Einleitung

Als eigenstiandiger wissenschaftlicher Zweig ist Tissue Engineering (TE) durch Erkenntnisse
verschiedener Einzeldisziplinen entstanden. Immer héiufiger entstehen solche neuen
Fachgebiete, einerseits nehmen Spezialisierung und Ficherauftrennung immer mehr zu -
andrerseits konnen durch Verkniipfung der gewonnenen Erkenntnisse, neue und eigenstindige
Gebiete entspringen; ein Beispiel hierfiir ist die molekulare Biologie.

Bei der folgenden Darstellung von TE liegt der Schwerpunkt in der Biologie, wobei natiirlich
auch andere Betrachtungsweisen moglich sind; aus der Sicht der Werkstoffkunde, Biophysik,
Bioelektronik, Kybernetik und Bioinformatik - somit gewéhrt diese Arbeit Einblicke in ein
TE-Teilgebiet.

Knochen wurde als ein mdgliches Modell fiir ,,Hard Tissue Engineering* gewéhlt. Da in den
letzten fiinf Jahren in der Knochenbiologie und -entwicklung kolossale Erkenntnisse erzielt
wurden, werden diese angefiihrt; aulerdem ist die genaue Kenntnis von physiologischen
Abldufen der betreffenden Organe, oder Gewebe, eine Voraussetzung fiir TE. Dem Leser soll
anhand des Knochenmodells vorgefiihrt werden, wie komplex und wichtig fiir ein
erfolgreiches Konzept das Verstindnis von Grundlagenwissen und die Verkniipfung von
Fachgebieten ist; knochenspezifisches TE wird nicht abgehandelt.

Diese Arbeit beginnt mit einer allgemeinen Erkldrung beziiglich der Geschichte und
Entwicklung von TE, die einzelnen Féacher werden erldutert (immer unter biologischem
Blickschwerpunkt); es folgt die Beschreibung einiger Techniken aus den einzelnen
Fachgebieten, eine Vollstindige Aufzdhlung dieser ist nicht beabsichtigt. Der biologische
Einstieg beginnt mit einem allgemeinen Uberblick der molekularen Biologie; die
Entwicklungen und Teilgebiete dieses Faches werden kurz erldutert, um ein besseres
Verstindnis iiber Naturwissenschaften zu liefern. Knochenspezifisch wird es ab der
histologischen Beschreibung des Knochens, die folgenden Schwerpunkte der Arbeit sind die
Knochenentwicklung und knochenwichtige Zytokine. Bioethische Uberlegungen beziiglich
TE bilden den Abschluss.

Interessierte Leser werden erkennen, dass nur eine sinnvolle Verkniipfung von Ressourcen
gute Ergebnisse liefern kann. Folglich ist TE nicht die Doméne eines einzelnen
Wissenschaftlers. Um diesen enormen Datenberg zu verarbeiten, ist es notwendig, dass

Wissenschaftler aus verschiedenen Bereichen wie Genetik, Embryologie, Zellbiologie,
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Biochemie, Medizin, Informatik, Mathematik, Kybernetik und Physik kooperieren.
1. Allgemeines iiber Tissue Engineering (TE)

1.1. Begriffserklirung

1.2. Grundlagen iiber die Zell-Extrazellulire Matrix (ECM) Interaktionen
1.3. Uberlegungen zu TE in vivo

1.4. TE Materialien

1.5. TE in vitro

1.6. Allgemeines zur Interaktion von Zellen mit Biomaterialien

1.7. Aspekte zur Transplantation/Lagerung von 'Skulpturen"

1.8. Fetales TE und Stammzellen

1.9. Generelles zur Gentherapie

1.1. Begriffserklarung

Tissue Engineering ist die Herstellung (Fabrikation) menschengemachter Gewebe oder
Organe, sogenannter Neo-Organe, zur Schaffung von Korperersatzteilen. Beim TE wird in der
Regel heute ein kiinstliches, abbaubares Biopolymergeriist in einer gewliinschten Form
konstruiert, das dann mit den entsprechenden Zellen beséit, in eine mit Nihr- und
Wachstumsstoffen angereicherte Losung eingesetzt wird, die Korperbedingungen zu
emulieren versucht (37°C, 5% CO2). Das System, das diese Lebensbedingungen in vitro
herstellt, bezeichnet man als Bioreaktor. Ein Gewebe ist eine Ansammlung von Zellen eines
Einzelorganismus, die auf die Ausfithrung einer bestimmten Aufgabe spezialisiert sind.
Werden diese Zellen mit anderen, nicht unbedingt vom selben Organismus stammenden
Geweben, und kiinstlich konstruierten Trigergeriisten kombiniert, lassen sich
aufgabenspezifische oder allgemein einsetzbare Werkzeuge, "Skulpturen", ziichten. Solche
Skulpturen sind Objekte, die zum Teil kiinstlich konstruiert, zum Teil geziichtet werden, sie
bestehen sowohl aus synthetischen Materialien als auch aus lebender Biomasse komplexer
Organismen. TE ermoglicht die Herstellung von halblebendigen Objekten, auch ermoglicht es
die Verdnderung unseres eigenen Konstruktionsplans als auch die Schaffung einer neuen
Kategorie von "Dingen". Momentan versucht die Wissenschaft die Natur nachzuahmen;
dieses Feld der Forschung birgt natiirlich die Gefahr des Glaubens, "Mann" kénne die Natur
verbessern. Deshalb sollte diese junge wissenschaftliche Disziplin nicht nur im Labor nach

neuen Erkenntnissen suchen, sondern sich ernsthaft der Konfrontation mit Philosophie und



Ethik stellen.

1987 wurde der Begriff "Tissue Engineering" von Professor Y.C. Fung erstmals bei der
"National Science Foundation" Konferenz verwendet. Die erste ernsthafte
Auseinandersetzung mit dem biologischen Ersatz von Korperteilen aber begann schon friiher,
im zweiten Weltkrieg. Es kamen massiv thermoplastische Polymere wie Nylon, Dacron,
Polypropylene und Polyurethane zum Einsatz, mit dem Ziel, verwundetes Gewebe zu
rekonstruieren. Dies fiihrte aber meistens nur zu einer reparativen Heilung, von Ersatz konnte
keine Rede sein. Viele dieser Materialien sind heute in der Chirurgie nach wie vor in
Verwendung - was frither die Doméne der rekonstruktiven Chirurgie war, wird heute durch
Tissue Engineering erweitert. Mit der Akzeptanz der Biotechnologie in der Gesellschaft
begann sich dieses Feld der Forschung auszudehnen. Die Bausteine von TE kann man in drei
Uberschriften zusammenfassen. (1)

Zuniachst das GerUst, welches den Zellen einen Lebensraum bietet und in dem integriert, sie
ihrer Funktion nachkommen konnen. In Verwendung finden sich verschiedene Gels,
Schiaume, Membranen und Fasern. (1)

Zweitens Zellen, welche allogener, autologer, auch xenogener Herkunft sind; man beschéftigt
sich mit totipoteneten-, pluripotenten-, oder multipotenten Zellen. (1)

Der dritte Bereich, mit dem sich TE beschiftigt sind Signale und Signalwege, welche die
Morphogenese steuern und das Zellschicksal letztendlich entscheiden. (1)

Es existieren zur Zeit generell finf Moglichkeiten defektes Gewebe oder schadhafte Organe
zu ersetzen - das wiren die Transplantation, Transposition (Autografting), Implantation,
In vitro- und die In vivo Synthese. Die beiden letztgenannten sind noch relativ junge
Disziplinen. {2} Dem heute routinemdBig praktizierten Ersatz von Korperteilen und
Geweben, durch Transplantation und Transposition liegt eine lange Entwicklungsgeschichte
zugrunde; der Vorgang ist jedoch nach wie vor mit technischen und ethischen Themen
konfrontiert. So konnen sich zum Beispiel bei der autologen Transposition von
Urogenitalgewebe, welches in den Gastrointestinaltrakt verpflanzt wird, nach 20 bis 30 Jahren
fatale Tumore entwickeln; Oesophagusimitationen aus Haut konnen Jahre spdter zu
Hauttumoren fithren. Transplantationen bergen ebenfalls Probleme in sich. Zum einen die
Verfiligbarkeit, meistens sind viel zuwenige Organe vorhanden, um den Bedarf zu decken;
gerade hier sind héufig fragliche ethische Auswahlverfahren in Gebrauch. Zum anderen

besteht die Gefahr der Infektion mit bekannten Krankheitserregern; von den noch



unbekannten ganz abgesehen. Auch ist die akute- und chronische Immunantwort des
Empfangers nach wie vor ein ungelostes Problem. {1}

In all den Jahren sammelte man mit den zahlreichen Geweben und Techniken verschiedene
Erfahrungen, die heute bei TE einflieBen. Es wird an verschiedenen Fronten geforscht, mit
unterschiedlichen Zielsetzungen; Zellen und deren Vorldufer (Progenitorzellen) stehen zurzeit
besonders im Vordergrund. Progenitorzellen lassen sich fiir verschiedene Gewebe ubiquitir
im Organismus finden. Diese Zellen werden wie schon erwihnt in Brutmaschinen geziichtet,
vermehrt und auf Vorlagen tibertragen. Es wird versucht, die Interaktion Zelle - Vorlage zu
optimieren, um den klinischen Gebrauch anzutreiben. Auch arbeitet man an der Entwicklung
von Vorlduferzellen, welche weniger sensibel gegen metabolischen-, mechanischen Stress
und Hypoxie sind. Zudem miissen all diese Phinomene auch in der vierten Dimension
verstanden werden, der Zeit. Wie verhilt sich das Wachstum der Skulpturen, die Alterung und
somit die Funktion in einem biologisch dynamischen Organismus? {1}

Viele Fragen auf die es zur Zeit noch wenige Antworten gibt.

1.2. Grundlagen iiber die Zell - Extrazelluliire Matrix Interaktionen

Die Extrazellulire Matrix ist ein molekularer Komplex bestehend aus Kollagen
(Coll), Glykoproteinen (GP), Hyaluronsdure, Proteoglykanen, Glykosaminoglykanen
(Gag), Elastin, Aggrekan, Wachstumsfaktoren, Enzymen, Zytokinen und vielen anderen
Molekiilen. Die Bedeutung der ECM fiir Zellen ist in vielen Experimenten gezeigt worden,
selbst im Labor bendtigen Zellen verschiedene Medien und Kulturbéden, um optimal zu
wachsen oder den gewiinschten Phédnotyp auszubilden. In vivo beginnen Zellen schon im
friihen Morulastadium, weniger als 150 Zellen, mit der Sekretion von Komponenten der
ECM. Coll ist eine der frithesten Komponenten, welche sekretiert wird; bei Blockierung
dieses Vorganges kommt es zu einem Stopp in der Entwicklung (3). {2}
Die Diversitit der Matrix liegt nicht nur dem genetischen Code zugrunde, sie findet auch auf
der Transkriptions- und Translationsebene sowie in posttranslationalen Modifikationen statt.
Durch Verdnderung der Matrixzusammensetzung konnen diverse Zellschritte eingeleitet
werden. Einerseits beeinflusst die Zelle selbst durch aktive Sekretion die Matrix, andererseits
werden in der Matrix viele systemische Komponenten gespeichert und bei Bedarf wieder
freigesetzt. Frither sprach man von intrazelluldren Signalpathways, welche sich im

Zytoplasma der Zelle abspielen; heute begreift man, dass es sich um komplexe Netzwerke



handelt, die in vielen Bereichen miteinander vernetzt sind und so eine Homdostase
gewihrleisten und keine isolierten Signalwege. Diese Einsicht verdnderte auch das Bild der
extrazelluliren Ablaufe; die Matrix ist weit mehr als nur eine "Einbettmasse" fiur Zellen.
Durch Erkenntnisse iiber diese ECM Komponente und das zytoplasmatische-
nucleoplasmatische Skelett ist das Verstdndnis fiir die Mechanotransduktion und die damit
verbundenen  Auswirkungen auf die Zelle gestiegen. Mittels verschiedener
Adhisionsmolekiile sind diese Kompartimente miteinander verbunden. Vier grof3e Klassen
von Adhidsionsmolekiilen ermdglichen den Zellen eine Interaktion untereinander und der
ECM. (4)

Cadherine sind an homophilen Zell-Zellkontakten mafBigeblich beteiligt, sie spielen eine
wichtige Rolle in der frithen Embryogenese. Thre Funktion ist Ca*" abhingig, sie finden sich
in vielschichtigen Ankerkomplexen wie zum Beispiel den Desmosomen. (4)

Selectine sind hauptsédchlich fiir heterophile Kontakte zwischen Blut und Endothelzellen
verantwortlich, auch ihre Funktion ist an Ca®" Ionen gekoppelt. Sie sind in der Lage,
verzweigte Oligosaccharide wie Lewis X - und Lewis A Strukturen zu erkennen. Eine
wichtige Rolle spielen sie bei Entziindungen. (4)

Die Immunoglobin-Superfamilie, auch Cell Adhesion Molecules genannt, umfasst die
groBte Gruppe; sie binden Ca** unabhéngig, heterophile und homophile Zell-Zellkontakte sind
moglich. (4)

Die Integrinfamilie beteiligt sich an Zell-Matrix und Zell-Zellbindungen. Sie bestehen aus
zwel transmembranen heterogenen Peptidketten; einer o und [ Kette. Es existiert eine
Vielzahl an Subtypen mit verschiedenen Eigenschaften. Integrine sind an groBlen
Ankerkomplexen wie zum Beispiel den Hemidesmosomen oder Adhidsions-Plaques beteiligt.
(4) Verdnderungen der Umweltbedingungen werden {iber die ECM an die Zellmembran und
somit an das Zytoskelett weitergeleitet. Im Zytoskelett erfolgt eine Filterung und Modulation,
da die einzelnen Komponenten des Skeletts (Micro-, Intermedidr- und Macrofilamente), die
Reize unterschiedlich leiten, streuen und auch verstiarken. Zudem sind diese Strukturen keine
starren Gebilde, sie unterliegen einem dauernden Um-/Abbau und Anpassungsvorgang. Bei
dieser Modulation und somit Funktion der Zelleigenschaften spielen Multi-Domén-Proteine,
sogenannte Zytolinker, welche verschiedene Komponente miteinander verbinden, eine
wichtige Rolle. (4)

Das Nukleoskeletton organisiert dreidimensional die DNA im Kern (5-11) und leitet auch
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mechanische Reize vom Zytoskelett an die DNA weiter. Obwohl jede Zelle eine Kopie des
gesamten Genoms enthdlt, wird nur ein gewebs- und zellspezifischer Teil exprimiert; dazu
tragt die topologische Organisation der DNA bei (12-15). Somit beeinflussen auch
physikalische Faktoren wie die Promotorgeometrie das Mall der DNA-Windungen,
-Biegungen und -Loops die Aktivitit der Zelle (16-21). Zudem befinden sich aktive Gene
meistens im Inneren des Zellkerns, seltener am dufleren Rand (22). {23}

Viele Zellen reagieren mit einer Formanderung auf dullere Einfliisse. Diese Beeinflussungen
miissen nicht nur mechanischer Art sein, sie konnen auch Temperatur, Konzentration von
gelosten Molekiilen oder Zellkommunikation betreffen (24-28). {23}

Die Zelle ist unter bestimmten Umstinden in der Lage, sich in einen anderen Zelltyp zu
transformieren. Epitheliale-Mesenchymale Transformationen (EMT) und vice versa -
Mesenchymale-Epitheliale Transformationen (MET), spielen in der Embryogenese,
Wundheilung und Tumorgenese eine wichtige Rolle. Durch ein Zusammenspiel der
verschiedenen Faktoren, den 16slichen Liganden (systemisch oder lokal gebildet) und deren
Interaktion mit der Zelle sowie der Matrix werden diverse Differenzierungsschritte
eingeleitet. Dabei spielt auch die Art der Sekretion der Liganden (parakrin, autokrin,
endokrin), eine wichtige Rolle; so kann zum Beispiel ein und derselbe Ligand anders
sekretiert verschiedene Funktionen erfiillen. (1). Somit kontrolliert die Zelle in einem
evolutionsbedingten genetischen Programm die Komposition der ECM einerseits, andererseits
kontrolliert die ECM wiederum die Genexpression der Zelle und passt sie den gegebenen
Erfordernissen an. Viele der involvierten Proteine sind labile Molekiile, die schnell wieder
abgebaut werden konnen; dadurch kann die Zelle auf gewisse Reize schnell und adiquat
reagieren.

Diese Interaktionen spielen im Knochen eine wichtige Rolle. Besonders physikalische Grof3en
wie Druck, Zug und Scherbelastungen (29-33) bewirken, dass unser Endoskelett, welches
gezielte Bewegungen mit Hilfe der Muskelarbeit erst ermoglicht und dem Korper Form
verleiht, stindig remodeliert wird und sich den &ndernden Bediirfnissen anpasst. Man sollte
nicht vergessen, dass sich diese Verdnderungen auf molekularer Ebene abspielen, im
Microenviroment. Im Groflen gesehen bietet die ECM der Zelle Schutz und eine sehr
homophile Umgebung - gemessen an Prokaryonten, welche meistens stindigen Anderungen
ihres Macroenviroments ausgesetzt sind. Eukaryotische Zellen reagieren damit verglichen

relativ trdge und sind sehr sensibel auf Wechsel, da sie sich zu Zellverbinden mit einer
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bestimmten Funktion versammelt und spezialisiert haben. Besonders deutlich werden diese
Unterschiede zwischen Pro- und Eukaryonten beziiglich ihrer Anpassungsfahigkeit in der
unterschiedlichen Genregulation.

Verschiedene Komponenten der Knochenmatrix spielen eine signifikante Rolle in der
Genexpression (29-33) des Osteoblasten (OB). Auch enthalten viele Promotoren im OB
Konsensussequenzen fiir Transkriptionsfaktoren, welche die Fahigkeit haben, die
DNA-Geometrie zu verdndern (34-36). Knochenwichtige chemische Botenstoffe wie Vitamin
D3 (D3) und Parathyroidales Hormon (PTH) konnen die Zellform des OB beeinflussen
(37-40). {23}

Aufgrund von Variablen wie Druck, Zug und systemischen Faktoren, spielen vor allem beim
Knochenhaushalt nicht genetisch determinierte Faktoren eine wichtige Rolle; es ist fraglich,
ob man einen genauen Plan des Knochenmetabolismus, fiir die zum Teil schon heute

angestrebten pharmakologischen Forderungen, erhalten wird konnen.

1.3. Uberlegungen zu TE in vivo

Normalerweise fiillt sich jedes Wundbett mit einem Exsudat, welches unter optimalen
Bedingungen in ein physiologisches Gewebe konvertiert wird. Diesen Vorgang bezeichnet
man als Regeneration. Findet diese Konversion nicht statt, so kommt es zur Umwandlung
des Exsudates in Narbengewebe, die sogenannte reparative Heilung. Da der selbstidndigen
Regeneration im erwachsenen Organismus meist Grenzen gesetzt sind erfolgt hiufig eine
reperative Heilung, die mit Funktionseinschrinkungen assoziiert ist. So konnen
Knochendefekte bis zu einem Durchmesser von einem Zentimeter (42) und getrennte Nerven
bis zu fiinf Millimeter (43), in Kombination mit einer entsprechenden Vorlage, physiologisch
regeneriert werden. Demgegeniiber erscheint Haut nicht zu regenerativer Heilung fahig zu
sein (44). {41}

Das Exsudat, welches das Wundbett fiillt, enthilt sowohl alle zelluldren Bestandteile, als
auch den entsprechenden metabolischen Cocktail; Matrixkomponente welche fiir die
Regeneration erforderlich wiren, sind aber nicht vorhanden. {41}

In vivo TE beschiftigt sich mit der Bereitstellung geeigneter Matrizes, die direkt appliziert, es
dem Korper selbst ermdglichen verlorengegangene Strukturen zu ersetzen. Der Vorteil dieser
Verfahren liegt darin, dass die Bedingungen einer optimalen Heilung vom Korper selbst

reguliert werden; der Korper stellt somit den Bioreaktor, dabei sind Temperatur, Feuchtigkeit



und pH-Wert meist konstant. Die Zusammensetzung der einzelnen eingeschwemmten
Molekiile und Zellen variiert, unter optimalen Bedingungen, den Bediirfnissen entsprechend.
{41}

Somit ist die Auswahl der Matrix entscheidend fiir den Erfolg. Sie muss nach verschiedenen
Kriterien gefdllt werden, wobei reproduzierbare Bedingungen gegeben sein miissen (45).
Dabei ist zu beriicksichtigen, dass Wunden meist sehr heterogen in ihrer Beschaffenheit sind,
gekennzeichnet durch die Verletzung verschiedener histologischer Strukturen. Das Problem
der Wund-Wund-Variabilitit kann durch Schaffung eines einheitlichen Wundbettes
umgangen werden, zum Beispiel durch Exzision einer Hautwunde bis zu einer bestimmten
histologischen Struktur wie dem Muskel (46,47). {41}

Die physiologischen Eigenschaften des jeweiligen Organs miissen bei der Auswahl der Matrix
beriicksichtigt werden; die Oberfldchenbeschaffenheit und Porengrofle sind entscheidende
Parameter bei der Konstruktion solcher Matrizes. Die Dimension und Oberfldache der Vorlage
sollte nach folgenden Uberlegungen getroffen werden:

Bei der Kolonisation der Matrix durch Zellen sind diese von Nahrstoffen abhingig.
Angiogenese spielt in der frithen Phase noch keine Rolle, die Diffusionskapazitit ist somit
entscheidend. Die entsprechenden Nihrstoffe werden von Zellen gebildet und in einer
bestimmten Rate R mol/cm?/sec abgegeben. Sekretiert an der Wund-Matrix-Grenze erreichen
die Nihrstoffe eine anfiangliche Konzentration Co, wobei sie dann iiber eine Distanz L
diffundieren, charakterisiert durch die Diffusionskonstante D cm?/sec. Daraus errechnet sich
die Zell-Versorgungskonstante S:

S=R L*/DC,,

welche die relative Grole an notwendigen Néhrstoffen der Zelle und den Verbrauch dieser,
charakterisiert. Wenn der Verbrauch grofBer ist als die Bereitstellung, S>1, wird die Zelle friih
sterben. In einem Steady State, S=1, wo Bedarf und Nachfrage ausgewogen sind, gibt L die
maximale Zell-Migrationsstrecke, Lc, an. Fir die meisten Stoffe mit niedrigem
Molekulargewicht liegt Lc in einem Bereich von 100um, was auf eine moglichst grofle
Nahebeziehung zwischen Zelle und Wundbettcocktail hinweif3t (48). {41}

Strukturen, welche es der Zelle ermdglichen, ldngere Strecken zuriickzulegen, wiirden die
Wundheilung beschleunigen und somit die Hospitalisation mit all den Gefahren und Kosten
verkiirzen.

Bei der Struktur (Porositat) der Oberflache sollte bedacht werden, dass Zellen mit der
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Matrix Verbindungen eingehen miissen. Die Oberfldche der gebundenen Zellen, @, ist gleich
der Anzahl der gebundenen Zellen Nc pro Matrixoberfliche 4 (cm?). ®c entspricht auch dem
Bindungsvolumen der Zellen, pc, pro Volumsoberfliche der Matrix, 6 (mm?). ®c = Nc/4 =
pc/c

Wenn mehr iiber die Interaktion Zelle-Matrix bekannt wird, kann dieses Modell um den
Faktor y, der die Rezeptorzahl pro Zelle ausdriickt, erweitert werden. Wenn jeder Zellrezeptor
an eine Bindungsseite der Matrix bindet, dann ist yNc/4 = ypc/c und der Bedarf an
Bindungsstellen der Matrix und somit ihrer Oberflachenbindungsseiten, ®vs, entspricht dann
DOvs = yDc = YN/A = ypc / 6 = pbs/ 6. Damit muss eine gewisse Oberfliche zur Verfiigung
stehen, welche natiirlich durch Vermehrung der Porenzahl erhoht werden kann; andererseits
ist der Vermehrung der Porenzahl bei gegebenen Gesamtvolumen der Matrix eine Grenze
gesetzt, da der einzelne Porendurchmesser dadurch abnimmt. Zu bedenken ist dies deshalb, da
die Zellen bei der Migration nicht behindert werden diirfen. {41}

Die Vorlage sollte weiters nach dem Abschluss der Regeneration vollstindig abgebaut
werden konnen. Jedoch darf dieser Abbau nicht zu frith erfolgen, denn sonst besteht die
Gefahr der Narbenbildung. Da es sich bei der Matrix um ein Netzwerk handelt, ist ein
abdiffundieren nicht moglich; vielmehr muss durch lokale Enzyme ein kataboler Prozess, das
heifit aus einer hochmolekularen Vorlage werden niedermolekulare Verbindungen gelost,
eingeleitet werden. Diese Uberlegungen prigte den Begriff: Isomorphegewebsersetzung:
t/th=0.

tv steht flir eine charakteristische Zeit der Degradation, #» dagegen fiir die bendtigte Zeit bei
der Gewebsneubildung. Ist die Gleichung viel kleiner als Eins - resultiert Vernarbung
aufgrund einer zu schnell degradierenden Matrix; ist sie viel grof3er als Eins - handelt es sich
um ein Implantat, welches vollige Regeneration und somit physiologisches "Wirken"
verhindert. Verschiedene chemische Komponenten und die Vernetzung dieser beeinflussen
die Degradation; so wird durch Inkooperation von Gag aufgrund einer Erhéhung der
Quervernetzungen die Degradation verlangsamt. Somit {iben die Bestandteile wie Coll 1 und
Gag nicht nur eine biologische Aktivitit aus, sondern ihr Verhdltnis ist auch fiir die
Geschwindigkeit der Degradation verantwortlich. {41}

Wie wichtig die biologische Aktivitit der Bestandteile ist, zeigt sich daran, dass bei
geeigneter Auswahl die Adhésion bestimmter Zellen wie kontraktiler Fibroblasten (FB)

gehemmt wird. Es konnte gezeigt werden, dass dieser Zelltyp malBgeblich fiir die
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Wundkontraktion bei Hautwunden, bevor noch reparative Stimuli einsetzen, verantwortlich
ist. Es existiert eine Relation zwischen dem Ausmall an Kontraktion und dem Grad der
Regeneration. Solche Phidnomene finden sich auch bei anderen Geweben; durch gezielte
Forderung oder Hemmung eines Zelltyps mit der geeigneten Matrix kann das Ergebnis also

manipuliert werden. {41}

1.4. TE Materialien
Viele der hier vorgestellten Werkstoffe werden schon lange in der Medizin verwendet. Durch
neue Produktionstechniken und Erkenntnisse in der Biologie dehnt sich ihr Einsatzgebiet
kontinuierlich aus. Die Werkstoffe lassen sich allgemein in biologisch- und synthetisch
biodegradierbare Materialien einteilen.

Biologisch biodegradierbare Materialien konnen nach verschiedenen Gesichtspunkten
unterteilt werden.
Beim Kollagen-Gel-Modell wird eine Suspension von FB mit 30% bis 100% Coll hergestellt
und auf einer Petri-Schale ausplatiert. Die diversen Kollagenmolekiile polymerisieren spontan
in vitro zu starken Fasern, welche weiter verarbeitet werden konnen (49). Bei Inkubation mit
37° in 5% CO2 kommt es zur Polymerisation und Ausformung eines feinen, 10-20nm grof3en
Fibrillennetzwerks, welche Fliissigkeit binden. Die Zellen biindeln diese Fibrillen zu grof3eren
Biindel, Feuchtigkeit geht dabei verloren und es kommt zur Schrumpfung des Gels,
gleichzeitig wird es verfestigt. Dieses kann nun zum Beispiel mit Epithelzellen,
Endothelzellen oder Mesenchymzellen beschichtet und weiter inkubiert werden (50). {55}
Beim Kollagen-Schaum-Gerist wird Kollagenschaum in eine gewiinschte Gussform
gebracht und gefriergetrocknet. Je nach Dichte und Vernetzung sind diese Schidume
(Schwamme) unterschiedlich belastungsfahig und degradationsresistent (51). Zum Einsatz
kommen auch noch Kollagen-Faser-Geriiste und Kollagenmembranen, je nach Erfordernissen
mit oder ohne Zellen. Der Vorteil gegeniiber Gelen liegt in der vermehrten Zellproliferation,
da die Zellen das Gertist besiedeln, ohne von einem Gel umschlossen zu sein. Coll eignet sich
besonders fiir in vivo Anwendungen, aufgrund der phylogenetisch konservierten
Primérsequenz weist es kaum immunologische Reaktionen auf (52). Zudem kann es durch
verschiedene physikalische und chemische Methoden einfach modifiziert werden, wodurch
die Biodegradation, die Festigkeit, die Loslichkeit und die Wasseraufnahme beeinflusst

werden (53). Angewendet wird Coll fiir den Hautersatz, bekannt als Alpligraf, wobei ein
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Fibroblasten-Kollagen-Gel mit Keratinozyten besdt wird (54). {55}

Gag bestehen aus wiederholenden Disaccharideinheiten, meist Glucuronsdure und einer
Hexosekomponente wie N-acetyl-d-Glukosamin. Der groBte Teil ist kovalent an Proteine
gebunden, die daraus resultierenden Molekiile werden als Proteoglykane bezeichnet; die
hiufigsten Proteoglykane sind Chondroitin Sulfat, Dermatan Sulfat, Keratan Sulfat und
Heparan Sulfat (244). Im groben unterscheidet man membrangebundene- und Matrix
Proteoglykane. Hyaluronséure ist ein riesiger Gag-Komplex, der nicht an ein Protein bindet,
sondern frei in der ECM liegt. In der Embryogenese spielt dieses Molekiil eine wichtige
Rolle, aufgrund der enormen Wasserbindungsfiahigkeit weisen stark hyaluron-sidurehaltige
Gewebe eine Gelform auf. Die Zellmigration wird dadurch erleichtert (4). Mittels
verschiedener Techniken kann dieses Molekiil modifiziert werden; eingesetzt wird es in der
Augenheilkunde und der allgemeinen Chirurgie (56-58). {55}

Chitosan ist ein biosynthetisches Polysaccharid, ein deazetyliertes Derivat von Chitin. Wie
Hyaluronsédure ruft es keine Immunantwort aus und wird gut toleriert (59). Getestet wurde
dieses Material  in  verschiedenen = Applikationen =~ wie =~ Membranbarrieren,
Kontaktlinsenmaterial, Inhibitor der Koagulation und als Tragerkapsel fiir Medikamente (60).
{55}

Polyhydroxyalkanoate (PHA)-Polyester sind thermoplastische Materialien, welche von
verschiedenen Mikroorganismen als Karbon- und Energiespeicher synthetisiert werden (61).
PHA-Polyester werden in vivo sehr langsam abgebaut; eingesetzt werden sie als
Nahtmaterialien und Medikamententrager (62,63). {55}

Synthetisch biodegradierbare Materialien: Poly(e-hydroxy acids) sind Ester aus
natiirlich vorkommenden Hydroxysduren wie der Glykol-, Laktat- und e-Kapron Saure. Die
Esterbindungen werden durch Hydrolyse gespalten und das Molekulargewicht nimmt bis zu
einer bestimmten Grenze hin ab; die daraus resultierenden kleineren Ketten werden erst dann
biologisch abgebaut. Dieser Abbau involviert inflammatorische Zellen, aber da es sich um
einen relativ spdten Entzlindungsreiz handelt, ist die Heilung kaum beeintrdchtigt (64,65).
Eingesetzt werden sie als Nahtmaterialien und bei der Erforschung von verschiedenen
Matrix-Herstellungsverfahren. Poly(glycolic acid) (PGA) und Poly(lactic acid) (PLA),
Poly(L-lactic acid) (PLLA) sind die am meisten verwendeten linearen aliphatischen
Polyester in der Medizin. Sie gehdren zusammen mit den Poly(lactic-co-glycolic acid)

copolymers (PLGA) zu der Familie der Poly(a-hydroxy acids). PGA ist kristallin, hydrophil,
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hat einen hohen Schmelzpunkt und ist schlecht in organischen Ldsungsmitteln 16slich.
Nahtmaterial aus diesem Stoff hat die Eigenschaft schnell abgebaut zu werden. Alternative
Nahtmaterialien, bestehend aus PGA und PLA Copolymeren, werden schon lange in der
Chirurgie eingesetzt, etwa "Vicryl" und "Polyglactin 910". Der kristalline Charakter geht bei
Copolymeren verloren, was zu einer schnelleren Degradation als bei Isopolymeren fiihrt.
Durch Verwendung von L- oder D-Formen konnen die Eigenschaften des Materials weiter
beeinflusst werden. Poly(e-caprolactone) (PCL) zeichnen sich durch besondere Merkmale
aus. Es handelt sich ebenso um aliphatische Polyester wie PGA und PLA, die Degradation
aber erfolgt weitaus langsamer; somit eignet sich dieses Material fiir Langzeitimplantate (66).
Weiters haben sie eine niedrige Schmelz- und eine hohe Zerfallstemperatur. Die Konsistenz
von PCL ist bei Zimmertemperatur gummiartig. Sie konnen mit anderen Polymeren
kombiniert werden, was ihren Einsatz stark erweitert. Sie sind die am wenigsten toxischen
Polymere, welche im Einsatz sind. Urspriinglich wurden sie als Medikamententrager
eingesetzt. {55}

Bei Monofilndhten finden Polydioxanone (PDS) Verwendung. Sie zeichnen sich durch
geringe Toxizitdt ihrer Abbauprodukte aus. Auch werden sie bei der Herstellung von
Nabhtclips und Knochenpins eingesetzt. {55}

Poly(ortho esters) weisen eine Oberflachenerosion auf, wodurch sie kontinuierlich diinner
werden, nicht aber in Einzelteile zerfallen. Diese Eigenschaft macht sich bei kontrolliert
freisetzenden und abbaubaren Medikamententragern bezahlt (67). {55}

Polyanhydride sind hydrolytisch instabil, was als der limitierende Faktor bei ihrem Einsatz
gilt. Sie zeichnen sich aber durch eine exzellente Biokompatibilitit aus (68). Als
Medikamententrager wurden sie schon fiir viele Pharmaka eingesetzt (Insulin, bovine growth
factor, diverse Anisthetika, ...) (69). {55}

Mit Hilfe dieser Stoffe konnen verschiedene Formen hergestellt werden, jede mit bestimmten
Funktionen. Membranen und Tubes dienen zur Separation von Zellen und Geweben, um zum
Beispiel Gewebsregeneration zu steuern. Gels hingegen isolieren Zellen und bieten ihnen
damit eine bestimmbare Umgebung; so kdnnen sie als Immunmodulatoren eingesetzt werden.
Matrizes bieten die Maoglichkeit, dreidimensionale Regeneration mit bestimmbaren

Parametern zu ermdglichen.

1.5. TE in vitro
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Bei den meisten biologischen Fragestellungen werden Zellen zweidimensional im Labor auf
Kulturschalen geziichtet. Organspezifische Eigenschaften gehen dabei verloren, meist
beschrinkt man sich auf zelltypische Merkmale. AuBBerdem finden hauptsidchlich Zelllinien
Verwendung, um die Arbeit zu erleichtern. Eines der Hauptprobleme bei der
dreidimensionalen Ziichtung von Zellen ist die gezielte Beforderung von Néhrstoffen und der
Abtransport von Stoffwechselprodukten. Zwar wachsen Zellen in vitro in einigen Lagen
iibereinander, beginnen dann jedoch abzusterben, bevor sich noch ein klinisch nutzbarer
mehrlagiger Zellrasen bildet.
TE beschiftigt sich vor allem mit Organkulturen, das hei3t dreidimensionale Kulturen und mit
verschiedenen Zellstimmen, die miteinander die Organfunktion zumindest zu einem Teil
nachahmen. Das Problem dieser Verfahren ist die kurze Lebensdauer, der genannte zentral
nekrotische Zelluntergang, die auftretenden vaskuldren Okklusionen und die Variabilitit der
Modelle. Verschiedene Zelltrager, Matrizes, wurden fiir diese Erfordernisse etabliert, wobei
man héufig Zellen, wie oben beschrieben, als GeruUstkonstrukteure mit einsetzt. Bei
dreidimensionalen Matrizes haben sich verschiedene Polymergeriiste bewidhrt, welche mittels
diverser Techniken hergestellt werden konnen. Jedes dieser Herstellungsverfahren beinhaltet
Vor- und Nachteile, die bei der Auswahl der gewiinschten Matrix genau abgewogen werden
miissen. Um einen kleinen Einblick in die Problematik, welche mit der Herstellung und
Anwendung dieser Matrizes verbunden sind, zu erhalten, werden einige Verfahren ndher
erlautert. Die Polymergeriiste miissen eine Reihe von Anforderungen erfiillen; sie sollten eine
hohe Porositat und Oberfliche aufweisen, strukturelle Stabilitdt besitzen und bestimmbare
dreidimensionale Formen einnehmen konnen. Der Grundbaustoff sind die oben erwéhnten
biodegradierbaren Polymere wie Coll, PLA, PLLA, PLGA und PGA. Je pordser die Struktur,
umso leichter konnen Zellen migrieren. Die Porengrofle spielt auch eine Rolle bei der
Einheilung und dem erwdhnten Oberflichenangebot fiir die Zelladhdsion. Stabilitdt wird
besonders in Hartgeweben wie Knochen und Knorpel gefordert und mittels hoher
Quervernetzung erreicht. Weiters sollten bioaktive Molekiile in die Matrizes inkorporiert
werden konnen. (70)

Es stehen verschieden Techniken fiir die Geriistherstellung zur Verfligung. Beim
"Fiber Bonding" wird PLLA in Methylenchlorid aufgeldst und mit PGA versetzt, wobei
dieses vom verwendeten LoOsungsmittel nicht gelost wird. Die daraus resultierende

Polymerlosung aus fliissigem PLLA und festem PGA wird iiber ein planes PGA-Fasernetz
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ausgebreitet. Methylenchlorid verdampft, Reste werden durch Gefriertrocknung entfernt; nun
liegen PGA-Fasern verzweigt und, auler an den Kreuzungspunkten von einer PLLA Matrix
umgeben, iibereinander. Die Masse wird iiber den Schmelzpunkt von PGA fiir eine bestimmte
Zeit erhitzt, dabei verschweilen sich die PGA Kreuzpunkte; ohne dass die Fasern, aufgrund
der Unmischbarkeit der beiden Polymere PGA und PLLA, ganz verklumpen. PLLA
verhindert somit die Verschmelzung der Fasern; das Resultat ist eine Matrix mit grofer
Oberflache und Porositét, wobei sich aber die Porengréf3e nur schwer steuern ldsst. Nach dem
Loschen wird PLLA mittels Methylenchlorid wieder entfernt und das PGA Fasernetzwerk
gefriergetrocknet. (70)

"Solvent casting and particulate leaching" stellt eine Moglichkeit dar, Matrizes mit einer
gewiinschten Porengrofle zu erzeugen. Diese Methode kann fiir alle Polymere angewandt
werden, welche in Chloroform oder Methylenchlorid 16sbar sind. Gesiebte Salzkristalle
werden mit einer PLLA/Chloroform-Losung gemischt und in eine Form gebracht. Die
Kristalle/Partikel diirfen nicht in Chloroform I6sbar sein. Wieder verdampft das
Losungsmittel dieser Dispersion, Reste werden mit Gefriertrocknung entfernt und ein
PLLA/Salzgemisch ist das Resultat. Durch Erhitzung wird gewihrleistet, dass sich die
Polymere eng um die Kristalle anlagern; diesen Zwischenschritt kann man auch auslassen.
Das Salz wird nun mit Wasser ausgewaschen, und man gewinnt eine Matrix mit
bestimmbaren Parametern. Die Porositdt kann mit der Partikelmenge, die Porengrof3e mit dem
Partikelvolumen bestimmt werden. Durch Mischen mit Poly(ethylene glycol) kann die
Elastizitdt gesteigert werden; dadurch konnen die fertigen Matrizes gerollt und geformt
werden. Durch Waschen in einem hydrophilen Polymer wie Poly(vinyl alcohol) wird die
hydrophobe Eigenschaft dieses Materials reduziert und die Zellbesiedelung dadurch
erleichtert. (70)

"Membrane Lamination" ist ein Verfahren, welches eine einfache Produktion von
anatomisch gewiinschten dreidimensionalen Strukturen ermdglicht. Die oben beschriebenen
Membranen werden Lage fiir Lage zusammengeklebt, wobei sich Membran und
Bindungsstellen aufgrund einer speziellen Technik nicht unterscheiden. Somit kann jede neue
Lage durch Ausschneiden an die rdumlichen Bediirfnisse angepasst werden. (70)

Beim "Melt Molding" wird ein feines PLGA Puder mit gesiebten Gelatinpartikeln vermischt
und in eine Teflonform gebracht. Erhitzung iiber die Transitionstemperatur des Polymers

bewirkt eine  Verschmelzung des  Puders, wund sofortiges Abkiihlen in
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destillierten-deionisiertem Wasser 10st die Gelatinpartikel aus. Es bleibt ein PLGA Gertist
zurlick, welches der geometrischen Form der Teflongussform entspricht. Die Porositidt und
PorengroBBe wird wie beim Salz mittels PartikelgroBe und Anzahl der Gelatinpartikel
gesteuert. Im Gegensatz zur Verwendung von PLLA oder PGA, wo hohere Temperaturen
verwendet werden miissen, ist der Vorteil dieses Verfahrens, dass bioaktive Molekiile
eingebracht werden konnen, da die verwendeten Temperaturen relativ gering sind und zudem
keine organischen Losungsmittel verwendet werden. (70)
Mittels der "Extrusion Technique" ist es moglich, PLGA oder PLLA Polymerplatten auf die
gewiinschten Masse zu dehnen. Der Hauptparameter bei diesem Vorgang ist die
Extrusionstemperatur; je hoher, desto niedriger ist die erforderliche Extrusionskraft. (70)
"Three-dimensional Printing" ist eine sehr elegante Methode um komplexe
dreidimensionale Gerliste zu erhalten. Mittels Computer Assisted Design (CAD) wird ein
Druckerkopf, welcher einen liquiden Binder verspriiht, bewegt. Als Unterlage dient ein
Kolben mit einem Polymerpuder, der durch den Binder verfestigt wird. Diese Technik gehdort
zu den "Solid Free Form"-Methoden, zu welchen auch die "Stereolithographie" und das
"Laser Sintering" zdhlt. (70)
"Gas Foaming" hat gegeniiber den genannten Methoden den grolen Vorteil, dass auch hier,
wie beim "Melt Molding", keine organischen Ldsungsmittel verwendet werden, welche
entziindliche Prozesse in vivo auslosen konnten oder in vitro toxisch sind. Nicht immer kann
durch Gefriertrocknung die Entfernung aller organischen Losungsmittel garantiert werden.
Bei diesem Verfahren werden PLGA Teile zu festen Scheiben komprimiert und hohem CO2
Druck ausgesetzt. Durch Kombination der "Particulate Leaching" Technik erhélt man offene
Porensysteme, welche die Voraussetzung fiir die in vivo Anwendung sind.
Der Vollstindigkeit halber seien noch "Freeze Drying", "Phase Separation®,
"Polymer/Ceramic Composite Foams" und "In situ Polymerization" genannt. (70)
Besonderes Interesse besteht bei der Schaffung genau definierter Oberflichen dieser
Matrizes, Muster und chemische Zusammensetzung betreffend. Es gilt in der Makromatrix
eine Mikromatrix zu etablieren. Nischen, Kanéle und Lakunen miissen in der Gréenordnung
von Zellen gebildet werden, um zellspezifische Verhéltnisse zu schaffen. Auch sollen
Molekiile nicht irgendwie in der Matrix zu liegen kommen; doménspezifische Anordnungen
im Raum sind erwiinscht, um Protein- und Molekiil-Interaktionen genau kontrollieren zu

konnen. All dies fiihrte zur Entwicklung einer Reihe an Verfahren. Heute stehen verschiedene
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Techniken, jede mit bestimmten Eigenschaften und Nachteilen fiir die Generierung von
Mustern zur Verfiigung.

Mittels "Self Assembled Monolayers" (SAM) lassen sich chemisch genau definierte
Oberfliachen aufbauen, die in Reaktion mit anderen Strukturen treten. Es handelt sich um
organische einschichtige Filme, auf einer Goldpartikelunterlage adhériert, bestehend aus
Thioalkan-derivaten, welche durch andere Molekiile chemisch moduliert werden kénnen.
Somit weisen diese Filme eine Polaritdt auf; durch Modulation der organischen Komponente
lasst sich die chemische Interaktion an der wissrigen Oberfldche bestimmen und variieren. (2)
Die "Soft Lithography" (SL) ermoglicht die Musterbildung, welche im Bereich von 0,5 pum
liegt. Es werden elastomere (soft) Stempel, Gussformen, Kanédle oder Membranen fiir die
Musterbildung verwendet. Die gebrduchlichsten Elastomere sind Poly(dimethylsiloxane)
(PDMS). Gegeniiber der hiufig angewandten Photolithographie weilit SL mehrere Vorteile
auf. Sie ist billiger, einfacher in der Handhabung, fiir Musterbildung auf verschiedenen
Biomaterialien verwendbar und sowohl auf planaren als auch gekriimmten Oberflichen
einsetzbar; zudem ist PDMS biokompatibel. (2)

Das "Microcontact Printing" erweitert die SL. Es ermoglicht, Muster im GroB3enbereich unter
0,5um zu erzeugen. Es werden PDMS-Stempel mit Molekiilen beschichtet und getrocknet,
welche bei Kontakt mit SAM gewiinschte Verbindungen eingehen. Aufgrund der bekannten
Polaritdt und der chemischen Bindungen kénnen so gezielt Molekiile und Proteine adhériert
und Muster gebildet werden. Dieses Verfahren ist eine recht einfache Moglichkeit, um genau
definierte Oberflachen zu erhalten, wobei die Molekiile nicht gegen Feuchtigkeitsentzug und
gewissen Druck empfindlich sein diirfen (71). (2)

Beim "Microfluid Patterning" (unFP) werden kleinste Kanéle geniitzt, um Molekiile und auch
Zellen genau auf den Trdgern zu deponieren. Dieses Verfahren eignet sich besonders, um
delikate Objekte wie Zellen und hochmolekulare Proteine zu adhérieren. (2)

"Laminar Flow" ist eine weitere, dem pFP dhnliche Mdglichkeit um Muster zu generieren,
wobei hier die Molekiile in einem Kanal flieBen, aber in verschiedenen Ldsungen und
aufgrund der resultierenden laminaren Stromungen nicht miteinander vermischt werden. (2)
Die Schaffung chemisch und strukturell genau definierter Oberflaichen ermdglicht auch die
bessere Erforschung von Zell-Matrix Interaktionen. Diese Modelle konnen durch
verschiedene Faktoren erweitert und betrachtet werden (Magnetfelder, Gravitation,

Licht-Laser, Gase und Zeit).
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1.6. Allgemeines zur Interaktion von Zellen mit Biomaterialien

Von besonderem Interesse in der Biomaterialforschung ist die Besiedelung der Matrizes durch
Zellen, die zelluldare Adhesions- und Migrationsfahigkeit steht hier im Mittelpunkt.

Die Adhasion an eine feste Unterlage ist fiir die meisten Zellen lebenswichtig. Die einfachste
Methode, um das Ausmal der Stirke von Zellbindungen mit synthetischen Stoffen zu messen,
besteht aus drei Schritten: Aussden von Zellen auf die zu untersuchende Oberflache, Zellen
iber eine bestimmte Periode adhidrieren lassen und Zellen wieder abwaschen. Das Verhiltnis
ausgesite/adherierte oder ausgesite/abgewaschene Zellen gibt eine Auskunft iiber die Qualitét
der Adhision. Mittels fluoreszierender Farbstoffe oder durch Radio Labeling kann das Zéhlen
vereinfacht und mittels Computer erfasst werden. Ein Problem bei dieser Methode ist der
Vergleich der eingesetzten Abwaschkrifte, jedoch kann dies mit Zentrifugen oder durch
automatisierte Waschkammern umgangen werden. (72)

Die Migration von Zellen kann direkt mittels visueller Assays gemessen werden. Nachteilig
hierbei sind die hohen Kosten. Kostengiinstiger ist die indirekt Erfassung der Wanderung von
Zellen, mittels spezieller Filterassays. Diese Filter haben eine bestimmte Porengrofe, zu
beiden Seiten befinden sich zwei Kammern. In die obere Kammer fiillt man eine
Zellsuspension, ldsst die Zellen adhdrieren und dann hungern. Nach einem gewissen
Zeitintervall fiillt man in die untere Kammer serumhaltiges Medium, kombiniert mit einem
zellspezifischen Lockstoff. Je nach Migrationsfahigkeit passieren die Zellen unterschiedlich
schnell den Filter und wandern in die untere Kammer, wo sie dann erfasst werden konnen.
Nachteil dieser Methode ist, dass die Zellen hiufig eine Matrix wie zum Beispiel Gelatine
bendtigen, welche dann aber wiederum die Poren der Filter verlegt und somit das Ergebnis
verandert wird.

Durch Analysen der Zellaggregation konnen Riickschliisse auf Zell-Zell Interaktionen,
Zelldifferenzierung und Viabilitdit gemacht werden. Durch Vernetzen von synthetischen
Polymeren mit Multiadhédsivproteindoménen wie Laminin, Nidogen und Fibronectin (FN)

kann die Bildung von Zellaggregaten beschleunigt werden. (72)

1.7. Aspekte zur Lagerung/Transplantation von '"Skulpturen"
Ein wesentliches Gebiet aus dem Sektor TE stellt die Konservierung und damit

verbundene Lagerung von Geweben dar. Alle Erkenntnisse und Techniken in Bezug auf die
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Gewebsherstellung wiren nichts wert, wenn man diese nicht reproduzierbar, lagerungsfahig
und somit transportfahig machte; die Griinde, wieso Zellen in einem unverdanderten Zustand
konserviert werden miissen, sind also nicht nur mit der einfacheren Verfiigbarkeit verbunden.
Zellen miissen hdufig lange erforscht werden und durchlaufen oft mehrere Testphasen, bevor
sie zur Testung am lebenden Organismus freigegeben werden. Hierbei werden viele Zellen
verbraucht; zudem ist es sinnvoll, bei jedem Schritt Zellen aufzuheben, um die Ergebnisse
nachvollziehbar zu gestalten und eine eventuelle Fehlersuche zu erleichtern. Hat man einmal
eine Prozedur erfolgreich etabliert, so bendtigt man Zellbanken, in denen Zellen mit der
gewlinschten Eigenschaft lange verharren konnen, ohne sich genotypisch/phénotypisch zu
verdandern. Der Transport stellt ein weiteres Problem dar, welches durch Zellkonservierung
gelost wird. All diese Faktoren miissen wirtschaftlich und mit geringem zeitlichem Aufwand
verbunden sein, denn oft ist das Leben von Patienten davon abhéngig.

Eines der hdufigsten und groBten Gebiete beziiglich der Lagerung von Zellen stellt die
Kryokonservierung dar. Zellen, welche mittels Kiihlung haltbar gemacht werden,
durchlaufen eine Reihe von Verdnderungen, welche die Zelle auch schddigen kdnnen. Einmal
bilden sich in der Zelle bei schneller Abkiihlung massiv Kristalle, welche durch mechanische
Kréifte Zellstrukturen verletzten konnen. Zudem verdndert sich der osmotische Gradient;
aufgrund der Eiskristallbildung wird Wasser entzogen, der Anteil an gelosten Teilchen im
ungefrorenem Wasser erhoht sich. Dies kann zu chemischen Stérungen der Zellhomdostase
wihrend des Einfriervorgangs und letztendlich zum Zelltod fiihren. Bei zu langsamer
Abkiihlung kommt es zu einem zelluldiren Wasserentzug, was Dehydration, Zellschrumpfung
und wiederum den Zelltod auslésen kann. Somit ergibt sich eine optimale Kiihlungsrate, bei
welcher Kristallbildung und Wasserentzug ausbalanciert sind. Neben der Zeitmodifikation
konnen durch Zugabe von chemischen Substanzen die Vorgédnge des Abkiihlens/Auftauens
optimiert werden. Im Uberblick werden permeable von nicht permeablen
Kryoprotektoren unterschieden. Dimethyl Sulfoxid, eines der haufigsten angewandten
Mittel, gehort zur Gruppe der Permeablen. Die Wirkung der einzelnen Stoffe ist nicht genau
bekannt, zudem sind sie hdufig bei langerer Inkubation zytotoxisch und miissen somit
effizient wieder entfernt werden. Alleine die Auswaschung ist mit Problemen assoziiert; die
meisten permeablen Kryoprotektoren diffundieren langsamer als Wasser durch die
Zellmembran, was zu Verdnderungen im Zellvolumen beim Einfrieren oder Auftauen fiihrt.

All diese Phidnomene miissen noch differenzierter betrachtet werden, wenn es sich um
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mehrlagige Zellsysteme wie Gewebe handelt. Tiere, die ihre Korpertemperatur zwecks der
Uberwinterung an die AuBentemperatur anpassen ohne Schiden zu erleiden, sind niitzliche
Modelle beim Studieren dieser Vorgénge (73).

Die Ubertragung (Transplatation) von kdrperfremden Zellen ist mit einer Reihe von
Problemen verbunden, vor allem der AbstoBungsreaktion. Eine Mdoglichkeit, dieses Problem
zu umgehen, ist die Immunmodulation. Durch "Modellieren" der Spender- Zelloberfldche
soll der Wirt an der AbstoBung gehindert werden. Vorteile sind, wenn dieses System einmal
erfolgreich etabliert ist, die geringeren Komplikationen und Nebenwirkungen in vivo.
Natiirlich setzt dies genaue Kenntnisse des Immunsystems, der antigenen Determinanten des
Spendergewebes und deren Interaktionen voraus. Erst dann wird man in der Lage sein,
Komplikationen und Nebeneffekte des Spenderorgans in vitro auszuschalten. Prinzipiell gibt
es mehrere Moglichkeiten der Modulation der Zelloberflache. Dies kann auf Proteinebene
oder Genebene erfolgen; daraus ergeben sich das "Antibody masking", die "Gen Ablation",
die "Gen Addition" und die "RNA Ablation". All diese Verfahren konnen durch
unterschiedliche Techniken erreicht werden, was die Diversitit der Verfahren bei ihrem
Einsatz erhoht (74).

Eine weitere Moglichkeit ist die Immunisolation. Die Idee hierbei ist, dass das
Spendergewebe von schidigenden Einfliissen des Empfangers mittels einer Membran isoliert
wird. Dieses Verfahren ist trotz klinischer Teilerfolge mit verschiedenen Problemen
konfrontiert (75-77). Einerseits miissen Nahrstoffe, Abbauprodukte und die gewiinschten
Molekiile frei passieren konnen, andererseits miissen teilweise sehr kleine Stoffe an der
Passage gehindert werden, um das Transplantat nicht zu gefahrden. (78)

Die verwendeten Zellen konnen allogener oder xenogener Herkunft sein, wobei bei der
Auswahl des Zelltyps verschiedene Aspekte beriicksichtigt werden. Bei der Verwendung von
Zelllinien wird lieber auf xenogene Zellen zuriickgegriffen, da bei einer etwaigen
Membranverletzung xenogene Zellen besser vom Immunsystem abgefangen werden und so
die Bildung von Tumoren vermieden wird. Der Nachteil ist, dass die verwendeten
Membranen fester und dichter sein miissen als bei allogenen Zellen, da bei xenogenen
Systemen nicht nur immunkompetente Zellen, sondern auch Mikromolekiile wie
Komplement, Lymphokine und andere Zytokine abgehalten werden miissen. Wird ndmlich
erst einmal eine unspezifische Entziindungsreaktion gestartet und setzen diverse Zellen ihr

Repertoire an Stoffen frei, dann ist eine Membran nutzlos geworden. Gegen freie Radikale,
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Sauerstoff und Nitrogen hilft selbst die kleinste PorengréBe nichts; somit gilt es, den
Ausbruch der unspezifischen Immunabwehr zu verhindern. Weiters haben Zelllinien im
Allgemeinen gegeniiber primédren Zellen den Vorteil der leichteren Handhabung im Labor,
zudem wire die Lebensdauer solcher Implantate unter optimalen Bedingungen ,,unendlich®.
Mittels genetischer Manipulation konnten Zellen optimal modifiziert werden und eine
kontrollierte Produktion und Freisetzung eines Molekiils wire moglich. Hierzu ist dieses
Verfahren abhingig von Erkenntnissen in der Gentherapie. Bei Primérzellen macht es nur
Sinn, xenogenes Material zu verwenden, da man ansonst nicht geniigend Gewebe fiir
industrielle Produktion zur Verfiigung hatte. (78)

Leider existiert zusédtzlich eine Reihe von Problemen, sodass man noch sehr weit von der
routineméfBigen klinischen Anwendung entfernt ist. Einmal besteht wie bei jeder Einbringung
von fremdem Gewebe in einen Organismus die Gefahr der Ansteckung mit Viren. Meistens
sind diese Partikel zu klein, um effizient von einer Membran abgehalten zu werden. Ein
weiteres Problem ist die Sauerstoffversorgung. Optimal wire, das Kapsulat in einem
atriovendsen Shunt mit einem Sauerstoffpartialdruck von 100mmHg zu platzieren. Hierdurch
wiére eine gute Versorgung der Zellen garantiert, meistens ist dies aber nicht moglich. Im
Gewebe, wie zum Beispiel subkutan, subperitonieal oder intramuskuldr, herrschen weitaus
geringere pO2 Werte (ungefidhr 40mmHg), die eine ausreichende Versorgung kaum
ermoglichen. Hinzu kommen noch andere modulierende Faktoren, die das Resultat
beeinflussen: Viskositit des Blutes; Sattigung; 2,3 Diphosphoglyzerat;
Membranpermeabilitdt; Sauerstoffbedarf der verwendeten Zellen; Gewebsdichtheit und
rdumliche Verteilung des Gewebes im Kapsulat. Implantationen in das Peritoneum haben
noch andere Nachteile als die mangelhafte Sauerstoffversorgung; so muss man mit einer
verminderten Absorptionsrate der supplementierten Molekiile rechnen, kdmpft mit einer
erhohten Anzahl von Makrophagen und somit der Gefahr von fibrotischen Reaktionen.
Zuletzt ist der hohe mechanische Stress zu nennen, der sich ebenfalls nicht vorteilhaft auf das
Kapsulat auswirkt (79). (78)

Zu bedenken ist auch, dass jeder entziindliche Prozess das Kapsulat durch Bildung von
Granulationsgewebe gefdhrdet; dadurch wird wiederum die Sauerstoffversorgung
beeintrachtigt. Waren alle diese Probleme geldst, so bliebe noch immer die Initiale Hypoxie,
nach der Implantation. In den ersten paar Wochen ist das Kapsulat besonders Sauerstoff

unterversorgt, da die Angiogenese eben ihre Zeit benétigt. Darum sterben die meisten Zellen,
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immer unter der Vorraussetzung, das alle anderen Faktoren optimal laufen, in den ersten paar
Wochen. Mit diesem Problem kdmpft man auch bei nicht immunisolierten Geweben. (78)

Eine Moglichkeit diese Initiale Hypoxie zu umgehen sind Sauerstoff-Generatoren. Mittels der
Elektrolyse von Wasser in einer mehrlagigen ,,Batterie* kann Sauerstoff in einem gewiesen

Rahmen zur Verfiigung gestellt werden (80).

1.8. Fetales TE und Stammzellen (SZ)

Fetal-TE ist eine sehr junge Disziplin, eine der jiingsten auf diesem Gebiet iiberhaupt.
Die Vorziige von fetalen Geweben wiren enorme Wundheilungskapazitit, exzellentes
Regenerationsvermogen und geringe Antigenitdt. Diese Vorteile sind schon lange bekannt;
Probleme der ImmunabstoBung, der Wachstumslimitation, der Differenzierungsrestriktion,
der verschiedenen Immunbarrieren und der Bereitstellung von Geweben oder Zellen kdnnten
mit fetalen TE gelost werden. (81)

Fetale Zellen teilen sich in vitro schneller, sprechen besser auf beeinflussende Faktoren an,
konnen lidnger in sauerstoffarmer Umgebung iiberleben und iiberstechen besser
Einfrierungs/Auftauungsprozeduren. Dies macht sie auch fiir Arbeiten in vitro interessant.
(81)

In vivo hédngt ihr Immunpotential vom Alter und Differenzierungsstadium ab, auch bei
Verwendung von xenogene Modellen sind fetale Zellen erfolgreicher. Beim fetalen TE
konnen bei Transplantationen aufgrund des unreifen Immunsystems, je nach Gewebe und
Alter, Immunreaktionen vermieden werden. Auch erfolgt aufgrund noch nicht genau
bekannter Faktoren meistens eine regenerative Heilung. (81)

Eines der Modelle bei TE baut darauf auf, dass man bei bekannten angeborenen
Stoffwechselstorungen,  haematopoetischen- und  anderen  Erkrankungen  sowie
Fehlbildungssyndromen, Gewebe des Embryos entnimmt, im Labor aufgrund der oben
genannten Vorteile auf geeigneten Matrizes ziichtet; dadurch ist es einfacher genetisch
manipulierbar - es vermehrt und dann nach der Geburt replantiert (82-84). (81)

Stammzellen haben in der Biologie besonders in den letzten paar Jahren an Bedeutung
gewonnen. Der routineméfige klinische Einsatz wird noch einige Zeit auf sich warten lassen;
zu sehr ist dieses Feld noch in Bewegung, eine Erkenntnis wird im ndchsten Moment von
einer anderen eingeholt. Allgemein kénnen embryonale SZ von adulten SZ unterschieden

werden. Embryonale SZ sind totipotent (beziiglich ihrer Transdifferenzierungsfahigkeit) und
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erfilllen das Kriterium, welches SZ allgemein ausmacht, die Selbsterneuerung. Bei dem
Begriff totipotent ist zu beriicksichtigen, dass sich in der Blastozyte zwei Arten von
Zellhaufen formen, ein Innerer und ein AuBerer. Die Zellen des Inneren Zellhaufens
differenzieren wéihrend der Gastrulation und formen die drei Keimblatter. So sind Zellen des
Inneren Kompartiments totipotent, allerdings nur in Bezug auf den Embryo. Sie konnen nicht
zu duBeren Trophoblastenzellen, welche die Plazenta bilden, differenzieren. Mittels
expremierter Marker kann das jeweilige Stadium {iberpriift werden; zum Beispiel sprechen
Oct3, Oct4, Stat3 und Rex1 fiir Totipotenz. Gehen diese Marker verloren, ist dies ein Zeichen
das die embryonalen SZ differenzieren; die Fertigkeit im Umgang mit SZ besteht darin, sie
lange im totipotenten Zustand zu halten, es passiert hdufig, dass die Zellen ungewollt
differenzieren. Zudem wachsen embryonale SZ nicht auf einfachen Kulturmedien, meistens
werden sie auf mitoseinaktivierten FB geziichtet. All dies erschwert ihre Verwendung bei TE,
wobei dieses Feld erst im Aufbruch ist. (85)

Adulte SZ finden sich in verschiedenen Geweben (hdmatopoetische SZ, neuronale SZ,
mesenchymale SZ, ..). Je nach ihrer Fahigkeit und Potenz der Differenzierung in
verschiedene Gewebsarten unterscheidet man unipotente, multipotente und pluripotente adulte
SZ; dies spiegelt ein Kontinuum der Differenzierungsvielfalt wieder. Auf die ersten
euphorischen Meldungen, dass adulte SZ beliebig transdifferenzieren konnen, folgt kiihle
Erniichterung; sowie es scheint enthilt jede Zelle eine "Zellgeschichte" im Laufe des Daseins,
wodurch die Totipotenz verloren geht, eher ist eine gewebspezifische Differenzierung zu

beobachten.

1.9. Generelles zur Gentherapie
Viele angeborene und erworbene Krankheiten lassen sich auf Verdnderungen im Genom
zurlickfithren. Das Konzept der Gen-Therapie klingt recht einfach, defekte Gene durch
gesunde zu ersetzen oder aber zusitzlich funktionelle Gene einfithren. Bei der Umsetzung
allerdings kollidieren verschiedene Aspekte. Ein wichtiger Punkt ist das Beforderungssystem,
da nackte DNA nicht einfach von Zellen aufgenommen wird; weiters die kontrollierte
Expression und schlieBlich die Sicherheitsaspekte. (86)

Unter Beforderungssystem versteht man alle Hilfsmittel, welche es ermoglichen,
DNA- Konstrukte beim Lebenden in die gewiinschten Zellen einzuschleusen. In vitro

existieren verschiedene Methoden, etwa das Elektroporieren, chemische Agenzien wie
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Lipofectamin und Phagen, um das gewlinschte Konstrukt in den verwendeten Zelltyp
einzubringen. Groflere Konstrukte miissen mit Vektoren libertragen werden, wobei man
Plasmid- von viralen Vektoren unterscheidet. In vivo ist man gezwungen, auf die
letztgenannte Methode zuriickzugreifen, wo mit mehreren sehr unterschiedlichen Barrieren zu
kdmpfen ist. Es kommen modifizierte Vektoren zur Verwendung. So wird versucht, die
Antigenitdt zu minimieren, indem man den Vektor nur auf essentielle Bausteine fiir die
Transfektion reduziert; ausserdem diirfen die Vektoren nicht mehr replikationsfdhig sein.
Grob gesehen kann man drei Knotenpunkte bei der Transfizierung mit Vektoren ausmachen,
deren Losung mit dem Erfolg oder Misserfolg der Therapie zusammenhingt. Zu nennen wére
hierbei extrazellulares Trafficing, die Aufnahme und intrazellulares Trafficing. (86)

Beim extrazellularen Trafficing sind verschiedene Uberlegungen zu treffen, so kann die
Form der Verabreichung (i.v.-, im.-, s.c Gaben und andere Verabreichungsformen) die
anhaltende Expression, die Effizienz und das Risiko von Nebenwirkungen beeinflussen.
Aufgrund der unterschiedlichen Applikationen ergeben sich wiederum verschiedene
Interaktionen mit dem Immunsystem, die das Ergebnis weiter modulieren. Bei der Auswahl
ob das Pharmakon lokal oder systemisch verabreicht wird, werden Uberlegungen beziiglich
des Zielgewebes und die Mdglichkeit dieses zu erreichen, eine wichtige Rolle spielen. Bei der
Verwendung von viralen Vektoren ist bei systemischer Gabe mit Wirkungseinbussen
aufgrund des Komplements zu rechnen, hingegen wirkt sich die Opsonisierung auf Plasmide
nicht aus (87,88). Die Entwicklung kontrollierbarer, nicht replizierbarer Vektoren ist immer
verbunden mit dem Zielgewebe, da dieses Zielrezeptoren aufweisen muss. (86)

Die Aufnahme hingt von verschiedenen Faktoren ab; so spielt bei manchen viralen Vektoren
das Zellstadium aufgrund der unterschiedlichen Expression von Rezeptoren eine Rolle,
andererseits sind Viren nicht dem Ionenmilieu und der damit verbundenen Beeinflussung der
Endozytose ausgesetzt. (86)

Beim intrazellularen Trafficing miissen diverse degradierende Enzyme, das gelformige
Zytoplasma mit Zytoskelett, endosomale Vesikel mit nachfolgenden Pathways und schlie8lich
die Zellkernmembran {iberwunden werden. Plasmide kdnnen nur wéhrend der Mitose den
Kernkomplex durchdringen (89); man versucht, mittels Inkorporation von '"nuclear
localization signals" (NLSs) diesen Nachteil zu beheben - virale Systeme tangiert dies
wiederum kaum. Auch sind bei der Diffusion durch das Zytoplasma grof8en Plasmidvesikeln

Grenzen gesetzt; andererseits konnen Plasmide mehr Material aufnehmen, was fiir die

23



Synthese und Regulation von komplexen Molekiilen essentiell ist. (86)

Ein weiteres Problem, in Bezug auf kontrollierte Expression, ist es moglichst viele
Zellen des gewiinschten Typs zu erreichen; hdufig beeinflussen Erkrankungen aber mehrere
zum Teil sehr verschiedene Systeme, und man ist mit verschiedenen Barrieren konfrontiert.
Andererseits ist nicht geklirt, ob nur der Genersatz eine chronisch lang vorhandene
Erkrankung wirklich heilt (Regeneration versus Reparation). Unklar ist auch, wie sich die
iiber Jahre entwickelnden Kompensationsmechanismen und Symptome verhalten. Ein
weiterer Punkt ist, dass im gewiinschten Gewebe nur eine bestimmte Menge an Molekiilen
exprimiert werden soll. Mittels programmierbarem Zelltod und wiederholter Verabreichung
wire dies moglich, doch lauft man wiederum Gefahr der Sensibilisierung. (86)

Sicherheitsaspekte und etablierte Protokolle in Bezug auf Therapieplidne und Notfille
sind ebenfalls wichtige Punkte, die beriicksichtigt werden miissen bei der Anwendung. Der
peinlichst genaue Einhalt der unkontrollierten Ausbreitung von genetisch manipuliertem
Material im Labor, im jeweiligen Organismus, aber besonders von Individuum zu
Individuum, ist zu beriicksichtigen. Es darf kein "infektioses" Material ausgeschieden und die
Keimzellen nicht tangiert werden. Zudem muss garantiert sein, dass keine spontanen
Mutationen auftreten, die all die geldsten Probleme mit einem Schlag zu Nichte machen

konnten. (86)

2.Kurzer histologischer Uberblick des Knochens

2.1 Allgemeines

2.2 Periost und Endost
2.3 Knochenzellen

2.4 Interzellularsubstanz
2.5 Knochenarten

2.6 Ernahrung des Knochens

2.1 Allgemein

Der Alveolarknochen ist Teil des Alveolarfortsatzes. Die Alveolarfortsitze der Maxilla und
der Mandibula bestehen aus einer duBleren, unterschiedlich dicken, vom Periost bedeckten
Knochenplatte, der vestibuldren und der lingualen/palatinalen Kortikalis; einer inneren und

stark durchlocherten Knochenplatte, dem Alveolarknochen oder der Lamina cribriformis, und
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der zwischen beiden Knochenplatten und auch interdental oder interradikuldr zwischen zwei
Laminae cribriformes befindlichen Spongiosa.

Die dufleren, kompakten Kortikalisschichten gehen am Eingang der Alveole in die Lamina
cribriformis iiber. Dieser Teil des Alveolarfortsatzes wird als alveoldrer Knochenkamm
bezeichnet. Die Struktur der Kortikalis und der Knochenbilkchen der Spongiosa entspricht
generell derjenigen anderer Knochen, das heifit, sie besteht aus Haversschen Systemen
(Osteonen) und interstitiellen Lamellen (90). Die Kortikalis ist im Unterkiefer generell starker
ausgepragt und dicker als im Oberkiefer. Innerhalb beider Kiefer ist die Dicke der Kortikalis
je nach Stellung der Zdhne auBlerordentlich variabel, oral aber generell grofer als vestibular
(91). Die Spongiosa besteht aus =zarten, dreidimensional-netzformig angeordneten
Knochenbilkchen, zwischen denen sich Knochenmarksrdume befinden, die meist Fettmark
enthalten. Die Alveolarfortsitze der Maxilla weisen mehr, die der Mandibula weniger
Spongiosa auf. Horizontal, vertikal und leiterférmige Anordnung beziehungsweise eine
unterschiedliche Dicke der trabekuldren Knochenbélkchen fithren zu einer groBmaschigen
oder engmaschigen Spongiosa (92),(91). Die Spongiosabdlkchen sind entlang sogenannter
Trajektorien angeordnet, die Ebenen oder Drucklinien darstellen, entlang derer die auf den

Kieferkorper einwirkenden Kréfte aufgefangen und abgeleitet werden (93). {94}

2.2 Periost und Endost

Der Knochen wird an seiner duferen und inneren Oberflache von Bindegewebe bedeckt, dem
Periost beziehungsweise Endost. Periost besteht aus zwei Bindegewebsschichten. Das Stratum
fibrosum, eine duBlere, dem Knochen angewandte Schicht, ist sehr faserreich mit FB und
sogenannten Sharpey-Fasern, die in die Knochenmatrix eintreten und das Periost am Knochen
befestigen. Das Stratum osteogenicum, das dem Knochen unmittelbar anliegt, ist sehr zell-,
nerven- und gefiaBreich mit FB und Knochenvorlduferzellen. Das Periost tragt wesentlich zur
Erndhrung und Erhaltung des Knochens bei. Endost besteht aus abgeflachten
Bindegewebszellen, die den Knochen an der inneren Oberfliche einschlieBlich der
Spongiosabédlkchen bedecken und auch die Knochenkanidlchen (canales perforantes und
centrales) auskleiden. Kollagenfasern fehlen dem Endost in der Regel. Gemeinsam mit dem

Periost hat das Endost die Fiahigkeit Knochen neu zu bilden. (95)
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2.3 Knochenzellen

2.3.1. Vorléauferzellen

Vorlduferzellen sind wéhrend des ganzen Lebens im Knochen vorhanden. Sie sind
mesenchymaler Herkunft und besonders proliferationsfreudig. Sie liegen in der Nihe der
duBeren und inneren Knochenoberfliche sowie in den Havers-Kanidlen und sind unter
anderem wihrend des Knochenwachstums aktiv.

2.3.2. Osteoblasten (OB)

OB sind fiir die Synthese der organischen Bestandteile der Knochengrundsubstanz
verantwortlich, ndmlich von Coll, Proteoglykanen und GP. Ausserdem wirken sie bei der
Hartsubstanzbildung mit. Anzutreffen sind OB an der Oberfldche von Knochenbilkchen, wo
sie nach Art eines einschichtigen Epithels dicht nebeneinander liegen, sogenannte bone lining
cells. (96). Gesteuert wird die Aktivitdt der OB vor allem durch Hormone. OBen produzieren
Typ-I-Coll. Ausserdem sezernieren sie alkalische Phosphatase, deren Aktivitdt im Serum zur
Abschitzung der Osteoblastenaktivitit dienen kann. OB sind polarisierte Zellen. Die Abgabe
der Syntheseprodukte erfolgt jeweils dort, wo die Zellen mit der Knochengrundsubstanz in
Beriihrung stehen. Diese neugebildete, noch nicht verkalkte Grundsubstanz wird als Osteoid
oder Vorknochen bezeichnet.

2.3.3. Osteozyten (OZY)

Osteozyten sind aus OB hervorgegangen. Sie dienen der Erhaltung des Knochens. Gehen
Osteozyten zugrunde, wird die benachbarte Matrix abgebaut. Als Osteozyt wird eine
Knochenzelle dann bezeichnet, wenn sie ringsum von Knochengrundsubstanz umgeben ist.
Reife Osteozyten liegen in verkalkter Grundsubstanz und sind in Schichten angeordnet.
Charakteristisch fiir sie sind feine filopodienartige Fortsdtze, die sich in feinen
Knochenkanédlchen (Kanalikuli) befinden, die radidr von den Knochenhohlen (Lakunen)
ausgehen, in denen die Knochenzellen liegen (95).

2.3.4. Osteoklasten (OC)

Osteoklasten sind grofle, stark verzweigte, mehrkernige (2-6 Kerne), bewegliche Zellen
(Riesenzellen). Sie sind in der Lage, Knochengrundsubstanz abzubauen. Im allgemeinen
wolben sich Osteoklasten iiber die Oberfliche der Knochenbélkchen und iiberdecken
manchmal OBen und andere Osteoklasten. Dort, wo Knochen abgebaut wird, liegen hiufig

Teile der Osteoklasten in Einbuchtungen der Grundsubstanz, den Howship-Lakunen (95).
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2.4 Interzellularsubstanz

Sie besteht etwa zu 50% aus Mineralien - 25% aus organischen Verbindungen und etwa zu
25% aus Hydratationswasser. Unter den organischen Bestandteilen der Grundsubstanz
herrschen anorganisches Phosphat (ca. 50%) und Kalzium (ca.35%) vor. Der Rest verteilt sich
auf Zitrat, Karbonat, Nitrat, Natrium, Magnesium, Fluor und Spurenelemente. Diese
Mineralien liegen in Form von Apatitkristallen vor. Es iiberwiegt Hydroxylapatit. Die
Kristalle liegen lings der Kollagenfibrillen oder in ihnen. Uber 90% des organischen
Materials ist Coll (97), (98). Es liegt in Form von Kollagenfasern vor. Der Kollagentyp, der
im Knochen hauptsichlich vorkommt, ist das Typ-I-Coll, welches aus zwei v 1-Peptidketten
und einer v 2- Peptidkette besteht. Bei den restlichen 10% handelt es sich um verschiedene
Proteine, z.B. Osteonektin, Osteocalcin (Oc), sowie um kleinere Proteoglykane bzw.
Glykosaminoglykane. An ihrer Oberfliche sind die Hydroxylapatitkristalle von einem
Hydratmantel umgeben, welcher die Voraussetzung fiir einen Ionenaustausch zwischen den

Kristallen und der Umgebung liefert. (95)

2.5 Knochenarten

Histologisch lassen sich 2 Arten von Knochengewebe unterscheiden:

Geflechtknochen, der vor allem wihrend der Knochenentwicklung auftritt, und
Lamellenknochen. Beide Arten bestehen aus Knochenzellen und Matrix, die jedoch
unterschiedlich angeordnet sind: Im Geflechtknochen sind Knochenzellen und Kollagenfasern
unregelmassig verteilt (95), im Lamellenknochen verlaufen die Kollagenfasern parallel in
Lagen, wobei die Ausrichtung der Fasern stindig wechselt (99).

Geflechtknochen,; Bei jeder Neubildung von Knochen wird das Stadium des
Geflechtknochens durchlaufen. Charakteristisch ist, dass die Kollagenfasern in der
Grundsubstanz, die teils grobe, teils feine Biindel bilden, keine besondere Verlaufsrichtung
haben. Dadurch fehlt eine Lamellenbildung. Vorhanden sind aber Knochenkanélchen fiir
Blutgefdsse und Nerven. Der Bestandteil an Mineralien ist im Geflechtknochen geringer als
im Lamellenknochen, der an Osteozyten héher ist. Der Geflechtknochen ist besonders fest
gegen Zug und Biegung.

Lamellenknochen ist gekennzeichnet durch Lamellen und Knochenkanélchen. Lamellen
sind deutlich voneinander abgesetzte Knochenschichten, charakterisiert durch Kollagenfasern

und Osteozyten. Kollagenfasern haben in jeder Lamelle einen typischen, in der Regel

27



schraubenformigen Verlauf. Verlaufsrichtung und Steigungswinkel wechseln von Lamelle zu
Lamelle. Innerhalb einer Lamelle entsteht bereits ein Fasergitter, das durch einzelne
ausscherende Fasern in benachbarte Lamellen sich zu einem Lamellenverbund organisiert.
Kollagenfibrillen im Knochen verlaufen immer gestreckt, jene im Bindegewebe gewellt. In
den Lamellen oder an deren Grenzen liegen die Osteozyten. Sie befinden sich in abgeflachten
Knochenhohlen, von denen radidr Knochenkanélchen fiir Osteozytenfortsitze ausgehen. Die
Knochenkanélchen benachbarter Knochenhdhlen stehen untereinander in Verbindung und
bekommen schliesslich Anschluss an den Zentralkanal (Havers-Kanal).

Anordnung der Lamellen

1. Aussere und innere Generallamellen: Hierbei handelt es sich um Lamellen, die den
Knochen unter der dusseren und inneren Oberfldche als Ganzes umfassen.

2. Speziallamellen: Es handelt sich um Lamellen, die jeweils zu einem Lamellensystem
(Havers-Systeme, Osteone) gehoren. Osteone bestehen aus einem Zentralkanal
(Havers-Kanal), um den zentrisch eine unterschiedliche Anzahl von Speziallamellen (3-20)
mit ihren Oseozyten angeordnet sind.

3. Schaltlamellen: Hierbei handelt es sich um Lamellen oder Lamellenbruchstiicke, die
zwischen den Osteonen liegen. Sie gehoren zu ehemaligen, dann aber ab- bzw. umgebauten
Osteonen.

Knochenkanélchen

Zu unterscheiden sind Canales centrales (Havers-Kanéle) von Canales perforantes. Ersteres
sind Teile eines die Knochensubstanz durchziehenden Kanalsystems, das vor allem die den
Knochen erndhrenden Blutgefdsse sowie Nerven leitet; ausserdem enthalten sie lockeres
Bindegewebe mit Vorlduferzellen und die die Knochenoberfliche bekleidenden Zellen.
Canales perforantes stehen mit ersteren in Verbindung. Thnen fehlen konzentrisch angeordnete
Lamellen, da sie senkrecht von der Oberfliche in den Knochen eintreten. In den canales
perforantes treten Gefdsse aus dem Periost beziehungsweise Endost ein.

Lamellenknochen ist Hauptbestandteil der Spongiosa und Kompakta beim Erwachsenen und
besitzt die besten physikalischen Eigenschaften. Sein Mineralgehalt ist hoher als der von

Geflechtknochen. (99).

2.6 Ernihrung des Knochens

Knochen sind sehr stoffwechselaktiv und unterliegen insbesondere einem dauernden
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Stoffaustausch. Dies erklért die vielen Blutgefdsse in der Hartsubstanz des Knochens, die fiir
das Uberleben der Osteozyten und die Erhaltung der Interzellularsubstanz erforderlichen
Nahrstoffe an- und Stoffwechselprodukte abtransportieren. Der Stofftransport erfolgt durch
die Fortsitze der Knochenzellen, deren innerste Lage an die Knochenkapillaren herantritt.
AuBerdem werden fiir den Stofftransport in groBerem Umfang feine Spaltrdume zwischen der

Oberflache der Knochenzellen und der umgebenden Hartsubstanz benétigt. (95)

3. Molekulare Biologie

Die molekulare Biologie, ist wie schon oben erwihnt durch die zunehmende Spezialisierung
von Einzelgebieten aus der Biologie entstanden. Durch die Verschmelzung von verschiedenen
Techniken der Genetik, Biochemie, Zellbiologie und Mikrobiologie wurde diese neue
Disziplin geschaffen; dieser Entwicklung hat man mit einem neuen Studium Rechnung
getragen.

Die Zellbiologie beschiftigt sich vor allem mit zellmorphologischen Aspekten, zum Beispiel
mit dem Migrations-, oder dem Teilungsverhalten. Die Techniken sind sehr vielfdltig und
hiufig an einen bestimmten Zelltyp angepasst. Damit ist die Erforschung von verschiedenen
Zichtungsmoglichkeiten von Zellstimmen und Schaffung von Zelllinien, die einen
Phanotpyen ausbilden, welcher bei der biologischen Fragestellung dienlich ist, von zentraler
Bedeutung. Das Sichtbar machen von Zellabldufen, ist ein weiterer wichtiger Punkt in der
Zellbiologie; die mikroskopische Auswertung steht hierbei im Vordergrund, wobei auch hier
verschiedene Techniken zur Verfiigung stehen. Die bekanntesten wiren die
Fluoroszensmikroskopie und Elektronenmikroskopie; durch verschiedene Techniken wird das
mikroskopieren erweitert, so zum Beispiel mittels Fluoroszenz-Resonanz-Energie-Transfer
(FRED).

Die Biochemie setzt sich vor allem mit Stoffwechselwegen auseinander, eigentlich kdnnte
man sagen - setzte, grole Erkenntnisse werden heute hauptsidchlich noch in der oxidativen
Phosphorylierung erwartet. Die Erforschung dieser Prozesse ist aber mit groem finaziellem
Aufwand verbunden und somit Budget starken Investoren vorbehalten. Viele ,,Biochemiker*
sind heute eigentlich molekular biologisch titig.

Die Genetik kann in mehrere Wissensgebiete aufgetrennt werden; Maiusegenetiker
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entwickelten mit dem Gen-Knockout, ein dem Menschen dhnliches Model; zur Erforschung
von genetisch bedingten Erkrankungen und deren Mechanismen. ,,Konditionelle Knockouts®,
»Iransgene Miuse™ und ,,Knock In“ wiren nur einige der folgenden Weiterentwicklungen in
der Maiusegenetik. Die Hefegenetik liefert hauptsdchlich  Einblicke in die
Zellzyklusregulation, Meiose und  Mitose; wobei man auch, in den
Zellzyklus-nicht-involvierte Proteine untersucht und dadurch bei Homolgen in Vertebraten
neue Erkenntnisse gewinnt. Auch hier werden Gene selektiv ausgeschaltet (Gendisruption).
Die Entwicklungsgenetik beschéftigt sich hauptsdchlich mit Organismen wie Drosophila,
Xenopus, und Caenorhabditis. Hier wurden grofle Fortschritte bei der Organisation von
Multizelluldren Organismen, zum Beispiel der Musterbildung und Segmentierung betreffend
gemacht.

Die Mikrobiologie zerfillt in die Mykologie, Virologie und Bakteriologie, wobei letzteres
mafgeblich zur molekularen Biologie beigetragen hat. Die Bakteriengenetik (DNA-Repair,
Transposons  (replikative-nichtreplikative, Phagengenetik,....) trug maligeblich zum
Verstindnis der Genetik einerseits und Entwicklung von neuen Techniken andererseits, bei.
Die molekulare Biologie vereint aus allen diesen Gebieten - Techniken und Teilwissen - zu
einem neuem Gebiet, wobei man sich mit der Materie auf drei Ebenen (tabelarisch vereinfacht
gesehen) auseinandersetzt. Einmal dem DNA Level (Southern Blot, Modifikation von DNA
Molekiilen fiir Klonieren, Yeast two hybride,....), dem RNA Level (Nuclease Protection
Assay, Nothern Blot, rPCR, RTPCR, cDNA,....) und dem Protein Level (Western Blot,
Immunoprizipitation (IP), Co-IP,....). Da es sich bei der Arbeit in der molekularen Biologie
um nicht sichtbare Elemente handelt, steht wiederum das "Sichtbar machen" im Vordergrund.
Natiirlich sind keine starren Grenzen aufgestellt und die Gebiete ergdnzen und iiberlappen
sich teilweise; vergleichbares in der Medizin wire die Innere, wo Hepatologen, Nephrologen,

Kardiologen und Gastroenterologen, alle ein internistisches Grundwissen haben.

4. Biologische Betrachtungsweisen des Knochens...

4.1. ...in Bezug auf Zellen, Embryogenese und ECM

4.1.1. Zellbiologische Beschreibung des OB
4.1.2. Embryonalen Skelettogenese
4.1.2.1. Gelenkformation
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4.1.2.2. CDZ Proliferation

4.1.2.3. CDZ Differenzierung

4.1.24. Hypertrophe CDZ Differenzierung

4.1.2.5. Vaskularisation des hypertrophen Knorpels
4.1.2.6. OB Differenzierung

4.1.2.7. Osteoklasten

4.2.  ..in Bezug auf bedeutende Zytokine im Knochenmetabolismus

4.2.1. TGF-

4.2.2. BMP

4.2.3. PTH

4.2.4. IGF

4.2.5. TNF Familie
4.2.6. D3

4.2.7. Leptin

4.1 ... in Bezug auf Zellen, Embryogenese und ECM

Biologisch kann man Zellen nach verschiedenen Gesichtspunkten betrachten, so natiirlich
auch Knochenzellen. Einmal nach morphologischen Gesichtspunkten, weiters nach der
Lokalisation und Funktion in vivo, nach dem Expressionsmuster verschiedener
Oberflachenproteine und nach genetischen Standpunkten, mit inbegriffen die
Transkriptionskontrolle.

Die Betrachtungsweise der Zellen spiegelt die Entwicklung der Biologie wieder. Zuerst waren
es hauptsichlich histologisch - morphologische Beschreibungen, wie eingangs beschrieben,
spater klassische zellbiologische Arbeiten. Die molekulare Genetik hat in den letzten paar
Jahren schlieBlich weiter zum Verstindnis der biologischen Abldufe beigetragen. Diese
Entwicklung wird auch im Aufbau dieser Zusammenfassung beriicksichtigt. Zuerst folgt eine
kurze zellbiologische Beschreibung, anschlieBend eine Ausfiihrung aus der Sicht der

molekularen Biologie und der embryonalen Skelettogenese.

4.1.1. Zellbiologische Beschreibung des OB
Osteoprogenitorzellen  entwickeln sich aus multipotenten mesenchymale

Stammzellen (MS), welche sich zu Chondroblasten, Adipozyten, Myoblasten und OB
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entwickeln konnen. Zu beriicksichtigen ist, dass Stromazellen hdufig als MS klassifiziert
werden, weil sie zu verschiedenen Zellen differenzieren koénnen, ohne aber den Beweis
erbracht zu haben Kriterien von Stammzellen zu erfiillen. In vitro konnten zwei Populationen
von OB-Progenitorzellen unterschieden werden; eine die konstitutiv zum OB differenziert,
sowie eine andere, weniger differenzierte Population, die erst durch induktive Stimuli ihren
Phanotypen ausbildet (100). Ob sie zu einer Gruppe, welche strikt in OB differenzieren, oder
zu zwei verschiedenen Linien gehoren, bleibt abzukléren.

Unter der Beriicksichtigung der Histochemie kénnen anhand der Inkorporation von BrdU oder
H-Thymidin vier Zelltypen unterschieden werden: Preosteoblasten (pOB), die "bone lining"
Zellen, OZY und OB.

Der pOB ist der Vorldufer des OB; unterscheiden kann man ihn hauptséchlich
aufgrund seiner Topographie, denn er liegt ein bis zwei Zellenlagen vom OB bei der
Knochenbildung entfernt. Die Fahigkeit der Teilung gegeniiber dem OB scheint vermindert
zu sein. {101}

Der reife Knochen ist von einer diinnen, elongierten Zellschicht umgeben, den "lining”
Zellen, welche in Bezug auf ihre Matrix-Produktion als ruhende OB angesehen werden.
Durch gewisse Stimuli sind diese Zellen in der Lage, zu voll funktionsfdhigen OB zu reifen
(102). OZY und "lining" Zellen stellen nur einen geringen Prozentsatz der urspriinglichen
Zellzahl dar; ob OB nach ihrer Matrix-Synthese in vivo gezielt einer Apoptose entgegen
steuern, wird untersucht.) {101}

OZY sind ein kleiner Teil der urspriinglichen OB, welche "eingemauert" in der
Knochenmatrix sind (103). Sie sind die am weitesten differenzierten Zellen - postproliverativ,
kleiner als die OB und haben auch einen Grofteil ihrer zytoplasmatischen Organellen
eingebiiflit. Sie zeichnen sich durch einen geringeren Metabolismus und niedrigere alkalische
Phosphatase (AP) Aktivitit aus, einige phénotypische Marker bleiben jedoch erhalten.
Manche Autoren unterscheiden noch den osteozytischen OB; mittels AK konnte solch ein
transitorisches Zwischenstadium nachgewiesen werden (104). {101}

Die phinotypische Einteilung des OB kann man nach verschiedenen Gesichtspunkten
fallen, denn der reife OB zeichnet sich durch die Synthese vieler verschiedener Molekiile aus;
wobei viele auch in anderen Geweben gefunden werden. Auf alle Fille sind OB in der Lage,
eine mineralisierte Matrix zu bilden, den Knochen. Zum grofBten Teil knochenspezifisch und

hier angefiihrt sind membrangebundene AP und ECM Komponenten wie Coll 1, Oc,
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Osteopontin (Op) und Bone Sialo Protein (BSP). Es ist zu betonen, dass der OB nicht das
ganze mogliche Repertoire exprimiert; vielmehr hdngt sein Expressionsmuster von Alter,
Lage, Matrix und ,,metabolischem* Cocktail ab. {101}

Die AP gehort zu einer Gruppe von Zelloberflichenproteinen, welche kovalent an
Phosphoinositol-Phosopholipid-Komplexe  binden und somit  wahrscheinlich in
transmembrane Signalwege eingebunden sind (100,105). Hohe Expressionswerte dieses
Proteins findet man bereits im pOB. Es wird eine Rolle bei der OB-Osteoprogenitorzellen
Adhésion, Migration und Differenzierung vermutet (106). {101}

Coll-1 macht 90% der reifen Knochenmatrix aus und ist die quantitativ grofBite
Sekretionskomponente des OB. Auch der pOB bildet Coll-1, die Erhohung der Expression
erfolgt noch vor allen anderen Matrixbestandteilen, auch vor der AP (107). {101}

Op, ein nicht kollagenes Phosphoglykoprotein, wird ebenfalls von OB gebildet; es ist wie
Coll-1 nicht knochenspezifisch, da es auch von transformierten Zellen gebildet wird (108). Es
wird schon sehr frith in Vorldauferzellen gebildet, vermehrt jedoch in Preosteoblasten und
besonders stark im OB (109,110). Es zeigt strukturelle Ahnlichkeiten zu BSP. {101}

BSP weist eine sehr spezifische rdumliche Verteilung auf und wird nur von ,,skelettalen*
assoziierten Zellen gebildet, den hypertrophen Chondrozyten (hCDZ), OB, und OZY
(111,112). Die einzigen nicht skelettalen Zellen, welche BSP bilden, sind Throphoblasten in
der Placenta (113). BSP wird stark vom OB exprimiert, aber auch vom pOB (110,111) und
kurzzeitig in Vorlduferzellen (109). {101}

Oc, auch Bone Gla Protein bezeichnet, ist ein spiater Marker des OB; es wird auch im
geringeren Ausmal} von Thrombozyten und Megakaryozyten exprimiert (114). Osteocalcin ist
der zurzeit spezifischste Marker des reifen OB. {101}

In vitro belegte man die Bedeutung von Fibronectin, ein weiteres vom OB sekretiertes
Protein, welches zu den nicht kollagenen Bestandteilen der ECM z&hlt. Man vermutet, dass
dieses weit verbreitete, multiadhdsive Protein fiir die Osteogenese essentiell ist. Anti-FN-
Antikorper (AK-FN) fiihren beim unreifen OB zu einer Suppression der mRNA Werte von
AP und Oc, auch kommt es zu einer Reduktion der Knochenformation. Welche FN Doméne
fiir die Interaktion FN-OB ausschlaggebend ist, bleibt abzukldren, bedeutend scheint die
Integrin- bindende RGD Sequenz (FNIII10) zu sein, wobei auch noch andere Doménen eine
Rolle spielen diirften. Die beobachteten Effekte sind reversibel. Die Expression von FN sowie

die Affinitdit OB-FN kann durch verschiedene, zum Teil systemische Hormone wie D3, PTH

33



und Transforming growth factor & (TGF-B) beeinflusst werden (115).

Auch bei anderen Zellen konnte die Bedeutung von FN gezeigt werden; so induziert FN bei
Monozyten die Apoptose durch die Beteiligung von v 5B1 Integrinen. Dagegen bewahrt FN in
vitro reife OB, welche Oc expremieren, vor dem Zelltod. Durch Gabe von FN-AK wurde bei
reifen OB der Zelltod eingeleitet, gleichzeitige Gabe von TGF-8 schiitzt die Zellen vor diesem
Effekt. FN leitet somit zuerst Differenzierungsschritte ein, spéter ist es anscheinend fiir das
Uberleben des OB notwendig (116).

Der OB exprimiert eine Reihe anderer, nicht zur Matrix zdahlender Molekiile und Rezeptoren.
Auch "exotische" Molekiille wie zum Beispiel Opioidrezeptoren finden sich auf seiner
Oberflache (117). Einige Funktionen dieser Molekiile sind bekannt, wobei der groBite Teil
jedoch noch unbekannt ist und intensiv erforscht wird.

Opioidrezeptoren werden in vielen Geweben wie Herz, Gastro-Intestinal- Trakt,
Nebennieren, Reproduktions-, Immunsystem und natiirlich im ZNS exprimiert (118-120).
Andere Neurotransmitter wie Vaso intestinal polypeptide, Calcitonin gene related peptide,
Substanz P, Neuropeptide Y und Norepinephrin konnten in Nervenfasern im Knochen
nachgewiesen werden (121,122). Der Umstand, dass die Knochenwachstumsplatte reich an
Nervenfasern ist, ist ein weiterer Hinweis auf eine mogliche Verkniipfung der Opioide mit der
Skelettogenese. Das Nervensystem ist auller bei der Knochenentwicklung auch bei der
Frakturheilung und dem Knochenumbau involviert (123). {117}

Endogene  Opioide stammen aus drei  voneinander unabhdngigen  Genen,
Proopiomelanocortin (POMC), Proenkephalin (PENK), Prodynorphin (PDYN), welche
fiir inaktive Polypeptide kodieren und erst durch gewebsspezifisches Prozessieren in aktive
Molekiile verwandelt werden. Mehr als 20 Peptide mit opiatdhnlichen Eigenschaften sind
bekannt (124-126). Drei Typen von Rezeptoren konnten identifiziert werden, der
¥-Opioidrezeptor mit hoher Affinitdit zu Morphin, < -Endorphin und auch zu einigen
Met-Enkephalin Formen, der @-Opioidrezeptor mit hoher Affinitdt zu Enkephalinen und der
# -Opioidrezeptor, welcher Dynorphine bindet. Es handelt sich um metabotrope Rezeptoren
mit sieben transmembranen Doménen, welche klassisch fiir G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
sind (127-131). {117}

PENK-mRNA wird wihrend der Embryonalzeit im mesenchymalen Knochen-, Knorpel-,
Haut, Muskel- und Nierengewebe stark exprimiert. POMC- und PDYN-mRNAs sind in
diesen Geweben nicht messbar (132). OB, Chondrozyten (CDZ) konnen PENK- abgeleitete
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Peptide synthetisieren und freisetzen. Das Sekretionsmuster wird in vitro durch exogene
Faktoren wie zum Beispiel D3 und PTH beeinflusst. {117}

# -Opioidrezeptor-mRNA konnte wie auch der zur Familie von G-Protein gekoppelten
Rezeptoren gehorende Somatostatinrezeptor, ebenfalls in vielen OB-Linien nachgewiesen
werden (133). Auch lassen klinische Fille neben den Erkenntnissen im Labor auf eine
Verstrickung von Opioiden mit dem Knochenmetabolismus schlieBen. Kinder von Miittern,
welche Methadon erhalten, haben ndmlich signifikant kleinere Knochen (134). {117}
Geldufiger und in  vielen anderen  Zellsystemen  exprimiert, ist  die
Stickstoffmonoxidsynthease (NOS). Stickstoffmonoxid (NO) ist in viele physiologische
Prozesse wie GefaBdilitation, Neurotransmission, Thrombozytenaggregation und
Immunsystemregulation involviert (135,136). Auch im Knochen scheint dieses Molekiil
wichtige Aufgaben zu iibernehmen. {137}

Drei Isoformen von NOS sind bekannt, neuronal NOS (nNOS oder NOS1), eine endotheliale
Form (eNOS oder NOS3) und eine induzierbare NOS Form (iNOS oder NOS2) (138-140).
eNOS und nNOS werden in den jeweiligen Geweben konstitutiv exprimiert, beeinflusst
werden sie hauptsichlich durch die freie Ca** Konzentration (141). Jedoch konnen auch diese
"konstitutiv" arbeitenden Syntheasen durch verschiedene Zytokine beeinflusst werden, wie
gezeigt werden konnte (142). Zudem konnte man auf dem eNOS Promotor Ostrogen- und
shear stress ,responding elements* (143) nachweisen, ein weiteres Indiz fiir die
Induzierbarkeit dieser Isoformen. In der Tat werden erhohte mRNA-Werte von eNOS in
endothelialen Zellen und OB, welche Ostrogen ausgesetzt sind, gemessen (144a,b;145);
endotheliale Zellen reagieren zudem auch bei Scherbelastungen (146). Weiters sind die
anabolen Effekte von Ostrogen in eNOS null Miusen vermindert (147); eNOS scheint somit
eine wichtige Rolle bei der Ostrogen-vermittelten anabolen Reaktion zu spielen. Ob diese
Effekte auch fiir den Knochen von Bedeutung sind, bleibt abzukldren. {137}

Bei mechanischem Stress reagieren OZY und OB mit NO-Freisetzung, der OZY stérker als
der OB - ein Hinweis, der die OZY als eigentliche Sensor-Zellen in der Diskussion bei der
Mechanotransduktion des Knochens, ausweist (145,148). Aufgrund der rapiden Induktion der
NO-Freisetzung scheinen die konstitutiven Formen eine bedeutendere Rolle zu spielen
(149,150). Im Knochen wird von verschiedenen Zellen wie OB, OZY, OC und Stromazellen,
die konstitutiv arbeitende eNOS exprimiert (151-153). {137}

iNOS scheint normalerweise nicht im adultem Knochen konstitutiv exprimiert zu werden
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(152,154), durch proinflammatorische Zytokine kdnnen Zellen aber zur Synthese in vitro
stimuliert werden (155-158). iNOS wird durch Zytokine wie Interleukin (IL) -1, Interferon
. tumor necrosis factor v (TNF v ), hauptsichlich auf Transkriptionsebene positiv
reguliert, wogegen IL-4, IL-10, TGF-B eher inhibitorisch wirken (136). Da sich der murine
iNOS Promotor vom humanem unterscheidet, ist die Wirkung von den oben genannten
Zytokinen und die damit verbundene NOS-Aktivitit nicht eins zu eins auf den Menschen
umlegbar (159). {137}

iNOS und eNOS scheinen fiir die OC-induzierte Knochenresorption unter physiologischen
Bedingungen nicht essentiell zu sein. Vielmehr scheint der iNOS-Pathway beim pathogenen
zytokininduzierten Knochenverlust eine Rolle zu spielen (160,161). IL-1 bewirkt im OB
NO-Produktion durch Aktivierung des iNOS-Pathways; dies wiederum bewirkt eine nukledre
Translokation von Nuklearen Faktors #B (NF-#B) in OC-Progenitorzellen (160,161).
Zwar zeigen Zellen von iNOS-defizienten Tieren das gleiche Reaktionsmuster, jedoch hélt die
Antwort nur kurzfristig an, was darauf hinweisen konnte, dass NO oder der Signalweg fiir die
Aufrechterhaltung der Kaskade benétigt wird (161). {137}

Andererseits hemmen hohe NO-Konzentrationen die OC-Formation und -Aktivitdt
(151,156,157,162). Der mogliche Mechanismus der OC-Inhibition koénnte in einer
chemischen Modifikation von Cathepsin K liegen, ein Enzym, welches Coll degradiert und
vom OC synthetisiert wird (163). {137}

Auch am OB weist NO biphasische Effekte auf. Geringe NO-Mengen, welche konstitutiv
vom OB produziert werden, wirken parakrin stimulatorisch auf das OB-Wachstum und die
Zytokinproduktion (164). So beobachtet man bei eNOS null Mdusen Defekte in der
Knochenformation und eine Herabsetzung der OB-Aktivitdit in vivo und in vitro
(147,165,166). Andererseits konnen hohe NO-Konzentrationen die OB in Wachstum und
Differenzierung inhibieren (155,167,168); dies konnte am pro-Apoptose-Effekt liegen
(169,170). {137}

Bei Patienten mit rheumathoider Athritis (RA) ist iNOS in der Synovialfliissigkeit zu
finden, wogegen dies beim Gesunden fehlt (171-173). Es kommt zur vermehrter Apoptose
von CDZ und Synovialzellen (172,174,175); in vitro konnten diese Effekte des NO auf CDZ
beobachtet werden (177). Der Mechanismus konnte in der Aufregulation von p53 liegen
(176). Weiters stimuliert Zytokin-induziertes NO die Produktion von verschiedenen

Metallo-Proteinasen, die die ECM degradieren konnen; der protektive Effekt von IL-4 scheint

36



in einer Hemmung dieses Mechanismus zu bestehen (178). In vitro konnte gezeigt werden,
dass humane Zellen wie OB und Hepatozyten eine Kombination von zwei oder mehreren
Zytokinen bendtigen, um die NO-Synthese in Gang zu setzen (155,179), CDZ aber reagieren
wiederum alleine auf IL-1 oder TNF mit einer erhdhten NO Produktion (180,181). Jedoch ist
die Kombination mehrerer Zytokine immer fiir eine potentere NO-Ausschiittung
verantwortlich als nur ein Zytokin alleine (155,180,182). Zusammengefasst scheint also bei
der entziindlich mediierten Knochenresorption vor allem die iNOS Isoform eine wichtige
Rolle zu spielen (183). {137}

Eine in dieser Diplomarbeit erstmals publizierte Funktion von NO im OB konnte die
Stabilisierung des Zytoskelettes sein. Es wird vermutet, dass die C-terminale Doméne des
zytoskelettalen Linkerproteins Plectin iiber Disulfidbriicken stabilisiert wird. Der C-terminale
Teil des Molekiils weist homologe Wiederholungsdoménen auf; dhnliches findet man auch
bei anderen Zytolinkern (184). Disulfidbindungen finden sich normalerweise extrazellulir; es
handelt sich um kovalente Bindungen zwischen zwei Zysteinresten auf der gleichen oder auf
verschiedenen Polypeptidketten nach der Oxidation der SH-Gruppe, unter Bildung eines
Molekiils Zystin; zum Beispiel bei Insulin (185).

Da OB und OZY bei mechanischen Belastungen mit einer Erhéhung von NO reagieren,
konnte dieses nicht nur oben genannte Funktionen erfiillen, sondern wiirde auch zur
intrazelluldren Stabilisierung des Zytoskelettes beitragen.

Anhand verschiedener, teilweise bereits erwdhnter Marker wurde die OB-Differenzierung
unter zellbiologischen Gesichtspunkten von Aubin J.E. 1998 in sieben transiente Schritte
unterteilt (109,186). Primitive Progenitorzellen expremieren niedrige Werte von Fibroblast
Growth Factor Receptor 1 (FGFR-1), Parathyroidales Hormon releated Peptide
(PTHrP) und Platelet derived growth factor receptor v, nicht aber AP und COLL-I.
BSP-mRNA wird transient in einem sehr frithen Differenzierungsschritt exprimiert (187). Es
wird weiters eine interzellulare Heterogenitit in jedem dieser Differenzierungsschritte
beobachtet; kleine morphologische als auch genetische Subpopulationen, die sich durch
diverse Marker unterscheiden, abhidngig von Knochenart, Lokalisation der Zelle im Knochen
und Mikroenvironment. {101}

Die Entwicklung des OB durchlduft somit folgende bekannte Stadien: Mesenchymale
Stammzelle —— unbekanntes Zwischenstadium —— frither Osteoprogenitor — spéter

Osteoprogenitor (beide Zelltypen konnen sich selbst erneuern) — Preosteoblast (limitierte
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Proliferation) — reifer OB (postmitotisch) — Osteozyt und lining-Zellen. {101}

4.1.2. Embryonalen Skelettogenese mit molekularbiologischen Schwerpunkten

Um Knochen im Labor zu generieren, ist die Auseinandersetzung mit der
Knochenentwicklung besonders wichtig. Knochen ist ein ,,Organ®, welcher nicht wie andere
Organe homotop, sondern heterotop verstreut im Korper in unterschiedlicher Form
anzutreffen ist. Dabei sind die Musterbildungsgene nicht in die OB-Differenzierung
involviert; es sind dies zwei getrennte Pathways, wobei hier das Hauptaugenmerk auf die
Differenzierung und Proliferation gelegt wird. Mesenchymzellen bilden Aggregate, die die
Form der zukiinftigen Knochen annehmen. Meistens differenzieren aus diesen
mesenchymalen Kondensaten Chondrozyten, welche die Grundlage fiir die enchondrale
Ossifikation darstellen; nur wenige Zellen umgehen diesen Schritt und differenzieren direkt
zu OB - der Schliisselschritt bei der membrandsen Ossifikation (188). Somit wird die
Chondrogenese als wichtiger und unentbehrlicher Schritt der Osteogenese nédher erldutert.
{189}

Im Zentrum der Kondensate differenzieren CDZ aus mesenchymalen Zellen, molekularer
Marker dieses Zelltyps sind Aggrecan und Coll v 1(II). Sie unterscheiden sich somit von den
sie umgebenden Mesenchymzellen, die eine Struktur bilden, welche als Perichondrium
bezeichnet wird (190). Zu den unspezifischen CDZ zdhlt man nicht hypertrophe und
proliferierende CDZ. Wenn die knorpelige Vorlage des kiinftigen Knochens einmal gebildet
ist, differenzieren im Inneren CDZ zu hCDZ; wobei man nochmals zwei Zelltypen
unterscheiden kann, den prehypertrophen CDZ (phCDZ), dessen molekularer Marker
ebenfalls Coll v 1(Il) ist (jedoch geringer exprimiert als bei den unspezifischen CDZ) und
den hCDZ der kein Coll v 1(II), jedoch Coll v 1(X) exprimiert. Coll v 1(X) ist somit zur
Zeit der einzige spezifische molekulare Marker fiir den hCDZ (191). CDZ spielen eine
wichtige Rolle bei der Kontrolle der CDZ-Hypertrophie. Ab dem Zeitpunkt, an dem die CDZ
hypertrophieren, beim Méuseembryo ab dem 13. Tag (E13), beginnen perichondrale Zellen
zu OB zu differenzieren, deren molekularer Marker Core Binding Factor 1 (Cbfal) ist, auch
als Pebp2v A, AML3 und OSF2 bezeichnet. Sie bilden eine kndcherne Matrix um die
knorpelige Vorlage, die als Knochenmanschette bezeichnet wird (192). Ist der hCDZ voll
ausdifferenziert, wird er schlieBlich von einer kalzifizierenden Matrix umgeben und stirbt

durch Apoptose. Diese mineralisierte ECM begiinstigt die Invasion von Gefdssen mittels
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eines vaskulidren endothialen Wachstumsfaktors (VEGF)-abhingigen Signalweges. Die
Angiogenese der knorpeligen Vorlage erfiillt demnach zwei Aufgaben. Erstens dient sie der
Einbringung von Chondroklasten (CC), welche die knorpelige ECM der CDZ degradieren,
zweitens der Einschwemmung von OB-Progenitorzellen aus der Knochenmanschette. Die
ECM, reich an Coll X, wird in eine Knochenmatrix, reich an Coll I, umgebaut. Der Knorpel
erfiillt somit eine "Vorlagefunktion", die Ossifikation schreitet dabei zentrifugal voran. Noch
bevor die Ossifikation die Enden der zukiinftigen Knochen erreicht, beginnen CDZ distal der
Ossifikationsfront zu proliferieren, bevor sie hypertrophieren. Dieser sequentielle Prozess,
CDZ-Proliferation, -Hypertrophie und -Ersetzung durch OB findet in der Wachstumszone,
einer avaskuldren Zone, weiterhin bis zur Pubertdt statt. Es zeigen sich verschiedene
CDZ-Stadien nebeneinander, eine "Fotoaufnahme" der CDZ-Reifung und -Differenzierung,
ruhender CDZ, proliferierender CDZ, prehypertropher CDZ und hypertropher CDZ, alle in
Sdulen angeordnet. Hier findet das Lidngenwachstum des Knochens statt (188). Somit bildet
der CDZ erstens eine Vorlage fiir den spédteren Knochen, zweitens ist er auch fiir das
Langenwachstum des Knochens verantwortlich, und drittens bewirkt er die Bildung und
Aufrechterhaltung des Gelenkknorpels. Der Begrifft CDZ wiirde einen einzigen Zelltypen
implizieren, der fiir all diese Prozesse verantwortlich ist; die Realitéit zeigt aber, dass es sich
um mehrere Subtypen handelt, jeder Typ mit speziellen molekularen Markern und Aufgaben.
Ein weiterer CDZ-Typ findet sich im bleibenden Knorpel wie zum Beispiel Ohr- und
Nasenknorpel. Dieser Typ wird hier nicht weiter erwihnt; er scheint starke Ahnlichkeiten zu
haben mit dem nicht hypertrophen CDZ. Die wichtige Aufgabe der CDZ im Rahmen der

Gelenkformation wird im Folgenden kurz erldutert. {189}

4.1.2.1. Gelenkformation

Drei Molekiile kennt man zurzeit, Wnt, TGF-l3 und GDF5, die eine wichtige Rolle bei der
Gelenkformation spielen.

Wnt Signalmolekiile binden an den Rezeptor Frizzled und aktivieren unteranderem
3-Catenin-Signaling. Wnt14 gilt als frither molekularer Marker der Gelenkbildung. Bei der
Gelenkbildung kann man verschiedene Zonen unterscheiden, eine Zone mit hoher CDZ
Zelldichte, die Interzonen, wo die CDZ ihre phénotypischen Marker verlieren und stattdessen
Coll v 1(IIT) expremieren. Diese Interzone lédsst sich wiederum in drei Subzonen unterteilen,

ein zentrales Intermediat, wo die Zellen spater durch Apoptose sterben und somit der
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Gelenksspalt gebildet wird, daneben zwei Laminae mit hoherer Zelldichte, die den
Gelenksknorpel bilden werden (193). Jede dieser Zonen weist einen speziellen molekularen
Marker auf. {189}

Gowth/differentiation Factor 5 (GDFS5), auch als cartilage derived morphogenetic
protein 1 (CDMP-1) bekannt, beeinflusst die Gelenkformation beim Mensch und der Maus.
Dieser Wachstumsfaktor gehért zur TGF/Bone morphogenetic Proteins (BMPs)
Superfamilie. Mutationen von Gdf5-bei der Maus fithren zu einem brachypoden Phinotyp,
welcher durch kurze Extremitidten, abnorme Gelenke und einer verminderten Knochenanzahl
der Finger, hervorgerufen durch Knochenfusionen, gekennzeichnet ist (194). Der humane
Phanotyp ist der Maus sehr &hnlich und zeigt verschiedene Typen der Chondrodysplasie
(195). Gdf5 wird wihrend der Mausentwicklung an jenen Stellen vermehrt exprimiert, wo
spéter die Gelenkbildung einsetzt, im Schulter- und Ellbogenbereich am 11 Tag, am 12 Tag
auch im Bereich der Hinde und iibrigen Gelenken (196). Uberexpression fiihrt interessanter
Weise auch zu einer Gelenkfusion - eventuell wird dies durch {iberschiissiges
Knorpelwachstum hervorgerufen (197). Die Effekte von GDF5-Uberexpression konnen in
vivo durch den BMP-Antagonisten Noggin gehemmt werden; in vitro konnte eine Bindung
von Noggin an GDF5 nachgewiesen werden (197). Zudem haben Noggin defiziente Méuse
keine Gelenke und eine Pseudo-Knochenelongation, hervorgerufen durch iiberschiissiges
Knorpelwachstum (198); Gdf5 wird auch nicht in den Gelenkszonen exprimiert. Daraus l4sst
sich schlieBen, dass Gdf5 downstream von Noggin bei der Gelenkbildung agiert. Es konnte
gezeigt werden, dass Wntl4 die Gdf5-Expression induziert, was wiederum vermuten lasst,
dass Gdf5 downstream von Wntl4 figuriert (199). Da aktiviertes FGFR-Signaling in
Chondrozyten ebenfalls zu Gelenkfusionen fiihrt (200), liegt der Schluss nahe, dass bei der
Gelenkformation zwischen Wnt, FGF und BMP-Signaling, wie bei anderen
Entwicklungsschritten auch (201) Verbindungen existieren. {189}

Der dritte Signalpathway, welcher in die Gelenkbildung und/oder artikulére
CDZ-Aufrechterhaltung involviert ist, ist der TGF- Pathway (189). Smad 3, einer der im
TGF-Signalweg induzierten Transkriptionsfaktoren, scheint bei der Entwicklung der
Osteoarthritis (OA) eine Rolle zu spielen. Mutante Miuse mit einer Smad3-Storung
entwickeln iiber die Zeit eine Erkrankung des Bewegungsapparates, dhnlich der OA beim
Menschen. Diese Miuse zeigen eine ektope Coll v 1(X)-Expression in artikuldren CDZ und

vermehrte hypertrophe CDZ-Differenzierung in der Wachstumsplatte. TGF-8 konnte als ein
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Inhibitor der artikuliren CDZ-Differenzierung fungieren (202). Ob dieser Pathway wéhrend
oder erst nach der Gelenkbildung aktiv ist, ist unbekannt. Eventuell besteht sogar eine

Interaktion mit dem Wnt14/Gdf5-Signalweg wihrend der Gelenkbildung. {189}

4.1.2.2. CDZ Proliferation

Verschiedene Wachstumsfaktoren, welche die CDZ-Proliferation in vivo kontrollieren,
konnten einerseits durch Erforschung der molekularen Ursachen verschiedener humaner
Erkrankungen, andererseits aber durch in vitro-Studien ausfindig gemacht werden. Zwei
unabhingige, endokrine Faktoren beeinflussen die CDZ-Proliferation und somit das
Liangenwachstum des Knochens. Es scheint, dass Insulin like growth factor 1 (IGF1) und
Growth Hormone (GH) die zwei wichtigsten Regulatoren des Sdugerwachstums darstellen
(203). Parakrin und autokrin wirksam, scheinen mehrere verschiedene Wachstumshormone zu
existieren, wie Fgfr3, Ihh, Dhh, Shh und CNP. {189}

Aktivierungsmutationen von Fgfr 3 sind verantwortlich fiir Achondroaplasie (ACH), eine
humane Erkrankung, gekennzeichnet durch das Fehlen von nicht-hCDZ, und eine &hnliche
Erkrankung, die  Thanatophoriedysplasie  (TD)  (204-207). Eines der vier
Tyrosin-Kinase-Transmembranen Proteine des FGFR3 dient als Rezeptor fiir FGF und wird in
proliferierenden CDZ exprimiert. In vitro zeigte sich bei der ACH und einer der
TD-Mutationen des FGFR3, dass es zu einer ligandenunabhédngigen
Rezeptor-Tyrosinase-Phosphorylierung kommt; dies fiihrt zu konstitutiver Aktivierung des
FGF-Signalweges es resultiert verminderte Zellproliferation mit Zwergwachstum. Wenn
Fgfr3 in Mausen deaktiviert wird, weisen diese verldngerte Knochen auf, gekennzeichnet
durch eine vergroBerte proliferierende CDZ-Zone innerhalb der Wachstumsplatte (208). Diese
Daten zeigen, dass FGFR3 die CDZ-Proliferation negativ beeinflusst. Normalerweise aber
induzieren FGFRs klassische mitogen aktivierende Signale. Die negative Regulation konnte
ein besonderes Merkmal der FGFR3 darstellen oder aber eine spezielle Eigenschaft der
FGFR-Transduktionskaskade bei proliferierenden CDZ sein. Da eine Aktivierungsmutation
von FGFR1 in CDZ, welche normale Fgfir3 Level expremieren, ebenfalls zu einem ACH
dhnlichen Phénotyp fiihren, konnte die FGFR induzierte Inhibition der Proliferation ein
charakteristisches Merkmal der CDZ sein (200a). {189}

In vitro Verabreichung von FGF2 zu Gewebskulturen, ahmt den Phénotyp des aktiven

FGFR3-Signalings nach; die Rate der CDZ-Proliferation und das Ausmaf} der 744 und CollX
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expremierenden hCDZ nimmt ab. Die Distanz zwischen Gelenk und /hh-Expression wird
durch  FGF-Signale  reduziert. = FGF-Signale  beschleunigen nicht nur die
hypertophe-Differenzierung von CDZ an sich, sie beschleunigen auch den Zeitpunkt der
Differenzierung. Zusammengefaf3t fiihren die verminderte Proliferation und die beschleunigte
Differenzierung von CDZ zu einer Verkleinerung der hCDZ Zone, wie man es bei Fgf3ach
Maiusen beobachtet. Diese Interaktion verdndert die bisherige pathophysiologische
Betrachtungsweise des Zwergwuchses, zusitzlich wird das Signaling durch Thh und BMPs
moduliert. (200b)

Es stellt sich nun die Frage, welcher Ligand fiir den Rezeptor spezifisch ist; es sind zurzeit 22
verschiedene FGF bekannt (209). Ein Knockout-Modell zu etablieren ist schwierig, da die
meisten Phénotypen letal sind, bevor noch die Chondrogenese einsetzt. Unter den wenigen
Modellen, die etabliert werden konnten, weisen FGF18-defiziente Méuse eine vergroBerte
Zone von proliferierenden CDZ auf, dhnlich den FGFR3-defizienten Mausen (210,211). Diese
Beobachtung legt den Schluss nahe, dass FGF18 ein Ligand von FGFR3 ist. Welche
Transkriptionsfaktoren downstream von FGFR liegen, ist ebenfalls noch nicht genau bekannt.
STAT-1 scheint ein Mediator von FGFR3 bei der CDZ-Proliferation zu sein.
Aktivierungsmutationen des FGFR3 induzieren die Phosphorylierung, Aktivierung und
nukledre Translokation von STAT-1, welches wiederum zu einer erhohten Expression des
Zellzyklus-Inhibitor p21 fiithrt. Zudem stoppt FGF1-Gabe die CDZ-Proliferation in vitro bei
Wildtypzellen, nicht aber bei STAT-1-defizienten Kulturen (212,213). {189}

Indian Hedgehog (lhh), ein Sdugerhomolog von dem Drosophila Segment Polaritdtsgen
Hedgehog (Hh), reguliert verschiedene Bereiche der Skelettogenese, unter anderem auch die
nicht-hCDZ-Proliferation. Thh null Méuse weisen eine verminderte CDZ-Proliferation auf
(214). Hh-Signale werden durch Smoothened (Smo), ein G-Protein-gekoppeltes
transmembrandses Protein, libertragen. Bei Thh-Abwesenheit wird Smo durch patched-1
(Ptcl), ein anderer Thh- bindender Zellrezeptor, reprimiert. Wenn Thh an Ptc1 bindet, wird die
Repression von Smo aufgehoben, und die Ihh-Signaltransduktion findet statt (215).
CDZ-spezifische Deletionen von Smo weisen eine verminderte CDZ-Proliferation auf, wie es
bei Ihh-defizienten Mausen beobachtet wird. Die Cyclin-D1-Expression ist bei diesen Méusen
stark vermindert, was vermuten lédsst, dass Ihh auf diesen Zellzyklus-Regulator zuriickgreift.
Humane Mutationen, P7TC-1 betreffend, sind mit dem Basalzellndvus-Syndrom assoziert

(216). Ein interessanter Link zwischen dem Thh- und dem FGF-Pathway liegt darin, dass
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sowohl FGF18- als auch FGFR3-Signaling die Ihh-Expression inhibieren kénnen (211,217).
{189}.

Zu der Hedgehog-Gen-Familie zdhlen bei hoheren Vertebraten noch Desert und Sonic
hedgehog (Dhh, Shh). Auch Shh scheint in die Skelettogenese involviert zu sein; so weisen
Shh null Méuse Defekte im Bereich von Hirn, Riickenmark, Augen und Skelett auf und es
fehlt ihnen die Wirbelsdule (218). Mutationen im humanen SHH und Genen, welche
downstream agieren, sind mit verschiedenen heriditiren Syndromen assoziiert, etwa das
Greig-Syndrom und das Pallister-Hall Syndrom (219). Die Effektorproteine von Hh,
decapentaplegic (dpp) bei Drosophila, entscheiden iiber das weitere Schicksal der Zellen
(220); BMPs sind die Homologen bei Vertebraten. {221}

Das C-Typ natriuretische Peptid (CNP), ein weiterer Wachstumsfaktor, beeinflusst
ebenfalls die CDZ-Proliferation. Dieses Peptid zdhlt zu einer kleinen Familie von Proteinen,
der auch das brain- und atriale natriuretische Peptid (BNP, ANP) angehoren. Diese Familie
bindet an Rezeptoren mit Guanylat-Cyclase-Aktivitdt. CNP wird von einer Reihe von Zellen
exprimiert, so auch von CDZ. CNP null Méuse sind zwergwiichsig mit Stérungen der
enchondralen Ossifikation. Deletionen des natriuretischen Peptid-Clearance-Rezeptors Npr3
oder Uberexpression von BNP resultiert in Gigantismus; es kommt zur Erhohung der Zellzahl
von hCDZ und der nicht-hCDZ (222). In vitro steigert CNP die Chondrozytenproliferation
und das Léngenwachstum von fetalem Knochen. Wie oder ob dieser Pathway mit Thh und

FGF assoziert ist, ist nicht geklart. {189}

4.1.2.3. CDZ-Differenzierung

Die CDZ-Differenzierung wird von einer Menge Transkriptionsfaktoren beeinflusst, so zum
Beispiel ATF-2 (223), CREB (224), Ets-2, NFAT-1 und c-Fos (225,226). DNA
Bindungsproteine, welche zu der Familie "High mobility group (HMG)" gehoren, spielen eine
wichtige Rolle bei Differenzierung der nicht-hCDZ (227); so zum Beispiel Sox9. {189}
Sox9 null embryonale SZ koénnen in verschiedene Zellstimme, nicht aber zu CDZ
ausdifferenzieren (228); die Zellen bleiben an der Peripherie der mesenchymalen Kondensate-
somit ist Sox9 zur Zeit der fritheste CDZ-Marker (228). Sox5 und Sox6, beide ebenfalls in
CDZ exprimiert, scheinen die Transaktivierungsfunktion von Sox9 zu unterstiitzen (229) und
tragen somit positiv zur CDZ Differenzierung bei. Sox5 und Sox6 doppelt defiziente Miuse

sterben nach dem 16. Tag, es kommt zu Stérungen bei der Differenzierung der
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CDZ-Progenitorzellen in hCDZ. Somit zeigen jene Maiuse keine -chondrozytire
Saulenbildung in der Wachstumsplatte (230). Diese Studien zeigen, dass HMG-DNA
Bindungsproteine die frithe Chondrogenese kontrollieren, namentlich die Differenzierung der
Mesenchymalzellen zu CDZ-Progenitorzellen und CDZ—-Progenitorzellen zu proliferierenden
CDZ. In vitro konnte weiters eine Verbindung zweier wichtiger Signalwege gezeigt werden,
FGF-Signaling erhoht die Sox9-Expression (231). {189}

Hypoxia inducible factor 1 v (HIF1v ) scheint essentiell fiir das Uberleben der CDZ zu
sein. Miuse, denen dieser Faktor in CDZ ausgeschaltet wurde, weisen durch fehlenden
Proliferationsstopp erhohte CDZ-Proliferation sowie erhohten CDZ-Untergang auf. Die
Wirkung von HIF1 v ist teilweise gekoppelt an die Regulation von Vegf~-Genen (232). Diese

Gene sind fiir die vaskuldre Invasion der Wachstumsplatte notwendig. {189}

4.1.2.4. Hypertrophe CDZ-Differenzierung

Die hypertrophe CDZ-Differenzierung ist fiir die Osteogenese unentbehrlich. Die
hCDZ bestehen aus zwei Subpopulationen von Zelltypen, den phCDZ und den voll
ausdifferenzierten hCDZ. phCDZ sind groBer als proliferative CDZ, sie expremieren Ihh,
FGFRI1 und Cbfal, hingegen nimmt die Coll v 1(II)-Expression ab. Der voll ausdifferenzierte
CDZ hat an Grofe zugenommen, exprimiert kein Coll v 1(II), stattdessen aber Coll v 1(X).
Bei Abwesenheit der hCDZ ist Knochenformation nicht moglich; eine besondere Rolle spielt
die mineralisierte ECM, welche fiir die vaskulére Invasion benotigt wird. {189}
PTHrP  beeinfluBt ebenfalls die Chondrogenese. PTHrP ist ein Inhibitor der
CDZ-Hypertrophie. Das PTHrP-Gen wird von Zellen im Knorpel und im Perichondrium
exprimiert. PTH/PTHrP-Rezeptor (PPR), ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor, findet sich
im phCDZ, verminderte Werte auch im proliferierenden CDZ. PTHrP null Méause weisen
Zwergwuchs auf, hervorgerufen durch friihzeitige Differenzierung der nicht-hCDZ in hCDZ
(233). Es weisen noch weitere Studien auf die Notwendigkeit des PTHrP und des Rezeptors,
bei der CDZ-Hypertrophiechemmung hin. Die PTHrP-Expression ist unter /hh-Kontrolle,
welches von phCDZ exprimiert wird. Thh erhoht in den perichondralen Zellen die Synthese
von PTHrP und bewirkt somit eine Verlangsamung der Chondrozytenhypertrophie (214,234).
Ihh  kontrolliert ebenfalls die Differenzierung von mesenchymalen Zellen zu
OB-Vorlduferzellen in der Knochenmanschette. Die Distanz zwischen Ihh-exprimierenden

Zellen und PPR- exprimierenden Zellen legt den Grenzbereich fiir die
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Chondrozytenhypertrophie und die Knochenmanschette fest (235). {189}

Whnt Signaling spielt ebenfalls eine wichtige Rolle in der hCDZ-Biologie. Wnt4 wird in
periartikuldren Chondroblasten exprimiert; der interzellulire Mediator B-Catenin wird in
Perichondrium und hCDZ gebildet (199,236). Fehlexpression von Wnt4 oder konstitutiv
aktives B-Catenin-Signaling beschleunigt die Umwandlung von nicht-hCDZ zu hCDZ, was zu
einer leicht beschleunigten Ossifikation fiihrt. Fehlexpression von dominant negativ aktiven
Frizzled-1 und -7 Rezeptoren fiihrt zu gegenldufigen Effekten. Fehlexpression von Wnt5a,
normalerweise im Perichondrium exprimiert, verzdgert die Transitation vom phCDZ in
hCDZ. All dies fiihrt zu verkiirzten Knochen, wobei PTHrP- und Ihh-Expressionslevel nicht
beeinflusst werden, was wiederum vermuten ldsst, dass das Wnt-Signaling als unabhéngiger
Loop, oder downstream von PTHrP/Ihh, agiert. AbschlieBend zu sagen wére, dass auch eine
Fehlexpression von Deltal, ein Notch-Ligand, welcher nur in hCDZ exprimiert wird, zu einer
Inhibition der Umwandlung von nicht-hCDZ in hCDZ fiihrt. {189}

Bei der transkriptionellen Kontrolle der CDZ-Hypertrophie konnten ebenfalls
wichtige Teilschritte entschliisselt werden. Cbfal/Runx2, ein zur Runt-Familie gehérender
Transkriptionsfaktor, spielt neben seiner Bedeutung bei der Osteogenese eine wichtige
Teilrolle bei der hCDZ-Differenzierung. Cbfal null Méuse weisen keine hCDZ in den
meisten skelettalen Abschnitten auf; Ausnahmen scheinen fiir alternative Pathways zu
sprechen (237,238). Cbfal wird in phCDZ und konstitutiv im nicht-hCDZ exprimiert, es
induziert die hCDZ-Differenzierung, die /hh-Expression und eventuell die enchondrale
Knochenformation (239,240). Ob Cbfal direkt oder indirekt 7hh reguliert, ist fraglich.
Andererseits reguliert /hh Chfal in Mesenchymzellen der Knochenmanschette. IThh-defiziente
Maiuse weisen keine Cbhfal-Expression in der Knochenmanschette der langen R6hrenknochen
auf, somit findet auch keine OB Differenzierung statt (214). Die enge Koppelung der

Chondro- und Osteogenese wird auch hier wieder deutlich. {189}

4.1.2.5. Vaskularisation des hypertrophen Knorpels

Der vielleicht wichtigste Schritt der Osteogenese ist die Vaskularisation des hypertrophen
Knorpels. Der Wechsel von Knorpel in Knochen erfolgt nicht durch Transdifferenzierung von
CDZ zu OB (240), sondern erfordert einen angiogenetischen Zwischenschritt und den Umbau
der ECM mit anschlieBender Zellinvasion. Die Invasion der Gefésse findet nur in jenen

Bereichen der ECM statt, die den hCDZ umgeben; die Gefdsse aus der Knochenmanschette
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beférdern OB und Osteoklasten-Vorlduferzellen in die Knorpelmatrix. Die Homdostase
zwischen matrixdegradierenden Enzymen und zellstimulierenden Wachstumshormonen ist fiir
die Entwicklung eines funktionierenden Knochens entscheidend. Zwei Molekiile welche
hierzu entscheidend beitragen wurden genauer untersucht - einerseits Wachstumsfaktoren wie
VEGF, andererseits Proteasen wie die Metalloproteinase 9 (MMP9) und Gelatinase B.
{189}

MMP9 wird von OC wihrend der Embryogenese und nach der Geburt exprimiert, zudem
auch von Chondroklasten. MMP9 null Miuse zeigen leicht verkiirzte Rohrenknochen (241).
Diese Protease begiinstigt die Knorpeldegradation und somit die Angiogenese durch die
Freisetzung diverser matrixgebundener Molekiile. OC und CC unterscheiden sich
hauptsdchlich durch ihre unterschiedliche Lokalisation und das AusmaBl der
MMP9-Exprimierung (241,242). Diverse Essays sind etabliert, welche die Rolle von MMP9
untersuchen. Es stellte sich heraus, dass hCDZ von MMP9 null Méusen verspitet die
Migration und Proliferation von Endothelzellen induzieren, gemessen an den Wildtypzellen,
was auf eine verlangsamte und/oder herabgesetzte Sekretion von angiogenetischen Faktoren
zuriickzufiihren wire; einer dieser Faktoren konnte VEGF sein. Das gidngige Modell ist, dass
VEGF von der ECM durch Bindung inaktiviert wird. Die Degradation der ECM durch MMP9
setzt den Faktor aktiviert frei, dieser kann nun an Rezeptoren diverser Zellen wie CC, OB und
Endothelzellen binden und so die Knochensynthese vorantreiben. Somit spielt die
kontrollierte Degradation der ECM eine wichtige Rolle (4). {189}

Cbfa1 wird anscheinend auch fiir die Angiogenese benétigt; es findet keine vaskuldre
Invasion in skelettale Elemente von null Cbfal-Mausen statt, auch nicht in jene, welche
hCDZ enthalten (243). In diesen mutanten Méusen findet man keine Aufregulation von Vegf
in hCDZ, sowie sie normalerweise beobachtet wird, und der VEGF-Rezeptor wird nicht im
Perichondrium exprimiert. In vitro bindet Cbfal an den Vegf-Promotor und erhoht seine
Aktivitéit. Diese Daten lassen vermuten, dass Vegf im hypertrophen Knorpel downstream von
Cbhfal liegt (243). {189}

Da OB und CDZ aus den gleichen Vorlauferzellen stammen, ist es nicht verwunderlich, dass
sie beide &dhnliche, teilweise sogar gleiche Regulationswege niitzen (Ihh, Cbfal,...). Der
Ursprung des OB wird nach wie vor diskutiert, wahrscheinlich liegt er in der
Knochenmanschette und erreicht iiber die einsprieBenden Gefidsse das Knocheninnere. OC

hingegen differenzieren erst innerhalb des Knochenmarks und sind monozytiren Ursprungs.
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(189}

4.1.2.6. OB-Differenzierung

Bei der OB-Differenzierung sind, aus genetischer Sicht, Ihh und FGF18 bedeutende Faktoren.
In Thh-defizienten Mdausen zeigen sich keine Cbfal-positiven Zellen und es findet keine
OB-Differenzierung in den enchondralen Ossifikationszonen statt. Bei jenen Knochen, welche
membrands ossifizieren, existieren somit auch noch Ihh-unabhéngige alternative Pathways
{189}. Auch andere Proteine konnten als wichtige Faktoren bei der OB-Differenzierung
ausgemacht werden, wobei bei einigen die vermutete Bedeutung revidiert werden musste, so
bei BMP.

BMP induzieren die anfanglichen Schliisselschritte der friithen Knochenformation; sie
sind eher als skelettal-mesodermale Induktoren zu sehen denn als reine Knocheninduktoren
(244). BMPs spielen eine wichtige Rolle bei der mesenchymalen Musterbildung und
beschleunigen die CDZ-Differenzierung (245). Es konnte durch Gen-Ausschaltung noch nicht
nachgewiesen werden, dass BMPs die OB-Differenzierung direkt beeinflussen, unabhéngig
von ihrer Funktion als mesodermale Induktoren. {189}

BMP5-mRNA wird in den mesenchymalen Kondensaten, noch bevor die Knorpelentwicklung
einsetzt, exprimiert (246), dagegen findet sich BMP2, 4, 7 im Mesenchym, welches die
Knorpelanlage spiter umgibt (247). Es existieren zwar Berichte iiber ihr Potential die
OB-Differenzierung direkt zu steuern (248,249), {221}, jedoch bezieht sich dies auf
Zelllinien. Andere Publikationen weisen auch auf die Féhigkeit von BMPs hin, Knochen
ektop zu bilden. Bei sub kutaner und intramuskuldrer Applikation von BMP kommt es zur
Knochenformation (250,251), {221}. Einerseits zeigt dies, dass Progenitorzellen, welche
Knochen bilden konnen, auch extraskelettal vorhanden sind, was fiir die pharmakologische
Manipulation von Knochenerkrankungen interessant sein konnte (252), andererseits
unterstreichen diese Beobachtungen die Wirkung der BMPs als skelettal-mesodermale
Induktoren (253,254).

Knockout-Modelle fiir BMPs sind schwer zu etablieren, da sie essentielle Molekiile schon
kurz nach der Befruchtung sind. BMP3 null Miuse sind das einzige knochenrelevante Modell

- diese zeigen mehr Knochenmasse. Ob BMP3 die OB-Differenzierung oder -Proliferation
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beeinflusst, ist nicht geklart (255). Einen indirekten Hinweis, dass BMPs die OB-Proliferation
(nicht OB-Differenzierung) direkt beeinflussen, liefern Tob-defiziente Méuse. Miuse, bei
denen dieses Protein, ein zur antiproliverativen Proteinfamilie gehdrendes Molekiil,
ausgeknockt wurde, zeigen erhohte OB-Proliferation und vermehrte Knochenmasse. Tob
interagiert mit Smadsl, -5, -8, welche im Rahmen des BMP-Signalings engagiert werden
(256). Eventuell hemmt Tob BMP-Signaling, ohne andere Pathways zu storen, was fiir eine
direkte Involvierung von BMPs bei der OB-Proliferation sprechen wiirde. {189}

TGF-f3, welches in hoherem Ausmal} als BMP in der Knochenmatrix zu finden ist,
spielt ebenfalls eine gewichtige Rolle in der OB-Differenzierung. Bei OB-spezifischer
Uberexpression von TGF-B2 in Miusen, resultiert ein low-bone-mass Phiinotyp mit
vermehrten Osteozyten (257). Bei Deletionen von TGF-B-binding-protein 3 (TBP3), ein
Protein, welches die Bioverfiigbarkeit von TGF-B hemmt, resultiert interessanterweise ein
Phanotyp mit erh6hter Knochenmasse und Osteoarthritis (258). {189}

Der friitheste und spezifischste molekulare Marker zur Zeit der OB-Differenzierung ist
Cbhfal. Verschiedene Cbfal-Isoformen konnten identifiziert werden. Diese Isoformen werden
unterschiedlich stark exprimiert. Typ II findet man in allen Spezies, Typ III findet sich zwar
in Maus und Ratte, nicht aber beim Menschen (259). Man nimmt an, dass Typ II die
wichtigste Rolle bei der Skelettogenese spielt; obwohl alle Isoformen die Expression von Oc-,
Op- und Coll I-mRNA in stabilen Transformanten induzieren oder aufregulieren, beobachtet
man beim Typ II aber die hochsten Level (259). {221}

Im 10,5. Tage alten Mauseembryo (E10,5) wird Cbfal in der lateralen Mesodermalplatte und
in allen Zellen der mesenchymalen Kondensate exprimiert. Zwischen E10,5 und E12,5
exprimieren Cbfal-positive Zellen auch Coll v 1(II) (der Marker fiir undifferenzierte CDZ)
und Coll v I(I) (der molekulare Marker fiir undifferenzierte Mesenchymzellen und
OB-Progenitorzellen (Osteochondroprogenitorzellen)) (260). Nach E12,5 steigt die
Cbfal-Expression in OB kontinuierlich an, wihrend sie im phCDZ abnimmt, bei der Geburt
schlieBlich ist Cbfal im phCDZ nicht mehr nachweisbar (237,238,240). Cbfal ist im
Gegensatz zu Thh fiir die OB-Differenzierung notwendig, denn Cbfal null Méduse haben keine
OB und somit wird keine enchondrale noch membrandse Ossifikation beobachtet (261,262).
Im Gegensatz weisen Cbfal +/- Maiuse Storungen nur in den membrandsen
Ossifikationszonen auf (262). Beim Menschen beobachtet man einen dhnlichen Phénotyp,

welcher als cleidocraniale Dysplasie (CCD) bekannt ist. Die meisten Patienten mit CCD
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haben Mutationen Cbfal betreffend (263,264). Cbfal st in vitro fahig, die
OB-Differenzierung in Haut-FB zu induzieren (260), aber auch in vivo kommt es bei
Uberexpression zur Ossifikation (239,240). Wie es scheint, ist Cbfal auch fiir die
OB-Funktion notwendig  (265,266). Die Funktionen von Cbfal bei der
hCDZ-Differenzierung, vaskuldren Invasion, OB-Differenzierung und -Funktion machen
dieses Molekiil zu einem bedeutenden Faktor bei der Skelettogenese. Wie aber wird Cbfal
reguliert ? {189}

Zur Beantwortung dieser Frage ist es notwendig das Osteoclacingen des OB zu betrachten.
Oc wird auBBer vom Megakaryozyten nur vom OB exprimiert (267); drei Oc-Gene konnten in
Mausen identifiziert werden (268,269). Zwei von diesen, Osteocalcingen 1 (OG)1 und OG2,
auch als mOCA und mOC-B bezeichnet, werden nur im Knochen exprimiert (268,269). Das
Osteocalcin verwandte Gen (ORG), auch mOC-X bezeichnet, wird nur in der Niere gebildet
(269). Im Oc-Promotor konnten verschiedene funktionelle Doménen nachgewiesen werden;
so finden sich in der Osteocalcin Box I (OCBoxI) Homdodomén-Protein-Bindungsmotive.
MSX1 und MSX2 binden an diese (270,271,272). An die E-Box binden
Transkriptionsfaktoren der Helix-Loop-Helix (HLH)-Protein Familie; welche, ist noch
unbekannt (270,273). Die OCBoxII enthdlt Runt-Bindungsmotive, die von den zu dieser
Familie gehorenden Transkriptionsfaktoren erkannt werden. Drei Runt-Erkennungsseiten
wurden gefunden; eine in der OC Box II, zwei andere bei der Ratte im distalen Oc Gen
Promotor (270,274,275).

Zwei weitere OB-spezifische cis-aktive Elemente, OB specific element (OSE) 1 und OSE2
wurden im OG2 bei der Maus gefunden (276,277). OSE2 weist ebenfalls
Konsensussequenzen mit der Runt-Domén-Protein-Familie auf. Cbfal bindet an eine dieser
Sequenzen (277), welche man auch in anderen Matrixkomponenten findet, wie Op und Coll
v 1(I). Cbfas sind die Vertebratenhomologe zu Drosophila runt und lozenge Protein (270)
{221}; alle Runt-Saugerhomologe werde als Cbfa bezeichnet. Drei Cbfa-Gene sind beim
Sduger bekannt, Cbfal bis 3. Sie alle haben eine DNA-Bindungs-Domine, welche 60%
homolog zu Runt ist. Cbfal weist keine Transaktivierungsfunktion auf, was spezifisch fiir die
Runt Proteinfamilie ist. Cbfal ist OB-spezifisch, die anderen zwei Cbfas sind nicht im OB
vorhanden. Die Expression von Cbfal wird durch verschiedenen Hormone beeinflusst, wie
zum Beispiel den BMPs (Bone Morphogenetic Proteins). Cbfal-Bindungsseiten lassen sich in

verschiedenen Gen-Promotoren des OB nachweisen; so exprimieren Cbfal-transfizierte FB
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Osteocalcin und Bone Sialoprotein. Cbfal-defiziente Mause haben im enchondralen Knochen
keine OB, das Skelett besteht aus einer rein knorpeligen Matrix. Die Funktion eines
Cbfal-related Protein, welches durch alternatives Splicen (3'Ende der Runt-Domine)
entsteht, ist unklar. Cbfal spielt nicht nur eine Rolle wéhrend der OB Entwicklung, es steuert
auch spdter die Osteogenese. Wihrend der Zahnentwicklung steuert Cbfal die
mesenchymal-epitheliale Interaktion. {278}

Drei Transkriptionsfaktoren, die die Cbfal-Expression regulieren, sind bekannt. Erstens
Msx2, ein Maushomolog zu Drosophilas muscle segment homeobox Gen Msh, kodiert fiir
einen Homoobox enthaltenden Transkriptionsfaktor und wird in OB wihrend der
Entwicklung exprimiert. Bei einem humanen Syndrom, welches durch erhohte
Knochenformation um die Schidelsuturen gekennzeichnet ist und als "Kraniosynostosis
Boston-Typ" bezeichnet wird, fand man eine Aktivierungsmutation in MSX2 (279). Auch
weisen Msx2 null Méuse eine verspétete Ossifikation des Schidelknochens und eine generell
verminderte Knochendichte auf und Cbfal ist herab reguliert, was darauf hinweist, dass Msx2
direkt oder indirekt die Cbfal-Expression reguliert (280). {189}

Bapx1, der zweite Faktor ist ein Sdugerhomolog von Drosophilas bagpipe homeobox Gen,
und ein ebenfalls zur Homeoboxfamilie gehdrender Transkriptionsfaktor der fiir die axiale
Skelettogenese erforderlich ist; null Méiuse weisen eine Verminderung von Cbfal im
Achsenskelett auf (281). {189}

Der dritte Transkriptionsfaktor, Hoxa2, ebenfalls zur Homeoboxfamilie gehorend, konnte ein
Inhibitor von Cbhfal sein. Null Méause leiden an ektoper Chfal Expression und damit
verbundener ektoper Knochenformation (282). {189}

Eine weitere Frage betrifft das Chfal-Expressionsmuster, denn im Tiermodell kann man am
10,5 Embryonaltag Cbfal detektieren, OB lassen sich aber erst am 14,5 Tag nachweisen.
Hierfiir gibt es mehrere mogliche Erkldrungen. Es konnte sein, dass Cbfal weitere
OB-spezifische Transkriptionsfaktoren kontrolliert. Ein solcher konnte Osterix (Osx) sein,
ein Transkriptionsfaktor zur "zinc finger" Proteinfamilie gehorend. Ein Fehlen dieses Faktors
entspricht dem Phéinotyp der Cbfal null Miuse, wenn auch nicht ganz so stark ausgeprégt. Es
scheint, dass Osx downstream von Cbfal liegt (283). Auch konnte die
Cbfal-Transaktivierungsfunktion von einem anderen Co-Faktor abhdngig sein, welcher erst
spater exprimiert wird oder aber, drittens ein Inhibitor hemmt die Transaktivierungsfunktion

von Cbfal in der frithen Entwicklung. Zu diesem letzten Modell passend fand man AJ18, ein
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zinc-finger-Protein, welches Cbfal in vitro durch kompetitive Bindung an die gleiche
Konsensussequenz hemmt (284). Damit wiren die anderen Mechanismen nicht
ausgeschlossen, es konnte also durchaus sein, dass alle drei an diesem Phidnomen beteiligt
sind. {189}

Weiters bleibt abzukldren, ob Cbfal-unabhéngige Pathways, welche die OB-Differenzierung
und -Proliferation beeinflussen, existieren. DIxX5 konnte solch einen Signalweg darstellen.
Dieses Homoobox enthaltende-Protein wird in mesenchymalen Kondensaten, welche
membrands ossifizieren, exprimiert. DIx5 null Méuse weisen bei normaler Chfal Expression,
verspitete Schiddelknochenreifung auf (285). Entweder agiert DIx5 Cbfal-unabhingig, oder
aber downstream. Auch zeigten sich bei der Uberexpression von Fos related antigen 1
(Fral), ein c-Fos-verwandtes Protein, welches keine Transaktivierungsdoméne aufweist und
AFosB, eine alternative splice-Form vom FosB-Transkript, erhohte OB-Zahl und
Knochenmasse nach der Geburt, bei normaler Chfal-Expression (286,287). Einen direkten
Hinweis fir die Existenz solcher Cbfal-unabhingigen Pathways bei der
OB-Proliferation/Differenzierung erbrachte man mit LRP5. Dieses Gen codiert fiir einen
Rezeptor, genannt LDL-Rezeptor-verwandtes Protein 5, welcher ubiquitdr exprimiert wird.
Bei  Deletionen oder Inaktivierungs-Mutationen dieses Gens resultiert das
Osteoporose-Pseudogliom Syndrom, bei Uberaktivierungs-Mutationen kommt es zur erhdhten
Knochenmasse (288,289). Lrp5 null Miuse weisen verminderte OB-Proliferation und
verminderte Knochenmasse auf, Chfal wird aber nicht beeinflusst (290). Lrp5 ist ein
Sdugerhomolog von Drosophila Protein Arrow, ein Korezeptor fiir Wingless (291). In vitro
fungiert Lrp5 als Korezeptor fiir Wnt-Proteine (292); weiters kann es in vitro Wnt-Proteine
direkt binden (290). Diese Interaktion machen das ubiquitér exprimierte Protein Lrp5 fiir die
Skelettogenese interessant. Wnt-Proteine beniitzen die Lef/Tcf-Transkriptionsfaktorenfamilie,
um ihre  Funktionen auszuiiben; eventuell binden Lrp5-Proteine an den
Frizzled-Wnt-Rezeptorkomplex und regulieren so die OB-Proliferation und Genexpression
Cbfal-unabhingig, aber Lef/Tcf-abhdngig. So scheint Cbfal zwar essentiell fiir die

OB-Differenzierung, nicht aber fiir die OB-Proliferation zu sein. {189}

4.1.2.7. Osteoklasten
Das Skelett eines Erwachsenen wird an cirka ein bis zwei Millionen mikroskopischen Seiten

resorbiert. Der Abbau nimmt ungefdhr drei Wochen in Anspruch, der Aufbau dauert drei bis
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vier Monate. Im jungen Menschen halten sich Ab- und Aufbau die Waage. Moduliert werden
diese Vorginge durch mechanische Belastungen, zentrale Faktoren und einen lokalen
metabolischen Cocktail. Nach dem 40. Lebensjahr beginnt im Knochen der Abbau zu
tiberwiegen; die Ursache hierfiir ist nicht genau geklért. Je 10% Verlust an Knochenmasse
verdoppelt das Frakturrisiko (293). Fiir die Knochenhomdostase sind somit nicht nur CDZ
und OB essentiell, sondern auch Zellen, welche die Matrix wieder degradieren konnen und so
erst Remodelation ermoglichen. Jene Zellen, welche dies im Knochen bewerkstelligen, sind
Osteoklasten (OC). Es handelt sich um multinukledre Zellen, welche die Féhigkeit haben,
mineralisiertes Gewebe zu degradieren. Dieser Zelltyp erscheint als letzter bei der
Knochenentwicklung, er stammt von der Monozyten/Makrophagenlinie ab (294). Wéhrend
der Embryogenese versammeln sich mononukledre Vorlduferzellen im Mesenchymgewebe,
welches die Knochenvorlage umgibt. Dort teilen sie sich und differenzieren zu ,tartrate
resistant acid phosphatase* (TRAP)-positiven Zellen, welche zusammen mit Endothelzellen
durch die Knochenmanschette wandern. Sie treffen auf das mineralisierte Knorpelgewebe und
versammeln sich im Diaphysenkern. Hier fusionieren sie zu reifen OC und bewirken in Folge
die Entwicklung eines Markhohlraums. OC weisen dhnliche Oberflichenmolekiile wie
Macrophagen auf, zusitzlich findet man jedoch Calcitonin-Rezeptoren und vermehrte
Expression von TRAP und Vitronectin.

Die Knochenresorption beginnt mit der Adhédsion des OC an die Knochenmatrix. Es
bildet sich eine Adhidsionszone, "sealing zone" genannt; die Adhidsionszone, ist reich an
f-Actin und Matrix quervernetzenden Proteinen. Diese Zone begrenzt einen Teil des OC, der
dem Knochen zugewandt ist und aufgrund der ausgefransten OC-Membranoberfldche, als
"ruffeld border" bezeichnet wird. Durch die "Membranzotten" wird die Oberfliche des OC
zum Knochen hin stark vergroBert; entlang diesem Membranabschnitt werden diverse ECM
abbauenden Enzyme sekretiert, dadurch entsteht die Resorptionslakune - vergleichbar mit
einem gigantischen Lysosom. Dieser Vorgang, Migration, Adhision und Resorption, wird
wiederholt; wie der Resorptionsvorgang beendet wird ist nicht genau geklart, es gibt
Anzeichen dafiir, dass zum Beispiel Ostrogene und Biphosphonate die OC-Apoptose
stimulieren konnen (295). Erfolgreiche Knochenresorption erfordert also eine Menge
Umbauprozesse auf molekularer Ebene (zytoskelettaler Umbau, was zur Polarisation und
Migration der Zelle fiihrt; zusdtzlich auch koordinierten intrazelluldren vesikuldren

Transport), all dies involviert eine Vielzahl von Genen (296).
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Die Osteoklastogenese wird durch Signale gesteuert, welche von verschiedenen Zellen
wie OB, OZY und bone lining Zellen stammen (297,298). Diese sind wichtige Zielzellen von
osteoclastogenen Wirkstoffen wie PTH und Vitamin D3, welche den grofiten Teil ihrer
Effekte iber eine Erhohung von Rank Ligand (RANKL) auslosen. Auch Zytokine wie IL-1
und TNF stimulieren die Expression von Makrophagen Kolonie Stimulierender Faktor
(M-CSF) in Stromazellen, was durch Ostrogen inhibiert wird (295). Zwei Molekiile sind
somit fur den Knochenabbau unentbehrlich, einmal M-CSF und der Aktivator von NF-# B,
RANKL, auch bekannt als OPG-Ligand (OPGL), OC-Differenzierungsfaktor (ODF) und
TRANCE. (189)

M-CSF ist fiir die Differenzierung und das Uberleben von Makrophagen essentiell; dieser
bindet an den Rezeptor c-Fms, welchen man auch auf OC-Vorlduferzellen findet. Somit ist
dieser Faktor auch fiir Uberleben und Proliferation der Vorlduferzellen verantwortlich. Belegt
wurde dies mit Mdiusen, die eine Inaktivierungsmutation von M-CSF tragen und an
Osteopetrose leiden (256). Diese Miuse haben keine reifen Makrophagen und auch keine OC;
thre Krankheit kann nicht mittels Knochenmarktransfusion geheilt werden, wogegen
systemische Gabe von M-CSF eine Heilung bewirkt.

Der zweite Faktor RANKL wurde nach Identifikation seines Inhibitors Osteoprotegerin
(OPG), auch OCIF genannt, entdeckt. OPG ist ein ,,Lock“-Rezeptor und Inhibitor der OC
Entwicklung; es handelt sich um ein 16sliches TNF-Rezeptor-dhnliches Molekiil, welches mit
RANK um RANKL konkurriert. Transgene Méuse mit erhohten Werten an zirkulierendem
OPG leiden an schwerer Osteopetrose. Hingegen ist Inaktivierung von OPG aufgrund einer
erhohten OC Zahl mit Osteoporose assoziiert (299). Bei einigen Médusen konnten auch
Gefalverkalkungen beobachtet werden - eventuell ist OPG auch in den
Calcium-Phosphat-Haushalt involviert. OPG wird in vielen Geweben exprimiert, seine Rolle
ist also nicht nur skelettspezifisch; iiber seine anderen Funktionen ist aber noch wenig
bekannt.

Auf der Suche nach dem Liganden der OPG-Expression fand man mit RANKL jenen Faktor,
durch den OB/Stromazellen die OC-Formation und Knochenresorption steuern (300). Dieses
Molekiil war ident mit dem TNF-verwandten Protein TRANCE und nahe verwandt mit dem
Apoptose induzierenden TRAIL/Apo2L Protein (301). RANKL wird in Préosteoblasten, OB,
welche die Knorpelanlage umgeben, und den OC selbst, produziert (302-304).
RANKL-Verabreichung fiithrt zur vermehrten Knochenresorption bei Mausen (305), wogegen
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RANKL-defiziente Méuse Osteopetrose und keine OC aufweisen; ihnen fehlen auch
Lymphknoten, und sie weisen Defekte in der Thymusdifferenzierung auf (306). Somit ist
RANKL in vivo fiir die T-Zellendifferenzierung und die OC-Entwicklung essentiell. RANKL
existiert nicht nur als 16sliches Molekiil im Knochenmicroenviroment, sondern es wird auch
von T-Zellen und anderen Immunzellen synthetisiert (302). Dies konnte eine Erklidrung sein,
wieso eine T-Zellaktivierung mit Knochenabbau und OC-Erh6hung einhergeht. Auch findet
man bei den meisten Autoimmunerkrankungen wie der rheumatoiden Athritis erhohte
RANKL-Werte (306). Zusammen mit M-CSF induziert RANKL, ohne jede weitere
Zellinteraktion, die OC-Differenzierung aus Vorlduferzellen der Milz und des Knochenmarks.
In vitro kann RANKL durch TNF v ersetzt werden; ob dies auch fiir in vivo gilt, ist fraglich.
{189}. RANKL bindet an RANK, ein weitldufig exprimierter Rezeptor, den man auf
Dentritischen Zellen, CDZ, OC und deren Vorlauferzellen findet (307). RANK wird durch
M-CSF aufreguliert (308). Wie OPG hemmt auch die rekombinante 16sliche Form von RANK
die OC-Entwicklung, Antikorper gegen RANK férdern die OC-Formation (307). RANK null
Maiuse leiden an Osteopetrose, haben dysplastische Knorpel, Defekte in der Wachstumsplatte
und besitzen keine Lymphknoten. T-Zellen und Dentritische Zellen sind aber in normaler
Anzahl vorhanden (309). AuBlerdem weisen transgene Méuse mit einer Erhohung der
OPG-Expression oder einem Verlust von RANK/RANKL eine extrem verdiinnte Kortikalis
auf, ein Hinweis auf die Bedeutung dieser Molekiile bei der kortikalen Knochenformation
(306,309). {189}

Downstream von RANK/RANKL konnten an der Signaltransduktion einige
TNF-Rezeptor-assoziierte Faktoren (TRAFs) beteiligt sein, da diese an die
zytoplasmatische Domédne von RANK binden konnen (310). In OC-Vorlauferzellen aktiviert
TRAF6 nach der Bindung an RANK den NF-z#B und JNK/AP-1-Pathway, zwei wichtige
Transkriptionsfaktoren-Komplexe, die in die OC-Genese involviert sind. {189}

So sind bei der Zellproliferation und  -differenzierung  Mitglieder  der
AP-1-Transkriptionsfaktorenfamilie involviert. Bei der AP-1 Familie handelt es sich um
Dimer-Komplexe von Fos (c-Fos, FosB, ggFosB, Fral, und Fra2) mit Jun verwandten
Proteinen (cJun, JunB und JunD), welche zur Leucin-Zipper-Superfamilie gehoren. ggFosB
ist eine natiirliche, durch alternatives Splicen des FosB-Transkripts auftretende, verkiirzte
Form. Bei Uberexpression von g@gFosB kommt es durch die Bildung von

iqFosB-Heterodimeren, vorwiegend mit JunD, zur vermehrter Knochenapposition und
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schlieBlich zur Osteosklerose; zudem wird die Adipogenese, in vivo als auch in vitro,
gehemmt. Frithe Marker der Adipogenese sind herab reguliert; es konnte sein, dass ggFosB
auf Transkriptionsebene die Osteoblastogenese in einem sehr frithen Stadium auf Kosten der
Adipogenese reguliert. Die Knochenresorption wurde bei transgenen Mausen, welche g&gFosB
iberexprimieren, nicht beeinflusst. g@pgFosB besitzt keine bekannten Transaktivierungs-
oder Repressionsdoménen, wohl aber die Fos homologe Doméne FHD. Eventuell reguliert
igFosB tiber den Jun-Partner oder hemmt andere AP-1 Komplexe durch kompetitive
Bindung an Co-Aktivatoren. Interessanterweise besitzen verschiedene Gene, welche in der
OB-Genese und Adipogenese eine Rolle spielen, AP-1-Bindungsdoménen. {311}
RANK-Mutanten, denen die TRAF6-Bindungsdoméne entfernt wurde, konnten weiterhin
JNK/AP-1, nicht aber NF-# B aktivieren; dominant negative TRAFs-Formen bewirken eine
Inhibition der RANK-vermittelten NF-# B Aktivitit (302). Es scheint, als waren TRAFs fiir
die NF-#B-Aktivierung in RANKL-vermittelter OC-Differenzierung notwendig. Den
Nachweis erbrachte man mit TRAF6 null Maiusen; sie zeigen Osteopetrose und
funktionsunfahige OC (312,313). Weiters konnte gezeigt werden, dass RANK die
Anti-Apoptose  Akt/PKB-Kinase durch einen c¢-Src- und TRAF6-involvierenden
Signalkomplex aktiviert (300). Fehlen von c-Src fiihrt zu einer Hemmung der RANKL
abhingigen Akt Aktivierung, was zu funktionsunfdhigen OC und letztendlich zur
Osteopetrose fiihrt. Diese Quervernetzungen zwischen TRAF6 und c-Src sind weiterer
Bausteine in der RANK- abhédngigen Regulation der OC-Aktivitit. Inwieweit noch andere
Molekiile interagieren bleibt abzukldren. Der OPG-RANKL-RANK-Pathway ist somit
essentiell in der OC-Differenzierung und der Skelettogenese. Eine Hemmung dieses Pathways
durch von T-Zellen produziertes INF-JJ], welches zu einer TRAF6-Degradation fiihrt, konnte
gezeigt werden. Es resultiert eine starke Hemmung der JNK- und NF-# B-Aktivierung. Somit
besteht eine negative Feedbackschleife zwischen der T-Zell-Aktivierung und der
Knochenresorption (314). Auch der INF-as-Signalweg antagonisiert die RANK-abhéngige
Signalkaskade. {189}

PU.1 ist einer der wenigen bekannten Transkriptionsfaktoren, die sehr frith in der
Monozyten/Makrophagenlinie regulierend wirken. PU.1 null Méuse haben keine OC, keine
Makrophagen und leiden an  Osteopetrose. PU.1  ist essentiell in der
Lymphoid/Myeloid-Differenzierung (315); man nimmt an, dass er die Transkription vom

M-CSF-Rezeptor c-Fms reguliert - eine Downregulation dieses Faktors konnte den
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osetopetrotischen Phéanotyp erkliren. {189}
AP-1 und NF-#B, zwei wichtige Transkriptionsfaktorenkomplexe, welche in eine Menge
von Entwicklungsschritten der Zelle involviert sind, werden wie erwdhnt durch M-CSF und
RANKL aktiviert. Interessanterweise beeinflussen viele Nebenprodukte dieser Pathways die
OC sehr spezifisch. Miuse ohne AP-1 Komponente c-Fos haben keine OC und leiden an
Osteopetrose, besitzen jedoch eine erhdhte Makrophagenzahl im Knochenmark. Mittels
Knochenmarktransplantation oder Expression des c-Fos-Transgens kann dieser Phinotyp
geheilt werden (316). Dies legt den Schluss nahe, dass c-Fos eine wichtige Rolle in Form
einer Weichenstellung der Makrophagen/OC-Differenzierung zukommt. Nicht genau bekannt
ist, ob dieser Faktor fiir die Aufrechterhaltung des Differenzierungsstatus der OC bendtigt
wird, wie es den Anschein hat (317). Genetisch gesehen agiert c-Fos bei der
OC-Differenzierung downstream von PU.1, jedoch aktiviert c-Fos auch andere Pathways wie
Interferon P, welches wiederum negativ die OC-Genese kontrolliert (314). Die RANKL
induzierte c-Fos-Expression ~ bewirkt ~ somit die  eigene = Hemmung, ein
Autoregulationsmechanismus, der die Knochenhomdoostase gewéhrleistet. {189}
Zur Zeit sind einige Gene in der OC-Linie bekannt, welche downstream von c-Fos aktiv sind,
so fra-1 (318); es scheint aber nicht fiir die OC-Genese notwendig zu sein; Fra-2, ein weiteres
Fos-verwandtes Protein, welches in der OC-Linie exprimiert wird, scheint demgegeniiber bei
der OC-Differenzierung eine Rolle zu spielen. {189}
Zwei weitere Komponenten des NF-z B-Transkriptionsfaktorkomplexes, p50 und p52,
scheinen ebenso in die OC-Differenzierung involviert zu sein. Deletionen dieser Faktoren
filhren zu einem osteopetrosedhnlichen Phinotyp, dem von c-Fos sehr dhnlich. Auch dieses
Krankheitsbild ist durch Knochenmarkstransplantation heilbar (319). {189}
Der letzte Transkriptionsfaktor, welcher zurzeit in der OC-Biologie bedeutungsvoll erscheint,
ist das microphtalamia-Genprodukt Mitf (320). Méausemutanten weisen verschiedene
Pigmentierungsstorungen, Mastzellendefekte und Osteopetrose auf. Die OC sind
mononukledr, somit unreif und funktionslos. Mitf und TFE3, zwei verwandte helix-loop-helix
Proteine, werden in OC exprimiert und sind durch MAPK/ERK-mediierte Phosphorylierung
und Rekrutierung von p300/CBP mit dem M-CSF-Pathway gekoppelt (321). Diese Faktoren
agieren downstream der vorher genannten; inwieweit sie noch mit anderen Faktoren
kooperieren, bleibt abzukliren. {189}

Eine Reihe anderer Molekiile sind fiir die OC-Funktion, nicht aber fiir die

56



Differenzierung notwendig, so z.B. c-Src, Cathepsin K, Karbonanhydratase II, TRAP, 3
Integrin und verschiedene lonen-Kanal-Proteine, welche, wenn sie in der Maus ausgeschaltet
oder im Menschen verdndert werden, zu Osteopetrose fithren. {189}

Es wurde lange Zeit angenommen, dass Knochenanbau und Resorption sich
gegenseitig regulieren und so die Knochenhomoostase aufrechterhalten wird. Als
Hardware-Link wurden mechanische und chemische Signale angenommen. Durch
verschiedene in vivo- und vitro-Beobachtungen muss diese Anschauung allerdings revidiert
werden. Da oben genannte Molekiile nicht OB-spezifisch sind, ist die Regulation komplexer
als nur eine einfache Zell-Zell-Interaktion im Knochen. Es scheint zwischen Anbau und
Abbau keinen direkten Link zu geben; ob Progenitorzellen diese Funktion iibernehmen, ist
nicht gekliart. Wie es scheint, bestehen Links auf Ebene der Differenzierung, nicht aber auf
der Funktionsebene. Wie der Knochen es aber schafft, seine Masse aufrecht zu erhalten, ist
fraglich; ob iiber systemische oder lokale Faktoren, bleibt abzukldren. Eventuell funktioniert
der Steuerungsmechanismus dhnlich wie bei Appetitregulation und Fettdeposition. (322)

All diese Erkenntnisse flieBen in die Pharmatherapie der Osteoporose und anderen
Knochenerkrankungen ein. Sekundidre Osteoporose kann durch verschiedene Faktoren
zustande kommen, etwa durch Kortisongabe, welches die OB-Aktivitit hemmt. Bei der
Paget-Erkrankung fand man in OC virale Bestandteile der Paramyxofamilie, zu der man
Vertreter wie die human pathogenen Masern- und Respiratorische Syncitial-Viren zéhlt.
Eventuell kommt es aufgrund einer genetischen Pradisposition nach Infektion mit diesen
Viren als Manifestationsfaktor zu erh6htem Knochenum- und -abbau. Durch verschiedene
Aktivierungsmutationen konnte erhdhte OC-Funktion nachgewiesen werden. Tumorzellen
haben verschiedene Mechanismen entwickelt, um im Knochen Metastasen zu setzen. So
produzieren Mamakarzinome verschiedene Zytokine wie PTHrP, IL-6, IL-11 und
COX-2-generierte PGE, welche teilweise iiber OB und/oder Stromazellen wiederum RANKL
generieren und so die OC-Genese starten. Es konnten auch IL entdeckt werden, welche die
OC-Genese hemmen. Die Therapie der Knochenerkrankungen kann wunter diesen
Betrachtungen von verschiedenen Punkten aus gestartet werden. (293)

Zurzeit werden bei  gesteigertem  Knochenabbau  Ostrogen und  selektive
Ostrogen-Rezeptor-Modulatoren (SERM) verabreicht, hauptsichlich synthetisches
humanes 174 Ostradiol, welches mittels Pflaster transkutan appliziert wird. Zusammen mit

Progesteron gegeben, wid das Risiko eines Unterleibskarzinoms verringert, ebenso das fiir
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Brustkarzinome. Ostrogene vermindern den Knochenabbau, sind aber nicht in der Lage,
Knochen wieder aufzubauen. Bei der Ostrogentherapie treten gehiuft thromboembolische
Komplikationen auf; demgegeniiber sind sie kardiovaskuldr protektiv, auBerdem wirken sie
sich positiv auf die Haut und den Genitalbereich aus. Nutzen und Risiko miissen bei der
Therapie abgeschitzt werden. Zwei Ostrogenrezeptoren (ER) konnten nachgewiesen
werden, ER v und ERas, wobei der Alpharezeptor fiir die meisten Effekte verantwortlich
sein diirfte. Der erste SERM war Tamoxifen, ein Medikament, welches Knochenabbau
verhindern kann. Tamoxifen bindet mit hoher Affinitdit an den ER. Raloxifene wirkt als
ER-Agonist im Knochen, aber als Antagonist in Uterus und Brust. Diese unterschiedliche
Wirkung kommt durch Regulatorproteine zustande, welche sich in den jeweiligen Organen
befinden und den ER/SER-Komplex modulieren. Klinische Studien zeigen, dass Raloxifen
bei postmenopausalen Frauen das vertebrale Frakturrisiko um bis zu 40% senkt, obwohl die
Knochenmasse nur um 3-4% steigt (323); auch die Brustkrebsrate konnte gesenkt werden.
Andere nukldre Rezeptormodulatoren kdnnten die Probleme von Androgenen 16sen. (293)
Biphosphonate (BP) sind zurzeit die effektivsten Hemmer der Knochenresorption; ihre
Wirkung ist unabhiingig von der Atiologie des Knochenabbaus. BP werden von OC
aufgenommen und hemmen ein Enzym im Mevalonat-Pathway bei der Cholesterolsynthese.
In weiterer Folge werden OC deaktiviert und vermutlich deren Apoptose eingeleitet. Sie
dienen der Privention knochenabbauender Prozesse, da ein "Aufforsten" verlorengegangenen
Knochens ebenfalls nicht moglich ist. (293)

Calcitonin stoppt Knochenabbau durch Hemmung der OC-Aktivitdt. Seine physiologische
Rolle konnte darin liegen, dass es zu Zeiten hohen Ca-Turnovers (Schwangerschaft,
Mahlzeiten, Wachstum, Laktation) regulativ eingreift. Da es bei Verabreichung zu einer
Downregulation von Calcitoninrezeptoren kommt, ist der therapeutische Nutzen sehr
eingeschrinkt. (293)

Neue Ziele in der Pharmatherapie beruhen auf den Erkenntnissen der molekularen Abldufe im
Knochenmetabolismus. Im  Tiermodell senken OPG-Injektionen das  Ausmal
tumorinduzierter Hyperkalzdmie und hemmen den Knochenabbau bei oophorektomierten
Ratten (324). Ebenfalls gehemmt wird die periartikuldre Knochendestruktion bei Méusen, die
an Coll-induzierter Athritis leiden (325). Auch Schmerz wird positiv beeinflusst (326). (293)
Ein spezifisches Merkmal der OC ist der v @do3-Integrin-Rezeptor. Verabreichung von

Disintegrinen wie Echistatin und Kistrin an Ratten, welche mit hoher Affinitidt an diesen
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Rezeptor binden, verhindern den Knochenabbau, der durch PTH oder Ostrogendefizit
ausgelost wurde (327). Kleinere Molekiile, welche das RGD-Motiv enthalten, zeigten
dieselben Effekte. (293)

Bafilomycin, ein Hemmer der H-ATPase, verhindert OC-Knochenresorption in vivo und in
vitro (328). Die H-ATPase zeigt im OC eine einzigartige 116kDa-Subunit, welche ein
spezifisches Ziel der sonst ubiquitdr vorkommenden konservierten ATPase darstellen konnte
(323,325). (293)

Auch PTH kann bei kurzfristiger Gabe Knochenanbau positiv beeinflussen (329). Hierbei
besteht nur ein kurzer Peak, es ist also die intermittierende Verabreichung erforderlich - dann
werden OB schneller als OC aktiviert (304). Eine konstante Erhohung von PTH fiihrt
schlieBlich auch zur OC-Formation. (293)

Derzeit steht eine Reihe anderer Medikamente in Erprobung; das pharmakologische Spektrum

wird durch immer bessere Einsichten im Knochenmetabolismus zunehmend erweitert.

4.2 ... in Bezug auf bedeutende Zytokine im Knochenmetabolismus

Das Zusammenspiel der verschiedenen Liganden mit Zelle und ECM ist duBBerst komplex. Ein
groBer Teil der Interaktionen wurde bereits beschrieben, hier sollen einerseits neue
Erkenntnisse nochmals verdeutlicht werden; andererseits werden jene Zytokine, welche den

Knochenmetabolismus entscheidend beeinflussen, kurz zusammengefasst.

4.2.1. TGF-8

Eine Reihe von Molekiilen, welche wichtige Funktionen wihrend der Entwicklung von
Invertebraten und Vertebraten steuern, gehdren zu der TGF-B Superfamilie (TBS); sie
spielen auch bei der Aufrechterhaltung verschiedener homdostatischer Prozesse eine wichtige
Rolle. 28 Gene der TBS sind zurzeit bekannt (330), inklusive der TGF-B-Isoformen, Activine
und BMPs. Diese Molekiile weisen proliferative als auch antiproliferative Effekte auf; das
Spektrum reicht noch weiter, zahlreiche Wachstumshormone werden von TBS moduliert,
weiters  steuern sie  die  Expression zahlreicher  Zelladhdsionsmolekiile und
ECM-Komponenten. T3S-Molekiile weisen einen konservierten Bauplan auf.

Das Precursermolekiil (Prasequenz) besteht aus einem N-terminalen Signalpeptid, welches
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das Molekiil in den sekretorischen Pathway entriert (331), einer Prodoméne, die eine Rolle bei
der Faltung, Aktivitit und Dimerisation spielt (331) und der eigentlichen Proteindoméne. Die
Proteindomine weist eine charakteristische Struktur auf: vier antiparallele B-Schleifen und
drei Disulfidverbindungen, welche Zystein-Knots bilden. Die Zystein-Knot-Domine ist
besonders resistent gegeniiber denaturierenden Einfliissen und diirfte somit extrazellulér
verschiedene wichtige Funktionen erfiillen. Eine weitere Disulfidverbindung verbindet zwei
Monomere zu einem TGF-B Dimermolekiil, wobei auch die Bildung von Heteromeren
moglich ist, was wiederum die funktionelle Diversitét erhoht. {332}

TGFs-f5 sind dimere Zytokine, proteolytisch entstanden aus einem intrazelluldren
grolen Protein (333). Einmal gespalten, verbleibt das TGF-B-Propeptid, auch latency
associated peptide (LAP) genannt, nicht kovalent an reifes TGF-8 gebunden (334). Dieser
Komplex wird als kleiner latenter Komplex bezeichnet und ist inaktiv- die Dissozitation von
TGF-8 ist fiir die Funktion des Proteins entscheidend; LAP ist in der Lage, TGF- zu hemmen
(335). Die Freisetzung und Aktivierung wird durch Abtrennen von LAP, zum Beispiel durch
Cathepsin oder Plasmin, erreicht (336,337); auch reicht hierfiir bereits eine
Konformations-dnderung von LAP aus, zum Beispiel hervorgerufen durch Thrombospondin
{338}. Nach der Sekretion des Molekiils kommt es extrazelluldir zur Bindung an
latent-TGF-B-binding-proteins (LTBP), und der sogenannte groB3e latente Komplex wird
gebildet (339). LTBP 1-4 sind Matrixmolekiile bestehend aus multiplen Epidermal growth
Factor (EGF)-dhnlichen Doménen und vier Domidnen mit acht Zystinen, welche
charakteristisch fiir LTBPs sind (334); sie binden kovalent an TGF-B (334). Alle drei
TGF-B-Isoformen binden an LTBP 1,3,4. LTBP erfiillen zwei Funktionen - einmal als
Bestandteile der ECM, andererseits sind sie Regulatoren der TGF-B-Aktivitdt (334). {258}

Man unterscheidet drei TGF-f-Rezeptoren (TSI, TPII, TSII]). Zwei davon, TBI und
TBII, sind transmembrane Serin/Threonin-Kinasen, der dritte Rezeptor, auch als B-Glykan
bekannt, ist ein Zelloberflaichen-Proteoglykan und moduliert die Aktivitdt von freiem TGF-8.
Durch alternatives Splicen wird die Heterogenitdt der Rezeptoren erhoht. Sowohl bei
Drosophila als auch bei Séugern entscheiden diese Proteine das Schicksal von Zellen bei der
dorsoventralen Musterbildung. {332}

Doménen des Typ 1 Rezeptormolekiils diirften fiir spezifische downstream-Signale
verantwortlich sein. Liganden, Rezeptoren und intrazelluldre Effektoren finden sich bei vielen

Eukaryonten (340,341). {342}
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Bei der Regulation der TGF-f3-Signaltransduktion spielen Smads eine wichtige Rolle.
Smads sind die zur Zeit einzigen Substrate des Typ I Rezeptors, erstmal bei Drosophila
(Mad) und Caenorhabditis elegans (Sma) entdeckt (340,341) {342}. Smads weisen drei
unterschiedliche Doménen auf. Zwei konservierte, die N-terminale Mad Homologe Domiine
1 (MH1), die C-terminale Mad Homologe Doméne 2 (MH2), sowie die prolinreiche
Linkerdoméne, welche bei den einzelnen Familien nicht konserviert ist {338}. Smads werden
wéhrend der Entwicklung und im erwachsenen Organismus ubiquitdr exprimiert (343,344).
Viele von ihnen entstehen durch alternatives Splicen; funktionell gliedern sich Smads in drei
Klassen, R-: [1, 2, 3, 5, 8], welche wie oben erwéhnt vom Typ [-Rezeptor phosphoryliert
werden; Co-: [4], welche mit R-Smads Oligomere bilden, sowie [-Smads: [6, 7]. Die
MH1-Doméne der I-Smads zeigt wenig Homologien zu R- und Co-Smads, sie reguliert den
nukledren Import, die DNA-Bindung und die Interaktion mit anderen nukledren Proteinen.
MH?2 ist in allen Smads konserviert, sie reguliert die Smad-Oligomerisation und Erkennung
des Typ I-Rezeptors und interagiert mit diversen zytoplasmatischen Adaptoren sowie mit
Transkriptionsfaktoren {342}. Es zeigte sich, dass Rezeptoren und Smads mit vielen anderen
Proteinen assoziiert sind. So bindet zum Beispiel SARA (Smad anchor for Rezeptor
aktivation), ein zytoplasmatisches Protein, an nicht aktives Smad 2 und den Rezeptor. Diese
Briicke begiinstigt die Aktivierung von Smad 2 und verhindert die nukledre Translokation des
inaktiven Molekiils. (345,346). SARA ist ein Beispiel dafiir wie ein Pathway mittels
Hardwarekomponenten an die Plasmamembran gebunden und gesteuert wird. Auch
Mikrotubuli konnen Smads binden und tragen somit zur Modulation dieser Signale bei (347);
ein anderes Beispiel wire Caveolin 1, welches mit dem Typ I-Rezeptor interagiert und den
Rezeptorkomplex in Caveolen organisiert (348). {342}

TGF-B und die Activin-Rezeptoren phosphorylieren Smad 2 und 3, der BMP-Rezeptor
phosphoryliert Smad 1, 5, und 8 (349), es kommt zur Oligomerisation mit Smad 4. Auch
andere Kinasen sind in der Lage, Smads zu phosphorylieren, so zum Beispiel Erk, MAP,
CamKII-Kinasen, was die Biopotenz dieser Signalmolekiile erhéht (350-352). Ob Co-Smads
ebenfalls in Sdugern phosphoryliert werden, ist unklar, bei anderen Spezies konnte dies
nachgewiesen werden (353). [-Smads werden von zurzeit noch unbekannten Kinasen
phosphoryliert und in ihrer Aktivitit moduliert (354,355). Erst durch die Phosphorylierung
interagieren Smads miteinander; zuerst bilden R-Smads Homooligomere, dann erst folgt die

Heterooligomerisierung mit Co-Smads (356,357). Somit induziert die Phophorylierung die

61



darauffolgende Multimerbildung und ein komplexes Signalnetzwerk. Wahrscheinlich kdnnen
unphosphorylierte Smads aufgrund der MH1- und MH2-Doméne nicht miteinander Komplexe
bilden (358,359). Alle Smads zeigen transkriptionelle Aktivitit (360,361), wobei
R-Co-Smadkomplexe die bedeutendsten sind; manche binden an Smad binding Elements
(SBEs) (362). {342}

Ein anderer Pathway im TGF-B-Signaling ist der TGF-R-activated kinase 1
(TAK1)-Signalweg, welcher unabhéngig von Smads agiert. Auch werden andere
Transkriptionsfaktoren beeinflusst (363,364). Vieles ist noch unbekannt; so wurde ein
neuartiges DNA-Bindungsmotiv in der MH1-Domine von Smad3 entdeckt, das B-hairpin,
welches sich sonst nur noch im bovinen Immundefiziensvirus, dem Protein Tat, findet (365).
{338}

Eine Vielzahl von heriditdren und spontanen humanen Erkrankungen ist mit
Storungen der TBS in Verbindung gebracht worden; so treten zum Beispiel bei Mutationen im
Rezeptor hamorrhagische Telangiektasie (Osler-Weber-Rendu-Syndrom), primare pulmonale
Hypertonie, persistierender Miiller'scher Gang und das Lynch-Syndrom auf. (342).
Mutationen in TFG-B-Signalling finden sich bei einer Reihe von Tumoren wie dem
Pankreaskarzinom, der familidren juvelinen Polypose, bei Brusttumoren, bei Lungen- und
Kolonkarzinomen. Meist sind Punktmutationen, welche zu frameshift-Verschiebungen und
Deletionen fiihren, verantwortlich (366-371). {338}

Die Wirkung von Zytokinen, so auch die von TGF-8, ist nicht immer von in vitro auf
in vivo umlegbar. Die isolierte Betrachtungsweise im Labor ldsst das komplexe Netzwerk, in
dem sich Zellen im lebenden Organismus befinden, zum Teil auBer acht. Autokrine, parakrine
und endokrine Wirkung von Zytokinen kdnnen bei in vitro-Modellen nur schwer nachgeahmt
werden, wobei aber erst hdufig der richtige ,,Cocktail” aus diversen Molekiilen und Zellen,
Effekte induziert. Die Maiusegenetik half, diesen Nachteil auszugleichen, wobei die
Etablierung eines aussagekriftigen Phanotyps ebenfalls mit zahlreichen Problemen assoziiert
ist. Eine Studie, bei der man entdeckte, dass die Wirkung von TGF- auf Chondrozyten von
einem Faktor abhingig ist, der von perichondralen Zellen gebildet wird, zeigt, wie man in
vitro immer mehr auf komplexere Zellsysteme setzt, um in vivo ablaufende Prozesse
bestmdglich zu imitieren.

Ob es sich hier um einen linearen Effekt, (TGF-8 iibt seine Wirkung {iber einen unbekannten

Faktor) oder einen parallelen Effekt (erst mit dem unbekannten Faktor zusammen wird die
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biologische Wirkung erzielt) handelt, ist noch nicht bekannt. Inwieweit hier Zell-Zell-
und/oder Zell-Matrix-Kontakte eine Rolle spielen, ist ebenfalls noch nicht geklart. {372}

Es konnte gezeigt werden, dass TGF-B 1, in Anwesenheit von perichondralen Zellen, das
longitudinale Knochenwachstum vermindert. Auch nahm die hypertrophe CDZ-Zone ab,
weiters zeigte sich, dass die Wirkung dosisabhingig ist. In Abwesenheit der perichondralen
Zellen zeigte sich dieses Verhalten nicht, strukturell morphologische Verdnderungen konnten
aber trotzdem beobachtet werden. Die Gewebsisotrophie nahm ab, Grenzen zwischen den
einzelnen Zellzonen im Knorpel verschwammen (hypertrophe Zone, Proliferationszone, ...).
TGF-B ist ein Faktor, der in vivo die CDZ-Hypertrophiedifferenzierung hemmt; aulerdem
konnte gezeigt werden, dass dieser Faktor upstream von PTHrP agiert. Letztgenanntes Protein
ist fiir die Wirkung von TGF-81 in der terminalen CDZ-Differenzierung essentiell. Da PTHrP
im Perichondrium exprimiert wird, unterstiitzt dies die Hypothese der Notwendigkeit von der
Interaktion dieser Gewebe (373). Das Markermolekiil, Coll X, wurde in perichondriumfreien
Kulturen durch TGF-B1-Gabe nicht beeinflusst, wohl aber in Normalkulturen. Das
Perichondrium reguliert somit negativ die CDZ-Differenzierung und -proliferation mit Hilfe
von TGF-B1 und eines unbekannten Liganden, wobei die Wirkung auf die Differenzierung
zusdtzlich vom PTHR abhéngig zu sein scheint; die CDZ-Proliferation beeinflusst dies aber
nicht. Da PTHrP durch Thh reguliert wird, konnte dieser Pathway in der Differenzierung
miteingeschaltet sein (234). Auch BMP-7 benétigt das Perichondrium, um seine Effekte am
CDZ auszuiiben (374), wobei es PTHrP unabhingig agiert, was auf verschiedene
Regulationsvorgiange schlieBen lasst. {372}

Wie wichtig die assoziierten Molekiile im TGF-3-Signalweg sind, zeigt ein Knockout-Modell.
Bei LTBP-3 null Méusen beobachtet man Knochenanomalien, welche durch pramature
Ossifikationen, vermehrter Akkumulation von trabekuldrem Knochen in Wirbeln und langen
Rohrenknochen sowie altersabhingige Degeneration der Gelenksknorpel gekennzeichnet
sind. Weiters zeigt sich bei der histomorphometrischen Untersuchung des Knochens, dass die
Wachstumssédulen bei den Ltbp-3 null Méusen ungeordnet sind, die hCDZ-Zone ist weiter.
Coll X, ein Marker der hCDZ, ist nicht wie bei Wildtypmausen auf die Enden der
Synchondrose beschrénkt, sondern ist iiber die ganze Synchondrose verstreut. Coll II, ein
Marker der nicht-hCDZ, zeigt sich normalerweise in der Mitte der Synchondrose; bei den
Mutanten fehlte dieser Marker vollstindig, und die Distanz der kortikalen Fronten war

vermindert. Ahnliches beobachtet man bei PTH/PTHrP-Rezeptor ausgeknockten Tieren
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(375). Es wird angenommen, dass die CDZ-Differenzierung durch ein negatives Feedback
reguliert wird. Thh, welches durch phCDZ und hCDZ sekretiert wird, stimuliert die
Produktion von PTHrP durch periartikuldre und perichondrale Zellen, PTHrP wiederum
hemmt die hCDZ-Differenzierung durch Interaktion des Liganden am phCDZ-Rezeptor
(234,235). In den mutanten Mausen wird Thh nicht nur in phCDZ und im friihen hCDZ
exprimiert; das Expressionsmuster ist weiter ausgedehnt, sodass CDZ in der zentralen Region
der Synchondrose zur Hypertrophie befdhigt zu sein scheinen. Dies konnte zu der schnelleren
Differenzierung und somit gesteigerten Ossifikation beitragen. Da in vitro nachgewiesen
wurde, dass TGF-B PTHrP-Expression fordert (373), konnte in LTBP- 3 null Méausen das
verminderte Angebot von TGF-B fiir den Ausfall der Hemmung und somit verstdrkten
CDZ-Hypertrophie verantwortlich sein. Die Verminderung des PTHrP, die mit der
erweiterten Ihh-Expression zusammenfillt, lassen vermuten, dass TGF-8 vor der
PTHrP-Induktion und nach Thh Expression agiert. Interessanterweise fiihren Mutationen in
LAP zu Sklerose und Hyperostose, als Camurati-Engelmann-Syndrom bekannt (375).
Hingegen zeigen transgene Maiuse, welche TGF-B2 in OB iiberexpremieren, Osteoporose
(257). {258}

Die Wirkung von TGF-B in vivo zeigt hiufig gegenldufige Effekte. Wihrend der
OB-Entwicklung koénnten Wechsel in Typ I- und Typ II-Rezeptor fiir den unterschiedlichen
Respons verantwortlich sein (377). TGF-8 inhibiert die friihe OC-Differenzierung von
Knochenmarksmonozyten, stimuliert aber die Knochenresorption von reifen OC (378). In
vivo-Administration von TGF-B induziert den Verschluss der Schéidelplatten und erhoht die
Knochenformation (379). Diese Daten zeigen, dass TGF-B sowohl OC als auch OB
beeinflusst. Transgene Méuse, welche ein dominant negatives TGF-B-Signaling aufweisen,
zeigen eine altersabhidngige Zunahme der trabekuldren Knochenmasse. Interessanterweise
zeigen diese Méuse keine Zunahme in der OB-Aktivitit, was auf eine Beeinflussung der
OC-Tiétigkeit schliefen ldsst. Trabekuldrer Knochen nahe der Wachstumsplatte &hnelte
interessanterweise den Wildtypmausen, initial gebildeter Knochen scheint demnach nicht so
stark beeinflusst zu werden. Nach Entfernung der Ovarien bei transgenen Midusen zeigt sich

wie bei dem Wildtyp Knochenresorption, jedoch geringer ausgeprégt. {380}

4.2.2. BMP
Die Geschichte der BMPs begann schon 1917; Neuhof demonstrierte heterotope
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Osteogenese (381), 1938 postulierte Levander " ...Knochenregeneration findet aufgrund
spezieller Substanzen, welche nicht spezifisches mesenchymales Gewebe induzieren...."
(382). Urist nahm diese These auf und er schuf 1965 das Konzept der Autoinduktion (250),
1971 priagte er den Begriff "Osteoinduktion". Er war der Pionier, der den Grundstein fiir
diesen Begriff legte (250,383,384), seine Versuche durchliefen alle Phasen der frithen
embryologischen Skelettformation (385-387). 17 Jahre spdter klonierte Wozney erstmals
BMP-Gene (388). Anfénglich dachte man, es handelt sich um spezielle Knocheninduktoren,
da es bei Implantationsversuchen von dekalzifizierter Knochenmatrix in Muskelgewebe zu
ektoper Knochenformation kam; erst spiter erkannte man, dass es sich bei diesen Molekiilen
vielmehr um mesenchymale Induktoren handelt. SchlieBlich fand man heraus, dass es sich bei
der BMP-Familie um wichtige morphogenetische Proteine handelt, die mit Ausnahme von
BMP-1, der TS angehoren. (331)

Diese Proteine sind an der Steuerung der Zellproliferation und - differenzierung, Apoptose,
Morphogenese und der Musterbildung von zahlreichen Organen beteiligt (389-391); einige
beeinflussen den Knochen gar nicht (392-396). {397}

BMPs machen fast ein Drittel der TBS aus, mehr als 30 Mitglieder sind bis heute beschrieben.
Sie werden als Osteogene Proteins (OPs), CDMPs und als GDFs bezeichnet. Aufgrund ihrer
strukturellen Ahnlichkeiten werden sie in Subgruppen unterteilt. Mit zunehmender Kenntnis

wurde klar, dass es sich bei diesen Molekiilen um GDFs handelt und der Begriff BMPs ein

historisches Relikt darstellt. Das Knochenskelett ist also weder der einzige noch jener Platz
mit der starksten Expression dieser Proteine. {397}

Aufgrund der Bedeutung von BMPs in vivo sind Knockout-Miuse hdufig sehr friih letal.
BMP-2 und 4 null Mause sterben widhrend der Gastrulation aufgrund von Fehlern in der
mesodermalen Entwicklung (398-400). BMP-7 null Méause sterben kurz nach der Geburt
aufgrund von Nierenversagen; weiters weisen sie Augendefekte und milde skelettale
Abnormalititen auf (401). {221}

Die rezessive "short ear" (se/se)-Maus wurde intensiv erforscht und hat verschiedene
skelettale und extraskelettale Defekte (402-407); der Gendeffekt, der diesem Maustyp
zugrunde liegt, ist im Bmp-5 lokalisiert und wurde erst spéter entdeckt (408). {397}

Die Brachipode Maus (409) weist ebenfalls Defekte im Skelett auf (409,410); aufgrund einer

Frameshiftmutation kommt es zur frithzeitigen Termination im Gdf5 (411). Gdf5 gehort zur

65



Familie der BMPs, weist aber keine Knochenformationsaktivitit auf. Bei der klassischen sub
kutanenen Implantation kommt es zur Formation von Béndern und Sehnen (392). Eine
Mutation im humanen GDF5, auch CDMP] genannt, fiihrt zu zwei rezessiven Erkrankungen,
der Hunter-Thompson-Chondrodysplasie und der Chondrodysplasie Grebe-Typ (412-414).
Auch eine autosomal dominante Erkrankung, die Brachidaktylie-Typ C, wird mit Mutationen
im CDMP]I in Verbindung gebracht (415). Interessanterweise rufen Mutationen, Bmp-5 und

Gdf5 betreffend, rezessive Phédnotypen bei Miusen, dagegen dominante beim Menschen

hervor (416,417). Wie vielfiltig die Wirkung dieser Molekiile ist, zeigen die weitgestreuten

Funktionen. So spielen Bmp-2, -4, -7, Gdfl und 11 eine Rolle in der Hirnentwicklung
(418-421). All diese Daten zeigen, dass die Rolle im Skelettsystem eher eine untergeordnete,
gemessen an den extraskelettalen Funktionen, ist. {397}

Um einen kleinen Uberblick iiber die BMPs zu bekommen, werden kurz ihre
Funktionen tabellarisch aufgelistet.
BMP-1 gehort zur Familie der Metalloproteinasen, entfernt Karboxylpropeptide von
Prokollagen I, 11, III, aktiviert andere BMPs und ist nicht osteoinduktiv. (331)
BMP-2 ist osteoinduktiv, spielt eine wichtige Rolle wihrend der Musterbildung in der
Embryogenese, ist wichtig bei der Differenzierung von OB, Adipozyten, CDZ, beeinflusst OC
Aktivitdt und die neuronale Differenzierung. Findet sich im Knochen, Milz, Leber, Niere,
Herz und Plazenta, inhibiert eventuell die Knochenheilung. (331)
BMP-3 ist osteoinduktiv, wichtig bei CDZ Differenzierung und findet sich in Lunge, Niere,
Hirn und Leber. (331)
BMP-4 ist osteoinduktiv, bei der Maus wichtig wihrend der Gastrulation und
Mesodermformation. Findet sich in Zellen der Aorta, Hirnhdute, Lunge, Leber und Niere, im
Mesoderm welches das Myocard, Verdaungstrakt, Auge und Hirn umgibt (502), spielt eine
Rolle bei der Knochenheilung, Uberexpression fiihrt zur ektoper Ossifikation. (331)
BMP-5 ist osteoinduktiv und in Lunge, Niere, Leber (331), Ureter, Herzbeutel, Meningen und
Telencephalon zu finden (418,419,422). {397}
BMP-6 weist keine osteoinduktive Funktion auf, spielt eine Rolle bei der neuronalen
Maturation, reguliert die CDZ-Differenzierung und ist in Lunge, Hirn, Niere, Uterus, Muskel
und der Haut zu finden. (331)

BMP-7 ist osteoinduktiv, spielt eine Rolle bei der Knochenheilung, in der Embryogenese, bei
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der Differenzierung von OB, Chondroblasten und Adipozyten. Findet sich in Nebenniere,
Hirn, Auge, Herz, Harnleiter, Niere, Lunge, Plazenta, Milz und der Skelettmuskulatur. (331)
BMP-8 ist osteoinduktiv, spielt eine Rolle in der Embryogenese und der Spermatogenese bei
der Maus. (331)

BMP-8D initiiert und hélt die Spermatogenese bei der Maus aufrecht. (331)

BMP-9 ist osteoinduktiv, stimuliert die Hepatozytenproliferation und beteiligt sich bei deren
Funktion und Wachstum. (331)

BMP-12 und -13 inhibieren die terminale Differenzierung von Myoblasten, Homologe bei
der Maus sind GDFs. (331)

BMPs sind im Gegensatz zu TGF-B glykolisiert, was ihr Funktionsspektrum erweitert;
zusidtzlich konnen auch hier Homo- oder Heterodimere gebildet werden. Es wird
angenommen, dass das Vorlduferprotein nach der Dimerisierung intrazelluldr gespalten wird,
bevor es noch sekretiert wird (423,424). Obwohl diese Molekiile schon sehr frith eine
wichtige Rolle in der Entwicklung spielen, sind die genauen Herkunftszellen im Embryo nicht
bekannt. Diese Proteine sind nicht nur in Entwicklungsschritte eingebunden, sie spielen auch
eine Rolle in der Musterbildung und verkniipfen so zwei unabhéngige Entwicklungswege.
Verbindungen von wichtigen Pathways wie Hox/Bmp/Shh/Fgf/Wnt werden vermutet;
teilweise sind sie auch schon bestétigt worden. (331) Wie verstrickt diese Signalwege mit sehr
konservierten Proteinen sind, wird kurz angefiihrt.

Moduliert werden BMPs, wie auch andere zur TGF-B Superfamilie zéhlende
Liganden, durch extrazelluldre Faktoren (425), was die Eigenschaften und Funktionen dieser
Molekiile erweitert. Chordin (Chd), der Antagonist von BMP-4 bei Amphibien, ist bei der
dorsoventralen Musterbildung beteiligt. Bei Vertebraten ist BMP-4 fiir ventrale Segmente und
das Chd Homolog fiir dorsale Segmentierung verantwortlich, bei Amphibien funktionieren die
Molekiile entgegengesetzt. Auch bei Drosophila beobachtet man diese zusammenhéngenden
Mechanismen, nur wiederum spiegelbildlich; das BMP Homolog dpp und screw (scw) ist fiir
das dorsale Los verantwortlich, das Chd-Ortholog short gastrulation (sog) antagonisiert die
beiden und wird ventral exprimiert. Sowohl in Vertebraten als auch in Invertebraten wird die
Wirkung von Chd-Orthologen durch eine Familie von Metalloproteasen, bei Drosophila
Tolloid (T1d), bei Xenopus Xolloid (Xol) und beim Menschen BMP-1 antagonisiert. Sog/Chd
wird durch Tld/Xol/BMP1 geschnitten und inaktiviert, was zu einer Verstirkung der

BMP-Signale beisteuert. (426-428). Das Drosophila-Gen Twisted Gastrulation (tsg) und die
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Homologe bei Vertebraten tragen zu einer komplexeren extrazelluldren Vernetzung dieser
Molekiile bei. Urspriinglich dachte man, dass tsg, ein dpp-Agonist, bei der dorsalen
Musterbildung fiir die am dorsalsten Elemente verantwortlich sei. (429). Kiirzlich zeigte sich,
dass Tsg-Orthologe in Verbindung mit Chd/Sog die BMP-Wirkung antagonisieren konnen.
(430-432). Tsg scheint nicht fiir die Entwicklung einer Asymmetrie essentiell zu sein,
vielmehr moduliert es andere Komponente in diesem Pathway. In der friithen Embryogenese
scheint Tsg bei Drosophila und Zerbrafisch BMP-Signale zu antagonisieren. (430,431).
Folglich fiihrt Tsg-Verlust bei Vertebraten zu Ventralisation, bei Uberexpression zu
Dorsalisation, wobei diese Effekte bei Drosophila nicht beobachtet werden. Vertebraten
zeigen eine Sensitivitdt beziiglich Tsg, die bei Drosophila in diesem Ausmal nicht beobachtet
wird. Tsg und Chordin konnten in vivo synergetisch wirken. Interessanterweise zeigen
biochemische Studien, dass eine der moglichen Tsg-Wirkungen im Tsg/Chd/BMP-Komplex
in einer Verstirkung der Chd-Spaltung durch Tld liegen konnte. Tld inaktiviert Chd und setzt
damit aktives BMP frei (426,427). Diese Wirkung ist, verglichen mit der in vivo-Wirkung,
paradox. Erkldrung fiir dieses Phdnomen gibt es in einigen Studien; Tsg scheint
multifunktionell zu wirken, als BMP-Agonist und -Antagonist. {433}

Ahnlich wie TGF-B binden BMPs an zwei Typen von Serin-Threonin-Rezeptoren, BMPR-I
und BMPR-IT (434-438). Die Kinaseaktivitdt bei Typ II ist konstitutiv, wogegen Typ I erst
durch Bindung des Liganden aktiviert wird. Optimale Bindung wird erreicht, wenn beide
Typen vorhanden sind, obwohl BMPs an beide einzeln schwach binden kénnen und
nachfolgend die andere Untereinheit rekrutieren. Typ II transphosphoryliert den Typ
[-Rezeptor (439,440), im Gegensatz dazu bindet TGF-B Rezeptor I nicht in Abwesenheit von
TGF-B-Rezeptor II (441-443). Danach kommt es zur Smad-Aktivierung (444-446). In
Sdugern konnen zwei Klasse [-Rezeptoren unterschieden werden: IA und IB (447-449). 1A
wird wihrend der Embryogenese weitliufiger exprimiert (450-451). OB exprimieren
BMP-Rezeptoren wihrend der Knochenbildung und Knochenheilung (246,247,450-459).
{221}

4.2.3. PTH
PTH wird hauptsidchlich von den Nebenschildriisen sezeniert, wahrscheinlich auch aus Gehirn
und dem Thymus (460). Targetzellen finden sich in Knochen und Niere. Beide zeigen anabole

Effekte am Knochen; eine einmalige Verabreichung von rekombinanten PTH 1-34
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Aminosduren pro Tag liber 21 Monate hindurch steigert die Knochendichte und vermindert
das Frakturrisiko (461). Die genauen molekularen Interaktionen und die Struktur des
Rezeptors sind wichtig fiir die Entwicklung neuer Medikamente, welche gezielt nur eine
gewiinschte Funktion aktivieren und so Nebenwirkungen minimieren sollen. Das Augenmerk
richtet sich vor allem auf die unterschiedlichen Doménen des PTH/PTHrP und deren
Interaktionen mit den Rezeptor-Isoformen. {462}

Zusammengesetzt ist PTH aus 84 Aminosduren (aa). Der N-terminale Teil des

Liganden ist fiir die Signaltransduktion essentiell; es konnte gezeigt werden, dass 1-9aa eine
wichtige Doméne bildet, die fiir die Rezeptoraktivierung von groBer Bedeutung ist. Man
nimmt an, dass die Interaktion der N-terminalen Doméne des Liganden mit dem
juxtamembrandsen Teil des PTH-1-Rezeptor fiir dessen Aktivierung notwendig ist (463); es
konnte sogar sein, dass dies die einzige Interaktion der beiden Molekiile ist (464). Auch
15-34aa bilden eine amphile Bindungsdomine mit hoher Affinitét (465,466). PTH-Molekiile,
welche am N-terminalen Ende modifiziert werden, kdnnen antagonistische oder agonistische
Wirkung zeigen (467-471). Das kiirzeste PTH-Molekiil, welches noch wie ein kompletter
Agonist agiert, besteht aus 1-31aa, wobei fiir 1-14aa auch noch eine leichte Wirkung
nachweisbar ist. Kompliziert werden diese Interaktionen dadurch, dass der PTH-1-Rezeptor
wahrscheinlich verschiedene Domidnen des Liganden erkennen kann, abhingig vom
intrazelluldren Milieu; dadurch werden verschiedene Signalwege induziert (472). {462}
Die Kenntnis der Interaktionen des Liganden mit dem Rezeptor stellt eine Vorraussetzung filir
eine pharmakologische Therapie mit synthetisch hergestellten, modifizierten Molekiilen dar.
Da bereits sehr kleine Peptide den Rezeptor modulieren konnen, gelingt es eventuell nicht
Peptid-Liganden zu synthetisieren, wodurch man zum Teil die Gefahr einer mdglichen
Immunreaktion verringern konnte. Antagonistische Wirkung bei tumorinduzierter
Hyperkalzédmie, potentere Agonisten ohne Nebeneffekte bei Osteoporose und anderen
Krankheiten wiren therapeutische Ziele. {462}

Der PTH/PTHrP-Rezeptor spielt eine entscheidende Rolle in der enchondralen
Knochenformation. Es handelt sich um einen Klasse II-G-Protein-gekoppelten Rezeptor,
welcher stark an den Adenylat-Cyclase-PKA-Pathway, weniger an den PLC-PKC-Ca*" Weg
gekoppelt ist. PTH-1-Rezeptor weist Homologien mit anderen Typ-II-G-Protein
gekoppelten Rezeptoren (GPCR) auf, welche ebenfalls Peptidliganden wie Calcitonin,

Sekretin und Glucagon binden, auf (473). Ein besonderes Merkmal dieser Rezeptoren ist die
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glykosilierte extrazelluldre N-terminale Doméne und die sechs konservierten Zystein-Reste,
welche eventuell ein intermolekulares Netzwerk von Disulfidbriicken bilden (474). Diese
Doméne scheint fiir die Interaktion mit dem Liganden 3-14aa notwendig zu sein. Bei einer
humanen  Erkrankung, welche schon im  Embryoalter letal endet, die
Blomstrand-Chondrodysplasie, konnten Mutationen in dieser Domine ausfindig gemacht
werden (475,476). {462}

Ein weiterer Rezeptor wurde entdeckt, der zur PTH/PTHrP-Rezeptor-Genfamilie gehort
(477). Dieser findet sich in Gehirn, Pankreas und anderen Geweben (478). Er kann nur durch
PTH, nicht aber durch PTHrP aktiviert werden. Die Entdeckung des Typll-Rezeptors fiihrte
zur Auffindung eines neuen Liganden; das bovine tubero-infundibuliire peptide von 39aa
(TIP39) aktiviert sowohl den humanen als auch den Ratten-PTH-2Rezeptor, nicht aber den
PTH-1-Rezeptor, wobei es aber mit moderater Affinitdt an ihn bindet. Dieses Peptid weist
geringe Homologien zu PTH/PTHrP auf (479), interessanterweise konnen geschnittene
Formen von TIP39 an PTH-1R als Antagonisten wirken (480,481). Die Funktionen des
Rezeptors und des Liganden sind nicht genau bekannt; aufgrund der Konzentration im ZNS
wird eine neuroendokrine Funktion angenommen (482), welche sehr konserviert sein muss.
Urspriinglich isolierte man PTH-2R ndmlich im Zebrafisch (483), kiirzlich fand man auch
einen PTH-3-Rezeptor (330). {462}

Ein Zwei-Seiten-Modell wird bei der Interaktion Ligand mit Rezeptor angenommen,
wobei der C-terminale Teil des PTH mit der extrazelluliren N-Doméne des Rezeptors
hauptsichlich die Bindungsaffinitit beeinflusst und der N-terminale Teil des Liganden mit der
juxtamembrandsen Doméne des Rezeptors das Signaling induziert. Dieses entspricht auch den
anderen Klasse [I-Rezeptoren (463,484-486). {462}

So wie bei allen GPCR kommt es nach Bindung des Liganden zur Konformationsdnderung
und zur Bewegung der transmembrandsen Anteile, was wiederum die zytoplasmatischen
Dominen den G-Proteinen présentiert und so die Signaltransduktion einleitet (487).
Verschiedene Aktivierungs-Mutationen dieser Rezeptoren sind fiir eine seltene Erkrankung,
der "Jansen Chondrodysplasie", verantwortlich (488). Normalerweise kommt es nach einer
Ligand-Exposition sehr schnell zu einem Abfall der Rezeptorantwort. Diese
Desensibilisierung wird durch eine rasche Degradation des Ligand/Rezeptorkomplexes durch
Internalisation erreicht (489-491). Der Hauptteil wird mittels Clathrin-coated-vesikels

endozytisch aufgenommen (492). Die genaue Kenntnis dieser Interaktionen sind ebenfalls

70



Vorrausetzung einer moglichen pharmakologischen Therapie. {462}

PTHrP wurde im Zuge der Erforschung der Hyperkalzdmie bei malignen Tumoren
entdeckt (493,494). Eine kurze Sequenz am N-terminalen Ende weist Homologien zum PTH
auf (495,496); diese ermdglicht beiden Molekiilen, den PTH1-Rezeptor zu aktivieren (497).
PTHrP wird in vielen embryonalen, aber auch in erwachsenen Geweben exprimiert. Der
Rezeptor findet sich meist auf Zellen, welche das Hormon selbst produzieren, oder
unmittelbar in deren Nédhe. Aufgrund der autokrinen und parakrinen Wirkung findet sich
PTHrP unter physiologischen Voraussetzungen kaum im Serum (498). Verschiedene Zellen
produzieren zum Teil auch nur Fragmente des PTHrP, trotzdem sind diese fdhig, den
intrazelluldren Ca®" Spiegel zu erhéhen und den transplazentaren Ca** Austausch zu fordern
(499). C-terminale Fragmente sind in der Lage, OC-Knochenresorption zu hemmen (500). Da
diese Fragmente nicht den N-terminus besitzen und somit nicht den klassischen
PTH1-Rezeptor aktivieren konnen, weisen diese Daten auf einen weiteren Rezeptortypen hin,
der aber noch nicht identifiziert wurde {501}. Die am besten dokumentierten Funktionen von
PTHrP betreffen seine Wirkung als Entwicklungs- und Differenzierungsfaktor. PTHrP null
Maiuse weisen wie schon erwédhnt akzelerierte CDZ-Differenzierung und eine pridmature
Ossifikation jener Knochen auf, die enchondral ossifizieren. Die enge Koppelung mit der
Regulation von Entwicklungsschritten zeigt sich auch dadurch, dass PTHrP/PTHI1
Rezeptor-Signale, Thh und andere morphogenetischen Molekiile involvieren (502,503).
PTHrP null Méuse sterben in der Perinatalperiode, wahrscheinlich aufgrund Asphyxie,
welche durch verfrithte Ossifikation des Brustbereichs verursacht wird. Genetische
Ablationen des PTHI-Rezeptoren weisen einen &hnlichen (Chondrodysplasie,
Wachstumsplatteabnormalitdten, exzessive Mineralisation, verspétete Angiogenese und
verkiirzte Akren), aber schwerwiegenderen Phanotypen auf (502). PTHrP null Miuse konnten
durch Gentechnik vor dem Tod bewahrt werden. Mittels eines Segmentes des Coll
II-Promotors wurde die PTHrP-Expression in den phCDZ induziert (504). Diese Maiuse
weisen einen den PTHrP null Méusen komplementiren Phinotypen auf: akzelerierte
Proliferation der CDZ in der Wachstumsplatte und somit schnellerer Reifung chondraler
Knochen, was auch zu deren Verkiirzung fiihrt. Diese skelettalen Abnormititen sind sehr
dhnlich der oben erwihnten Jansens-Chondrodysplasie (JMC); jene Patienten weisen eine
Aktivierungsmutation im PTHI1-Rezeptor auf und =zeigen mit Hyperkalzémie,

Hypophosphatdmie und verkiirzten Knochen, dhnlichkeiten zum Mausmodell (505). Wieso
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PTHrP null Méuse lebend geboren werden und PTH1-Rezeptor null Miuse sterben, kdnnte
zwei Ursachen haben - einerseits durch maternale transplazentare PTHrP-Substitution,

andererseits auch ein weiterer Ligand. {501}

4.2.4. IGF

Die im Knochen am stirksten vertretenden Wachstumsfaktoren sind /GFI und IGF?2; beide
erhohen in vitro die OB Proliferation (506), in vivo wird bei Uberexpression von IGF-1 in OB
eine moderate und transiente Zunahme der Knochenmasse beobachtet (507). (189)

IGF-1 ist der Mediator der anabolen und mitogenen Aktivitidt von GH. IGFs gehdren
zu einer Familie, welche mit Insulin verwandt sind; man findet sie auch in niederen
Vertebraten (508). Wie Proinsulin besteht IGF-1 aus einer A- und B-Kette, verbunden iiber
Disulfidbriicken und eine C-Kette (509). Die strukturelle Ahnlichkeit zu Insulin erklirt die
Fahigkeit, an den Insulinrezeptor mit niedriger Affinitit zu binden. 99% von IGF sind im
Plasma an IGFBP-Proteine gebunden, davon 80% an den IGFBP-3 - Komplex, bestehend aus
IGFBP-3, IGF-1 und einem 88kD-Peptid, genannt "acid labile subunit" (510). IGF-1 wird
hauptsdchlich von der Leber sezeniert und {ibt via Plasmaverteilung seine Wirkung als
endokrines Hormon aus (511); es wird aber auch noch von anderen Zellen wie CDZ gebildet
und fungiert parakrin (512). Zudem wird angenommen, dass es auch wie ein Onkogen
autokrin wirken kann (513). IGF-1 scheint eines der wichtigsten anabolen Hormone fiir die
Synthese von Coll und Proteoglykanen im Knorpel und Knochen zu sein (514,515). Im
Knochen steigern IGFs die Matrixsynthese, Differenzierung von OB, verhindern die
Matrixdegradation und schwéchen die Wirkung anderer Wachstumshormone wie PDGF ab
(516-523). Im Knorpel wird angenommen, dass IGF die Matrixsynthese steigert und/oder als
Wachstumspromoter fiir CDZ, abhéngig von deren Reifungsgrad, dient (514,515,524,525).
Die meisten stimulatorischen Effekte in vitro finden auch bei Anwesenheit von
DNA-Synthese-Inhibitoren statt; dies wére ein Hinweis auf zellreplikationsunabhingige
Mechanismen. Wenn die Knochenhomoostase gestort ist, ist IGF-1 in der Lage,
CDZ-Phdnotypen {iiber langere Zeitrdume zu stabilisieren (526-528). IGF-1 kann am
N-Terminus von Proteasen geschnitten werden, ohne die Bindungsaktivitit am Rezeptor
einzubiissen; allerdings wird es dann nicht mehr von IGFBP gebunden. Mit zunehmendem
Alter kommt es zum Abfall von IGF-1 in Serum und Knochen; dies konnte der Ausloser des

altersbedingten Knochenabbaus sein. IGF-2 gilt in allen Wachstumsstadien als
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Glukoseregulator der Zelle und verhdlt sich wie ein Wachstumsstimmulator im nicht
differenzierten Stadium (529,530). Die Precurser-mRNA der beiden Hormone wird in eine
1A- oder 1B-Form geschnitten, wobei diese wahrscheinlich keine Prohormone darstellen.
Vielmehr konnte es sich um spezielle Subtypen handeln, welche gewebsspezifische
Funktionen erfiillen; so weisen sie unterschiedliche Bindungsaffinititen zu IGFBPs auf (531)
und sind entweder para- oder autokrin wirksam. All das ergibt ein komplexes
Regulationsnetzwerk, welches maB3geblich an der Knochenhomdgostase beteiligt ist. {532}
IGFBPs modifizieren die Wirkung von IGFs; sechs IGFBPs sind zurzeit bekannt, ein
siebentes wurde kiirzlich in humanen Sekreten entdeckt und aus Medien von
Brustkarzinomzellen gewonnen. IGFBP-7 zeigt geringere Affinitit zu IGF-1 und IGF-2 auf,
gemessen an den anderen IGFBPs (533,534) - andere IGFBPs werden noch vermutet (535).
Jedes Molekiil stellt ein eigenes Genprodukt dar. IGFBP-Produktion wird von IGF, Insulin
und GH reguliert, wobei IGFBP-1 von Insulin und IGF-1 und IGFBP-3 hauptsédchlich durch
GH (510,536) stimuliert werden. Zusétzlich werden die Plasmawerte ontogenetisch durch
verschiedene endokrine Faktoren entwicklungsabhidngig und durch diverse proteolytische
Modifizierungen bestimmt (537). Neben einer hohen AS-Homologie weisen sie
unterschiedliche Strukturen und biochemische Eigenschaften auf, auBerdem existieren
gewebsabhédngige Spliceformen. Disulfidbriicken diirften eine wichtige Rolle in der
Interaktion mit dem Liganden spielen. Die Affinitdt ihrer Bindung an den Liganden diirfte
vom Ausmal} der Phosphorylierung abhingen; je stidrker phosphoryliert sie sind, umso héher
ist die Affinitdt (537). Zusammengenommen beeinflusst dies die biologische Aktivitit dieser
Proteine und macht sie unentbehrlich in diesem Regulationsnetzwerk. Die ersten zwei IGFBP
weisen eine RGD-Sequenz am C-terminalen Ende auf; ob sie mit Integrinen interagieren ist
fraglich. IGFBP-2 bis -5 findet man im humanen Knorpel (538-541), IGFBP-1 bis -4 findet
man in der Synovialfliissigkeit (542). IGFBP-3 und -4 werden in einem hohen Maf3 von CDZ
in Kultur produziert. Aulerdem finden sich erhdhte Werte bei entziindlichen Erkrankungen
der Gelenke (538,539,543); diese Werte {ibersteigen die Plasmalevel, ein Hinweis auf deren
lokale Bedeutung. IGFBP-3 und -4 diirften demnach eine wichtige Rolle im Gelenk spielen.
IGFBP- 3 ist unabhédngig von IGF in der Lage, via eines speziellen Membranrezeptors Zellen
zu Dbeeinflussen (571,597,598). Bei Brust Karzinomzellen (544,545) und in
Hihnerfibroblasten (546,547) hemmt es die DNA-Synthese. Auch scheint das

Sekretionsmuster eine Rolle zu spielen - so hemmt IGFBP-3 die Wirkung von IGF-1, wenn es
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gleichzeitig inkubiert wird, potenziert aber seine Wirkung, wenn Maiusefibroblasten
preinkubiert werden (548). IGFBP-4 hemmt in fast allen Versuchen die Wirkung von IGF-1
und bindet an die ECM (546,549). Viele Zellen, die Proteasen freisetzen und somit die
Aktivitit von IGFBP-4 regulieren, sind wiederum IGF-1 abhingig (550). Die Proteasen
gehoren scheinbar zur Serin- und/oder Metalloproteasenfamilie. CDZ sekretieren konstitutiv
eine IGFBP-4-spezifische Protease, deren Aktivitdt durch PGE2 gehemmt werden kann (551).
Die Balance der aktiven Peptide scheint also einerseits von den Konzentrationen der IGFBPs
und der freisetzenden Proteasen abzuhidngen, andererseits auch von den IGF-Werten selbst
(550,552). Verschiedene Sequenzen und Bindungselemente auf dem IGFBP-3 Gen wie NLS
(553), AP-2 (551) und p53 (554) zeigen, dass dieses Molekiil noch weitere Funktionen in sich
birgt. {532}
OB konnen die ersten sechs IGFBPs syntethisieren, wobei die Expression von der Zelllinie
abhéngt; drei aber scheinen fiir den OB eine besonders wichtige Rolle zu spielen. IGFBP-5
stimuliert Knochenformation, -4 hemmt diese Aktivitdt, -3 scheint in einer lokalen
Aktivierungsschlaufe involviert zu sein, in der systemische Hormone wie PTH und D3 die
Verfligbarkeit von IGF an Knochenzellen steuern (555). GH scheint die Expression von
IGFBP-3 in Knochenzellen stérker zu kontrollieren als die von IGF-1 (555). Gleiches gilt fiir
PTH, welches auch IGFBP-2 und 4 vermehrt freisetzt. Letztere verhindern die Degradation
von IGF-1, was auch fiir die Akkumulation von IGF bei mit PTH inkubierten Zellen sprechen
diirfte. Die Verteilung von IGF und IGFBP im Knochen ist unterschiedlich (556), was mit
unterschiedlicher Knochendichte verkniipft sein diirfte. Proteolytische Aktivitdt gegen IGFBP
findet man in Knochen und im Knorpel; die Enzyme gehdren wie oben erwidhnt
wahrscheinlich zur Gruppe der Serin- und/oder Metalloproteinase-Familie. Solche Enzyme,
die in der Lage sind, Proteoglykane und Coll zu degradieren, scheinen in der OA-Pathogenese
eine entscheidende Rolle zu spielen (557-559). {532}
Die Bedeutung der genannten Molekiile konnte nicht nur im Labor gezeigt werden; auch viele
klinische Fille, gekennzeichnet durch Zwergwuchs, Entziindungen und innere Fehlbildungen,
untermauern deren Bedeutung. Neben den oben erwéhnten Interaktionen auf molekularem
Level werden in Folge kurz zwei Kklinische Félle, welche mit Stérungen im
IGF/Rezeptor/IGFBP-Stoffwechsel assoziiert sind, angefiihrt.

Osteoathritis ist eine Erkrankung, welche subchondrale Knochen, Gelenksknorpel und

Synovialmembran betrifft. Der Knorpel wird degradiert und abgebaut, im Knochen kommt es
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zu hypertrophen Umbauvorgingen, begleitet von einer entziindlichen Reaktion der
Synovialmembran. Patienten weisen zudem neben einer allgemeinen Erhohung diverser
Zytokine auch erhohte Expressionswerte von IGF-1 auf (542,560,561); diese stammen von
CDZ, welche vermehrt IGF-1 produzieren (538,562,563). Die Serumwerte von IGF-1 aber
korrelieren nicht mit der Erkrankung, obwohl in Studien hédufig ein Zusammenhang angefiihrt
wurde. Diese gewebsspezifische Erhohung weist auf eine lokale Regulation hin. Damit
gewinnt ein primér systemisch sekretiertes Hormon erst durch lokale Modulation an
Bedeutung an der Physiologie und der Pathophysiologie im Knochen. CDZ von OA-Patienten
sind hyposensitiv gegeniiber Stimulation mit IGF-1 (539); dies konnte einen Regulationsloop
andeuten, oder aber auf erhohte IGFBP-Spiegel zuriickzufiihren sein, denn IGFBPs sind wie
oben erwihnt wichtige Biomodulatoren von IGF. Dadurch wiirden auch andere Zytokine wie
IL-1 und TNF-v zu dem hyporesponsiven Verhalten der pathologischen CDZ beitragen
(564-568) - denn einerseits stimulieren sie die Ausschiittung von IGF-1 durch diese Zellen,
andererseits aber auch die Bildung von IGFBP. IL stimmuliert zudem auch noch verschiedene
Proteasen, was ebenfalls zur Hyposensitivitit der CDZ gegeniiber IGF-1 beitragen konnte.
Damit sind diese Zytokine wichtige Faktoren in der Pathogenese der OA (557,569). IGF-2
findet sich ebenfalls im Gelenk; zwar sind die Werte von IGF-2 in der Synovialfliissigkeit
weitaus hoher als IGF-1, zwischen Gesunden und OA-Patienten besteht aber bei diesem
Molekiil kein Unterschied (542). Auch GH reguliert die Matrixsynthese mittels IGF-1,
allerdings durch Bindung an einen eigenen GH-Rezeptor (GH-R) (570-573). {532}

In der frithen Phase der OA kommt es zu Knorpelverdichtungen und -verdickung durch
vermehrte Proteoglykanablagerungen durch die CDZ (574-576), spiter folgt ein Verlust der
Knorpelmasse. Die urspriinglich neu abgelagerten Molekiile weisen Abweichungen in ihrer
Form auf (575). Dieser Abbau und Reparationsprozess hélt sich iiber viele Jahre die Waage.
Erst wenn der anabole Prozess durch die Degradation iiberholt wird, kommt es vermehrt zu
klinischen Phdnomenen, wobei dann hdufig entziindliche Prozesse an der Synovialmembran
dominieren. Auch Synovialfliissigkeit von Patienten mit rheumatoider Athritis (RA) weil3t
wie jene von OA-Patienten gegeniiber gesunden Probanden erhohte Werte von IGFBP-3 und
-4 auf (542,577,578). Die Werte von IGFBP-4 sind im entziindeten Gewebe weitaus hoher als
im Serum (578), was auf eine lokale physiologische Rolle hindeutet. OA-Patienten haben
erhohte Knochendichte; auch korrelieren die IGF-Werte positiv mit der Knochendichte (515),

zudem produzieren primdre OB von OA-Patienten im Vergleich zu normalen OB vermehrt
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IGF-1 (579). Die Verdickung des subchondralen Knochens konnte an der Progression der OA
beteiligt sein (580,581). Osteoporose, gekennzeichnet durch kortikalen und spongidsen
Knochenverlust, ist mit einer Verminderung von zirkulierenden IGF Werten und IGFBP-3
assoziiert (582). Vielleicht finden sich deswegen Osteoporose und OA nicht nebeneinander.
Der Zusammenhang von ECM-Liganden-Zellen wird hier deutlich, wo die Zellen nicht nur
von systemischen Faktoren moduliert werden, sondern auch von ihrem unmittelbaren Milieu.
{532}
Beide Hormone, GH und IGFs, stimulieren lineares Wachstum, wobei lange Zeit nicht klar
war, welcher der beiden Wachstumsfaktoren, den entscheidenden Einfluss ausiibt. Anhand
von klinischen Fillen und diversen Knockout-Mausemodellen kam man der Antwort néher.
{583}

Patienten mit Laron Syndrom (LS) sind nicht in der Lage, IGF-1 zu produzieren
(584). Der Defekt am GH-Rezeptor besteht aufgrund Deletionen und/oder Mutationen im
entsprechenden Gen (585,586), was zum Ausfall der Synthese von IGF und anderer Peptide
filhrt. GH ist aufgrund der Rezeptorresistenz im Serum erhoht. Der Typ [-IGF-Rezeptor wird
von fast allen Zellen wéhrend der Embryogenese exprimiert (587). Der Rezeptor ist ein
Heterotetramer, wobei zwei a-Ketten extrazelluldr liegen und diese keine transmembrandsen
Dominen aufweisen. Die zytoplasmatischen B-Dimere durchspannen die Zellmembran und
binden an die o-Subunits. Durch ligandinduzierte Aktivierung kommt es zur
Autophosphorylierung (588) - der aktivierte Rezeptor ist nun zur weiteren Phosphorylierung
durch andere tyrosinhaltige Substrate wie IRS-1, PI3, Raf, MAP, ... fahig (589). Der Rezeptor
bindet sowohl IGF-1, IGF-2 als auch Insulin. Im Gegensatz dazu weist der Typ II-IGFR
hohere Affinitdit zu IGF-2 auf; er besteht aus nur einer Peptidkette mit einer groflen
extrazelluliren-Domidne. Es wird angenommen, dass dieser Rezeptor hauptsidchlich die
Bioverfugbarkeit von IGF-2 reguliert (590). Neugeborene mit LS sind kleiner als gesunde
Babys, was auf eine intrauterine Wirkung des IGF-1 hindeutet (591). Das postnatale
Wachstum von Patienten mit LS ist langsamer, sie weisen Acromicria, Organomicria
inkludiert Genital, Hirn, Herz, Gonaden (592-595), verminderte Muskelmasse und briichige
Haare (596,597) auf. Beim Maiusemodel zeigt sich, dass IGF-1 oder IGF-1 Rezeptor
Knockout-Méuse um bis 45% kleiner sind als der Wildtyp. IGF-1R null Miuse sterben schon
wihrend der Geburt an Lungeninsuffizienz, welche auf vermindertem Wachstum des

Zwerchfells und der interkostalen Muskeln beruht (598). IGF-1 ist somit ein wichtiges
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Wachstumshormon, welches die Signale von GH iibermittelt. Obwohl bei beiden Modellen
erhohte GH-Werte zu finden sind, resultieren trotzdem diese Schiden; IGFs weisen somit
GH-unabhdngige Wirkung auf, diese wird aber bei bestimmten Zellen wie CDZ durch
Anwesenheit von GH optimiert. {583}

Die Interaktionen in diesem Regulationsnetzwerk, welche letztendlich das Wachstum
beeinflussen, werden auch noch durch andere Peptide moduliert. Dies beginnt schon zentral,
denn die GH-Sekretion wird nicht nur von GHRH und Somatostatin reguliert; auch andere
hypothalamische Peptide, GH-Sekretagogene genannt (599), arbeiten synergetisch mit GHRH

und hemmen Somatostatin. Eines dieser Sekratogene ist Ghrelin (600). {583}

4.2.5. TNF-Familie

Die TNF-Proteinfamilie spielt in der Knochenbiologie eine wichtige Rolle, viele Subtypen
dieser Molekiile lenken wichtige Schliisselschritte. Bei der Aktivierung der OC wurden einige
Punkte bereits kurz angesprochen, hier werden sie detaillierter dargelegt.

OB erkennen durch einen noch nicht genau bekannten Mechanismus Stellen der
Knochenresorption und migrieren an diese Stellen, wo sie dann beginnen, Osteoid
aufzubauen. Es wird angenommen, dass direkter Zell-Zellkontakt fiir die Aktivierung der
OC-Precurserzellen durch OB notwendig ist. Dies wurde durch verschiedene Versuche
gezeigt, die auch zur Entdeckung von neuen interagierenden Zytokinen fiihrten, welche zu der
TNF-Familie zdhlen und fiir die OC-Genese essentiell sind. {601}

OB/Stroma-Zellen expremieren den Liganden RANKL, der erkennende Rezeptor
RANK wird auf OC-Precursern exprimiert. Osteoprotegerin (OPG) ist ein Mitglied der
TNF-R-Familie (602-604); dieser Faktor ist auch unter den Namen FDCR-1 und OCIF
(605-606) bekannt. Das N-terminale Ende des Proteins weist signifikante Homologien zu der
TNF-R-Familie, speziell zu TNF-R2 und CD40, auf (602), wobei diesem Rezeptor im
Gegensatz zu anderen Mitgliedern der TNF-R-Familie die hydrophoben transmembranen
Regionen fehlen-ein Zeichen dafiir, dass dieses Molekiil sekretiert wird und demnach einen
"loslichen" Rezeptor darstellt (602,603,605,606). OPG wird als Monomer synthetisiert und
extrazellulir zu einem Disulfid- gebundenen Dimer konvertiert. Wéhrend der
Knochenentwicklung durchlauft die OPG-mRNA bei der Maus zwei Peaks an den Tagen 7
und 15. Tag 15 ist der Zeitpunkt, wo die Bildung der mesenchymalen Kondensationen

abgeschlossen ist. Die OPG-Expression ist wie oben erwéhnt, auch in Gefdlen zu finden. Die
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Produktion kann durch Gabe von BMP, IL-1, TNF, TGF-B und Ostrogen gesteigert werden
(607-610). Gehemmt wird sie durch PGE2, Gluccorticoide, D3 und PTH (611-615). Manche
dieser Effekte sind aber zelllinienabhdngig und werden eventuell in vivo nicht beobachtet.
Uberexpression von OPG fiihrt zu Osteopetrose, deren Ausmaf3 mit dem OPG-Plasmaspiegel
korreliert. Die bei Méusen beobachtete Splenomegalie diirfte mit der extramedulldren
Blutbildung zusammenhéingen. Die OPG-inhibitorische Aktivitét diirfte erst spit, so scheint
es, wihrend der OC-Differenzierung erfolgen. Ovariektomierte Méuse sind ein gutes Modell
fiir den postmenopausal assoziierten Knochenabbau, hervorgerufen durch erhohte
OC-Anzahl. OPG-Injektionen bei diesen Miusen reduziert den Knochenverlust, was auch bei
postmenopausalen Frauen beobachtet wurde, denen man OPG verabreichte (616). Auch
konnte es in vivo erfolgreich bei Méusen bei tumorinduzierter Osteolyse eingesetzt werden
(617); dabei scheint es sich auch positiv auf Schmerzen auszuwirken. OPG konnte bei einer
Vielzahl von Knochenerkrankungen, bei denen die Ursache erhohte OC-Aktivitét ist,
therapeutisch eingesetzt werden. OPG null Mause weisen Knochenverluste sowohl kortikaler
als auch trabekuldrer Natur auf, assoziiert mit einer erhdhten Frakturgefahr (618). Die Anzahl
der OC ist erhoht; ebenfalls findet man vermehrt OB, die aber mit dem gesteigerten Abbau
nicht mithalten konnen. Interessanterweise zeigen die Mause zwei Wochen nach der Geburt
auch atherosklerotische Lisionen (618). OPG scheint auch in die GefiBhomoostase involviert
zu sein und diirfte kalzifizierende GefdBzellen, auch Perizyten genannt, beeinflussen. Diese
Zellen sind eine kleine Subpopulation an der GefdBmembran und weisen bestimmte
Charakteristika von OB auf (619,620). Diese Daten belegen die Bedeutung von niedrig
konstitutiv sekretierten OPG-Level in vivo; in der Knochenhomdostase selbst ist die
Anwesenheit von OPG absolut notwendig. Um Knochenmasse aufrechtzuerhalten, bindet es
RANKL #hnlich wie Ostrogen und hemmt somit den RANKL-RANK-Pathway (621). {601}
TRAIL ist ein TNF-verwandter Ligand, welcher Apoptose bei Zellen mit
,death“~-Doménrezeptoren induziert (622,623). OPG bindet TRAIL und verhindert die
TRAIL-induzierte Apoptose (624). Andererseits wiederum hemmt TRAIL die Féhigkeit von
OPG, OC zu hemmen, ist aber selbst nicht in die OC-Genese involviert (624). {601}

RANKL ist ein Typ II-Transmembranprotein, welches auf aktivierten T-Zellen, frither als
TNF-related activation-induced cytokine (TRANCE) bezeichnet, exprimiert wird (625).
RANKL zeigt starke Homologien mit anderen TNF-Liganden wie TRAIL, CD40 und FAS.

Humanes RANKL besteht aus einer extrazelluliren transmembranGsen und einer
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N-terminalen  zytoplasmatischen =~ Doméne  (626-628).  RANKL  existiert  als
membrangebundene als auch als kurze 16sliche Form (627). Die 16sliche Form wird von der
Zelloberflache durch eine spezielle Metalloprotease, "Disintegrin TNF v convertase" (TACE)
genannt, geschnitten (629). Der Méuse-RANKL-Promotor beinhaltet Kortikoid, Vitamin D
und Cbfa-1-respondierende Elemente (630-632); Cbfal null Méuse weisen kein RANKL auf
(630), ein weiterer Hinweis auf die Koppelung der OB-bedingten Knochenformation und
OC-Resorption. In sich entwickelnden Knochen wird RANKL in frithen mesenchymalen
Zellen exprimiert, welche sich in unmittelbarer Néhe zur Knorpelanlage befinden, zudem
auch in hCDZ (627). RANKL-mRNA wird beim Erwachsenen in Periost und in der
Wachstumszone hoch exprimiert (627). Steady State Level von RANKL werden durch
Zugabe von PTH, D3, Dexamethason, IL1, IL11, Oncostatin M und PGE2 erhoht
(612,614,628,633-635), TGF-B hemmt die Expression (636). RANKL null Méuse weisen
Osteopetrose und fehlenden Zahndurchbruch auf; nur jene Knochen, die membrands
ossifizieren, sind nicht betroffen. Einen &hnlichen Phédnotyp beobachtet man bei
OPG-Uberexpression, der Zahndurchbruch ist dabei aber nicht betroffen. RANKL wird auch
im lymphatischen Gewebe exprimiert und spielt eine Rolle bei der Thymusentwicklung.
T-Zellen von mutanten Méusen zeigen eine verminderte Zytokinproduktion, IL-2, -4, -5, -6
und IFNJJ] betreffend; auch B-Zellen sind reduziert. Unerwarteterweise konnen RANKL null
Maiuse keine Lymphknoten entwickeln, die Peyersche Plaques sind verkleinert, die Milz ist
aber normal groB. Das war ein erster Hinweis darauf, dass ein einzelnes Protein fiir die
Organogenese erforderlich ist (637). Sowohl die losliche als auch die membrangebundene
Form von RANKL, welche von aktivierten T-Zellen produziert wird, ist in der Lage, OC zu
aktivieren (638). Dieses kann durch Zugabe von OPG gehemmt werden und rdumt aktivierten
T-Zellen eine Bedeutung in der Knochenformation ein. T-Zellen von ovarektomierten Mausen
produzieren mehr TNFv, was wiederum M-CSF erhoht und RANKL-induzierten
OC-Knochenabbau fordert (639). T-Zell-defiziente Méuse sind nicht in der Lage, OC-Zahl
und somit Knochenresorption zu erh6hen; somit werden T-Zellen fiir den 6strogenabhidngigen
Knochenverlust benotigt. Pharmakologisch-therapeutisch gesehen kdénnten
RANKL-Antikorper entwickelt werden, ohne das Immunsystem zu beeinflussen, um so
Knochenverlusten vorzubeugen. Dies wire natiirlich auch beim TE zur Erstellung einer
Matrix ein ersehntes Ziel. {601}

RANK (Rezeptor Aktivator von NF-#B) gehort zu einer Subfamilie von TNF-Rezeptoren
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wie TNFR1, CD40, CD95, CD27, .. . Humanes RANK-Protein besteht aus einer
extrazelluldren, einer transmembrandsen und einer zytoplasmatischen Domédne. Rank-mRNA
wird in OC, B-, T-Zellen und Dentritischen Zellen produziert. Auch wird es in Lunge, Herz,
Hirn, Skelett Muskel, Leber, Niere und Haut detektiert (626,640,641). Aufreguliert wird die
Expression durch IL-4, TGF-B auf T-Zellen (626). Auf den Knochenzellen wird
RANK-unabhéngig von den klassischen Hormonen wie PTH, D3 und TGF-8 exprimiert (642).
Durch Bindung von RANKL kommt es via TRAF (TNFR-assoziertes factor) zur Aktivierung
des Transkriptionsfaktors NF-#B und der Proteinkinase JNK (629,640,643,644). Losliches
RANK hemmt interessanterweise die OC-Formation (641). Transgene Méiuse mit einer
Uberexpression von RANK weisen einen osteopetrotischen Phinotyp mit Verminderung des
Markraums und der OC auf (640). Die Tatsache, dass 16sliches RANK die OC-Formation wie
OPG hemmt, konnte klinisch von Nutzen sein. Maiuse, welche aufgrund einer
Titanpartikel-induzierten Inflammation Knochenverluste erleiden, konnen durch Injektion von
RANK gestoppt werden. Hohe Werte von RANKL werden in den osteolytischen Herden
registriert (645). {601}

Bei der familiiren Expansilen Osteolyse (FEO), welche eine seltene autosomal
dominante Erbkrankheit mit Ahnlichkeiten zum Morbus Padget (646) darstellt, zeigen sich
Insertionsmutationen im RANK-Gen; diese Mutationen resultieren in einem erhdhten
NF-# B-mediierten Signaling (646). Demnach diirften Abweichungen im RANK-Signalweg
fir FEO, zum Teil auch fiir die Padget-Krankheit verantwortlich sein. Sechs Mitglieder von
TRAFs, zur zytoplasmatischen Zinc finger Adapter Protein-Familie zdhlend, sind bekannt.
TRAFs regulieren via NF-#B und JNK die Zellproliferation und die Apoptose (647). Die
zytoplasmatische Bindungsseite von RANK beinhaltet drei TRAF-Bindungsstellen (Traf
2,5,6) (643). TRAF6 null Mause weisen leichte Osteopetrose auf, dhnlich der bei
RANKL-defizienten Méiusen (648). Sie haben eine normale Anzahl von OC, diese aber
konnen keine Resorptionszone aufbauen (649); die Traf-6-Doméne ist zudem bei der
Aktivierung von NF-#B durch den RANK-Signalweg essentiell (650). Bisher wurde
beschrieben, dass T-Zellen die OC-Genese fordern und so den Knochenabbau begiinstigen;
sie sind aber auch in der Lage, die OC-Formation zu hemmen, denn IFNJJ] degradiert

TRAF-6 und flihrt somit zur verminderten Aktivierung von NF-# B und JNK (651). {601}

4.2.6. D3
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Die klassischen Targetzellen von 1 v 25(OH)2 Cholecalciferol sind Enterozyten, OB, renale
Tubuluszellen und parathyroidale Zellen. Calcitriol beschleunigt die Absorption von Ca*" und
Phosphat aus dem Darm, aus dem Glomerulumfiltrat in der Niere und, wenn nétig, wird Ca**
aus dem Knochen mobilisiert. Hohe Ca®-Werte und Calcitriol hemmen die Sekretion von
PTH. Calcitriol dient als Differenzierungsfaktor fiir viele verschiedene Zellen, unter anderem
auch bei klassischen Zielzellen. So ist Calcitriol in der Lage, das Wachstum gewisser
Tumoren durch Beeinflussung der Differenzierung zu verlangsamen (Melanom,
Colonkarzinom, Brustkarzinom). Die therapeutische Breite ist aber sehr gering, was den
klinischen Einsatz limitiert. D3-Aktivitit wird durch spezielle Rezeptoren ermdglicht (VDR),
welche den nukledren Transkriptionsfaktoren der Steroid-Thyroid-Familie angehdren. VDRs
finden sich in vielen Zellen, sie bilden Homodimere oder Heterodimere mit T3-Rezeptoren
oder 'retinoid acid"-Rezeptoren (RA-R); darauthin kommt es zur Regulation von
Targetgenen. Viele Effekte der Zelle werden unabhingig der Proteinsynthese induziert, laufen
daher schnell ab, da sie nicht genomisch sondern zum Beispiel durch die Aktivierung von
Ionenkandlen gesteuert werden. Das Zusammenspiel von TGF- und Calcitriol wurde beim
Wachstum von malignen und normalen Zellen wie auch bei der Beeinflussung von
Knochenzellen gezeigt. Beide konnen das Zellwachstum hemmen und verwenden dabei
gleiche zelluldre Ziele wie c-myc, p27kipl, ... . In manchen Zelllinien wird aufgrund der
Wirkung von Calcitriol TGF-B als Mediator vermutet, wobei die beiden Hormone auch bei
alleiniger Wirkung einen Wachstumsarrest aufweisen. Auch sind verschieden Loops
beschrieben. So setzen OC TGF-B von der ECM frei, welches wiederum OB zur
Knochenformation anregt. Dies geschieht {iber verschiedene Faktoren, unter anderem auch
mittels D3, was wiederum OC anregt. Viele OB-spezifische Proteine werden von Calcitriol
auf dem Transkriptionslevel reguliert. Die Wirkung von Calcitriol auf Knochenzellen ist von
threm Reifungsstadium abhdngig, was zu unterschiedlichen Angaben in der Literatur gefiihrt
hat. OC weisen zwar keine VDRs auf, trotzdem beeinflusst Calcitriol indirekt ihre
Differenzierung, indem es wie erwdhnt OB zur Sekretion von ECM-Komponenten anregt,
welche dann OC-Differenzierung und -Formation ermoglicht. Die in vitro-Effekte von TGF-83
auf OB-Linien sind unterschiedlich. Synergetische Effekte bei AP-Expression, Coll
[-Synthese und -mRNA sowie Fibronectin bei humanen OB-Linien (MG-63) und priméren
OB konnten gezeigt werden. In CDZ senkt Calcitriol TGF-B via postranslationalem

Mechanismus. Beide Hormone weisen viele gemeinsame Charakteristika auf und scheinen
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gemeinsame Effektoren in Zielzellen zu verwenden. {652}

4.2.7. Leptin

Die Biologie des Knochens wird wie schon zuvor erwdhnt, wahrscheinlich auch durch einen
zentralen Faktor reguliert; Leptin wire ein moglicher Kandidat dafiir.

Fettleibigkeit schiitzt vor Knochenmassenverlust (653), wihrend die Menopause
Knochenverlust begiinstigt. Somit besteht eventuell ein hormoneller Link zwischen
Knochenmasse, Reproduktion und Kdrpergewicht. Leptin wire eine mogliche Schaltstelle, es
induziert das Hungergefiihl, wird vom Adipozyten produziert und spielt auch im
Adipozyten-Signaling eine wichtige Rolle; Rezeptoren finden sich auch im Hypothalamus
(654). Nager und Menschen, welche im Leptin-Signaling Defekte aufweisen, sind massiv
tibergewichtig; zusitzlich beobachtet man eine Unterfunktion der Gonaden. Normalerweise
wire dies mit einer Verminderung der Knochenmasse assoziiert, jedoch weisen
iibergewichtige Menschen kaum Knochenabbau auf; Leptin- und/oder
Leptinrezeptordefiziente Mé&use haben interessanterweise eine zwei bis dreimal hohere
Knochenmasse (655). Leptin scheint die Knochenbildung durch direkte Wirkung auf den OB
und nicht auf seine Vorlauferzellen zu beeinflussen, wobei allerdings keine Leptinrezeptoren
auf dem OB zu finden sind.

Durch intrazerebrale Infusion von Leptin kommt es bei Leptin null Méausen zur
Normalisierung des Phianotyps. Da kein Leptin im Serum zirkuliert, scheinen die Effekte iiber
Mediatoren vermittelt zu werden, zudem weisen OB von Leptin null Méusen die gleiche
Aktivitit wie Wildtypméiuse auf (655). Bei der Wildtypmaus kommt es bei
Leptinverabreichung zu einer Verminderung der Knochenmasse. Bei Ratten konnten dhnliche
Effekte beobachtet werden - es handelt sich also nicht um ein isoliertes Mausphédnomen.
Zudem leiden Patienten mit Lipodystrophie hdufig an Osteosklerose und vermehrtem
Knochenwachstum (656).

Die zentrale Kontrolle der Knochenhomoostase wird durch weitere humane Defekte von
Rezeptoren im ZNS, zum Beispiel einer Inaktivierungsmutation im Melanocortinrezeptor 4
untermauert. Es handelt sich um einen hypothalamischen Rezeptor fiir Melanocortin;
Patienten mit dieser Storung sind ebenfalls iibergewichtig und haben eine erhohte
Knochenmasse (657). {270}

Es wird deutlich, dass es sich um komplexe Regulationsmechanismen handelt, deren
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Verstindnis fiir ein TE-Konzept unumgénglich ist.

S. Abschluss

TE ist eine Disziplin, die koordinierte Zusammenarbeit von vielen einzelnen Gruppen
erfordern wiirde. Viele Bereiche, welche bereits etabliert sind, konnten durch quervernetzten
der Ressourcen besser ausgebaut werden. Leider ist in Osterreich die Etablierung solcher
"Teams" sehr schwierig. Ich mdchte zuerst einen Teil der Diskussion verwenden, wieso es
meiner Meinung nach zu dieser Entwicklung, gekommen ist.
Einmal sind Wissenschaftler, welche es schaffen immer wieder in Top Journalen zu
publizieren in Osterreich sehr diinn gesit. Die Ursachen hierfiir liegen hauptsichlich in der
Unattraktivitit dieses Landes als Forschungszentrum; dies hdngt wiederum mit der
Geldvergabe zusammen. Forscher sind meistens kaum interessiert mit Medizinern
zusammenzuarbeiten, die Ursachen sind sehr vielfaltig.
Wir begehen hiufig den Fehler auf eigene Faust wissenschaftliche Grundlagenprojekte zu
starten und vergessen dabei hidufig unser eigentliches Potential in Kooperationen
einzubringen, ndmlich die klinische Erfahrung und Wissen. Zudem werden junge Arzte
getrieben wissenschaftlich zu arbeiten, obwohl sie keine Wissenschaftler sind; natiirlich ist es
wichtig ein Verstindnis fiir das wissenschaftliche Denken zu entwickeln, jedoch sollte dies
auf freiwilliger Basis erfolgen, genauso sollten Naturwissenschaftler einen Einblick in den
medizinischen Alltag bekommen; nur so kann eine Kooperation erfolgreich gestartet werden.
Sobald die Wissenschaft mit materiellen Anreizen kombiniert ist, lduft sie immer Gefahr in
eine Scheinwissenschaft abzugleiten; dessen ungeachtet muss man natiirlich von etwas leben,
ein Ausweg aus diesem Dilemma konnte die absolute Gleichstellung des klinischen
Betétigungsfeldes mit dem wissenschaftlichen Arbeiten sein. Man konnte sich dann frei
entscheiden, vor allem wiirde das klinische Wissen wieder mehr an Bedeutung gewinnen.
Gleichzeitig wiirde man der Entwicklung Einhalt gebieten, dass man Arzte ausbildet, die
schlechte Wissenschaftler und zudem auch noch schlechte Kliniker sind.

TE ist meiner Meinung nach ein sehr potenter therapeutischer Bereich, der jedoch
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auch Fragen aufwirft, auf die ich im Folgenden eingehen mdchte. Ich glaube die Medizin 14uft
mit diesem Gebiet weiter Gefahr in einen rein therapeutischen Dienstleistungssektor
abzurutschen. Prophylaxe, Aufklirung und Krankheitsvermeidung ist in den westlichen
Landern, trotz guter Mdglichkeiten, sehr klein geschrieben. Dritte Welt Lander sind aus der
Diskussion bewusst ausgenommen, denn auch wenn sie die Kenntnisse héitten/haben, mangelt
es an der moglichen Umsetzung, aufgrund des Mangels an einfachsten Mittel; auch diese
Entwicklung sollte iiberdacht werden - ist es nicht sinnvoller in Bezug auf zukiinftige
Konfliktvermeidung, zuerst einen bestehenden Niveauunterschied auszugleichen und erst
dann weiter an der Entwicklung des Medizinsektors forscht ?.

Die Zunahme, einer mit enormen Kosten verbundenen High-Tech Medizin, wie TE es
erfordert, birgt Gefahren. Einmal die Ausbildung einer Zwei-Klassen-Gesellschaft, jene die
sich die "bessere" Medizin leisten kdnnen und andere die auf der Strecke bleiben. Das "auf
der Strecke bleiben" kann verschiedene Entwicklungen annehmen, eine der grauenhaftesten
Vorstellungen wiren kaufbare Ersatzteillager, wo Betroffene durch den Verkauf eigener
Biomasse grofleres Unheil von sich abwenden, indem vorher Unleistbares durch den Verkauf
kurzfristig leistbar wird. Die zweite darauf folgende mogliche Entwicklung, die mir
problematisch erscheint ist, dass wir dann Gefahr laufen nachlidssiger mit unserem Korper
umzugehen. Jetzt schon ist der Umgang bei vielen Menschen mit dem eigenen Korper sehr
sorglos, trotz Aufklarungen und Sanktionen. Was fiir eine Entwicklung wére zu erwarten,
wenn jeder wiisste: "Ist es kaputt, kann ich es mir wieder ersetzen lassen". Dies hétte nicht nur
Folgen in Bezug auf den Umgang mit leiblicher Materie, ich glaube es kime auch zu einem
Wandel im Denken; damit verbunden auch eine Wandlung im soziokulturellen Leben. Die
folgenden politischen und gesellschaftlichen Verdnderungen sind schwer vorauszusagen, der
Umgang mit der Natur und anderen Lebewesen wiirden sich aber meiner Meinung nach
negativ auswirken. Wir leben jetzt in einer Wegwerfgesellschaft - dann auch in Bezug auf
biologische Materie.

Nicht zu vergessen ist auch, dass soziookonomische Probleme der "alternden Gesellschaft".
Schon jetzt werden die Menschen immer &lter, durch diverse Maflnahmen kann das Leben
Einzelner noch weiter zum Teil erheblich verldngert werden; auch dies wirkt sich natiirlich
auf unsere Gesellschaft aus. Es Bedarf also noch vieler Uberlegungen und Diskussionen bei
der Etablierung und Ausiibung dieser Disziplin.

Die Entwicklung bei TE zeigt auch positive Aspekte auf, man geht z.B. immer mehr
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von synthetischen Losungen ab, und wendet sich vermehrt der Biomimetic zu. Man erkennt,
dass man die Evolution, eine mathematisch funktionierenden Auslese, die Jahrmillionen
andauerte, nicht mit dem menschlichen Verstand iiberholen kann. Meiner Meinung nach steht
das Verstindnis der ablaufenden Prozesse, die bereits erfolgreich durch das Sein der Natur
etabliert wurden im Vordergrund. Diese Prozesse zu imitieren, eventuell gewisse Schritte zu
beschleunigen, sind meiner Meinung nach der einzige wirklich erfolgversprechende Schritt im
Kampf gegen Erkrankungen. Das Aufdecken der grundlegenden Verldufe hat zudem einen
weiteren Vorteil, statt der Suche nach neuen Wegen; es ermoglicht eine Vermeidungshaltung
gegeniiber Faktoren, welche das System gefdhrden - man wére somit automatisch wieder
vermehrt in der Prophylaxe, die auch eine zunehmende Auseinandersetzung mit dem Sein mit

sich bringt und eine Gegenbewegung zu der "Potato-Couch-Gesellschaft" darstellt.
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6. Verwendete AbKiirzungen

aa
AP
BMP
BP
BSP
Cbfa
CC
CDMPs
CDZ
Chd
CNP
Coll
D3
Dhh
dpp
ECM
EGF
ER
ES

FB
FEO
FGF
FGFR
FN
fra-1
Gag
GDF
GH
GP
GPCR
hCDZ
IGF
Thh

IL

LS
LTBP
M-CSF
MH
MMP9
MS
NF«B
NOS
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Aminosduren

Alkalische Phosphatase

Bone Morphogenetic Protein
Biphosphonate

Bone Sialo Protein

Core binding factor

Chondroklast

cartilage derived morphogenetic proteins
Chondrozyt(en)

Chordin

C-Typ natriuretische Peptid
Kollagen

Vitamin D3

Desert Hedgehog

decapentaplegic

Extrazellulire Matrix

Epidermal growth Factor
Ostrogenrezeptor(en)

embryonale Stammzellen
Fibroblast

familidren Expansile Osteolyse
Fibroblast Growth Factor
Fibroblast Growth Factor Rezeptor
Fibronectin

Fos related antigen
Glykosaminoglykane

Growth Differentiation Factor
Growth Hormone

Glykoproteine

G-Protein gekoppelten Rezeptoren
hypertrophen Chondrozyten
Insulin like Growth Factor

Indian Hedgehog

Interleukin

Laron Syndrom

latent TGF-B binding proteins
Macrophag Colonie Stimmulating Factor
N-terminale Mad Homologe Doméne
Metalo Proteinase 9
mesenchymale Stammzellen
nuclear Factor kappa B
Stickstoffmonoxidsynthease



OA
OB

Oc

oC
OCBoxI
oG
Op
ORG
OSE
Osx
ozY
PCL
PDMS
PDS
PDYN
PENK
PGA
phCDZ
PLA
PLGA
PLLA
pOB
POMC
PPR
Ptcl
PTH
PTHrP
RA
RANKL
SAM
SCW
SERM
Shh
sog

SZ
TBP
TE
TGEF-
TIP39
TId
TNF
tsg

TR
TBS
VEGF
Xol
uFP
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Osteoathritis

Osteoblast(en)

Osteocalcin

Osteoklast(en)

Osteocalcin Box |
Osteocalcingen

Osteopontin

Osteocalcin verwandte Gen
Osteoblast spezifisches Element
Osterix

Osteozyt(en)
Poly(e-caprolactone)
Poly(dimethylsiloxane)
Polydioxanone

Prodynorphin

Proenkephalin

Poly(glycolic acid)
prehypertropher Chondrozyt
Poly(lactic acid)
Poly(lactic-co-glycolic acid) copolymers
Poly(L-lactic acid)

pra Osteoblast(en)
Proopiomelanocortin
PTH/PTHrP-Rezeptor
Patched-1

Parathyroidales Hormon
Parathyroidales Hormon verwandtes Protein
rheumathoide Athritis

Rank Ligand

Self Assembled Monolayers
screw

Ostrogen Rezeptor Modulatoren
Sonic Hedgehog

short gastrulation

Stammzellen
TGF-B-binding-protein

Tissue Engineering
Transforming growth factor #¢
bovine tubero-infundibulire peptide von 39aa
Tolloid

Tumor necrosis factor

Twisted Gastrulation

TGF-f3 Rezeptoren

TGF-B Superfamilie

vaskuldren endothialen Wachstumsfaktors
Xolloid

Microfluid Patterning
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