hypertrophie zuriick [180]. Be-
sonders stark (MxCre +169%, AlbCre +134%) wurde dieser Effekt durch die Korrektur des abso-
luten Nierengewichts zum Koérpergewicht der Tiere deutlich (MxCre Gesunde 11,2+0,2 vs. Diabe-
tiker 30,1+0,6; AlbCre Gesunde 11,9+0,2 vs. 27,910,7). Eine erwartungsgemafe Erhéhung des
Blutzuckerspiegels (MxCre +221%, AIbCre +265%) konnte bei den Diabetikern festgestellt wer-
den (MxCre Gesunde 1213 vs. Diabetiker 389110 in mg/dl, n=30/21; AlbCre Gesunde 11043 vs.
Diabetiker 402+10 in mg/dl, n=29/27). Der HbA.-Wert (MxCre +100%, AlbCre +110%) reflektier-
te diese Gegebenheit (MxCre Gesunde 5,6+0,1 vs. Diabetiker 11,2£0,3 in %, n=10/21; AlbCre
Gesunde 5,2+0,1 vs. Diabetiker 10,94£0,3 in %, n=18/27). Besonders stark war das Symptom der
Polyurie (MxCre > +4000%, AlbCre > +2000%) bei den Diabetikern ausgepragt (MxCre Gesunde
0,3+0,1 vs. Diabetiker 12,5+0,6 in ml, n=30/20; AlbCre Gesunde 0,61+0,1 vs. 13,1+£0,6 in ml,
n=29/27). Aufgrund der massiv erhéhten Urinmengen und des deutlich groferen Gewichts der

Nieren der diabetischen Tiere, konnte von einer Schadigung der Nieren ausgegangen werden.

l1.4.3.4. Bestimmung der Expansion des Mesangiums

Der Grad der Expansion des Mesangiums wurde durch den GSI (fiir engl. ,glomerular sclerotic
index“) zum Ausdruck gebracht. Dazu wurde der Anteil des Mesangiums an den Glomeruli in Nie-

renschnitten ermittelt. Pro Maus wurden 30 Glomeruli evaluiert.

Die konditionellen Knockout-Mause der MxCre-Linie hatten einen 42% geringeren GSI im Ver-
gleich zu ihren diabetischen Kontrollen (CT 43,5+1,0 vs. cKO 25,1+0,6 %, n=3/3, p<0,001). Der
Unterschied in der AlbCre-Linie war etwas weniger stark ausgepragt. Doch auch die spezifische
Ausschaltung des Plasmafibronektins alleine in dieser Linie bewirkte bereits eine 29% geringere
Ausbreitung des Mesangiums in den Glomeruli (CT 41,0£0,7 vs. cKO 29,1+0,8 %, n=3/3,
p<0,001). Die Ausschaltung des Fibronektins in beiden Linien hatte demnach zur Folge, dass
zwar eine beginnende diabetische Nephropathie (in Form einer Verbreiterung der Mesangial-
matrix) nachgewiesen werden konnte, diese jedoch im Vergleich zu den diabetischen Kontrolltie-

ren deutlich milder ausgepragt war.

Es ist hervorzuheben, dass in der Mesangialmatrix neben Fibronektin noch einige weitere Protei-
ne wie Kollagen und Laminin [177,229] bei einer Ausbreitung des Mesangiums vermehrt nach-

gewiesen werden kénnen. Wahrend flr zahlreiche Zytokine und Faktoren ein Einfluss auf die
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Entstehung einer diabetischen Nephropathie gezeigt wurde, ist weniger darliiber bekannt, wel-
chen Einfluss die Extrazellularmatrix selbst hat. Unsere Ergebnisse weisen klar darauf hin, dass
eine Verminderung des Fibronektins bereits die Entwicklung einer Glomerulosklerose abzu-
schwachen vermag. Dies betrifft sowohl das lokal von den Mesangialzellen produzierte Fibronek-

tin als auch das Plasmafibronektin, das mit der Blutzirkulation in die Niere gelangt.

CT (MxCre-Linie) cKO (MxCre-Linie)

CT (AIbCre-Linie) cKO (AlbCre-Linie)

Abbildung I1l.C7: Geringerer Grad der Expansion des Mesangiums bei den konditionellen Knockouts

Die ausgewahlten reprasentativen Glomeruli (PAS-gefarbt) illustrieren, dass die Mesangialmatrix in den Glomeruli
der diabetischen konditionellen Knockout-Mause (cKO) im Vergleich zu den ebenfalls diabetischen Kontrollen
(CT) weniger stark verbreitert ist. Dies ist besonders auffallig bei der MxCre-Linie (A+B), aber auch die Ausschal-

tung des Plasmafibronektins alleine in der AlbCre-Linie (C+D) hatte bereits einen signifikanten Effekt (s. Text).
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Abbildung II.C8: Geringerer GSI bei den konditionellen Knockouts der Linien MxCre und AlbCre

Zur Quantifizierung des Grades der Expansion des Mesangiums der diabetischen Tiere wurde der GSI (fur engl.
~.glomerular sclerotic index”) bestimmt. Die konditionellen Knockouts (cKO) der MxCre-Linien hatten im Vergleich
zu den Kontrollen eine 42% geringere Ausbreitung des Mesangiums. Bei der AlbCre-Linie waren es -29%, die al-

leine durch die Abwesenheit des Plasmafibronektins verursacht wurden.

111.4.3.5. Bestimmung des Fibronektingehalts der Glomeruli

Erste Analysen des Fibronektingehalts der Glomeruli erfolgten mit Hilfe der konfokalen Laser-
scan-Mikroskopie (DM-IRBE, TCS-SP/NT, Leica). Zu diesem Zweck wurden Gewebeschnitte der
Nieren gegen Fibronektin gefarbt und die Intensitat des Signals im Bereich der Glomeruli evalu-
iert (Programm LCS, Leica). Dazu wurde die Summe des Signals durch die jeweilige Flache des
Glomerulus dividiert. Es zeigte sich eine signifikante Reduktion des Fibronektingehalts von 31%
in den Glomeruli der konditionellen Knockouts (CT 372+25 vs. cKO 25627, n=5/6, p=0,01). Der
Fibronektingehalt der Mesangialmatrix der konditionellen Knockouts der MxCre-Linie war also er-
wartungsgemald durch die Ausschaltung des Fibronektins in den Mesangialzellen und der Leber

verringert.

Abbildung II.C9: Weniger Fibronektin im Mesangium der konditionellen Knockouts
Mit Hilfe der konfokalen Laserscan-Mikroskopie wurde der Fibronektingehalt der Glomeruli der diabetischen Tiere
der MxCre-Linie bestimmt. Die konditionellen Knockouts (cKO) hatten weniger Fibronektin in den Glomeruli ver-

glichen mit den Kontrollen (CT). Das Fibronektin der Mesangialzellen war also tatsachlich ausgeschaltet.
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Abbildung IIl.C10: Verminderter Fibronektingehalt der Glomeruli der konditionellen Knockouts

Die Quantifizierung des Fibronektingehalts in den Glomeruli der konditionellen Knockouts (cKO) der MxCre-Linie

ergab einen signifikant erniedrigten Wert (-31%) im Vergleich zu den Kontrollen (CT).
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IV. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle des Fibronektins im Knochen untersucht. Dabei stellte
sich entgegen vorheriger Annahmen heraus, dass es nicht das Fibronektin der Osteoblasten ist,
das den Hauptteil des Fibronektins der Knochenmatrix ausmacht. Dennoch ist das Osteoblasten-
Fibronektin von Bedeutung fir die Funktion dieser Zellen, da die Osteoblasten bei dessen Fehlen
weniger effizient arbeiteten. Das zirkulierende Fibronektin ist ebenfalls von Bedeutung fiir den
Knochen, da es in ihn einzudringen vermag und sogar den Hauptteil des Fibronektins der Kno-
chenmatrix ausmacht. Diese Fibronektin-Isoform scheint zwar nur geringe Effekte auf die Kno-
chenzellen auszulben, beeinflusst aber die Eigenschaften der Matrix, z. B. im Hinblick auf deren

Mineralgehalt.

Von diesen Experimenten, die in einem physiologischen Mausmodell erfolgten, ausgehend, sollte
die Rolle des Fibronektins zusétzlich auch in einem Krankheitsmodell untersucht werden. Dabei
stand im Vordergrund, ob lokal produziertes (zellulares Fibronektin) bzw. zirkulierendes Fibronek-
tin (Plasmafibronektin) unterschiedliche Einflisse auf die Entwicklung einer Fibrose mit schwer-
wiegenden Konsequenzen hat. Es zeigte sich in den Nieren von Mausen, die langerfristig mit Dia-
betes mellitus gehalten wurden, dass das Plasmafibronektin fir die Entstehung von Folgescha-
den eine grélere Bedeutung hatte als das lokal produzierte Fibronektin. Die Todesraten der Tie-

re, die kein Plasmafibronektin mehr hatten, waren dabei niedriger als die der Kontrollen.

Durch diese Untersuchungen wurden zwei neue, zuvor unbekannte Funktionen fir das Plasma-
fibronektin entdeckt, die dessen Rolle von dem lokal produzierten Fibronektin abgrenzten. Im fol-

genden Text wird nacheinander auf den Knochen und die Niere separat eingegangen.

IV.1. Die Rolle des Fibronektins im Knochen

IV.1.1. Ausschaltung des Fibronektins der Osteoblasten

Da eine komplette Ausschaltung des Fibronektins in Knockout-Mausen bereits wahrend der Em-
bryonalentwicklung lethal ist, weil durch das Fehlen des Fibronektins u. a. die Ausbildung der Ge-

fale gestort ist [33,34] (s. 1.4.1.1), wurde auf verfigbare konditionelle Knockout-Mause zurlck-
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gegriffen, um die Rolle des Fibronektins im Knochen néher zu untersuchen. Dabei sollte in ge-
trennten Experimenten die Bedeutung des Osteoblasten-Fibronektins bzw. des Plasmafibronek-

tins der Leber in der Maus analysiert werden.

Es existieren mehrere Promotoren, Uber welche die Deletion eines gefloxten Genes in Zellen der
Osteoblasten-Linie erreicht werden kann (Abb. IV.1). Fir die vorliegende Arbeit wurde der 2,3 Kb
a4(l) Kollagen-Promoter (Col-Promoter) [212] verwendet, um das Osteoblasten-Fibronektin aus-
zuschalten. Im Gegensatz zu verschiedenen in der Literatur beschriebenen Osteokalzin-Pro-
motoren, die z. T. die Cre-Expression nur schwach aktivieren [211] und erst in spaten Reifesta-
dien der Osteoblasten aktiviert werden [230], findet die Expression von Fibronektin und Kollagen
Typ | bereits in friiheren Osteoblasten-Stadien und praktisch simultan statt [90]. Aus diesem
Grund erschien die Depletion des Fibronektins in diesem Zeitfenster fiir das Projekt besonders
aussichtsreich. Neben dem von uns verwendeten 2,3 Kb Promoter wurde von anderen Gruppen
ein 3,6 Kb a4(l) Kollagen-Promoter beschrieben, der ebenfalls in Osteoblasten aktiv ist. Allerdings
ist dieser weniger spezifisch und aktiviert die Expression von Cre u. a. auch in Fibroblasten,
Knorpelzellen sowie in Zellen der Haut und den Sehnen [231,232]. Der von uns verwendete Col-
Promoter hingegen flihrte zu einer stringenten Expression der Cre Rekombinase in reifen Osteo-
blasten und Osteozyten und erschien damit als am besten geeignet. Die Spezifitdt des Promoters

wurde durch eigene Untersuchungen an ROSA26 Reporter-Mausen bestatigt.

Osteoblasten- . Friher Aktiver Mineralisierender
Progenitor ' 'o-OSteoblast - ogteoblast Osteoblast ~ Osteoblast Osteozyt

e — ‘\J—> .\\—».—».y—».

Col 3,6-GFP Col 3,6-GFP , /
(schwach) (stark) Col 2,3-GFP OC-GFP DMP-GFP

Abbildung IV.1: GFP-Expression in Osteoblasten Uiber verschiedene Promotoren

Die Expression des griin fluoreszierenden Proteins (GFP) in transgenen Mausen unter der Kontrolle verschiede-
ner Promotoren brachte ndheren Aufschluss Uber den Zeitpunkt der Anschaltung dieser Promotoren in der Ab-
stammungslinie der Osteoblasten. Dargestellt sind Promotoren bzw. deren Fragmente, die aus den folgenden
Genen abgeleitet sind: Kollagen Typ | (Col 3,6-GFP und Col 2,3-GFP) [233], Osteokalzin (OC-GFP) [234] und
Dentin Matrixprotein 1 (DMP-GFP) [235] (Schema in Anlehnung an http://skeletalbiology.uchc.edu/).

Der Nachweis der erfolgreichen Ausschaltung des Fibronektins der Osteoblasten erfolgte Uiber in
vitro Experimente an isolierten primaren Calvaria-Osteoblasten aus den konditionellen Knockout-
Mausen der ColCre-Linie. Durch den Nachweis von Osteokalzin in den Kulturmedien sowie der
Tatsache, dass die Zellen so genannte Knoten ausbildeten, die histologisch dem Geflechtkno-
chen ahneln [236], bewies, dass es sich bei den Zellen tatsachlich um Osteoblasten handelte. Es
gelang, das Enzym Cre in den Zellkernen nachzuweisen und zu zeigen, dass die DNA der Osteo-

blasten zerschnitten worden war. Die kultivierten Osteoblasten der konditionellen Knockout-
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Mause gaben deutlich weniger Fibronektin ins Medium ab, was der endglltige Beweis fir eine
erfolgreiche Ausschaltung war. Der Nachteil dieses Experiments war, dass bei der Isolation pri-
marer Osteoblasten Kontaminationen mit Fibroblasten unvermeidbar waren. Da in diesen Zellen
der verwendeten Col-Promoter nicht aktiviert wurde, enthielt das Medium der kultivierten Osteo-
blasten der konditionellen Knockouts immernoch Fibronektin. Zudem konnte Cre durch den Im-
munfluoreszenz-Nachweis nur im Bereich der Knoten (also dort, wo Osteoblasten aktiv waren)
angefarbt werden, wohingegen die Bereiche zwischen den Knoten (also dort, wo besonders viele
Fibroblasten waren) negativ fur Cre war. Auf der anderen Seite scheint die erfolgreiche Ausschal-
tung des Fibronektins in den Osteoblasten gerade deshalb gesichert, weil der Fibronek-
tin/Osteokalzin-Quotient der Medien trotz der Fibroblasten-Kontamination signifikant vermindert
war. Das Fibroblasten-Fibronektin in den Kulturen war sicherlich auch der Grund, aus dem die
Fibronektin-deletierten Osteoblasten tberhaupt in der Lage waren, normale Knoten auszubilden,

da Osteoblasten dazu auf die Anwesenheit von Fibronektin angewiesen sind [155].

IV.1.2. Ausschaltung des Fibronektins in der Leber

Zur Ausschaltung des Fibronektins der Leber, wurde alternativ mit zwei verschiedenen Promoto-
ren gearbeitet (Mx und Alb).

Mx-Promoter: Das Gen Mx1 (fur engl. ,myxovirus resistance 1) wird in Mausen Uber einen Pro-
moter gesteuert, der durch bestimmte Viren, aber auch durch Interferon induziert wird [237].
Durch Gabe von Interferon [238] oder der synthetischen doppelstrangigen RNA plpC (fir engl.
»polyinosinic-polycytidylic acid“), die wiederum die Ausschittung des Interferons induziert, wird
der Mx-Promoter aktiviert. Eine Bestimmung des erreichbaren Ausschaltungsgrades in verschie-
denen Geweben ergab fir die Leber 100% [207]. Allerdings lie3 sich auch in anderen Geweben
ein teilweise hoher Ausschaltungsgrad feststellen: z. B. 94% in der Milz und 8% im Gehirn (da-
zwischen lagen in abfallender Reihenfolge Zwdlffingerdarm, Herz, Lunge, Uterus, Thymus, Niere
und Muskel) [207]. Der Nachteil des Mx-Promoters ist demnach dessen geringe Spezifitat, die fir
einen gewissen Ausschaltungsgrad in weiteren Organen neben der Leber verantwortlich ist. Der
Vorteil des Mx-Promoters zur Ausschaltung gefloxter Gene in der Leber konditioneller Knockout-
Mause liegt in der hohen Effizienz, die erreicht wird. Auch kann der Zeitpunkt von auf3en durch
Gabe des plpC bestimmt werden und wurde fiir die beschriebenen Experimente so gewahlt, dass
die Ausschaltung des Plasmafibronektins im Alter von 4-5 Wochen erfolgte.

Alb-Promoter: Der Alb-Promoter hingegen ist hochspezifisch fir die Leber, da Albumin aus-
schlie3lich von den Hepatozyten exprimiert wird. Der Nachteil dieses Promoters ist jedoch, dass
er erst recht spat in der Entwicklung der Maus seine maximale Aktivitat entfaltet
[40,208,213,214]. Das bedeutete, dass Uber den Alb-Promoter bei den konditionellen Knockout-

Mausen der AlbCre-Linie erst im Alter von etwa 8-12 Wochen eine Ausschaltung des Plasma-
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fibronektins erwartet werden konnte. Ein weiterer Nachteil dieses Promoters war, dass der er-
reichte Ausschaltungsgrad des Plasmafibronektins signifikant schlechter war als der des Mx-

Promoters.

Der Nachweis der Deletion des Plasmafibronektins in den Mausen der MxCre- und der ColCre-
Linie erfolgte mittels ELISA und Western Blotting der Blutproben. Dabei wurde ein Ausschal-
tungsgrad des Plasmafibronektins im Blut von mehr als 95% nachgewiesen, der Uber den Mx-
Promoter signifikant hdher war als tiber den Alb-Promoter. Deshalb erfolgten die meisten Unter-

suchungen an den Tieren der MxCre-Linie.

IV.1.3. Ursprung des Fibronektins der Knochenmatrix

Obwohl der Hauptanteil der Extrazellularmatrix des Knochens aus Kollagen Typ | besteht, sind
dennoch zahlreiche weitere Proteine detektierbar. Urspriinglich glaubte man, dass die Kollagen-
matrix durch Selbstaggregation des Kollagens Typ | entstiinde. Spater stellte sich jedoch heraus,
dass eine Regulation durch Zellen stattfindet, die durch ein Zusammenspiel der Zellen mit In-
tegrinen sowie mit Fibronektin beeinflusst wird [14]. Dabei nimmt Fibronektin eine besondere Rol-
le ein, da die Ausbildung eines Kollagennetzwerkes vom Vorhandensein einer Fibronektinmatrix
abhangig ist [14,163].

Die Ausschaltung des Osteoblasten-spezifischen Fibronektins in Mausen der ColCre-Linie flhrte
nicht zu einer deutlichen Reduktion des Fibronektins in der extrazelluldren Matrix des Knochens.
Dies wurde sowohl Gber Immunfluoreszenz-Farbungen von Knochenschnitten als auch durch ein
Western Blotting mit Knochenlysaten Uberprift und bestatigt. Der Befund war zunachst tberra-
schend, da die Osteoblasten als knochenbildende Zellen fur die Produktion des Osteoids verant-
wortlich sind (s. 1.2.3.1.2). Aus diesem Grund wurde zuvor stets angenommen, dass sie auch den

Hauptteil des in der Knochenmatrix nachweisbaren Fibronektins bilden wirden.

Als Quelle des Fibronektins der Knochenmatrix wurde stattdessen das Plasmafibronektin der Le-
ber in Betracht gezogen. Durch Injektion fluoreszenzgekoppelten Plasmafibronektins gelang der
Nachweis, dass Fibronektin aus dem Blutkreislauf heraus die Knochenmatrix infiltrieren kann.
Diese Einlagerung geschah nicht nur an den Stellen, an denen Osteoblasten gerade Matrix pro-
duzierten oder mineralisierten, sondern durchzog nahezu den gesamten Knochen. Dies war inso-
fern Uberraschend, als dass es sich bei der Knochenmatrix um eine sehr kompakte und dichte
Struktur handelt und Fibronektin ein recht groRes Protein ist. Da die Kontrolltiere des Experi-
ments jedoch den unkonjugierten Farbstoff erhalten hatten, war sichergestellt, dass das Signal

von dem fluoreszierenden Fibronektin selbst stammte und nicht etwa von einer unspezifischen
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Einlagerung des Farbstoffs. Diese Ergebnisse werden auch durch ein in vivo Experiment einer
anderen Gruppe gestitzt [239], bei dem entmineralisierte Knochenmatrix unter die Haut von Rat-
ten implantiert wurde. Diese Untersuchung ergab, dass sich zirkulierendes Fibronektin in das

Implantat einzulagern vermochte.

Die Ausschaltung des Fibronektins Uber den Mx- bzw. den Alb-Promoter zeigte dann tatsachlich,
dass der Fibronektingehalt der Knochenmatrix deutlich reduziert war. Dies wurde tber Immun-
fluoreszenz-Farbungen von Knochenschnitten sowie durch ein Western Blotting mit Knochenlysa-
ten belegt. Die Reduktion in den konditionellen Knockout-Mausen der AlbCre-Linie war zwar we-
niger auffallig im Vergleich zu MxCre-Linie, dies ist jedoch durch mehrere Umstande erklarbar.
Zum einen war die Fibronektin-Ausschaltung tUber den Alb-Promoter signifikant schlechter im
Vergleich zum Mx-Promoter, zum anderen wurde die Ausschaltung erst spater erreicht. Dass
auch in den konditionellen Knockout-M&usen der AlbCre-Linie eine Reduktion des Fibronektins
gefunden werden konnte, belegt jedoch, dass mindestens ein Teil des Fibronektins der Kno-
chenmatrix aus der Leber stammen muss. Dies ist insbesondere deswegen relevant, da Uber in
vitro Experimente belegt wurde, dass fiur die Integritat einer Kollagenmatrix eine kontinuierliche
Versorgung mit Fibronektin erforderlich ist [169]. Das Plasmafibronektin aus dem Blutkreislauf

ware daher ein idealer Kandidat.

Es konnte demnach gezeigt werden, dass der Hauptteil des Fibronektins der extrazellularen Ma-
trix des Knochens gar nicht das von den Osteoblasten produzierte Fibronektin ist. Stattdessen
gelangt Fibronektin aus der Leber in den Knochen und die Ausschaltung des Plasmafibronektins

bewirkt eine deutliche Verminderung der Fibronektinmenge in der Knochenmatrix.
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Abbildung IV.2: Fibronektin gelangt von Auf3en in den Knochen

Das Injektions-Experiment mit fluoreszenzkonjugiertem Fibronektin zeigte, dass Plasmafibronektin von der Leber
in den Knochen gelangen kann und dort die Matrix infiltriert. Obwohl die Osteoblasten selbst Fibronektin produ-
zieren, macht dies nicht den Hauptteil des Fibronektins des Knochens aus. Stattdessen scheint die Leber fiir eine
kontinuierliche Versorgung des Knochens mit Fibronektin zu sorgen. Das Osteoblasten-Fibronektin unterscheidet

sich jedoch vom Plasmafibronektin und beeinflusst die Funktion der Osteoblasten.

IV.1.4. Bedeutung des Fibronektins fiir die Knochenzellen

Die Daten der Histomorphometrie ergaben, dass das Fehlen des Osteoblasten-Fibronektins die
Anzahl und die Funktion der Osteoblasten in den konditionellen Knockout-Mausen der ColCre-
Linie beeinflusste. So zeigte sich, dass jene Mause, deren Osteoblasten kein Fibronektin bilden
konnten, eine signifikant erhdhte Anzahl an Osteoblasten besallen (sowohl absolut als auch kor-
rigiert zur Knochenoberflache). Dies resultierte in einem signifikant vergroRerten Osteoidsaum
(ebenfalls sowohl absolut als auch korrigiert zur Knochenoberflache). Da jedoch die Trabekelzahl
der konditionellen Knockout-Mause nicht erhéht, sondern vermindert war, gab es mafgeblich
zwei Erklarungen: Entweder einen deutlich erhdhten Knochenabbau durch Osteoklasten (konnte

durch die Histomorphometrie widerlegt werden) oder eine funktionelle Stérung der Tatigkeit der
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Osteoblasten. Tatsachlich waren sowohl die Knochenbildungsaktivitdt pro Osteoblastengruppe
(,adjusted apposition rate®) als auch die Zeit, die bis zur Mineralisation des abgelegten Osteoids
bendtigt wurde (,mineralization lag time®) signifikant verandert. Auf zellularer Ebene waren die
Osteoblastenteams weniger aktiv und bendétigten mehr Zeit um den Knochen zu mineralisieren.
Die Knochenbildungsleistung auf der Ebene des gesamten Knochens betrachtet, war hingegen
nicht verandert (,bone formation rate®) und auch der Osteokalzingehalt des Blutserums der kondi-
tionellen Knockout-Mause der ColCre-Linie war vergleichbar zu dem der Kontrolltiere. Vermutlich
war die funktionelle Beeintrachtigung der Osteoblasten so eng an deren erhdhte Anzahl gekop-
pelt, dass der Effekt auf den Gesamtknochen sogar beinahe ausgeglichen wurde. Daher war die

Verminderung der Knochendichte vergleichsweise gering ausgefallen.

Es gibt verschiedene mogliche Griinde fiir die Erhéhung der Osteoblastenzahl in den konditionel-
len Knockout-Mausen der ColCre-Linie. Durch Untersuchung der Proliferations- und Apoptosera-
ten konnte jedoch sowohl ausgeschlossen werden, dass die Pra-Osteoblasten verstarkt prolife-
rierten (reife Osteoblasten sind nicht mehr teilungsfahig [84]), als auch, dass durch das Fehlen
des Osteoblasten-Fibronektins die Apoptose der Osteoblasten vermindert war. Eine mogliche Er-
klarung hingegen ware eine verlangsamte Differenzierung der Osteoblasten. Diese These wird
entscheidend durch die beeintrachtigte Funktion der Fibronektin-deletierten Osteoblasten ge-
stitzt. Es scheint denkbar, dass das Osteoblasten-Fibronektin im gesunden Organismus als eine
Art autokriner Faktor die Aktivitdt der Osteoblasten fordert. Das Fehlen des Osteoblasten-
spezifischen Fibronektins wiirde dann zu einer Verlangsamung der Funktion fihren. Durch un-
veranderte Proliferations- und Apoptoseraten kénnte sich ein Gleichgewicht der Osteoblastenzahl
auf einem hoheren Niveau einpendeln. Fir diese Theorie spricht auch, dass die Osteozytenzah-
len nicht signifikant verandert sind. Ware die Osteoblastenzahl zwar zu einem bestimmten Mo-
ment (Zeitpunkt der Tétung) erhéht, aufgrund deren verlangsamter Differenzierung langerfristig
betrachtet aber auf einer nur maRlig héheren Ebene, so kdnnte man kaum eine signifikant erhdhte
Anzahl der Osteozyten in der Knochenmatrix erwarten. Interessanterweise scheint es durchaus
einen Zusammenhang zwischen der Osteozytenzahl und der Knochenqualitat zu geben, denn ei-
ne Humanstudie zeigte bei Patientinnen, die spontane Wirbelbriiche erlitten hatten, im Vergleich
zu gesunden Kontrollen 34% weniger Osteozyten pro Knochenflache [240]. Tatsachlich trat diese
Verminderung der Osteozytenzahl sogar in Knochenbereichen auf, die vermutlich noch aus der

Kindheit der Patientinnen stammten.

Der Reife-Grad der Osteoblasten lasst sich grob in drei Stufen unterteilen: Proliferation (Pra-
Osteoblasten), Produktion der Extrazellularmatrix (Synthese, Organisation und Reifung der Ma-
trix) und Mineralisierung des Osteoids [90]. Es ist sehr wahrscheinlich, dass die produzierte Ma-
trix selbst einen nennenswerten Einfluss auf die Funktion der Osteoblasten ausubt. Dies kann z.
B. durch die Freisetzung von Wachstumsfaktoren wie TGF-f (fur engl. ,transforming growth fac-

tor-B) geschehen. TGF-B wird von Zellen als latenter (,schlummernder”) Komplex sezerniert. Das
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bedeutet, der Wachstumsfaktor selbst ist mit LAP (fiir engl. ,latency-associated propeptide“) und
LTBP1 (fur engl. ,latent TGF-B binding protein-1) assoziiert und vermag auf diese Weise an Pro-
teine der Extrazellularmatrix zu binden [241]. Bei einer Abspaltung des Komplexes durch Protea-
sen wird der Wachstumsfaktor TGF-$ frei und kann seine Wirkung auf Zellen entfalten. An der
Regulation der Freisetzung des TGF- aus seinen latenten Komplexen ist z. B. das Protein der
Extrazellularmatrix Fibrillin-1 beteiligt [232]. Fibronektin wird ebenfalls als entscheidend fir die
Einlagerung des Komplexes in die Extrazellularmatrix durch Osteoblasten beschrieben [170]. Bis-
lang nur teilweise verdffentlichte [242], aber auf einem Kongress (ASBMR 2007, Hawaii, USA
[243]) vorgestellte Daten unterstreichen diese Rolle des Fibronektins. So zeigte sich durch Zell-
kulturversuche an Osteoblasten, deren Fibronektin-Produktion lber ein Adenovirus/Cre-System
um 90% reduziert worden waren, dass die behandelten Zellen weniger LTBP1 in die Extrazellu-
larmatrix eingebauten. Dieser Effekt konnte zumindest partiell durch eine Behandlung der Zellen
mit exogenem Fibronektin aufgehoben werden. Auch eine reduzierte Expression der alkalischen
Phosphatase (einem Marker sich differenzierender Osteoblasten) konnte durch Zugabe des

Fibronektins von auf3en normalisiert werden.

Eine Uberexpression von TGF-B, in Osteoblasten fiihrte in Mausen in vivo zu interessanten Ef-
fekten. So war die Mineralisierung beeintrachtigt und mehr Osteoid nachweisbar [244]. Dies deckt
sich mit unseren Ergebnissen und lasst vermuten, dass durch die Ausschaltung des spezifischen
Fibronektins der Osteoblasten eine Dysregulation des TGF-B-Systems entstehen konnte, wo-
durch dann die Funktion der Osteoblasten beeintrachtigt wiirde. Weitere Untersuchungen in die-
ser Richtung stehen jedoch noch aus. Allerdings muss unterstrichen werden, dass dies nicht die
ganze Erklarung sein kann, da in den M&usen durch die Uberexpression des TGF-B;, in den
Osteoblasten auch eine Erhéhung der Osteoklastenzahl und eine Aktivierung der Resorption
festgestellt wurde, was bei den Osteoblasten-Fibronektin Knockout-Mausen nicht der Fall war.
Somit ist klar, dass die Fahigkeit des Fibronektins, auf den TGF-3-Gehalt einer Matrix Einfluss zu
nehmen [170], einen Teil der Uber das Fibronektin vermittelten Wirkungen ausmachen koénnte,
der zuséatzlich zu einer direkten Interaktion des Fibronektins von Bedeutung ist. Dies unterstreicht
die Bedeutung des Fibronektins fiir die Matrix. Inwieweit sich die Fibronektin-lsoformen bezlglich

der beschriebenen Eigenschaften unterscheiden ist zurzeit noch véllig unklar.

Das Fehlen des Osteoblasten-spezifischen Fibronektins hatte in den konditionellen Knockout-
Mausen der ColCre-Linie einen Effekt auf Osteoblasten gezeigt, obwohl die Menge des Fibronek-
tins in der Knochenmatrix nicht reduziert war. Da das zirkulierende Fibronektin kontinuierlich vor-
handen ist und der Effekt auf die Osteoblasten nicht in den Plasmafibronektin defizienten Mausen
auftrat, spricht dies dafiir, dass sich jenes Fibronektin, das flir eine regelgerechte Funktion der
Osteoblasten notwendig ist, vom Plasmafibronektin unterscheidet. Es ist bereits gesichert, dass
zumindest eine besondere Fibronektin-lsoform, das onkofétale Fibronektin, einen Effekt auf

Osteoblasten austiben kann. Unsere Experimente im Zusammenhang mit der Entstehung einer
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hepatischen Osteodystrophie ergaben [51], dass als Ursache fir das erhohte Frakturrisiko von
Patienten, die an primarer bilidrer Leberzirrhose leiden, die vermehrte Produktion des onkof6talen
Fibronektins der kranken Leber in Frage kommt. Durch in vitro und in vivo Experimente konnten
wir zeigen, dass onkofttales Fibronektin die Funktion der Osteoblasten beeintrachtigt, und fiir

das Knochenverlust bei diesen Patienten verantwortlich ist [51].

Unsere eigenen (noch unpublizierten) Untersuchungen ergaben, dass das Fibronektin der Osteo-
blasten nicht FDC-6 positiv ist, es sich also nicht um onkofttales Fibronektin handeln kann.
Osteoblasten produzieren allerdings EDA- und EDB-haltiges Fibronektin [160], was wir ebenfalls
durch eigene Experimente bestatigen konnten. Daher wird der Effekt auf die Osteoblasten in den
konditionellen Knockouts der ColCre-Linie wahrscheinlich Gber die Domé&nen EDA und EDB ver-
mittelt. Die Interaktion des Fibronektins mit Zellen geschieht oftmals Uber Integrine. Osteoblasten
besitzen u. a. das Integrin a4B1 [150], welches direkt an die EDA-Domane des Fibronektins bin-
den kann [25]. Zusatzlich vermag EDA aber auch die Bindung des Fibronektins an den Fibronek-
tin-Rezeptor asB1 zu verstarken [26], so dass auch auf diesem indirekten Weg eine Wirkung
durch diese Doméne erzeugt werden kann. AuRerdem kénnen durch die spleilabhangige Anwe-
senheit der Module auch zuvor versteckte Bereiche in benachbarten Regionen des Fibronektin-
Molekiils exponiert werden, wie es z. B. fur EDB belegt ist [55]. Leider liegen bisher keine Er-
kenntnisse darlber vor, wie sich ein genereller Verlust der Domanen EDA oder EDB auf die
Osteoblasten auswirkt, obwohl sowohl eine EDA als auch eine EDB Knockout-Maus existieren
[245,246]. Vermutlich wirde eine entsprechende Untersuchungen dieser beiden Mause, die Ant-

wort auf die Frage liefern, welche der beiden Domanen hauptsachlich verantwortlich ist.

Fir verschiedene Faktoren wurde gezeigt, dass sie die Differenzierung der Osteoblasten beein-
flussen kdnnen und dabei auch in vitro einen Effekt haben, z. B. auf die Expression des Fibronek-
tins durch die Osteoblasten. Dies scheint u. a. der Fall zu sein fur Parathormon [247], Ostrogen
[247], Glukokortikoide [248-250], Calcitriol [251] und TGF-B [136]. Die An- oder Abwesenheit ei-
nes besonderen Fibronektins kdnnten die Reaktion der Osteoblasten auf osteogene Wachstums-
oder Differenzierungsfaktoren verandern. So wurde flr Fibroblasten in vitro dargestellt, dass die-
se nur dann vermehrt auf PDGF (fUr engl. ,platelet-derived growth factor®) reagieren, sofern sie

ausreichend stark an Proteine der Extrazellularmatrix (wie Fibronektin) angehaftet sind [252].

Es bleibt hervorzuheben, dass die meisten in der Literatur beschriebenen Untersuchungen an
kultivierten Zellen durchgefiihrt wurden. Der in der vorliegenden Arbeit geschilderte Effekt in den
konditionellen Fibronektin Knockout-Mausen auf die Osteoblasten hingegen ist in vivo eingetre-
ten. Dadurch wird die genaue Analyse zwar aufgrund der komplexen Zusammenhange in einem
lebenden Organismus erschwert, die Zellen befanden sich jedoch in ihrer nattirlichen Umgebung,
daher kann es sich nicht um ein Artefakt handeln. Inwieweit die Wirkung des Osteoblasten-

Fibronektins durch die Rolle der Matrix und in der Matrix vorhandene Molekule, durch einen Ef-
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fekt der Isoformen auf Rezeptoren der Osteoblasten (inklusive Integrine) oder durch die Modula-
tion der Produktion verschiedener osteogener Faktoren verursacht wird bedarf noch einiger wei-
terer Erforschung, zumal es sich auch um ein Zusammenspiel mehrerer beteiligter Faktoren han-

deln konnte.

Wahrend das Osteoblasten-Fibronektin die Funktion der Osteoblasten beeinflusst, scheint das
Plasmafibronektin héchstens einen geringen Effekt auf die Knochenzellen zu haben. Die an den
Knochen der Plasmafibronektin defizienten Mause der MxCre-Linie durchgefiihrte histomorpho-
metrische Analyse ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den konditionellen Knock-
outs und den Kontrollen. Es zeigten sich z. B. keine Hinweise auf eine erhdhte Aktivitat der
Osteoklasten. Dies deckte sich jedoch mit den Erwartungen, da Osteoklasten Uber das RGD-
Motiv an die Knochenoberflache binden, ware eine Steigerung der Aktivitat durch einen vermin-
derten Fibronektingehalt der Knochenmatrix unwahrscheinlich. Jedoch war auch die Verminde-
rung der Osteoblastenzahlen nur signifikant solange die Zahl nicht zur Knochenoberflache korri-
giert wurde. Da eine Korrektur zur Knochenoberflache jedoch unumganglich ist, kann keine klare
Aussage getroffen werden, dass die Osteoblasten in den Plasmafibronektin deletierten Mausen
vermindert sind und dies die Ursache flir die geringere Knochendichte ist. Das Alter der Mause
bei ihrer Tétung war 6 Monate. Sollte es sich bei dem Effekt, welcher der verminderten Knochen-
dichte und Trabekelzahl zugrunde liegt, um einen kleinen, aber langfristigen Einfluss auf die Zahl
oder Aktivitat der Osteoblasten handeln, ware eine Erfassung bei einer punktuellen Untersuchung

wahrscheinlich nicht méglich bzw. nur durch eine Analyse sehr hoher Tierzahlen erfassbar.

In einem umgekehrten Versuchsansatz wurde das Plasmafibronektin nicht ausgeschaltet, son-
dern addiert. Insgesamt flnf verschiedene Experimente, in denen wildtypischen Mausen Gber 10-
15 Tage bis zu 3 mg Plasmafibronektin taglich verabreicht wurden fihrten zwar zu einer Erh6-
hung der absoluten Osteoblastenzahl, die aber nie eine statistische Signifikanz erreichte. Dies
erzwingt jedoch nicht automatisch die Aussage, dass erhdhte Mengen zirkulierenden Plasma-
fibronektins keinen positiven Einfluss auf die Knochendichte haben kdénnen, da der Zeitraum
eventuell zu kurz gewahlt war, durch die begrenzte Verfligbarkeit des Proteins jedoch nicht be-

deutend verlangert hatte werden kdnnen.
Zusammengefasst lasst sich festhalten: Sollte das Plasmafibronektin einen Effekt auf die Osteo-

blasten haben, dann ist dieser Effekt nur klein, insbesondere im Vergleich zu dem des Osteo-

blasten-spezifischen Fibronektins.

111



Diskussion

IV.1.5. Bedeutung des Fibronektins fiur die Knochenkomposition

und die biomechanischen Eigenschaften

Die Infrarot-Spektroskopie ermdglicht eine Untersuchung der Mineralisierung des Knochens und
stellt diese ins Verhaltnis zum Proteingehalt der Matrix [253]. Im Gegensatz zu den Osteoblasten-
Fibronektin defizienten Mausen, bei denen die Infrarot-Spektroskopie keinen Unterschied im Ver-
gleich mit den Kontrollen zeigte, ergaben die Daten der MxCre-Linie, dass in den konditionellen
Knockouts auf einen Protein-Teil ein kleinerer Mineral-Teil kam als bei den Kontrollen (geringeres
Verhaltnis des Minerals zur Matrix). Da diese Methode eine Aussage Uber die Mineralisierung ei-
ner Flache von nur 20 pm2 treffen kann, wird eine Beurteilung der Mineralisierung des Knochens
mdglich, die unabhangig von seiner dreidimensionalen Struktur ist. Mit anderen Worten kann also
mehr Uber die eigentliche Zusammensetzung der Matrix erfahren werden. Eine geringere Minera-
lisierung konnte daher zumindest eine Teilerklarung fiir die geringere Knochendichte der konditio-
nellen Knockout-Mause sein, da sich letztere auf der Ebene des gesamten Knochens bewegt.
Besonders interessant ist, dass eine ,Behandlung® wildtypischer Mause mit Plasmafibronektin
Uber den recht kurzen Zeitraum von 15 Tagen zu einer Erhéhung der Mineralisierung (im Ver-
héaltnis zur Matrix betrachtet) fuhrte, die zwar keine statistische Signifikanz erreichte, aber die
These unterstreicht, dass das Plasmafibronektin die Mineralisierung der Matrix beeinflusst. Zu-
satzlich zu dem Effekt auf den Mineralgehalt, wies die Infrarot-Spektroskopie auch auf eine signi-
fikante leichte Veranderung des Minerals in den konditionellen Knockouts hin (gréRerer Anteil an
saurem Phosphat). Dieser Effekt erscheint auch insbesondere deshalb von Bedeutung, da bei
jenen wildtypischen Mausen, die Plasmafibronektin erhalten hatten, das Gegenteil passierte,
namlich der Gehalt an saurem Phosphat signifikant verringert war. Das Plasmafibronektin bzw.
dessen Fehlen konnte also einen Einfluss auf die Mineralkomposition des Knochens ausliben
und der Fibronektingehalt der Knochenmatrix damit in einem direkten Zusammenhang mit der

Zusammensetzung des Minerals stehen.

Um herauszufinden, ob die Veranderungen, die bei der Infrarotmessung der Knochenproben der
Plasmafibronektin-defizienten Mausen ermittelt werden konnten, auch einen Einfluss auf die bio-
mechanischen Eigenschaften des Knochens hatten, wurden die Proben einer Mikroindentation
unterzogen. Im Gegensatz zum traditionellen drei Punkt Biegetest, bei dem ein isolierter Knochen
(z. B. die Tibia) an beiden Enden aufliegt und dann von oben mit einem Gewicht belastet wird,
spielen fir die Mikroindentation weder die Knochenldnge, noch die Architektur (z. B. die Kortex-
dicke) eine Rolle. Stattdessen wird bei letzterer Methode ein definiertes Gewicht direkt auf eine
kleine Knochenflache eines Trabekels oder des Kortex appliziert und anschliefiend der dadurch
entstandene Abdruck vermessen. Die Mikroharte beschreibt also den Widerstand des Knochens
gegen lokale Deformationen. Die Mikrohartemessung der Knochenproben der MxCre-Linie ergab

eine gering, aber signifikant erhéhte Mikroharte in den konditionellen Knockouts. Untersuchungen
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der Mikroharte in einem experimentellen Mausmodell fir Osteogenese imperfecta (s. 1.2.5.2)
zeigten auch eine signifikante Erhéhung der Harte, die jedoch mit einem erhéhten Mineralisie-
rungsgrad einherging [254]. Die Autoren diskutieren, dass sich dieser erhdhte Mineralisierungs-
grad mit der Methode des gBEI (fir engl. ,quantitative backscattered electron imaging“) ermitteln
liel, sich aber nicht im Veraschungsgewicht der Proben zeigte. Ein Anstieg der Mikroharte ist
entweder auf eine hdhere Mineralisierung (wie bei Osteogenese imperfecta) oder auf Verande-
rungen der Eigenschaften der Matrixproteine zurtickzuflihren. Da die Infrarot-Spektroskopie fir
die Knochen der Plasmafibronektin defizienten Mause im Verhaltnis zum Protein einen geringe-
ren Mineralisierungsgrad ergab, lasst sich durch die erhéhte Mikroharte auf eine Veranderung der

Proteinmatrix in Abwesenheit des Plasmafibronektins schlieRen.

Die Bestimmungen des Kollagengehalts tiber Hydroxyprolin und die Errechnung des Mineralge-
halts nach Veraschung der Knochenproben ergaben keine signifikanten Unterschiede. Diese Be-
funde stehen jedoch nicht in einem direkten Widerspruch, zumal es nicht moglich war, die beiden
Untersuchungen miteinander ins Verhaltnis zu setzen. Einer der Grinde aus denen dies nicht
gemacht werden durfte ist, dass bei der Aufbereitung der Proben fir die Hydroxyprolin-
Bestimmung ein Teil jeder Probe durch die Handhabung verloren ging. Fur die Messung an sich
war dies kein Problem, da jeweils zum Pelletgewicht korrigiert wurde. Jedoch konnte dieses Pel-
letgewicht prozentual unterschiedlich stark von der urspringlichen Probe abweichen, so dass ei-
ne Verrechnung mit den Ergebnissen der Veraschung unzuldssig war. Es gibt nicht zwangslaufig
einen Widerspruch dadurch, dass weder die Hydroxyprolin-Bestimmung noch die Veraschung
signifikante Unterschiede zutage brachte, da die Variationen und damit die Fehler zwischen den
Proben bei diesen beiden Methoden sicherlich deutlich grof3er sind als bei der sehr zuverlassigen
spektroskopischen Analyse, die feinste Unterschiede zu detektieren vermag. Es bleibt zusatzlich
hervorzuheben, dass die Hydroxyprolin-Bestimmung nur den Kollagengehalt misst, eine mdgliche
Kompensation des reduzierten Fibronektingehalts der Matrix z. B. durch andere Proteine als Kol-

lagen daher gar nicht erfasst werden konnte.

Eine aufschlussreiche Untersuchung einer anderen Arbeitsgruppe befasste sich gewissermalien
mit einer umgekehrten Fragestellung zum Effekt des Plasmafibronektins auf den Knochen [255].
Diese Gruppe konnte durch Injektionen von Parathormon (PTH) die im Blut zirkulierenden Men-
gen an Fibronektin steigern, sofern Ostrogene anwesend waren (Aufhebung des Effektes durch
Ovariektomie). Verfolgt man diesen Gedankengang weiter, namlich dass durch Parathormon er-
zeugte stimulierende Effekte fiir den Knochenaufbau gesichert sind, so stellt sich die Frage, ob
vermehrte Blutlevels des Parathormons auch zu einer Erhéhung des zirkulierenden Plasmafibro-
nektins fliihren und dies vielleicht neben der direkten Wirkung des Parathormons auf die Kno-

chenzellen ebenfalls forderlich flr den Anstieg der Knochenmineralisierung sein kénnte.
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IV.1.6. Interpretation der Rolle des Fibronektins im Knochen

Interpretierend lasst sich durch die durchgefiihrten Experimente festhalten, dass Fibronektin fir

den Knochen in mehrerlei Hinsicht von Bedeutung ist.

Der Hauptteil des Fibronektins, das in der Knochenmatrix eingelagert ist, stammt nicht von den
Osteoblasten. Zwei durchgeflihrte Experimente weisen darauf hin, dass das Fibronektin der Le-
ber stattdessen als mdgliche Quelle in Betracht kommt. Zum einen wurde bewiesen, dass Plas-
mafibronektin aus dem Blut in den Knochen gelangen kann und die Knochenmatrix zu infiltrieren
vermag, zum anderen zeigte sich durch eine Ausschaltung des Plasmafibronektins in Mausen ei-
ne Verringerung des Fibronektingehalts des Knochengewebes. Das Plasmafibronektin der Leber
scheint fUr die strukturellen Eigenschaften des Knochens von Bedeutung sein, da dessen Fehlen
verschiedene Auswirkungen auf die Knochenkomposition und dessen biomechanische Eigen-

schaften hat.

Die Rolle des Osteoblasten-Fibronektins hingegen betrifft nicht die Knochenstruktur, sondern die
Knochenzellen. Die Ausschaltung des Fibronektins in Osteoblasten beeinflusst die Funktion die-
ser Zellen negativ, indem vermutlich die Differenzierung der Osteoblasten verlangsamt wird. Da
das Osteoblasten-Fibronektin sich vom Plasmafibronektin unterscheidet, indem es die Doménen
EDA und EDB enthalt, Iasst sich festhalten, dass jene Fibronektin-lsoform, die von den
Osteoblasten produziert wird, vermutlich als eine Art autokriner Faktor férdernd auf die Funktion

und Differenzierung des Zellen wirkt.

Zusatzlich konnen besondere Isoformen wie das onkofotale Fibronektin, das z. B. durch bestimm-
te Lebererkrankungen vermehrt ins Blut abgegeben wird, sogar einen negativen Effekt auf die

Osteoblasten haben.

Die verschiedenen Isoformen des Fibronektins haben demnach unterschiedliche Auswirkungen
auf den Knochen. Fir alle Isoformen gemeinsam lasst sich die Aussage treffen, dass Fibronektin
sowohl die Komposition und die Eigenschaften des Knochens beeinflusst als auch das Verhalten
und die Funktion der Knochenzellen. Inwieweit sich diese Erkenntnisse auf mégliche Therapien
von Knochendefekten in der Humanmedizin auswirken kénnten, missen weitere Untersuchungen

zeigen.

114



Diskussion

IV.2. Die Rolle des Fibronektins bei der diabetischen

Nephropathie

Uber die durchgefiihrten Experimente konnte gezeigt werden, dass die Expansion des Mesangi-
ums bei der diabetischen Nephropathie nicht nur durch eine vermehrte Fibronektin-Produktion
der Mesangialzellen, sondern auch durch die Einlagerung des aus der Leber stammenden zirku-
lierenden Fibronektins verursacht wird. Darliber hinaus weisen die Ergebnisse darauf hin, dass
das Plasmafibronektin aus dem Blut das Fortschreiten des Nierenschadens zu beschleunigen

vermag.

IV.2.1. Herkunft des Fibronektins der Niere

Fibronektin kommt im Mesangium und der Basalmembran gesunder Glomeruli vor und ist in meh-
reren Erkrankungen des Glomerulus nachweislich erhoht [256-258]. Es wird vermutet, dass der
Hauptteil dieses Fibronektins durch lokale Produktion der Mesangialzellen des Glomerulus zu-
stande kommt [259]. Ein Experiment, in welchem aufgereinigtes humanes Plasmafibronektin in
Mause injiziert wurde [260], zeigte jedoch, dass dieses sich in bestimmte Gewebe der Mause
einzulagern vermochte. Zum Nachweis wurde ein Human-spezifisches nicht Maus-reaktives Anti-
serum gegen Fibronektin verwendet. Die Autoren wiesen das humane Plasmafibronektin u. a. in
den Glomeruli der Niere nach. Eine Farbung gegen murines Fibronektin zeigte, dass das Muster
des eingelagerten humanen Fibronektins mit dem der Maus identisch war, also von einem phy-
siologischen Prozess ausgegangen werden musste. Das von uns durchgeflhrte Injektionsexperi-
ment mit fluoreszenzgekoppeltem humanem Plasmafibronektin flinrte ebenfalls zu einem Signal
in den Glomeruli der Niere. Da flir dieses Experiment kein Nachweis durch Antikérper erforderlich
war und die Kontrolimause, die den unkonjugierten Farbstoff erhalten hatten kein Signal zeigten,
ist somit gesichert, dass Plasmafibronektin aus dem Blutkreislauf heraus in die Glomeruli gelan-
gen und dort in die Mesangialmatrix eingelagert werden kann. Damit kommt Plasmafibronektin

als mdgliche Quelle fur einen Teil des Fibronektins in den Glomeruli der Niere in Betracht.

Eine besondere Rolle des Fibronektins in den Glomeruli zeigt sich durch eine seltene Erkran-
kung. Die idiopathische Fibronektin Glomerulopathie ist eine vermutlich autosomal dominant ver-
erbte Krankheit, deren Folgen u. a. eine Proteinurie sowie eine langsam abnehmende Nieren-
funktion sind, so dass es letztlich zum Versagen der Nieren kommen kann [261]. Pathologisch
lassen sich bei den Patienten in den Glomeruli erhebliche Ablagerungen des Mesangium nach-
weisen. Mdglicherweise spielen Abnormalitdten im Metabolismus des Plasmafibronektins eine

schadliche Rolle bei dieser Erkrankung. Fur diese These spricht, dass die beiden Proteine Fibro-
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nektin und Tenascin (ebenfalls ein Protein der Extrazellularmatrix) zwar in mehreren Erkrankun-
gen des Glomerulus lokal koexprimiert werden [262], jedoch bei der idiopathischen Fibronektin
Glomerulopathie das Fibronektin in den Ablagerungen des Mesangiums nicht mit Tenascin kolo-
kalisiert war [261]. Deswegen wurde von den Autoren vorgeschlagen, dass in dieser Erkrankung
das Fibronektin aus dem Plasma heraus eingelagert wird. Auch die Tatsache, dass das Fibronek-
tin dieser Ablagerungen nur wenig EDA enthielt [263,264], spricht dafiir, dass es sich vermutlich
eher um Plasmafibronektin als um zellulares Fibronektin handelte [261]. Das von uns durchge-
fihrte Injektions-Experiment ergab eine Uberlagerung des Fibronektin-Signals mit einer Farbung
gegen Laminin, obwohl das markierte Fibronektin nicht lokal produziert worden war, sondern die

Glomeruli Uber die Blutzirkulation erreicht hatte.

Bei Patienten, die an schwerer Proteinurie leiden, ist eine Erhéhung des Plasmafibronektins im
Blut nachweisbar [265]. Die Interpretation dieses Befundes ist eine Art Kompensationsversuch
der Leber. Da Albumin den Hauptanteil der Proteine des Bluts ausmacht, bei einer Proteinurie
aber verhaltnismafig viel des mittelgroRen Proteins (66-67 kDa) Gber den Urin verloren geht, er-
scheint es physiologisch sinnvoll die Synthese grofer Proteine wie Fibronektin (500 kDa, s.
1.1.1.1) heraufzuregulieren, um den kolloidosmotischen Druck aufrechtzuerhalten. Auch werden
Fibronektin und Albumin von der Leber in einem festen Verhaltnis zueinander produziert [1] , so
dass die Heraufregulation der Albumin-Produktion auch zu einer Steigerung der Fibronektin-Aus-
schittung flhrt. Anhand unserer Daten ist wahrscheinlich, dass dadurch die Nierenerkrankung

weiter vorangetrieben wird.

Normales Blutgefal

v

Biochemische Abnormalitaten in den Gefalizellen der Niere

v

Hyperfiltration

Veranderung/Verdickung der glomeruldren Basalmembran und des Mesangiums

v

Ausdehnung des Mesangiums

v

Verlust der Filtrationsoberflache

v

Verlust an Endothelzellen und Podozyten

v

Fibrose

Abbildung IV.3: Schematische Darstellung der Entstehung der diabetischen Nephropathie
Diese Ubersicht bezieht sich besonders auf die Entwicklung einer Glomerulosklerose im Zusammenhang mit ei-

ner diabetischen Nephropathie (Schema in Anlehnung an [183]).
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IV.2.2. Folgen der Diabetes-Induktion

Um die Rolle des Plasmafibronektins bei der Entstehung einer diabetischen Nephropathie he-
rauszuarbeiten und von der Bedeutung des lokal von den Mesangialzellen produzierten Fibronek-
tins abzugrenzen, wurde in konditionellen Fibronektin Knockout-Mausen ein Diabetes mellitus in-
duziert. Die Versuchstiere stammten aus den Mauslinien MxCre und AlbCre. Die Ausschaltung
des Fibronektin-Gens Gber den Alb-Promoter bewirkte eine spezifische Deletion des Plasmafibro-
nektins. Die AlbCre-Linie schien daher bestens geeignet um den Effekt des Plasmafibronektin bei
der Entstehung einer diabetischen Nephropathie zu untersuchen. Fir den Mx-Promoter ist be-
kannt, dass er in Zellen des Glomerulus aktiviert wird [226]. Eigene Untersuchungen mit dem
ROSA26 Reporter-Mausstamm bestatigten, dass Mx die Expression der Cre Rekombinase in den
Mesangialzellen aktiviert. Demnach wird in den konditionellen Knockout-Mausen der MxCre-Linie
sowohl das Plasmafibronektin als auch das lokal von den Mesangialzellen produzierte Fibronek-
tin ausgeschaltet. Die Induktion eines Diabetes mellitus in beiden Linien ermdglichte daher die
Untersuchung der Rolle des Plasmafibronektins alleine sowie in Kombination mit dem lokal durch
die Mesangialzellen produzierten Fibronektin bei der Entwicklung der Diabetes-bedingten Nieren-

erkrankung.

Die humane diabetische Nephropathie zeichnet sich u. a. durch eine Verdickung der Basal-
membranen des Glomerulus sowie durch eine Ausdehnung der Mesangialmatrix mit vermehrter
Proliferation der Mesangialzellen aus [266]. Nicht alle Kennzeichen der humanen diabetischen
Nephropathie kdénnen in Mausen durch Induktion einer Hyperglykdmie erzeugt werden [267], ins-
besondere, da zwischen den in der Forschung verwendeten Inzuchtstdmmen Unterschiede in der
Auspragung dieser Nierenerkrankung vorkommen [181]. In der Zwischenzeit (Jahr 2007) wurde
ein Modell an CD-1 Mausen vorgestellt, das (verglichen mit C57BIl/6-Mausen) mehr typische Zei-
chen einer humanen diabetischen Nephropathie erzeugen kann [268]. Die Umstellung auf dieses
Model hatte jedoch 8-10 Rickkreuzungen auf einem CD-1-Hintergrund bendtigt und eine Ge-
samtzeit von mindestens 96 bis 120 (12 mal 8 bis 10) Wochen in Anspruch genommen. In Anbe-
tracht dessen, dass unsere Mause trotz des C57BIl/6-Hintergrunds eine Nephropathie entwickel-
ten (z. B. eine Expansion des Mesangiums), erwies sich unsere Entscheidung diesen Extraschritt
nicht durchzulaufen als richtig. Der Inzuchtstamm C57BI/6 wird zwar als vergleichsweise resistent
gegen renale Schadigungen betrachtet, dennoch konnten auch durch die Arbeit anderer Gruppen
an Mausen mit diesem Hintergrund bereits zahlreiche Erkenntnisse im Hinblick auf die diabeti-
sche Nephropathie gewonnen werden, die auch einen Einfluss auf die Humanmedizin nehmen
koénnten [269]. Da die diabetische Nephropathie eine Spatfolge des Diabetes mellitus ist, wird fir
das Mausmodell eine Haltung der Tiere unter Glykamie fur 3-8 Monate empfohlen. Bei dem in der
vorliegenden Arbeit vorgestellten Experiment erfolgte eine Haltung der Tiere nach Manifestation

eines Diabetes mellitus flir 22 Wochen (ca. 5 Monate).
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Der Erfolg der Ausschaltung des Plasmafibronektins in den konditionellen Knockout-Mausen der
MxCre- und der AlbCre-Linie wurde Uber einen Fibronektin-ELISA mit Blutproben sichergestellt.
Der erreichte Ausschaltungsgrad in der MxCre-Linie (96%) war erwartungsgemal signifikant
besser als in der AlbCre-Linie (92%). Zusatzlich wurde durch eine quantitative Analyse von ge-
gen Fibronektin gefarbten Nierenschnitten gezeigt, dass der Fibronektingehalt der Glomeruli der
konditionellen Knockout-Mause der MxCre-Linie im Vergleich zu den Kontrollen signifikant ver-
mindert war. Es darf also davon ausgegangen werden, dass die Ausschaltung des Fibronektins

auch in den Mesangialzellen erfolgreich war.

Der HbA{.-Wert beschreibt den Anteil der Erythrozyten, die nicht-enzymatisch glykiert sind und ist
damit ein Marker fir eine Iangerfristige rickblickende Beurteilung der Blutzuckerspiegel eines Pa-
tienten. Zur Messung des HbA-Wertes der Mause wurde eine Affinitatschromatographie mit
dem Micromat Il (Bio-Rad) durchgefihrt. Da humane Erythrozyten eine Lebensdauer von etwa
120 Tagen haben, sagt die Anzahl der glykierten roten Blutkérperchen in Prozent etwas Uber den
Blutzuckerspiegel eines Menschen in den letzten 2-3 Monaten vor der Probennahme aus [270].
Der fir den gesunden Menschen als Referenz betrachtete Bereich ist 4-6%. Die Lebenszeit der
Erythrozyten in der Maus wird uneinheitlich als etwa 40-60 Tage beschrieben [271-274]. Bei
Mausen kann man daher davon ausgehen, dass der HbA,.-Wert den Blutzuckerspiegel der letz-
ten zwei Wochen reflektiert [275]. Es waren weder die mittleren Blutzuckerspiegel noch die
HbA.-Werte nennenswert unterschiedlich zwischen den diabetischen konditionellen Knockout-
Mausen und den diabetischen Kontrollen der MxCre- und AlbCre-Linie. Daher kann sicher aus-
geschlossen werden, dass die beobachteten Effekte bezliglich der Entwicklung einer diabeti-
schen Nephropathie auf einen unterschiedlich starken Auspragungsgrad des Diabetes mellitus

zurtckgehen.

Der Fokus unserer bisherigen Untersuchungen lag vorwiegend auf der Ausdehnung der mesan-
gialen Matrix, da diese besonders gut mit einer verminderten Nierenfunktion korreliert [276]. Die
Expansion des Mesangiums korreliert ebenfalls negativ mit der Kapillarflache, die fur die Filtration
des Primarharns zustandig ist [183]. Bei beiden verwendeten Mauslinien stellte sich heraus, dass
durch die konditionelle Ausschaltung des Fibronektins die Ausdehnung des Mesangiums signifi-
kant geringer war als in den ebenfalls diabetischen Kontrolltieren. Es ist zu betonen, dass der Un-
terschied bei den konditionellen Knockout-Mausen der AlbCre-Linie verglichen mit ihren Kontrol-
len bei 29% lag. In der MxCre-Linie war der Unterschied mit 42% zwar noch deutlicher, die Diffe-
renz beider Werte lag jedoch lediglich bei 13%. Diese Ergebnisse stellen die Rolle des Plasma-
fibronektins in den Vordergrund. Zwar kann der erreichte Ausschaltungsgrad tUber den Mx-
Promoter in den Mesangialzellen nicht absolut ermittelt werden und es ist daher nicht gesichert,
ob die Produktion des lokalen Fibronektins mit einer &hnlichen Effizienz erreicht wurde wie die

des Plasmafibronektins, dies hebt jedoch die Bedeutung des Plasmafibronektins nur noch starker
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heraus, da im Blut der konditionellen Knockout-Mausen der MxCre-Linie noch weniger Plasma-

fibronektin vorhanden war als in der AlbCre-Linie.

Besonders interessant ist in diesem Zusammenhang auch, dass die konditionellen Knockout-
Mause eine geringere Sterberate zeigten als die diabetischen Kontrollen. Bei der MxCre-Linie
starben 16%, bei der AlbCre-Linie 29% weniger konditionelle Knockouts als Kontrollen. Obwohl
die Todesfalle der verschiedenen Tiere (insgesamt 44 Todesfalle bei den Diabetikern) sicherlich
keine einheitlichen Ursachen hatten, spricht die Gesamtheit des Ergebnisses jedoch flir einen
Uberlebensvorteil durch weniger Plasmafibronektin. Die Zusammenhange sind dabei unklar,
kdnnten aber durchaus darauf hinweisen, dass die Plasmafibronektin defizienten diabetischen
Mause ein geringeres Risiko hatten an Folgeerkrankungen des Diabetes zu sterben. In der
MxCre-Linie sind insgesamt mehr diabetische Tiere gestorben als in der AlbCre-Linie (MxCre 30
Tote = 59% vs. AlbCre 14 Tote = 34%). Die Ursache hierfur liegt vermutlich darin begriindet,
dass die Tiere der AlbCre-Linie bei Induktion des Diabetes eine Woche alter (9 Wochen) waren
im Vergleich zu denen der MxCre-Linie (8 Wochen). Dies lie® sich aus organisatorischen Griin-
den nicht vermeiden, da zur Generierung der Versuchstiergeneration mehr als 100 Verpaarungen
nétig waren (es wurden nur mannliche Tiere fir das Experiment eingesetzt). Die Induktion eines
Diabetes mellitus Uber Streptozotocin wird mit zunehmendem Alter der Tiere etwas besser ver-
tragen. In Anbetracht der Lange des Experiments (22 Wochen mit Diabetes) sollte die Induktion
des Diabetes aber auch nicht zu lange hinausgezoégert werden (das Alter der Mause bei Tétung

war 8 Monate).

IV.2.3. Interpretation der Rolle des Fibronektins in der diabetischen

Nephropathie

Da das Fibronektin im Blut wenig EDA, EDB und oFN enthalt [51], stellt sich die Frage, ob die Art
des Fibronektins fiir die Expansion des Mesangiums in einer diabetischen Nephropathie aus-
schlaggebend ist. Eine Studie an Patienten mit Nierenerkrankungen im Vergleich zu gesunden
Kontrollen brachte Erkenntnisse Uber das Vorkommen des Fibronektins in der Niere [277]. In den
gesunden Kontrollen konnte Fibronektin in den Glomeruli in der Mesangialmatrix und der intersti-
tiellen Extrazellularmatrix nachgewiesen werden. Dieses Fibronektin enthielt geringe Mengen
EDA, jedoch kein EDB und kein onkofétales Fibronektin. Fir Patienten mit Glomerulosklerose
zeigte sich hingegen ein signifikant héherer Gehalt der mesangialen Matrix an Fibronektin insge-
samt, EDA-positivem und EDB-positivem Fibronektin sowie an onkofétalem Fibronektin, was auf
einen hohen Anteil an lokal produziertem zelluldrem Fibronektin hindeutet. Durch eine weitere
Studie an Patienten mit diabetischer Nephropathie stellte sich heraus, dass diese jedoch auch

erhdohte Mengen EDB-positiven Fibronektins in ihrem Blut hatten [278]. Auch die Untersuchung
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des Gehalts der EDA-positiven Fibronektin-lsoform im Blut diabetischer Patienten durch eine an-
dere Gruppe ergab eine Erhdhung [54], dies wurde jedoch nicht im Hinblick auf eine mdgliche

Nierenerkrankung der Patienten analysiert.

Einige dieser Ergebnisse legen nahe, dass die verschiedenen Fibronektin-Isoformen fiir die Ent-
stehung einer Glomerulosklerose unterschiedliche Rollen spielen konnten. Dies wird durch unse-
re Untersuchungen an der MxCre-Linie ebenfalls gestitzt, da hier die Ausschaltung des Plasma-
fibronektins und des Fibronektins der Mesangialzellen zugleich die Ausdehnung des Mesangiums
im Vergleich zu den Kontrollen beinahe halbierte. Da die Ausschaltung des Plasmafibronektins
alleine in der AlbCre-Linie aber bereits eine Verminderung der Expansion der Mesangialmatrix
um etwa ein Drittel bewirkte, scheinen die verschiedenen Isoformen des Fibronektins nicht die
Hauptrolle zu spielen. Ob die diabetischen Kontrolltiere verglichen mit den nicht-diabetischen
Kontrollen vermehrt EDA, EDB und onkof6tales Fibronektin in ihrem Blut hatten, muss noch un-

tersucht werden.

Es ist zum jetzigen Zeitpunkt noch unklar, inwieweit die Menge des Fibronektins, das sich aus
dem Blut heraus in den Glomeruli einlagerte, entscheidend war, ob erhdhte Mengen zirkulieren-
der EDA- bzw. EDB-haltiger Isoformen eine Rolle spielten oder ob der Effekt dadurch zustande
kam, dass das Plasmafibronektin besonders stark der nicht-enzymatischen Glykierung ausge-
setzt war und dadurch in den diabetischen Kontrollmdusen die Expansion des Mesangiums vo-

rangetrieben wurde.

IV.2.4. Ausblick

Es gibt eine riesige Menge an Publikationen, die sich mit der Rolle der Zellen des Glomerulus
sowie den moéglichen Einfliissen zahlreicher Zytokine bei der diabetischen Nephropathie beschaf-
tigen. Den Matrixproteinen wird dabei haufig eine sekundare Bedeutung zugeschrieben, indem
das vermehrte Vorhandensein der Extrazellularmatrix als eine Folge zellularer Effekte betrachtet
wird. Unsere Untersuchungen zeigen jedoch in vivo an einem Mausmodell, dass das Matrixprote-
in Fibronektin selbst an der Expansion des Mesangiums beteiligt ist. Vermutlich ist die Erkran-
kung also eine Folge von Interaktionen zwischen den Zellen und der Matrix, wobei beide Vertre-
ter das Fortschreiten des Prozesses vorantreiben kénnen. Ein therapeutischer Nutzen dieser Un-
tersuchung kénnte darin bestehen, zumindest einen Teil des Effekts des Plasmafibronektins zu
blockieren, um in Patienten, die an der diabetischen Nierenerkrankung leiden, das Fortschreiten
der Nephropathie aufzuhalten (z. B. durch Antikérper oder Antagonisten). Dies ware jedoch eine
recht unspezifische Behandlung, die mdglicherweise zu zahlreichen Nebeneffekten flhren konn-

te. Daher sollte die Rolle des Fibronektins zukiinftig noch genauer untersucht werden.
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Fibronektine binden maligeblich Gber Integrine an Zellen und die Mesangialzellen exprimieren
nachweislich die Integrine asB4, asB4, asfs und a,Bz [279-283]. Somit sind sie in der Lage mit
Fibronektin zumindest lUber das RGD-Motiv zu interagieren. Um die Wirkung des Fibronektins
besser verstehen zu kdnnen ist es daher wichtig, die Wechselwirkung zwischen dem Matrixprote-
in und den Zellen genauer zu untersuchen. Dazu steht uns fiir den nachsten Schritt ein weiteres
Mausmodell zur Verfigung [284,285].

Bei dieser Mauslinie ist die RGD-Sequenz des Fibronektins durch eine nicht-funktionale RGE-
Sequenz ausgetauscht worden [285]. Dieser Austausch ist in homozygot transgenen Tieren le-
thal. Daher wird diese Linie von uns heterozygot gehalten, es ist also nur eines der zwei Fibro-
nektin-Allele mutiert. Durch Verkreuzungen mit Mausen, deren Fibronektin-Gen gefloxt war, ent-
stand jedoch eine Linie, in welcher das nicht-mutierte zweite Fibronektin-Allel Gber Cre ausge-
schaltet werden kann. Besitzen diese Tiere zusatzlich das Cre-Gen unter der Kontrolle des Mx-
(bzw. des Alb-Promoters), so kdnnten die Hepatozyten und die Mesangialzellen zwar noch Fibro-
nektin produzieren, dessen RGD-Motiv ware aber nicht mehr funktionell. Eine Induktion eines
Diabetes mellitus nach einem Modell, das dem in der vorliegenden Arbeit entspricht, kdnnte die
Rolle der RGD-Sequenz und somit der RGD-bindenden Integrine bei der Entstehung einer diabe-

tischen Nephropathie naher charakterisieren.

Sollte es durch dieses Experimente gelingen, die Interaktionen zwischen dem Fibronektin und
den Mesangialzellen weiter zu entschlisseln und dabei sogar einen bestimmten Rezeptor aus-
zumachen, Uber den der Hauptteil der Wirkung vermittelt wird, so hatte man eventuell ein Werk-
zeug in der Hand, das man sich fiir eine Behandlung diabetischer Patienten zunutze machen
kénnte, um beispielsweise die Entstehung oder das Fortschreiten einer Nephropathie zu bekamp-

fen.
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V. Zusammenfassung

Diese Arbeit befasst sich mit der Rolle des Fibronektins im Knochen sowie in der diabetischen

Nephropathie.

Fibronektin im Knochen: Es war bekannt, dass Osteoblasten fiir ihre Differenzierung in vitro
Fibronektin bendtigen, dass Fibronektin fiir die Ausbildung einer Kollagenmatrix erforderlich ist
und fir die Matrixintegritat eine kontinuierliche Fibronektin-Versorgung gewahrleistet sein muss.
Um die Rolle des Fibronektins im Knochen, dessen Matrix zu 90% aus Kollagen besteht, ndher
zu untersuchen, wurde das Fibronektin der Osteoblasten spezifisch Uiber das Cre/loxP-System in
Mausen ausgeschaltet. Dies fuhrte zu einer erhdhten Anzahl an Osteoblasten, deren Fahigkeit
die Matrix zu mineralisieren jedoch beeintrachtigt war. Dennoch zeigte sich kein Einfluss auf die
Eigenschaften der Knochenmatrix. Insbesondere war der Fibronektingehalt nicht vermindert, ent-
gegen der allgemeinen Annahme, dass die Osteoblasten die Produzenten des Fibronektins der
Knochenmatrix seien. Im Gegensatz dazu stellte sich durch Untersuchungen an anderen gene-
tisch veranderten Mausen heraus, dass eine Ausschaltung des Plasmafibronektins im Blut zu ei-
ner deutlichen Verringerung des Fibronektingehalts des Knochens sowie zu einer Verminderung
des Mineralgehalts bezogen auf die Proteinmenge flhrte. Auch die Komposition des Minerals war
verandert. Da es jedoch keinen nennenswerten Effekt auf die Knochenzellen gab, lasst sich
schlussfolgern, dass die Osteoblasten-spezifische Fibronektin-lsoform fiir eine regelgerechte
Funktion der Osteoblasten notwendig ist, wahrend das von der Leber produzierte Plasmafibro-

nektin die Zusammensetzung der Knochenmatrix beeinflusst.

Fibronektin in der diabetischen Niere: Mit der diabetischen Nephropathie geht eine Ausdehnung
des Mesangiums in den Glomeruli einher, die mit dem Ausmal} des Nierenschadens korreliert ist.
Fibronektin ist ein Bestandteil dieses expandierten Mesangiums. Vorarbeiten hatten gezeigt, dass
injiziertes Fibronektin durch die Blutzirkulation in die Niere gelangt und in der Mesangialmatrix der
Glomeruli eingelagert wird. Daher wurden in konditionellen Knockout-Mausen das Plasmafibro-
nektin bzw. das Fibronektin der Mesangialzellen und das Plasmafibronektin zugleich ausgeschal-
tet. In diesen Mausen wurde ein Diabetes mellitus induziert und die Tiere fir 22 Wochen mit Dia-
betes gehalten. Die Ausschaltung des Fibronektins hatte eine geringere Ausbreitung der Mesan-
gialmatrix sowie eine geringere Mortalitat der Tiere zur Folge. Interessanterweise schien das
Plasmafibronektin alleine bereits grob ein Drittel der Ausdehnung des Mesangiums zu verursa-
chen. Die kombinierte Ausschaltung von zirkulierendem und lokalem Fibronektin vermochte die

Expansion der Mesangialmatrix sogar beinahe zu halbieren.

Zusammengefasst zeigten sich neue Rollen eines traditionellen Proteins der Extrazellularmatrix
in physiologischen und pathologischen Zustanden. Einige dieser Aspekte demonstrieren die gro-

3e Bedeutung der Fibronektin-Produktion durch die Leber.
122



Diskussion

VI. Summary

This PhD thesis discusses the role of fibronectin in bone and in diabetic nephropathy.

Fibronektin in bone: In vitro experiments have shown that fibronectin is required for osteoblast dif-
ferentiation, that its initial presence is required for collagen assembly to take place, and that its
continuous presence is required for the integrity of the collagenous matrix. Bone matrix consists
of 90% collagen. In order to elucidate the function of fibronectin in bone we first deleted
fibronectin conditionally in the osteoblasts using the cre-loxP-system in genetically manipulated
mice. This resulted in an increase in the number of osteoblasts, which were unable to mineralize
the matrix adequately. The properties of the matrix, including fibronectin content in the matrix
were not affected however. This was unexpected because it has always been assumed that
fibronectin in the bone originates from the osteoblasts. In contrast, deletion of fibronectin in the
circulation of genetically manipulated mice resulted in a clear decrease in the amount of
fibronectin in the bone matrix. This was associated with a decrease in the mineralization of the
matrix (adjusted to protein content). The mineral composition seemed to be affected too.
However, there was no effect whatsoever on bone cells. In conclusion, fibronectin production by
the osteoblasts is required for osteoblasts to function adequately, while fibronectin originating

from the liver affects the composition of the bone matrix.

Fibronectin in the diabetic kidney: Diabetic nephropathy leads to the expansion of the mesangium
in the glomeruli. This expansion correlates with the severity of kidney injury. Fibronectin is a com-
ponent of the expanded mesangium. Preliminary data had shown that injected labelled fibronectin
reaches the kidney through the blood stream, and becomes incorporated in the mesangial matrix
in mice. Therefore fibronectin was deleted in the circulation in one line of genetically manipulated
mice and in both the circulation and the mesangium in a second line of mice. Diabetes mellitus
was induced, and mice were kept diabetic for 22 weeks. Deletion of fibronectin resulted in less
mesangial expansion which was associated with a decrease in mortality. Interestingly, circulating
fibronectin by itself seemed to account for a third of the mesangial expansion, while the deletion
of both circulating and locally produced fibronectin led to a decrease in mesangial expansion by

almost 50%.
In summary, new roles were ascribed to a traditional extra cellular matrix protein in both

physiologic and pathologic states. Some of these roles point to the importance of the production

of fibronectin by the liver.
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Anhang

VIIl. Anhang

Vill.1.1.1.  Abkiurzungscode der Aminosauren
A Ala Alanin M Met  Methionin
C Cys Cystein N Asn  Asparagin
D Asp  Asparaginsaure P Pro Prolin
E Glu Glutaminsaure Q GIn Glutamin
F Phe  Phenylalanin R Arg Arginin
G Gly Glycin S Ser  Serin
H His Histidin T Thr Threonin
| lle Isoleucin Vv Val Valin
K Lys Lysin w Trp Tryptophan

Leu Leucin Y Tyr Tyrosin
Vill.1.1.2.  Abkirzungscode der Nukleotide
A = Adenin T = Thymin G = Guanin C = Cytosin
VIl.1.1.3. Genetischer Standardcode
Triplett | Aminosaure | Triplett | Aminosaure | Triplett | Aminosaure | Triplett | Aminosédure
TTT Phe TCT Ser TAT Tyr TGT Cys
TTC Phe TCC Ser TAC Tyr TGC Cys
TTA Leu TCA Ser TAA Stop TGA Stop
TG Leu TCG Ser TAG Stop TGG Trp
CTT Leu CCT Pro CAT His CGT Arg
CTC Leu CCC Pro CAC His CGC Arg
CTA Leu CCA Pro CAA GIn CGA Arg
CTG Leu CCG Pro CAG GIn CGG Arg
ATT lle ACT Thr AAT Asn AGT Ser
ATC lle ACC Thr AAC Asn AGC Ser
ATA lle ACA Thr AAA Lys AGA Arg
ATG Met / Start ACG Thr AAG Lys AGG Arg
GTT Val GCT Ala GAT Asp GGT Gly
GTC Val GCC Ala GAC Asp GGC Gly
GTA Val GCA Ala GAA Glu GGA Gly
GTG Val GCG Ala GAG Glu GGG Gly
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Anhang

Vill.1.1.4. Histomorphometrie nach der ASBMR Nomenklatur

Verwendete Einheiten und Formeln bei der histomorphometrischen Analyse [219].

BV ,bone volume*

BS ,bone surface*

oV ,osteoid volume*

0S ,osteoid surface”

O.Th ,osteoid thickness*

N.Ob ,osteoblast number*

N.Oc ,osteoclast number*

dLS ,2double labeled surface”

sLS ,single labeled surface”

Ir.L.Th Hsinter label thickness*

Ir.L.t H»inter label time*

MS .mineralizing surface* dLS+sLS/2
MAR »mineral apposition rate* Ir.L.Th/lr.L.t
Aj.AR -adjusted apposition rate* MAR*MS/OS
BFR ,bone formation rate“ MAR*MS
Mit .mineralization lag time" O.Th/Aj. AR
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Isoform of Fibronectin Mediates Bone Loss in Patients With Primary
Biliary Cirrhosis by Suppressing Bone Formation
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Manfred V Singer,” and Inaam A Nakchbandi**

ABSTRACT: Osteoporosis is a major cause of morbidity and decreased quality of life in patients with chronic
cholestatic liver disease. It is established that this osteoporosis results from decreased bone formation, but the
mechanisms for the interaction between liver and bone remain elusive. The aim of this study was to test the
hypothesis that an increase in the production of cellular fibronectins during liver disease may result in
decreased osteoblast-mediated mineralization and thus explain the decrease in bone formation. We performed
a prospective cross-sectional study in patients with primary biliary cirrhosis and matched controls, followed by
experiments on human and mouse osteoblasts in culture and injections in mice in vivo. In patients with primary
biliary cirrhosis, the oncofetal domain of fibronectin correlated significantly with the decrease in osteocalcin,
a marker of bone formation (r = —0.57, p < 0.05). In vitro, amniotic fluid fibronectin (aFN) containing mainly
the oncofetal domain and EIIIA domain resulted in decreased osteoblast-mediated mineralization in human
osteoblasts (69% decrease at 100 wg/ml; p < 0.01) and mouse osteoblasts (71% decrease; p < 0.05). Removing
the EIIIA domain from aFN similarly suppressed mineralization by osteoblasts (78% decrease; p < 0.05).
Injection of labeled aFN in mice showed that it infiltrates the bone, and its administration over 10 days resulted
in decreased trabecular BMD (17% drop; p < 0.05), mineralizing surface (30% drop; p < 0.005), and number
of osteoblasts (45% drop; p < 0.05). Increased production of a fibronectin isoform containing the oncofetal
domain and its release in the circulation in patients with primary biliary cirrhosis is at least partially responsible
for the decrease in bone formation seen in these patients. This establishes that a molecule that has thus far
been viewed as an extracellular matrix protein exerts hormone-like actions.

J Bone Miner Res 2008;23:1278-1286. Published online on March 17, 2008; doi: 10.1359/JBMR.080313

Key words: primary biliary cirrhosis, fibronectin, osteoblast, bone loss, bone formation

ited.”” Other potential mediators/contributors of hepatic
osteodystrophy include secondary hyperparathyroidism
(whose role is limited to patients with vitamin D defi-
ciency®®), increased bone resorption (which is most likely
caused by the postmenopausal status of many of the af-
fected patients and to hypogonadism in men'®), and
IGF-I (which is diminished in advanced liver disease, but
whose role is probably limited'"'?),

Bone histomorphometry studies have shown that the di-
minished BMD associated with chronic cholestatic liver dis-
ease results from decreased bone formation. An additional
finding in clinical studies is a decrease in circulating blood
levels of osteocalcin, a marker of bone formation.®!31%

INTRODUCTION

CHRONIC LIVER DISEASE can severely affect bone forma-
tion resulting in a disease entity called hepatic osteo-
dystrophy. This is a clinically important problem, because
patients affected with a chronic liver disease experience a
2-fold increase in fractures, resulting in considerable mor-
bidity."=

The pathogenesis of hepatic osteodystrophy is still un-
known. Although the liver plays an essential role in the
conversion of vitamin D to 25(OH)D, several studies®®
showed normal 25(OH)D levels in patients with chronic
cholestatic liver disease (without cirrhosis). In addition,
25(OH)D substitution failed to show a significant improve-

ment in BMD in these patients.® Bilirubin has also been
suggested as a mediator of bone injury in liver disease.”’
However, because patients with congenital enzyme defects
associated with bilirubin elevations do not show extensive
bone disease, the role of bilirubin seems to be rather lim-

The authors state that they have no conflicts of interest.

Altered serum levels of most liver proteins, however, fail to
correlate with the severity of the hepatic osteodystro-
phy.(3’1°)

Plasma fibronectin (pFN) is produced by the liver,">
and patients with liver disease exhibit altered fibronectin
(FN) production.**!” FNs are made up of a large number
of isoforms defined by the presence or absence of one or
more of three alternatively spliced domains (extradomain-

These authors contributed equally to this work; Max-Planck Institute for Biochemistry, Martinsried, Germany; *Institute for Immu-
nology, University of Heidelberg, Heidelberg, Germany; “Institute for Human Genetics, University of Heidelberg, Heidelberg, Germany;
SDepartment of Medicine II, University of Heidelberg at Mannheim, Mannheim, Germany.
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A, EIIIA; extradomain-B, EIIIB; and the variable domain
[also called type III connecting-strand or IIICS]). pFN itself
is a dimeric FN that lacks both the EIIIA and EIIIB do-
mains and contains the IIICS domain in only one of its two
chains.""® The stellate cells (also known as the fat-storing
cells or Ito cells), which produce most of the extracellular
matrix in the liver, do not produce FN under physiological
conditions. When the stellate cells are exposed to the cyto-
toxin carbon tetrachloride (CCl,) in vitro, however, these
cells induce the production of FN containing the variable
region as well as the EIITA and EIIIB domains.""” Some of
the FN produced by the activated stellate cells is glyco-
sylated on a threonine residue (residue 33 of the variable
region) and was termed oncofetal fibronectin (oFN) by
Matsuura et al.®”

FN is critical for the differentiation of osteoblasts in
vitro.*!'?? Inhibiting the interaction between FN and its
receptor(s) on the osteoblast with polyclonal FN antibodies
resulted in diminished mineralization by the osteoblasts in
the nodule formation assay." Furthermore, work by Chen
et al.®® has also shown the importance of FN in mineral-
ization by osteoblasts because fibroblasts lacking FN could
be differentiated to osteoblasts, but these cells failed to
mineralize unless FN was added. The effect of the isoforms
of FN on the differentiation of or mineralization by osteo-
blasts is unknown.

A relationship between FN isoforms and hepatic osteo-
dystrophy has not been examined. To begin to address this
question, we conducted a prospective cross-sectional study
in humans followed by in vitro experiments on osteoblasts
and in vivo experiments in mice. Our aim was to determine
whether an increase in the production of FN isoforms in
patients with primary biliary cirrhosis (PBC) could explain
the decrease in bone formation seen in these patients.

MATERIALS AND METHODS
Patients

Patients with PBC were enrolled. Because of a possible
role of bilirubin in suppressing osteoblasts in vitro,”” only
patients with normal bilirubin levels were enrolled. All 19
patients contacted agreed to participate. Alpha-feto protein
levels were found to be normal. After enrollment, two vi-
tamin D-deficient patients were excluded. Patients were
matched with controls. The study was approved by the Eth-
ics Committee II of The University of Heidelberg at Mann-
heim. All subjects gave informed, written consent.

Measurements

Alanine aminotransferase (ALAT), aspartate amino-
transferase (ASAT), alkaline phosphatase (ALP), v-
glutamyltransferase, total bilirubin, and albumin were mea-
sured in our clinical laboratory. 25(OH)D and 1,25(OH),D
were measured in a commercial laboratory (Limbach, Ger-
many).®® Intact PTH(1-84) was measured by immunora-
diometric assay (IRMA; Nichols). Human osteocalcin was
measured by two-antibody radioimmunoassay (RIA; Nor-
dic Biosciences). Procollagen N-terminal peptide (PINP)
was measured by RIA (Orion). Crosslaps (C-telopeptide of
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type-I collagen [CTX]) were measured by RIA (Osteom-
eter). N-telopeptide of type-1 collagen (NTX) was mea-
sured by ELISA (Ostex).

FN assays were performed using ELISA. Commercial
kits used in the original patients were human pFN (Bio-
medical Technologies) and oFN (Adeza). oFN in amniotic
fluid FN (aFN) and in mice, mouse-pFN, EIIIA,*> and
EIIIB were measured by ELISA as described for EIITA.
The antibodies used were FDC-6 (purified from HB-9018;
ATCC), anti-human FN and FN-3E2 (Sigma), and BC1
(Antisoma). In our laboratory, the intra-assay and interas-
say CVs were 8% and 10% for human pFN, 12.5% and
10.6% for mouse pFN, 12% and 10.3% for oFN, 11.9% and
6.4% for EIIIA, and 6.3% and 10% for EIIIB, respectively.
Human pFN standard was isolated from outdated human
plasma, and FNs from amniotic fluid from midterm preg-
nancy were isolated as described.®® The three isoforms
used to establish standards were purified using the appro-
priate antibodies coupled to columns. aFN lacking EIITA
was made by applying aFN to an IST-9 column (to bind
EIITA), collecting the flow-through, and repeating the pro-
cedure three times.

Studies in cultured cells

Human osteoblasts (Biowhittaker/Cambrex) were cul-
tured in osteoblast growth medium not containing antibi-
otics. Newborn mouse osteoblasts were isolated from cal-
variae subjected to serial digestions in 0.1% collagenase-
NB4 (Serva) and 0.2% dispase (Gibco). Cells from
digestions 2—4 were cultured in a-MEM with 10% fibronec-
tin-depleted FCS containing 50 IU/ml penicillin and 50 g/
ml streptomycin. Proliferation was quantified using a col-
orimetric assay (Roche) after 24 h of treatment. Once
confluent, mineralization was induced with 5 mM B-
glycerophosphate, 50 pg/ml ascorbic acid, and 200 ng/ml
hydrocortisone-21-hemisuccinate (human cells) or 10 nM
dexamethasone (mouse cells). Mineralization inducers and
either aFN or pFN were a added with each medium change
every 2-3 days. Nodules stained with von Kossa®" after
14-16 days were quantified using ImageJ (Wayne Rasband,
NIH). Measurements were reproducible between two ob-
servers in three wells. Mouse osteocalcin in conditioned
media and cell lysates was measured using ELISA (Bio-
medical Technologies). Cell layers were lysed in 0.1 M gly-
cine, 1 mM MgCl,, 1 mM ZnCl,, and 0.1% Triton-X. ALP
assay was performed by a colorimetric method using p-
nitrophenyl phosphate as substrate and p-nitrophenol as
standard as described except for the use of ZnCl, in the
substrate solution.®” Results were adjusted to total protein
(BCA-kit; Pierce). RT-PCR was performed as de-
scribed.®® The osteocalcin primers used were 5'-
AAGCAGGAGGGCAATAAGGT, 3'-AGCTGCTGT-
GACATCCATAC. GAPDH was used as a control. All
samples were collected at the end of the experiments.

Studies in mice

One milligram of aFN was labeled with Oyster-500 on 3
days (days 1-3; Denovo-Biolabels) and injected intraperi-
toneally in 11- to 12-wk-old CD1 male mice (Charles
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TABLE 1. CLINICAL AND BIOCHEMICAL CHARACTERISTICS OF THE STUDY GROUP
Characteristic Normal range Patients Controls P

Age (yr) 55+3 55+3 0.96
Sex (female, male) 15F,2M 15F,2M

BMI (kg/m?) 245+ 1.1 23.7+1.0 0.61
Years since menopause 6+2 6+2 0.93
S-calcium (mM) 2.10-2.55 2.28 +0.02 2.29 +0.02 0.73
PTH (pg/liter) 10-65 35+3 38+2 0.47
25(OH)D; (ng/ml) 30-70 303 29+3 0.70
1,25(OH),D3 (pg/ml) 35-80 40+ 1 43 +2 0.24
ALAT (Ulliter) F5-19 M 5-23 32+5 15+1 <0.01
ASAT (Ulliter) F5-15M 5-18 22+3 13+04 <0.01
Albumin (g/liter) 35-52 35.8+0.9 412+ 0.6 <0.001
ALP (U/liter) F <160 M < 180 340 =75 115+6 <0.01
v-GT (Ulliter) F4-18 M 6-26 71 +£13 9+1 <0.001
Bilirubin (mg/dl) 0.20-1.40 0.52 £ 0.07 0.40 + 0.04 0.12

Results are expressed as mean + SE.

F, female; M, male; BMI, body mass index; ALAT, alanine aminotransferase; ASAT, aspartate aminotransferase; ALP, alkaline phosphatase; y-GT,

y-glutamyltransferase.

River). On day 0, 30 mg/kg alizarin-complexone (Fluka)
was administered. On day 5, bones were fixed in 70% etha-
nol, embedded in polymethylmethacrylate, and photo-
graphed in the Nikon Imaging Center (University of
Heidelberg). Pictures were processed using ImageJ. To de-
termine the effect of aFN injection on bone, five 12-wk-old
CD1 male mice were injected daily with 1 mg aFN intra-
peritoneally. Ten controls received 0.9% NaCl. On days 1
and 7, calcein (30 mg/kg; Sigma) was injected. The experi-
ment was repeated in C57BL/6 mice. pQCT of the distal
femur was performed with XCT Research SA (StraTec
Medizintechnik). Trabecular BMD was measured at 9% of
the bone length below the growth plate using peel-mode 20.
Unstained 3-pum sections of the proximal tibia were used for
dynamic histomorphometry and Masson-Goldner—stained
sections for static histomorphometry. Histomorphometric
analysis was performed according to the standards set forth
by the ASBMR.®” The following parameters were exam-
ined: single and double labeled surface (sLS, dLS), distance
between labels, mineralizing surface (MS = dLS + ¥4sLS,
mm), mineral apposition rate (MAR = distance between
labels/7 days, wm/d), bone formation rate (BFR=[MS x
MAR]/BS x 365/1000, mm/yr), bone surface (BS, mm), os-
teoid surface (OS, mm), osteoblast number (Ob.N.), osteo-
clast surface (Oc.S., mm), osteoclast number (Oc.N.), and
osteoid thickness (O.Th., wm). Secondary parameters were
BV/TV (%), OS/BS (%), MS/BS (%), Ob.N./BS (number/
mm), Oc.N./BS (number/mm), Ob.S/Ob.N. (um), Oc.S./
Oc.N. (um), Oc.S./BS (%), adjusted apposition rate
(Aj.AR = MAR x MS/OS; pm/d), and mineralization lag
time (MIt = O.Th./Aj.AR, days). Measurements were per-
formed by a person blinded to the treatments. The studies
in mice were performed in compliance with the principles of
care and use of animals and were approved by the animal
protection committee of the University of Heidelberg.

Statistical analyses

SPSS was used (version 15.0). Comparisons were per-
formed using Student’s ¢-test or Wilcoxon test as appropri-

ate. Bivariate correlations were assessed using Pearson’s r.
Results are expressed as mean = SE.

RESULTS

Clinical and biochemical characteristics of the
study group

The clinical and biochemical characteristics of the study
group are shown in Table 1. Seventeen patients with PBC
were included. The mean duration of disease since diagno-
sis was 8 + 2 yr, with a range of 1-26 yr since diagnosis.
Using the Mayo prognosis model for PBC patients,® the
5-yr survival rate was estimated at 89 + 4%, suggesting a
good prognosis and increasing the clinical relevance of our
findings. There were no significant differences between pa-
tients and controls. Biochemical markers of hepatic injury
were abnormal in the patients. As shown in Table 1, albu-
min levels were significantly lower in the patients compared
with the controls, even though the mean was still within the
normal range in both groups.

Markers of bone turnover

As shown in Table 2, none of the markers were signifi-
cantly different between patients and controls. There was
only a tendency toward lower values of markers of bone
formation (lower osteocalcin and PINP) in the patients and
a tendency for higher values of S-CTX and S-NTX (both
markers of bone resorption). The use of collagen-related
markers of bone turnover is, however, of limited use in
patients with PBC because they seem to reflect the severity
of liver fibrosis rather than bone turnover.®"

Fibronectin isoform profiles in the study group and
relationship to markers of bone formation

Both FN containing the oncofetal domain and FN con-
taining the EIIIA domain were significantly higher in the
patients, but the FN containing the EIIIB domain was not
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TABLE 2. CIRCULATING LEVELS OF MARKERS OF BONE TURNOVER
Substance Normal range Patients Controls p
Osteocalcin (pg/ml) F 4.9-30.5 M 9.5-48.3 203 2.1 23.8+2.4 0.28
PINP (pg/liter) F 19-84 M 20-76 40+3 45+5 0.47
S-CTx (ng/ml) F 0.45 (0.13-0.72) M 0.29 (0.28-0.62) 0.66 + 0.26 0.44 + 0.06 0.42
S-NTX (nM BCE) F 7.7-19.3 M 8.1-24.8 122 +1.1 120+0.8 0.77

Results are expressed as means + SE.

F, female; M, males; PINP, procollagen N-terminal peptide; S-CTX, serum cross-laps; S-NTX, serum N-telopeptide of type-I collagen.

statistically different between both groups, even though a
trend for a higher value in the patients was seen (p = 0.08;
Table 3).

Circulating levels of oFN correlated significantly with the
decline in osteocalcin in the blood in the whole group (r =
—0.42, p < 0.05) and in the patients (r = —0.57, p < 0.05; Fig.
1), but not in the control subjects. In other words, at the
same time the diseased liver produces more oFN, there is a
concomitant decrease in osteocalcin. oFN correlated with
PINP in only the patients (r = —0.42, p < 0.05). Neither
EIITA nor EIIIB correlated with osteocalcin or PINP, sug-
gesting that only oFN contributes to the decreased osteo-
calcin and PINP levels in the patients.

Amniotic fluid fibronectin infiltrates the bone

To test whether fibronectin known to contain oFN and
EIIIA can be transferred from the circulation into the
bones and affect bone formation there, we labeled 1 mg
aFN using Oyster-500 fluorescent dye and injected it in
mice on 3 consecutive days. On the fifth day, the mouse was
killed. The bone showed infiltration by the dye (Fig. 2A),
which was not limited to areas of new bone formation, be-
cause pretreating with alizarin complexone (which causes
accumulation of dye at sites of new mineralization) showed
a different staining pattern (Fig. 2B).

Characterization of amniotic fluid fibronectin

To characterize the effect of oFN in vitro and in vivo, we
sought to obtain large amounts of oFN. FN was isolated
from amniotic fluid and from supernatant of Huh-7 cells
(Hepatoma cell line).?°*» The supernatant from cell cul-
ture failed to provide adequate amounts (1 mg FN/liter),
whereas amniotic fluid provided 20 mg/liter. aFN contained
26% EIIIA FN, 7% EIIIB FN, and 61% FN recognized by
the FDC-6 antibody (oFN). Fifty percent of the oFN also
contained the EIIIA domain. Attempts at purification of
aFN to yield only oFN lacking EIITA and EIIIB resulted in
loss of large amounts of oFN (>90% in two attempts), with-
out complete removal of EIIIB because of the poor binding
to the antibody recognizing EIIIB. Because of the lack of a
significant increase in EIIIB in patients, in the absence of
any correlation with either osteocalcin or PINP in patients,
and to proceed with the experiments below, we used aFN
and aFN lacking EIIIA.

Amniotic fluid fibronectin inhibits mineralization
by osteoblasts

We next sought to establish a causal relationship between
oFN and osteoblast function. aFN in increasing concentra-

tions added to osteoblasts in mineralizing media resulted in
a decrease in the area of nodules formed, as evidenced by
von Kossa staining at all doses used, with significant inhi-
bition already detected at the lowest dose (10 pg/ml; n = 5;
p < 0.05) and maximal inhibition at 100 pg/ml (p < 0.01),
resulting in suppression of mineralization by 69% (n = 5,
p < 0.01; Fig. 3A).

Experiments were repeated in mouse osteoblasts starting
at lower doses (0, 2, 5, 10, 25, 50, and 100 pg/ml). Similarly
to human osteoblasts, aFN in increasing doses resulted in a
decrease in mineralization already at a dose of 5 pg/ml (p <
0.05), with maximal inhibition at 100 pg/ml (71% decrease;
p < 0.05), whereas plasma fibronectin failed to induce a
similar change (p = not significant; Figs. 3B and 3C). Os-
teocalcin mRNA expression decreased markedly in re-
sponse to increasing doses of aFN but not in response to
pFN (Fig. 3D). In parallel, osteocalcin in the supernatant
decreased from 48.0 + 5.5 to 2.7 + 0.9 ng/ml in response to
aFN (p < 0.05) but not in response to pFN (57.0 = 10.8
versus 43.8 + 8.6, p = not significant), suggesting a con-
comitant effect of aFN on mineralization by and differen-
tiation of the osteoblasts (Fig. 3E). Osteocalcin levels in the
supernatant showed a significant decrease between 2 and 5
pg/ml of added aFN (p < 0.05). Cell-expressed ALP levels
also diminished in response to aFN (93% decrease; p <
0.05) but not in response to pFN (p = not significant; Fig.
3F). Similarly to aFN, aFN lacking EIITA was able to inhibit
mineralization (78% decrease in mineralization at 100 g/
ml; p < 0.05; Fig. 3G). No negative effect of aFN on the
proliferation of osteoblasts could be detected by BrdU in-
corporation at all doses tested in the presence or absence of
EIITIA (100 pg/ml: 0.89 + 0.13-fold induction for aFN and
1.02 + 0.07-fold induction for aFN lacking EIIIA; p = not
significant).

aFN administered intraperitoneally causes bone loss
that is caused by decreased bone formation and not
increased bone resorption

Mice were injected with 1 mg aFN/mouse/d for 10 days.
Circulating levels of oFN 24 h after the last injection were
40% higher compared with controls (control mice: 0.051 +
0.003 versus 0.071 + 0.011 pg/ml in treated mice; n = 10
controls and 5 experimental mice; p < 0.01; the oFN levels in
mice are lower than in humans because the domain in mice
recognized by the antibody differs slightly from the domain
in humans, and the standard used is the human standard
resulting in an underestimation of the real circulating levels
of oFN in mice),"® whereas circulating levels of total FN
were 20% higher (216 + 6 pg/ml in controls and 260 + 8
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TABLE 3. CIRCULATING LEVELS OF FN ISOFORMS

Substance Normal range Patients Controls P-values
Total fibronectin (mg/liter) 200-400 181 + 26 209 + 23 0.43
Oncofetal fibronectin (mg/liter) Unknown 43+0.6 3.0+0.2 <0.05
EIIIA fibronectin (mg/liter) Unknown 1.6 0.2 12+0.1 <0.05
EIIIB fibronectin (mg/liter) Unknown 49.4 +£10.6 272 +4.6 0.08
Results are expressed as means + SE.
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FIG. 1. Oncofetal fibronectin correlates with the decrease in
osteocalcin in the patients.

pg/ml in injected mice, p < 0.005). Trabecular BMD de-
creased 17% (control mice: 220.0 + 12.3 versus 187.0 = 16.1
mg/cm® in experimental mice; p < 0.05; Fig. 4A) In com-
parison, using this method of measurement showed a 36%
decrease in trabecular BMD 4 wk after ovariectomy.

Mineralizing surface dropped by 30% (MS/BS: 44.7 + 3.1
in controls versus 31.2 + 1.6%, p < 0.005), and bone forma-
tion rate by 60% (BFR/BS: 1.16 + 0.12 in controls versus
0.47 + 0.4 mm?*/mm/yr; p < 0.0005; Fig. 4B). There was also
a significant drop in the number of osteoblasts corrected to
bone surface (Ob.N./mm BS: 18.2 + 1.4 in controls versus
10.0 + 0.8 in experimental mice; 45% decrease; p < 0.05; Fig.
4C). Concomitantly, there was a slight nonsignificant drop
in the number of osteoclasts corrected to bone surface
(Oc.N./mm BS: 0.70 + 0.06 in controls versus 0.60 + 0.04 in
experimental mice; p = not significant), suggesting that the
decrease in BMD was not caused by increased bone resorp-
tion. Repeating the experiment in C57BL/6 mice confirmed
these findings. In particular, osteoblast number to bone sur-
face decreased significantly (Ob.N./mm BS: 22 + 2% versus
14 + 3, 36% decrease; p < 0.05; Fig. 4C).

DISCUSSION

The principal findings of this study are as follows: (1)
Fibronectin containing the oFN domain is elevated in pa-

FIG. 2. (A) Oyster-500-labeled aFN infiltrates the bone. Shown
are longitudinal sections of tibia laid sideward with the proximal
head shown partially on the left of each picture. (B) The infiltra-
tion is not limited to areas of active mineralization marked with
alizarin complexone. (C and D) Control bone injected with Oys-
ter-500 and alizarin complexone. (C) Autofluorescence of bone,
but no infiltration of the bone by the green fluorescence is seen
(compared with A; bars represent 200 wm).

tients with PBC and correlates negatively with osteocalcin,
a marker of bone formation. (2) aFN containing mainly the
oFN and EIITA domains inhibits osteoblast differentiation
in vitro without a significant effect on their proliferation.
Removing fibronectin containing the EIIIA domain leads
to the same effect. (3) Injection of fibronectin containing
oFN in mice results in decreased trabecular bone density,
mineralizing surface, and osteoblast numbers. Therefore,
an elevation in FN containing the oFN domain in patients
with PBC at least partially results in the decrease in bone
formation seen in these patients.

Our finding that circulating levels of FN isoforms are
increased in patients with liver disease is consistent with a
report of Satoi et al.,** who found higher levels of EITTA
FN in patients with liver cirrhosis than in controls. In our
study, we found higher levels of two of the three isoforms
(oFN and EIIIA) in the patients with PBC compared with
controls, whereas EIIIB FN was not statistically signifi-
cantly higher. This is also in line with the data by Xu et
al."” that showed that stellate cells stimulated in vivo with
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CCl, fail to induce the production of EIIIB FN. The signif-
icant increase in oFN and EIIIA containing fibronectin in
the patients is presumably caused by the activation of the
stellate cells. This increase did not affect the amount of total
fibronectin circulating in the blood, because the bulk of the
circulating fibronectin consists of plasma fibronectin (up to
90%) produced by the hepatocytes, and plasma fibronectin
may decrease somewhat in association with the decrease in
albumin seen in these patients (Table 1).G®

Our choice to examine our working hypothesis in pa-
tients with PBC was influenced by several factors. First, it
presented the most homogeneous group possible. Further-
more, it has been shown that this bone loss does not result
from vitamin D deficiency.>® Decreased osteoblastic func-
tion was implicated by bone histomorphometry studies that
consistently showed a decrease in bone formation rather
than an increase in bone resorption.®:14:3-36) Several stud-
ies also reported a decrease of osteocalcin in the blood of
these patients.*'*>7) Osteocalcin is synthesized exclu-

sively by mature osteoblasts during late differentiation and
mineralization, and thus, can serve as a marker of the matu-
ration of osteoblasts and bone formation.®**? Some of
osteocalcin is incorporated in the matrix where it binds hy-
droxyapatite, and the remainder is released in the blood-
stream. Diminished carboxylation of the molecule results in
diminished binding and an increase in the amount released
in the circulation.“**" Because carboxylation is dependent
on vitamin K and liver diseases tend to be associated with
vitamin K deficiency, there probably is a decrease in car-
boxylation of osteocalcin.**™** This could explain the ab-
sence of a significant decrease in circulating levels of osteo-
calcin in the blood of patients compared with controls.
Bone-specific ALP (BSALP) has been proposed as a better
marker in recent years. However, use of two commercially
available assays showed a significant elevation of BSALP in
patients compared with controls with a correlation of >0.80
with the elevation in total ALP (p < 0.001; unpublished
data) and >0.60 with the elevation in y-GT seen in these
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patients (p < 0.001; unpublished data), which speaks against
its specificity in this setting. The findings of the correlation
between oFn and osteocalcin in PBC patients is in contrast
to patients with chronic hepatitis C, in whom no such cor-
relation could be found (r = -0.005, p = 0.97, n = 51;
unpublished data). This is probably because of the differ-
ence in the pathogenesis of bone disease. Unlike PBC,
hepatitis C is associated with increased osteocalcin lev-
els.*> Furthermore, bone resorption is presumably stimu-
lated in chronic hepatitis C by increased interleukin-8 and
soluble TNF receptor p55 levels.**~*%)

The injection of labeled aFN in mice showed that this
large molecule (~480 kDa) is able to infiltrate the entire
bone matrix. Data showing that albumin (68 kDa) and «2-
HS-glycoprotein (64 kDa)®*>" also infiltrate the bone sup-
port the notion that large molecules can infiltrate bone and
affect bone cell behavior.

The in vitro data failed to show a significant difference
between the added concentration of 2 and 5 pg/ml in the
nodule formation assay. Osteocalcin levels in the media, on
the other hand, showed a significant drop from 2-5 pg/ml.
Most importantly, however, injection of aFN clearly re-
sulted in a significant decrease in the number of osteoblasts
in the treated mice, associated with a moderate increase in
circulating levels of oFN, which is almost equivalent to that
seen in our patients (40% increase in mice and 43% in-
crease in patients). This supports the conclusion that the
oFN elevation in humans from 3.0 to 4.3 pg/ml may be the
mediator of decreased bone formation in PBC.

Obtaining FN containing only one of the three domains
in amounts enough to perform the required experiments
presented considerable difficulties. After looking into sev-
eral options, the use of midterm amniotic fluid was deemed
the best option. Adding to these difficulties, we are cur-
rently unable to isolate enough FN lacking the EIIIB do-
main because of the poor binding of the EIIIB antibody.
Despite these limiting factors, we were able to obtain
enough material to shed some light on the contribution of
the three domains examined. Our data showed a relation-
ship between the increase in FN containing the oFN do-
main and markers of bone formation. In addition, there are
a number of findings that speak against the role of either
the EIITA domain or the EIIIB domain in mediating the
effect of the isolated FN on osteoblasts. First, the EIIIA
domain does not correlate with either osteocalcin or PINP
in the patients, and second, aFN containing EIITA has the
same effect as aFN lacking EIITA in vitro. Note that at low
doses, the effect seems to be significantly larger in the aFN
lacking EIIIA, because the actual concentration of the oFN
domain added is higher in the absence of EIITIA (p < 0.05
when the range of 2-25 pg of added FN is examined). Simi-
larly, the EIIIB domain does not correlate with either os-
teocalcin or PINP in the patients and fails to increase sig-
nificantly in the mice injected with aFN and experiencing a
drop in both BMD and osteoblast numbers. This speaks
against an effect of EIIIB on bone in vivo. Together, these
data support the conclusion that a FN containing the oFN
domain is responsible for the effects seen.

pFN and the oFN-containing isoform differ in several
aspects. The oFN-containing isoform contains two variable

KAWELKE ET AL.

regions as opposed to one only in pFN.™® Furthermore,
the oFN-containing FN has a higher degree of glycosyla-
tion, including glycosylation in the proline-rich variable re-
gion rendering oFN more resistant to proteolysis.'® These
characteristics of oFN may help explain some of our find-
ings. Whereas injection of aFN is expected to cause a simi-
lar elevation in both circulating oFN and total FN, we found
instead a higher degree of elevation in circulating oFN
(40% increase) than total fibronectin (20%) after injection
of 1 mg/d/mouse of aFN. Furthermore, the injection of 1 mg
pFN resulted in a 2-fold increase in circulating total FN
(unpublished data), whereas 1 mg aFN did not. This sug-
gests that aFN injected intraperitoneally is less likely than
pFN to get into the circulation, but once there, oFN is more
protected against proteolysis.

Fibronectins are recognized by a variety of integrins.
Most integrins bind through the RGD sequence, whereas to
date, only a4B1-integrin binds mainly to the LDV domain
located in the variable region. Because integrin-a431 is ex-
pressed on osteoblasts, oFN, which contains the variable
region, may exert its effect on osteoblasts through interac-
tion with integrin-a4p1.%>>® The glycosylation could fur-
ther enhance the binding to a4p1-integrin or alternatively
decrease a4fB1-integrin interaction with osteoblasts. Either
effect on a4Bl-integrin could indirectly affect binding to
aSB1-integrin. Determining how oFN exerts its effects on
osteoblasts needs to be examined.

Our study has some limitations. The number of subjects
was relatively small. We did not examine BMD in our co-
hort as we did in mice and therefore cannot establish the
presence of a correlation between oFN elevation and a pos-
sible decrease in BMD in humans. This would be best es-
tablished, however, in a longitudinal study correlating
changes in BMD over time with the levels of circulating
oFN. On the other hand, the correlation between oFN and
osteocalcin in the clinical study is supported by our results
in vitro and our findings in mice in vivo. In addition, all
results are in line with an effect of a fibronectin isoform
containing the oFN domain on decreased bone formation.

In summary, our clinical study and in vitro and in vivo
experiments all corroborate the conclusion that an FN iso-
form is at least in part responsible for the decrease in bone
formation seen in patients with PBC. Thus, a molecule that
has been viewed as an extracellular matrix protein seems to
behave in a manner similar to a hormone. Further studies
along these lines are thus warranted. If confirmed in a
larger prospective longitudinal study, the use of oFN as a
marker for future bone loss in patients with chronic chole-
static liver disease may prove useful in focusing therapeutic
interventions.
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