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1 Einleitung

1 Einleitung

Pro Jahr wird durchschnittlich 10% des menschlichen Skeletts umgebaut [1].
Voraussetzung dafir ist das intakte Zusammenspiel zwischen Aufbau, Umbau
und Abbau von Knochen. Wichtig sind diese Vorgange um die immer wieder
neue Anpassung des Knochengewebes an die auf den Knochen wirkenden
Krafte zu gewdahrleisten, um beschadigten Knochen zu reparieren und altes
Gewebe zu ersetzen [2]. Sind die dafur verantwortlichen Mechanismen und
Signalwege gestort, kann es zu einem Verlust der Knochenmasse, sowie zu
einer gestorten Frakturheilung kommen. Mdogliche weitere Folgen sind
Osteoporose und weitere metabolische Knochenerkrankungen [3]. Die
Auswirkungen fur den Patienten sind dann vor allem Einschrankungen in der
Mobilitat und ein Verlust an Lebensqualitat.

Um diesen Folgen und den dadurch verursachten immer weiter steigenden
finanziellen Belastungen unsers Gesundheitssystems [4] entgegenzuwirken, ist
es essentiell die Mechanismen auf molekularer Ebene des
Knochenstoffwechsels zu verstehen. Trotz ihrer Bedeutung sind diese aber
bisher weitgehend noch unverstanden. Aktuell wird vermutet, dass fur
Knochenumbau und Frakturheilung das Zusammenspiel zwischen den
Wachstumsfaktoren Transforming Growth Factor beta 1-3 (TGF-Bi3) und
ausgewahlten Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) eine entscheidende Rolle
spielt [5]. TGF-B1 blockiert die Signalweiterleitung von BMP2 und -7 in
Osteoblasten, welche aber durch  chemische Inhibierung  von
Histondeacetylasen (HDACs) wieder hergestellt werden kann. Weiter ist
bekannt, dass durch TGF-B; die Aktivitait von HDACs gesteigert wird [3].
Aufbauend auf diesen Erkenntnissen wird in dieser Arbeit der Einfluss von TGF-
B1 in primaren humanen Osteoblasten bezlglich der Expression von HDACs
untersucht und bildet so einen Beitrag auf dem Weg, den

Knochenmetabolismus zu verstehen.
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1.1 Knochengewebe

Der menschliche Knochen besteht aus verschiedenen Zelltypen, organischer
(z.B. Kollagen) und anorganischer (mineralisierter) Matrix. Er ist keine statische
Masse, sondern befindet sich in stdndigem Aufbau, Umbau und Abbau. Dieser
standige Erneuerungsprozess wird als Remodelling bezeichnet und ist
mitverantwortlich fiir die Funktionen des Knochengewebes [1].

Die wichtigsten Aufgaben des Knochens sind die Stutzfunktion des Korpers, der
Schutz der Organe vor auf3eren Verletzungen, die Regulation des Kalzium-,
Phosphat- und Saure-Basen-Haushaltes, sowie die Speicherung wichtiger
Elektrolyte wie Magnesium- oder Kaliumionen [6, 7]. Vor allem die Festigkeit
und Robustheit von Knochen sind auf die Zusammensetzung der
extrazellularen Knochenmatrix zurtickzufihren. Osteoblasten bauen hierfir eine
unmineralisierte Matrix auf und sezernieren Proteine wie die Alkalische
Phosphatase (AP), durch welche es dann zur Bildung der mineralisierten
Knochenmatrix kommt [1]. Diese besteht zu 30% aus organischem Material
(v.a. Kollagenfasern), zu 45% aus anorganischem Material (v.a. Hydroxylapatit-
Kristallen) und zu 25% aus Wasser [6]. Zur Knochenbildung stehen dem Kérper
zwei Wege zur Verfugung. Die desmale (direkte) Ossifikation wandelt
mesenchymale Stammzellen direkt in knochenbildende Osteoblasten um [8].
Die enchondrale (indirekte) Ossifikation baut Knochengewebe aus einer davor
gebildeten Knorpelmatrize auf [9].

Die den Knochen aufbauenden Osteoblasten und die fir den Knochenabbau
zustandigen  Osteoklasten zahlen zu den wichtigsten Zellen im
Knochengewebe. Im erwachsenen Skelett befindet sich die Mehrzahl der
Osteoblasten im Ruhezustand, die Zellen werden dann als Lining Cells
bezeichnet. Zu den knochenspezifischen Zellen zahlen weiter die Osteozyten,
welche als endstandig differenzierte, von Knochenmatrix umbaute Osteoblasten
angesehen werden [6].

Osteoklasten sind grol3e vielkernige Zellen, die das Knochengewebe ab- und
umbauen. Sie entwickeln sich aus hamatopoetischen Stammzellen des
Knochenmarks [10]. Wichtige Signale der Osteoklastogenese werden durch die

Interaktion mit Osteoblasten oder Stromazellen sowie Uber die Faktoren
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Receptor Activator of NF-kB Ligand (RANKL) oder Colony stimulating factor 1
(CSF-1) vermittelt [11].

In der vorliegenden Arbeit wurden molekulare Vorgédnge in Osteoblasten
untersucht. Diese Zellen sind epithelartig angeordnete aktiv sezernierende
Zellen, welche Uber kurze Fortsatze miteinander in Verbindung stehen. Sie
entwickeln sich unter dem Einfluss von Wachstumsfaktoren aus
mesenchymalen Stammzellen [6]. Gesteuert wird die Differenzierung der
Osteoblasten durch Mitglieder der TGF-B Familie, Uber die Aktivierung
osteogener Transkriptionsfaktoren, wie Runt-related transcription factor 2
(Runx2) und den osteoblasten spezifischen Transkriptionsfaktor Osterix [12,
13]. Weiter wird der Prozess Uber die Wnt-Signalkaskade und Fibroblasten-
Wachstumsfaktoren beeinflusst [8]. Osteoblasten produzieren u.a. Kollagen 1
als Grundsubstanz der extrazellularen Matrix, Osteocalcin, Osteopontin,
RANKL und Wachstumsfaktoren wie BMPs und TGF-B. An der Zellmembran
von Osteoblasten befinden sich neben Rezeptoren fir Hormone, Zytokine,
Vitamine und Glukokortikoide vor allem eine grofe Anzahl an hoch affinen
TGF-B Rezeptoren. Dies zeigt, dass der in dieser Arbeit verwendete

Wachstumsfaktor TGF-B; in Osteoblasten einen wichtigen Regulator darstellt

[5].

1.2 Frakturheilung

Ein intakter Knochenmetabolismus ist entscheidend fur die Stabilitat und
Regenerationsfahigkeit unserer Knochen. Im Falle einer Fraktur kommt es im
Rahmen der primaren Frakturheilung bei guter Adaptation der Bruchrénder
(meist mittels operativer Osteosynthese) zu einer direkten Kontaktheilung der
beteiligten Knochenfragmente. Im Rahmen der sekundéaren Frakturheilung
bildet sich zuerst als Uberbriickung des Defekts das sogenannte Kallusgewebe
aus Binde- und Knorpelgewebe, welches spater wieder in Knochen umgebaut
wird [14]. Meist heilt Knochen durch eine Kombination dieser beiden
Mdoglichkeiten. Reguliert werden die Vorgange durch entziindungsférdernde

Zytokine, Mitglieder der TGF-B Familie und Faktoren der Angiogenese [15]. So
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entstehen aufgrund der hohen osséren Regenerationsfahigkeit keine Narben
und somit kein Funktionsverlust [9].

Im klinischen Alltag kommt es allerdings bei den herkémmlichen Verfahren der
Therapie von ossaren Frakturen (Reposition mit Ruhigstellung oder
Osteosynthesen) haufig zu einer verzdgerten oder gar zu einer ausbleibenden
Frakturheilung. In den USA liegt dies bei jahrlich 5-10% aller Frakturen vor [4].
Besonders die Heilung von Knochen multimorbider Patienten stellt trotz stetiger
Therapieverbesserungen immer noch eine grof3e Herausforderung in der
Unfallchirurgie und Orthopadie dar. Ziel ist es nun die Vorgédnge des
Heilungsprozesses auf zellularer und molekularer Ebene moglichst genau zu
verstehen, um bessere Therapien bei Risikopatientengruppen etablieren zu
konnen. Risikopatienten fur verzogerte Frakturheilung konnten durch den
Nachweis niedrigerer TGF-B1 Serumkonzentrationen (pradiktiver Marker)
bereits vier Wochen nach Frakturereignis ermittelt werden [16, 17]. Aktuell
bildet die autologe Knochentransplantation den Goldstandard der
Knochenregeneration und Frakturheilung. Weitere Konzepte sind autologe
Spongiosatbertragung, die Allotransplantation und der klinische Einsatz von
Osteoprogenitorzellen [18]. Erste positive Ergebnisse, eine ausbleibende
Konsolidierung nach Fraktur mittels Substitution von Wachstumsfaktoren zu
verhindern, zeigte auch der klinische Einsatz der Wachstumsfaktoren BMP2
und BMP7 [17-19]. Aufgrund hoher Kosten, Sicherheitsrisiken und maRiger
Erfolgsraten ist aber aktuell das hierfiir verwendete rhBMP7 (Eptotermin alfa)
nicht mehr auf dem Markt erhaltlich, rhBMP2 (Dibotermin alfa) darf aktuell auch
nur noch sehr restriktiv eingesetzt werden [20-24]. Es wird vermutet, dass
erhohte TGF-B; Serumspiegel durch Eingreifen in den BMP Signalweg flr die
geringe Ansprechrate dieser Therapie mit verantwortlich sind [3]. Diskutiert wird
aktuell als Alternative eine mdgliche Verwendung von rhBMP9 [25]. BMPs
gehoéren zu der TGF-B-Familie (siehe 1.3), welche auch das Zytokin TGF-B;
beinhaltet. Der Nachweis, dass TGF-B; den Signalweg der BMPs blockiert,
andererseits aber die Aktivitat von HDACs (siehe 1.4) fordert [3], lasst hier

neben der Verwendung von rhBMPs eine weitere interessante Interaktion im
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Rahmen der Knochenhomoostase vermuten. Es kdnnte sich damit eine neue

therapeutische Mdglichkeit bieten in die Frakturheilung einzugreifen.

1.3 Die Transforming Growth Factor B (TGF-B) Familie

Die TGF-B-Familie beinhaltet eine heterogene Gruppe von strukturell
verwandten ubiquitar vorkommenden Wachstumsfaktoren, die bei der
Regulation vieler zellularer Prozesse beteiligt sind. Dieser Gruppe an
Wachstumsfaktoren zugehorig sind TGF-B (unterteilt in TGF-B1, -B2, und -B3),
BMPs (Gruppe 1: BMP2 und -4, Gruppe 2: BMP5, -6, -7, -8a und -8b, Gruppe 3:
BMP-9 und -10, Gruppe 4: BMP-3, -3b, -11, -12, -13 -14, -15 und -16), Aktivin,
Inhibin  und das Anti-Miller-Hormon [10, 26]. Sie haben wu.a. wichtige
regulatorische Funktionen in der Embryogenese, der Wundheilung, der
Angiogenese und bei Entziindungsreaktionen [27].

Im Knochen haben Reprasentanten der TGFB-Familie wichtige Funktionen im
Verlauf der skelettalen Entwicklung, der Frakturheilung und der
Knochenregeneration inne [28]. Es wird davon ausgegangen, dass vor allem
das Zusammenspiel von TGF-B; und BMPs auf zellularer Ebene eine zentrale
Rolle im Knochenmetabolismus und der Frakturheilung einnimmt. TGF-B; ist
hier wichtig bei der Proliferation und frihen Differenzierungsphase von
Osteoblasten, die BMPs — vor allem BMP2 und BMP7 — zur weiteren
Zelldifferenzierung [3, 29]. Ist die Regulation der BMPs gestort, kann es zu
ossaren Deformationen, Karzinomen und kardiovaskuldren oder autoimmunen

Erkrankungen kommen [30].

1.3.1 Zellulare Signaltransduktion

Auf zellularer Ebene erfolgt die Signaltransduktion von TGF- und den BMPs
Uber zwei Serin/Threonin-Kinase Rezeptoren, den Typ-I- und Typ-ll-Rezeptor.
Derzeit sind sieben Typ-I-Rezeptoren, die auch Activin like Rezeptor Kinase
Alk1-7 genannt werden, sowie funf Typ-ll-Rezeptoren bekannt [5, 31]. Die
Rezeptoraffinitat ist vom jeweiligen BMP/TGF-B abhangig, so dass TGF- und

BMPs jeweils an verschiedene Typ-lI-Rezeptoren binden. Nach
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Ligandenbindung wird der Typ-I-Rezeptor durch den zugehorigen Typ-II-
Rezeptor phosphoryliert. Darauf aktiviert (phosphoryliert) nun der Typ-I-
Rezeptor Transkriptionsfaktoren im Zytoplasma. Diese Transkriptionsfaktoren
werden als Smads bezeichnet. Sie haben verschiedene Funktionen inne. Die
aktivierten rezeptor-regulierten Smads (Smad1, -2, -3, -5 und -8) kénnen u.a. an
Co-Smad/Smad4 gebunden in den Zellkern wandern und dort in die Regulation
der Genexpression eingreifen [32-34]. Hemmend auf den TGF- bzw. BMP
Signalweg wirken die inhibierenden Smads Smad6 und Smad7 [27]. In
Tabelle 1 sind Beispiele der aktuell bekannten dem jeweiligen Liganden (TGF-3
bzw. BMP) zugehdrigen Rezeptoren und Transkriptionsfaktoren in Osteoblasten
aufgelistet [35].

Tabelle 1: Beispiele der jeweiligen Signaltransduktion von TGF-By/23 bzw. BMPs [35]

Ligand Typ-I-Rezeptor | Typ-ll-Rezeptor | Smads
TGF-Byzz | TBR-I TRR-II Smad2/3
Alk1 Smad1/5/8
BMP2/4 BMPRIa BMPRII Smad1/5/8
BMPRIb ActRIIA
ActRIIB
BMP5/6/7/8 | Alk2 ActRIIA Smad1/5/8
BMPRIa ActRIIB
BMPRIb BMPRII
BMP9/10 Alk1 BMPRII Smad1/5/8
ActRIIB
ActRIIA

Weitere Mdglichkeiten der TGF-B Signaltransduktion sind mittels Smad-
unabhéngig aktivierten Proteinkinasen oder auch aus einer Kombination beider

Wege mdglich [10].

1.3.2 Transforming Growth Factor 8,

TGF-B; ist ein ubiquitar vorkommender Wachstumsfaktor, welcher eine wichtige

Rolle in Proliferation, Differenzierung und Uberleben vieler Zelltypen spielt [10].
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Er ist mit einer Konzentration von 200 mg/kg vor allem im Knochen zu finden,
wo er einer der wichtigsten Faktoren zu Aufrechterhaltung des Gleichgewichts
zwischen Knochenresorption und Knochenbildung ist [10, 36].

TGF-B1 wird von Osteoblasten sowie von Osteoklasten sezerniert und liegt als
inaktive Form in der Knochenmatrix vor. Einer der verschiedenen
Aktivierungswege ist die Aktivierung in saurem Milieu, wie es in
Knochenresorptionszonen vorkommt [5, 33, 36].

1998 zeigten Geiser et al. [37] in TGF-B; Knockout-Mausen Verluste der
Tibialange, der elastischen Eigenschaften und im Mineralgehalt des Knochens.
Allerdings zeigen andere Tierversuche auch eine negative Auswirkung durch
TGF-B, auf den Knochen [38, 39]. In vitro liel3en sich jedoch wieder positive
Effekte von TGF-B; auf den Knochen nachweisen: TGF-B; rekrutiert
Osteoblastenvorlauferzellen und stimuliert auch deren Proliferation in der frithen
Phase [33]. Ebenfalls wird die Expression von typischen osteoblastaren
Markern wie Kollagen Typ I, Osteopontin und Matrixmetalloproteinasen von
TGF-B; gefordert [40]. So ist es nicht verwunderlich, dass die systemische oder
topische Applikation von TGF-B1 zu einer Verbesserung der Knochenheilung in
vivo fuhrt [41, 42]. Hierbei spielt allerdings die Konzentration an TGF-B; eine
wichtige Rolle, Lind et al. [43] zeigten hierzu 1998 in einem Hundemodell, dass
nur bei niedrigen TGF-B; Konzentrationen eine Verbesserung der
Knochenbildung um ein Implantat eintritt. Dass die Konzentration an TGF-f;
auch beim Menschen fir die Knochenheilung ein ausschlaggebender Faktor ist,
zeigten Moghaddam et al. [14] und Zimmermann et al. [37]. In der Frihphase
der physiologischen Frakturheilung in Patienten waren erhohte TGF-3;
Serumlevel nachzuweisen, war aber die Frakturheilung verzdogert, zeigten sich
signifikant niedrigere Werte. Weiter ist bei Erkrankungen, welche mit chronisch
erhohten TGF-B;-Serumspiegeln einhergehen wie sie bei Patienten mit
Leberfibrose, -zirrhose oder chronischem Nierenversagen vorkommen [44, 45],
eine Assoziation mit einem Verlust der Knochenmasse wie bei der hepatischen
oder renalen Osteodystrophie zu diskutieren [5, 46, 47].

Auf zellularer Ebene zeigten Janssens et al. [10], dass durch TGF-B; spatere

Proliferationsphasen der Osteoblasten und die Mineralisierung der
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Knochenmatrix blockiert werden. Ehnert et al. zeigten 2010 [5], dass TGF-B1 in
vitro sowohl dosis- als auch zeitabhangig die Proliferation primarer humaner
Osteoblasten fordert, aber gleichzeitig die AP-Aktivitdt und die Produktion von
mineralisierter Matrix zurtickgehen. Nach einer 8-tdgigen Stimulation von
Osteoblasten mit TGF-B1 verschiebt sich die Expression von Genen der
Osteoblastenreifung  zugunsten der Expression von Genen der
Osteoklastenrekrutierung. Weiter konnte die Gruppe 2012 zeigen [3], dass
schon eine kleine Menge an TGF-B; die Signaltransduktion von BMP2 und
BMP7 in Osteoblasten blockiert und so deren weitere Differenzierung inhibiert.
Als moglicher Mechanismus wird angenommen, dass das durch TGF-B;
induzierte Ski-related novel protein N (ein negatives Regulatorprotein des TGF-
B Signalweges [48]) die Aktivitdit der HDACs fordert. Dadurch kénnte durch
Histonveranderungen die Expression der Faktoren des BMP-Signalwegs
reduziert werden, der so zum Erliegen kommt. Unterstitzt wird diese Theorie
durch das Wiederherstellen des BMP Signalwegs mittels dem Einsatz des
Histondeacetylase-Inhibitors (HDACI) Valproinsaure in mit TGF-B; stimulierten
Zellen [3]. So also muss die HDAC Aktivitdt eine bedeutende Rolle in dem
komplexen Prozess der Osteoblastendifferenzierung innehaben.

Dies hat uns zu der Fragestellung gefuhrt, ob TGF-B; Veranderungen in der
Genexpression von HDACs in primaren humanen Osteoblasten hervorruft und
welche der HDAC Isoformen daran beteiligt sind. Die vorliegende Arbeit

versucht dieser Fragestellung gerecht zu werden.

1.4 Histondeacetylasen

HDACSs sind intrazellulare Enzyme, welche an einer Vielzahl von zellularen und
mitochondrialen Prozessen einschlie3lich Transkription, DNA Reparatur und
Veranderung der Histonstrukturen sowie epigenetischen Veranderungen
beteiligt sind [8, 49]. Sie katalysieren das reversible Entfernen von
Acetylgruppen aus den Lysinresten von Histonen. Dies fuhrt zu einer
Kondensation des Chromatins. Als Folge davon kdénnen sequenzspezifische
Aktivatoren nicht an ihre Gensequenzen binden und es resultiert eine

Hemmung der Transkription und Verminderung der Genexpression [50, 51]
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(siehe Abbildung 1). Im Gegensatz dazu fuhrt eine Acetylierung von Histonen
zu einer Auflockerung ihrer Struktur und so zu einem einfacheren Zugang der
Transkriptionsfaktoren an ihre DNA Zielsequenzen. Dieser Vorgang ist meist
mit Histonacetyltransferasen (HATS) verknipft [52].

gehemmtes Chromatin aktives Chromatin

Abbildung 1: Effekt der Histondeacetylasen (HDACs) auf die Struktur der Histone
Modifiziert aus: Bolden, J.E., M.J. Peart, and R.W. Johnstone, Anticancer activities of histone
deacetylase inhibitors. Nat Rev Drug Discov, 2006. 5(9): p. 769-84 ([49]).

1.4.1 Einteilung

Beim Menschen sind aktuell 18 HDAC Isoformen bekannt und sind
entsprechend ihrer Homologie zu Hefemolekllen, ihrer Lokalisation und
enzymatischen Aktivitat in vier Gruppen eingeteilt [53] (siehe Abbildung 2).

Die Klasse | beinhaltet HDAC1, 2, 3 und 8. Sie ist homolog zu dem Hefeprotein
Rpd3, befindet sich bevorzugt im Nukleus und wird ubiquitar exprimiert [54]. Die
Klasse Il wird in Klasse lla (HDAC4, 5, 7 und 9) und llb (HDAC6 und 10)
unterteilt, gleicht in Teilen dem Hefeprotein Hdal und kann zwischen Nukleus
und Zytoplasma wandern [54]. HDAC6 wund 10 besitzen zwei
Deacetylierungsdomanen und befinden sich im Zytoplasma [49]. HDACG6 besitzt
zusatzlich eine a-Tubulin Deacetylasedoméane [55]. HDAC11 ist der einzige
Repréasentant der Klasse IV und ahnelt den katalytischen Regionen von Klasse
| und Il [56].
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Class | Hdacs Class lll Hdacs
Hdact [] | PP ) Sirt1 I B )
Hdac2 ] | PP ) Sirt2 N N
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Class lla Hdacs S — DN
Hdac4 P P P] I ) sine L] L] )
Hdacs [ P P B] ] ) Sint7 ] LI )
Hdac7 [ PP P P] L) Class IV Hdacs
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Class llb Hdacs
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[ Class | catalytic domain W Class lll catalytic domain
[ Class lla catalytic domain ] NAD binding site
[l Class lib catalytic domain [ Class IV catalytic domain
[ Class lib inactive catalytic domain P Serine phosphorylation sites
& Zinc finger

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Strukturen von Histondeacetylasen, ihrer
Klassifikation und ihrer Expression im menschlichen Knochen

Modifiziert aus: Bradley, E.W., et al., Histone Deacetylases in Bone Development and Skeletal
Disorders. Physiological Reviews, 2015. 95(4): p. 1359-1381 ([8]).

Die HDAC Klasse Ill besteht aus den sogenannten atypischen HDACs, den
Sirtuinen SIRTL1 bis -7 und ist homolog zu dem Hefeprotein Sir2. Diese Klasse
unterscheidet sich von den zuerst genannten, Zink-abhangigen Molekilen
durch die Verwendung von NAD' anstatt Zn®* als Katalysator der
Deacetylaseaktivitat [49]. Somit nimmt sie eine Sonderrolle ein und wurde in

dieser Arbeit nicht mit betrachtet.

1.4.2 Funktionen und Aufgaben im Knochen

Im Knochen beeinflussen HDACs die Osteoblastenproliferation, die Regulierung
der Osteoblastenreifung und auch die Funktion von Osteoklasten. So
beeinflussen sie die skelettale Entwicklung, den Erhalt der Knochenmasse
sowie die Knochenresorption [8]. HDACs binden an viele entscheidende
Transkriptionsfaktoren der Osteoblasten wie Runx2, Osterix und Twist [53].

Die Expression der HDACs im erwachsenen Knochen ist sehr unterschiedlich.
Bradley et al. [8] beschrieben, dass in Osteoblasten HDAC1, -3, -5, -6 und -7
am meisten exprimiert werden, die Expression von HDAC2, -10 und -11 im

Mittelfeld liegt und HDAC4, -8 und -9 nur sehr gering exprimiert werden. Ehnert
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et al. [57] zeigten 2017 eine unterschiedliche Expression der HDAC Isoformen
in Osteoblasten. Hier konnte eine hohe bis mittlere Expression von HDAC1, -2,
-3, -5, und -7, eine geringe Expression von HDACA4, -6, -8 und -9 und eine kaum
nachweisbare Expression von HDAC10 und -11 gezeigt werden. Man geht
davon aus, dass die verschiedenen HDACs im Prozess der Differenzierung der
Osteoblasten jeweils ihre eigene Rolle spielen [53], auch werden sie im Verlauf
der Osteoblastenreifung verschieden stark exprimiert. Westendorf et al. [53]
zeigten, dass einige HDACs (HDAC3, HDACY) in allen osteoblastaren
Differenzierungsstufen, andere vor allem in Progenitorzellen (HDAC1) oder
reifen Osteoblasten (HDAC4, HDACG6) exprimiert werden. Ehnert et al. [57]
zeigten weiter, dass im Verlauf der osteogenen Differenzierung HDACS5, -7 und

-6 fast doppelt so stark exprimiert werden als anfangs nachweisbar.

1.4.3 Interaktion mit Runx2

Runx2 wird in Osteoblasten stark exprimiert und ist ein essentieller
Transkriptionsfaktor fur die Entwicklung und Differenzierung von Osteoblasten
[58]. In Runx2 defizienten Mausen liegt eine totale Blockierung der
Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen zu Osteoblasten vor [59].
Runx2 ist Mitglied der RUNX-Genfamilie welche die Gene RUNX1-3 beinhaltet
[60]. Runx2 bindet an spezifische DNA-Sequenzen und wirkt tber Co-
Faktorenkomplexe fordernd oder hemmend auf die Transkription
gewebespezifischer Gene [58, 61]. Osteoblastentypische Zielgene von Runx2
sind u.a. Osteocalcin, Bone Sialoprotein (BSP), Osteopontin und Kollagen-la
[58, 59, 61, 62]. Es ist bekannt, dass HDACs und auch HDACi mit Runx2
interagieren und Runx2 acetylieren bzw. deacetylieren kénnen [60, 63]. Eine
Acetylierung von Runx2 fordert seine Stabilitdt und transkriptionelle Wirkung
[60, 63]. Wahrend der Osteogenese wirken die meisten HDACs als Co-
Repressoren hemmend auf die Aktivitat von Runx2 [64-66] (siehe Tabelle 2).
HDACs vermitteln u.a. eine Deacetylierung von Lysinresten des Runx2
Proteins. So kommt es zu einer Proteolyse und konsekutiv zu einer Abnahme
von Runx2 [60, 63]. Ausnahmen bilden HDAC9, -10 und -11. Sie wirken nicht
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hemmend auf Runx2 [67]. Unter Einbeziehung von HDAC4 oder -5 via Smad3
hemmt TGF-3; ebenfalls die Runx2 Funktion [68].

Tabelle 2: Interaktion von einigen Histondeacetylasen (HDACs) mit dem Runt domain
transcription factor 2 (Runx2)

HDAC | Mechanismus Effekt Referenz
HDAC1 | Interagiert mit Runx2 Hemmt Runx2 Aktivitat [13]
HDAC3 | Bindet an amino- Hemmt Runx2 [64]
terminalen Bereich von transaktivierende Wirkung
Runx2 am Osteocalcin Promoter
HDACA4 | Bindet an Runt Doméne Blockiert DNA- [65]
von Runx2 Bindungsaktivitat in
Chondrozyten
HDACS | Interagiert mit Runx2 Hemmen Runx2 Aktivitat [63], [69]
Deacetyliert Runx2
HDACSG6 | Bindet an carboxy- Hemmt Runx2 Aktivitat [66]
terminalen Bereich
HDACY7 | Bindet an carboxy- Hemmt Runx2 Aktivitat [67]
terminalen Bereich deacetylierungsunabhéangig
HDACS | Interagiert mit Runx2 Hemmt Runx2 Aktivitat [70]

Durch ihre Schlisselrolle bei epigenetischen Veranderungen ist das Interesse
an HDACs in der Forschung sehr grof3. Neben dem in dieser Arbeit
beleuchtetem Aspekt wird aktuell vor allem an dem Verstandnis tber ihre Rolle

in der Tumorentstehung gearbeitet [71].

1.5 Histondeacetylasen-Inhibitoren

HDACi sind bei einem immer weiter zunehmenden Verstandnis der
Zusammenhange von epigenetischen Verdnderungen und intrazellularen
Vorgangen in physiologischen als auch in pathologischen Vorgangen immer
weiter in den Fokus aktueller Forschung getreten. Sie hemmen die Aktivitat der
HDAC Klassen |, lla, Ilb und IV, indem sie deren katalytische Domanen
blockieren [53]. Es existiert eine grof3e Zahl von strukturell verschiedenen

HDACI, die nattrlichen oder synthetischen Ursprungs sind [49]. HDACIi kdnnen
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u.a. in Tumorzellen die Apoptose induzieren, den Zellzyklus in der G1/S- oder
der G2/M-Phase stoppen, die Angiogenese hemmen und immunmodulatorisch
wirken [49]. Es wird angenommen, dass in Tumorzellen durch HDACi aufgrund
vermehrter Acetylierung von Histonen und Proteinen Tumorsuppressorgene
induziert werden, die DNA-Reparatur gehemmt wird und die Zellen durch die
Auflockerung der Chromatinstruktur anfalliger fur Strahlen- und Chemotherapie
sind [8]. Man vermutet, dass diese Effekte zelltyp-abhangig sind und strukturell
verschiedene HDACI verschiedene Effekte in einem Zelltyp auslésen kdnnen
[49]. In Osteoblasten haben geringe Konzentrationen an HDACi keinen
nachteiligen Effekt auf die Synthese oder Proliferation. Hohe Konzentrationen
der HDACI Trichostatin A und MS-275 fihren aber zu einem Zellzyklusarrest in
der G1 Phase und Zelltod [72].

Es gibt Inhibitoren die gleichzeitig mehrere HDAC Klassen hemmen, aber auch
HDAC spezifische Inhibitoren. Valproinsdure hemmt beispielsweise die
komplette HDAC Klasse | und Klasse lla, dagegen hemmt TMP269 spezifisch
HDACO [49, 73].

Tabelle 3 zeigt eine Ubersicht tiber einige HDACi und die HDACs, welche durch

diese inhibiert werden.

Tabelle 3: Histondeacetylasen-Inhibitoren [49, 73]

Histondeacetylase-Inhibitor inhibiert

Depsipeptide HDAC1, HDAC2

MS-275 (Entinostat) HDAC1, HDAC2, HDAC3
SB-379872-A HDACS8

TMP269 HDAC9

Valproinsaure, Butyrat, Trapoxin | HDAC Klasse |, HDAC Klasse lla
Tubacin HDACG6

SAHA (Vorinostat), Trichostatin A | HDAC Klasse |, lla, lIb, IV

Seit langer Zeit ist Valproinsaure als antikonvulsive Therapie bei Epilepsie und
als Therapie bei bipolaren Stérungen zugelassen. Vorinostat (SAHA) wird als

Therapeutikum bei kutanen T-Zelllymphomen und in Kombination mit weiteren
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Chemotherapeutika bei h&matopoetischen und soliden Tumoren eingesetzt.
Weiter werden HDACI als potentielle Therapeutika in der Behandlung von
Arthritis,  HI-Virus Infektion, Diabetes mellitus, neurodegenerativen
Erkrankungen und vielen altersabh&ngigen Funktionsstorungen diskutiert [8, 53,
71]. Aktuell wird nach weiteren Anwendungsmdglichkeiten gesucht. Allerdings
zeigen erste praklinische Studien, dass die Auswirkungen von HDACi aufgrund
der ubiquitaren Verteilung ihrer Zielstrukturen (HDACS) breiter und komplizierter
sein koénnen als ursprunglich angenommen wurde [49]. Fir eine gezielte
Therapie ist es deshalb wichtig, die genauen Mechanismen der Beteiligung von
HDACSs in dem jeweiligen Zelltyp zu verstehen. Wiinschenswert wére es, durch
die Identifikation der an der Histonveranderung beteiligten HDAC Isoformen die
Spezifitdt des Inhibitors zu erhéhen, um so Nebenwirkungen zu reduzieren und

Ansprechraten zu erhdhen.
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2 Zielsetzung der Arbeit

Die vorliegende Arbeit ist Teil des Fortine Junior Projekts von Dr. Sabrina
Ehnert am Siegfried Weller Institut der Universitat Tubingen. Gesamtziel dieses
Projekts ist das Erlangen grundlegender Erkenntnisse Uber die epigenetische
Regulation des Knochenstoffwechsels, um neue Ansatze fur die Entwicklung
neuer, kausaler Therapiestrategien bei Knochenerkrankungen zu etablieren.
Der aktuelle Stand der Forschung ist, dass TGF-B1 den BMP-Signalweg in
Osteoblasten blockiert, dieser aber durch chemische Inhibierung von HDACs
wiederhergestellt werden kann. Weiter ist bekannt, dass durch TGF-B; die
Aktivitdt von HDACs gesteigert wird [3], welche wiederum, z.B. tUber Interaktion
mit Runx2, regulierend auf den Knochenstoffwechsel wirken (siehe 1.4.3).

In dieser Arbeit sollen deshalb Veranderungen der Genexpression von HDAC
Isoformen in primdren humanen Osteoblasten unter TGF-B; Einfluss gezeigt
werden. Es wird angenommen, dass Expressionsveranderungen auslésend fur
Histonveranderungen sind. Das weitere Ziel besteht in der Charakterisierung
der Funktionsweise der in ihrer Expression verdnderten HDACs in humanen
Osteoblasten, um so eventuell mittels HDACi einen neuen Ansatz der Therapie

von Knochenerkrankungen zu erhalten.

Uberblick tiber die Teilschritte in dieser Arbeit:

Es wurden primare humane Osteoblasten mit rekombinanten humanem TGF-§3;
(in der folgenden Arbeit nur als TGF-B; bezeichnet) stimuliert. Nach der RNA-
Isolation wurde mittels semiquantitativer reverser Transkriptase (RT)-PCR eine
eventuelle Veranderung in der Genexpression der HDACs identifiziert. Bei
Expressionsdnderung kann dann das jeweilige HDAC gezielt aktiviert oder
inhibiert werden, um zu prifen, ob ein gleicher oder ahnlicher Effekt erreicht
werden kann, wie ihn die Stimulation mit TGF-B; zeigt. Die Erfassung der
osteogenen Differenzierung wurde anhand der AP-Aktivitit gemessen, die

Mineralisierung durch Farbung der Matrix nach von Kossa und Alizarin Rot.
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3.1 Material

3.1.1 Chemikalienliste

In Tabelle 4 sind die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien aufgelistet.

Tabelle 4: Chemikalienliste

Name Hersteller
4-Nitrophenol solution 10 mM Sigma-Aldrich
4-Nitrophenyl phosphate disodium salt Carl Roth

hexahydrate

10X Reaction Buffer mit MgCl,
Agarose Standard

Alizarin Red S
Antibiotikum/Antimycotikum (100 X)
B-Glycerol-Phosphate

Boric acid

Calciumchlorid

cDNA Synthese Kit
Cetylpyridiumchlorid monohydrate
Chloroform

Collagenase I

ddH,O

DEPC

Dexamethason

Dimethylsulfoxid (DMSO)

DNAse |, RNAse-free

Dulbecco’s PBS without Ca & Mg (DPBS)
EDTA

Ethanol 99 %

Ethidiumbromid

Fetales Kélberserum (FCS)

First Strand cDNA Synthesis Kit
Glycerol (10%)

Glycin

Ham’s F12

Hepes Buffer Solution

Thermo Scientific
Carl Roth

Carl Roth

PAA Laboratories
Sigma-Aldrich
Carl Roth

Carl Roth
Thermo Scientific
Carl Roth

Carl Roth

PAA Laboratories
Apotheke UKT
Carl Roth
Sigma-Aldrich
Carl Roth
Thermo Scientific
PAA Laboratories
PAA Laboratories
Apotheke UKT
Sigma-Aldrich
PAA Laboratories
Thermo Scientific
Carl Roth

Carl Roth

PAA Laboratories
Carl Roth
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Name Hersteller
Hoechst 33342 Thermo Scientific
Isopropanol VWR Chemicals

Kapa Fast Ready Mix
L-Ascorbat-2-Phosphat

Peglab
Sigma-Aldrich

MEM Earle’s PAA Laboratories
MgCl, Carl Roth

NaOH Carl Roth
Penicillin(L000E/ml)/Streptomycin(10mg/ml)  PAA Laboratories
peqGOLD TriFast Peqglab
pUC19-Marker Carl Roth

Resazurin sodium salt Sigma-Aldrich
rhTGF-B, PeproTech

Testkit Fluitest LDH-L Analyticon Biotechnologies
TMP269 Cellagen Technology
Tris-Base Carl Roth
Trypanblau 0,5% Carl Roth
Trypsin/EDTA PAA Laboratories

3.1.2 Verbrauchs —und Gebrauchsmaterialien

In Tabelle5 sind die in dieser Arbeit verwendeten Verbrauchs- und

Gebrauchsmaterialien aufgelistet.

Tabelle 5: Verbrauchs- und Gebrauchsmaterialien

Name Hersteller
Einfrierréhrchen fur Zellen PAA Laboratories
Glasflasche (500 ml, 2000 ml) Schott Duran
Handschuhe Paul Hartmann AG
HohlmeiRelzange, steril BG Unfallklinik
LVis Platte BMG Labtech

Neubauer-zZahlkammer, Improved Superior Marienfeld
Pipette Controller RF3000™ Heathrow Scientific
Pipette Research plus 2,5; 10; 100; 1000 ul  Eppendorf

Pipettenspitzen 10 ul Biozym Scientific
Pipettenspitzen 200 pl SARSTEDT
Pipettenspitzen 200 — 1000 pl Ratiolab
PP-Ro6hrchen 15 ml, 50 ml steril Greiner Bio-One
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Name Hersteller
Pipettierwanne Camlass Trifill
Reaktionsgefalle 15 ml, 50 mi SARSTEDT
Safe-lock Tubes 0,2 ml, 1,5 ml Carl Roth
Safe-lock Tubes 0,5 ml SARSTEDT
Sterilfilter Unit 0,22 um Millex®GP

Stripette (5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml)
Well-Platte (48-Well)

Well-Platte (96-Well)
Zellkulturflasche Cell star T125, T175
Zellkulturschale 10 cm?, 25 cm?
Zellschaber, steril

Corning Incorporated
Corning Incorporated
Greiner Bio-One
Greiner Bio-One
Greiner Bio-One
Corning Incorporated

3.1.3 Gerateliste

In Tabelle 4 sind die in dieser Arbeit verwendeten Gerate aufgelistet.

Tabelle 6: Gerateliste

Name

Hersteller

Abzug Secuflow 1200

COgz-Inkubator (37 °C, 5 % COy)
Eismaschine
Elektrophoresekammer
Gefrierschrank -20 °C
Gefrierschrank -80 °C

Gelstick Imager (GelDoc)

Heraeus Fresco 17 Centrifuge

Kuhlschrank +4 °C
Megafuge 40 R

Mikroskop Primo Vert
Mikrowelle 700 Watt

Netzgerat Power Pac 200
Netzgerat Power Pac HC

Thermo Scientific, Langenselbold,
Deutschland

BINDER, Tuttlingen, Deutschland
Scotsman Ice Systems, Vernon Hills, USA
Bio-Rad, Hercules, USA

Liebherr, Kirchberg an der lller, Deutschland

Thermo Scientific, Langenselbold,
Deutschland

Intas science imaging, Goéttingen,
Deutschland

Thermo Scientific, Langenselbold,
Deutschland

Liebherr, Kirchberg an der lller, Deutschland

Thermo Scientific, Langenselbold,
Deutschland

Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland

SEVERIN Elektrogeréate, Sundern,
Deutschland

Bio-Rad, Hercules, USA
Bio-Rad Hercules, USA
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Name Hersteller

Sicherheitswerkbank Maxisafe S2020 Thermo Scientific, Langenselbold,

1.8 Deutschland

Spektralphotometer FluoStar Omega  BMG Labtech, Ortenberg, Deutschland

Thermal Cycler Arktik Thermo Scientific, Langenselbold,
Deutschland

Thermal Cycler Veriti 96-Well Applied Biosystems, Carlsbad, USA

Vortex Mixer Corning LSE, Corning, USA

Waage Kern PCB 250-3 Kern & Sohn GmbH, Balingen, Deutschland

Wasserbad Aqualine AL 25 LAUDA, Lauda-Kdnigshofen, Deutschland

3.1.4 Hergestellte Medien und Loésungen

Die aufgefihrten Medien und Loésungen wurden gemald den Standard
Operating Procedures (SOPs) des Siegfried Weller Institutes fir

Unfallmedizinische Forschung hergestellt und sind in Tabelle 7 aufgelistet.

Tabelle 7: Hergestellte Medien und Lésungen

Medien und Lésungen

Alizarin Rot Farbel6sung 0,5%

Zu 200 mg Alizarin Red S werden 40 ml ddH,O gegeben und auf einen pH-Wert von
4,0 eingestellt

AP-Aktivitatspuffer

3,75 g Glycin (50 mM), 12,11 g Tris-Base (100 mM) und 203 mg MgCl, (1 mM)
werden in 900 ml ddH,O geldst, mit NaOH auf einen pH-Wert von 10,5 eingestellt
und mit ddH,O auf 1 | aufgefillt

AP-Substratldsung

1,3 mg 4-Nitrophenylphosphat (3,5 mM) werden in 1 ml AP-Aktivitatspuffer (0,1 M)
gelost

B-Glycerol-Phosphat-Stammlésung

108 mg B-Glycerol-Phosphat (50 mM) werden in 10 ml DPBS geldst, steril filtriert,
aliquotiert und bis zur Verwendung bei -20 °C eingefroren

Dexamethason-Stammldsung

2 mg Dexamethason (5mM) werden in 1 ml DMSO gel6st, steril filtriert, aliquotiert
und bis zur Verwendung bei -20 °C eingefroren

DEPC H,0 0,1%

1 ml DEPC werden zu 1 | ddH,O gegeben, vermischt und bei 37 °C flr eine Stunde
inkubiert, danach autoklaviert
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Medien und Lésungen

Ethanol 70 %

35 ml Ethanol 99 % werden zu 15 ml H,O gegeben und vermischt
L-Ascorbat-2-Phosphat-Stammldsung

128 mg L-Ascorbat-2-Phosphat (50 mM) werden in 10 ml PBS gelost, steril filtriert,
aliquotiert und bei — 20 °C eingefroren bis zur Verwendung
Natriumcarbonat-Formaldehydlésung

50 g Natriumcarbonat werden in 250 ml 37-40% Formaldehyd geldst und mit ddH,O
zu 1 | aufgefillt, Lagerung unter dem Abzug

Natriumthiosulfatiosung 5%

Zu 50 g Natriumthiosulfat werden 1 |1 ddH,O gegeben

PCR Ladepuffer (5X)

25 mg Bromphenolblau in 5 ml 10X TBE und 5 ml Glycerol (10%) l6sen
Resazurin-Stammldsung

5 mg Resazurin werden in 20 ml DPBS gel6st, aliquotiert und bis zur Verwendung
bei — 20 °C eingefroren

Silbernitratldsung 3 %

Zu 30 g Silbernitrat wird 1 1 ddH,O gegeben und lichtgeschiitzt gelagert

TBE (TRIS-Borat-EDTA-Puffer) 1X

10 ml 10X TBE mit 90 ml ddH»O auffillen

TBE 10X

540 g TRIS (0,89 M), 275 g Borsaure (0,89 M) und 37,3 g EDTA (20 mM) mit ddH,O
auf 5 [ auffillen

Trypanblauldsung

Zu 0,75 ml Trypanblau 0,5 % werden 2,25ml Dulbecco’s PBS gegeben

3.1.5 Oligonukleotide

Primer (siehe Tabelle 11) bestellt bei Eurofins Genomics, Ebersberg,

Deutschland.

3.1.6 Software

In Tabelle 8 sind die in dieser Arbeit verwendeten Software Programme

aufgelistet.

Tabelle 8: Software

Name Hersteller

EndNote X7 Japone/Team LnDL, Thomas Reuters, San
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Name

Hersteller

GraphPad Prism 5

Image J: Image Processing and
Analysis in Java

Intas Image Software

NCBI Primer-BLAST

OMEGA Software FLUOstar, V1.10
Gene-regulation.com

Francisco, USA
GraphPad Software Inc., San Diego, USA
National Institute of Health, USA

Imaging Instruments GmbH, Géttingen,
Deutschland

National Center for Biotechnology
Information, USA

BMG Labtech, Ortenberg, Deutschland
BIOBASE Biological Databases, USA

21


http://www.biobase-international.com/

3 Material und Methoden

3.2 Methoden

Die verwendeten Methoden wurden gemafl? der am Siegfried Weller Institut der
Universitat Tuibingen bewahrten SOPs ausgefihrt.

Die Zellkulturarbeiten fanden allesamt unter aseptischen Bedingungen in der
sterilen Werkbank statt. Die Materialien waren steril verpackte Einmalartikel

oder wurden vor der Benutzung sterilisiert.

3.2.1 Isolation und Kultivierung von priméren humanen

Osteoblasten

Die Isolierung und Kultivierung der primadren humanen Osteoblasten erfolgte
nach Ehnert et al. 2010 [5] und Braun et al. 2011 [74].

3.2.1.1 Herstellung der Medien

Die Versuche dieser Arbeit wurden an primaren humanen Osteoblasten
durchgefuihrt. Fur die Zellkulturen und die spater gewinschte Differenzierung

der Zellen wurden jeweils eigene Medien bendtigt.

Osteoblastenkulturmedium

Jeweils 250 ml MEM Earle’s und Ham’s F12 wurden gemischt. Dem so
entstandenen Medium wurden 50 ml FCS, 5 ml Penicillin/Streptomycin Lésung,
0,5ml L-Ascorbate-2-Phosphate-Stammlésung und 0,5ml  B-Glycerol-
Phosphate-Stammlésung zugegeben und alles durch Schwenken vermischt.
Das Osteoblastenkulturmedium kann bei 4 °C bis zu drei Wochen aufbewahrt

werden.

Osteoblastendifferenzierungsmedium

Jeweils 250 ml MEM Earle’s und Ham’s F12 wurden gemischt. In je 10ml
davon wurden 29 mg L-Ascorbat-2-Phosphat (200 uM), 1,08 mg B-Glycerol-
Phosphat (10 mM), 2,98 g Hepes (25mM), 83 mg Kalziumchlorid (1,5 mM) und
10 yI Dexamethason-Stammldsung gelost und steril filtriert zurlck in das
MEM/Ham’s-F12-Gemisch gegeben. Daraufhin wurden 5ml FCS und 5 ml

Penicillin/Streptomycin  L6ésung zugegeben und alles durch Schwenken
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vermischt. Das Osteoblastendifferenzierungsmedium kann bei 4 °C bis zu drei
Wochen aufbewahrt werden.

3.2.1.2 Isolieren von primaren humanen Osteoblasten

Die primaren humanen Osteoblasten wurden fir die vorliegende Arbeit aus
Knochenfragmenten, welche im Rahmen elektiver Operationen von Knie- oder
Huftgelenktotalendoprothesen in der BG Unfallklinik Tubingen gewonnen
wurden, isoliert. Der Altersdurchschnitt der Patienten lag bei 65,4 Jahren. Ein
positives Votum der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat Tubingen,
sowie die Einwilligung der Patienten zu der Spende lagen vor den Operationen
vor (364/2012B02 und 316/2012B02).

Mit einer Hohlmeil3elzange wurden aus Knochenfragmenten steril kleine
Spongiosastiicke herausgebrochen und mehrmals mit DPBS gewaschen. 7 mg
Collagenase 1l wurden in 10 ml DPBS gelést und davon 1ml zu je 1 ml
Knochenfragment fiir den Spongiosa-Verdau in ein PP-R6hrchen gegeben und
ca. eine Stunde bei 37 °C im Wasserbad mit mehrmaligem Durchmischen
inkubiert. Danach wurde der Uberstand zusammen mit der durch erneutes
Waschen der Knochenfragmente mit DPBS entstandenen Fllssigkeit in ein
neues 50 ml PP-Réhrchen gegeben. Nach Zentrifugation (600 g, 10 min,
Raumtemperatur (RT)) wurde der entstandene Uberstand aspiriert und das
entstandene Pellet in 25 ml Osteoblastenkulturmedium (siehe 3.2.1.1)
resuspendiert. Die Losung wurde in eine T175 Gewebekulturflasche gegeben,
125 uyl Antibiotikum/Antimycotikum hinzugefiigt und bis zur Zelladh&asion im
Brutschrank inkubiert (37 °C, 5 % CO.).

3.2.1.3 Kultivieren von primaren humanen Osteoblasten

Am Tag nach der Isolation der Zellen aus dem Spendermaterial wurde das
Osteoblastenkulturmedium gewechselt und erneut mit 125 ul
Antibiotikum/Antimykotikum versetzt. Wahrend der Kultivierung im Brutschrank
wurde alle drei bis vier Tage das Kulturmedium erneuert. Die Zellen wurden bis

zum Erreichen von ca. 90% Konfluenz (im Lichtmikroskop wird mehr als 90%
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der Flache der Gewebekulturflasche mit Osteoblasten bedeckt) kultiviert, um sie

dann zu passagieren.

Passagieren der Zellen

Frisch isolierte Zellen wurden als Passage Null definiert. In den
Zellkulturflaschen von Osteoblasten dieser Passage befinden sich bedingt
durch den Isolationsprozess Uberreste der Spongiosa und Fetttropfchen. Zur
Gewinnung einer moglichst reinen Osteoblastenkultur und Vermehrung der
Osteoblasten wurden die Zellen mehrfach passagiert.

Zur  Vorbereitung des Passagierens wurden Trypsin/EDTA, das
Osteoblastenkulturmedium und DPBS im Wasserbad auf 37 °C erwéarmt.
Daraufhin wurde Kulturmedium unter der sterilen Werkbank aus den
Kulturflaschen abgesaugt und die Zellen fur 5 min mit 10 ml DPBS inkubiert, um
eine vollstdndige Entfernung des Kulturmediums zu gewahrleisten. DPBS
wurde abgesaugt und je Kulturflasche 2 ml Trypsin/EDTA hinzugeflgt und
5min bei 5% CO, und 37 °C inkubiert. Die Zellen wurden durch leichtes
Klopfen gegen die Kulturflasche und nachfolgendem Auf- und Abpipettieren
vollstandig abgeltst. Das vollstandige Ablésen der Zellen wurde mit Hilfe eines
Lichtmikroskops kontrolliert. Durch Hinzufigen von Kulturmedium und
wiederholtes Durchmischen der Suspension wurde das Trypsin durch das im
Kulturmedium enthaltene FCS inaktiviert und so die Reaktion gestoppt. Die
Zellsuspension wurde in ein 50 ml PP-Roéhrchen Uberfuhrt und 10 min
zentrifugiert (600 g, RT). Der Uberstand wurde abgesaugt und das
zuruckbleibende Pellet in 10 ml Kulturmedium resuspendiert. Mittels
Neubauerzahlkammer erfolgte die Zellzahlbestimmung. Danach wurden die
Zellen in zwei bis drei neuen T175 Kulturflaschen ausgesat, je 25 ml
Osteoblastenkulturmedium hinzugegeben und erneut im Brutschrank inkubiert
(37 °C, 5% CO,). Ein Mediumwechsel fand alle drei bis vier Tage statt.
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3.2.2 Stimulation der Zellkulturen

Fur die in dieser Arbeit durchgefihrten Experimente wurden Zellen der
Passagen zwei und drei verwendet und pro Spender sowohl stimulierte Proben
als auch immer eine nicht stimulierte Kontrolle angelegt.

Fur die Bestimmung der Genexpression von HDACs mittels RT-PCR (siehe
3.2.3) wurden Osteoblasten in 25 cm? Zellkulturschalen ausplattiert und nach
Adhéasion der Zellen und Erreichen von ca. 80% Konfluenz mit 5 ng/ml TGF-,
in Kulturmedium stimuliert. Fur die Versuchsdurchfihrung wurden die Zellen
Uber zwel, vier und sieben Tagen inkubiert (37 °C, 5% COy).

Fur die weiteren Tests wurde durch Wechseln des Kulturmediums zu
Osteoblastendifferenzierungsmedium (siehe 3.2.1.1) die bendtigte osteogene
Differenzierung der Zellen erzielt.

Fur den Zytotoxizitatstest (siehe 3.2.4) wurden Osteoblasten auf 96-Well
Platten Ubertragen, 24 Stunden zur Adharenz mit Kulturmedium inkubiert
(37 °C, 5% CO;) und anschlieRend mit verschiedenen Konzentrationen von
TMP269 in Differenzierungsmedium stimuliert. TMP269 wurde in DMSO geldst,
deshalb wurde zusétzlich zur Kontrolle mit 0,1% DMSO stimuliert. Nach 72
Stunden fand die Messung des Resazurin-Umsatzes und der AP-Aktivitat statt
(siehe 3.25 wund 3.2.6). Fir die Bestimmung der AP-Aktivitat und
Matrixmineralisierung (siehe 3.2.7) wurden Osteoblasten auf 48-Well Platten
Ubertragen. Nach Adhéasion der Zellen wurden die Zellen mit 5 ng/ml TGF-31
bzw. 40 nmol/l TMP269 in Osteoblastendifferenzierungsmedium stimuliert. Die
Versuchsdurchfihrung sah eine Inkubation der Zellen (37 °C, 5% CO,) fur drei,

sieben und 21 Tage vor.

3.2.3 Reverse Transkription und Polymerasekettenreaktion (RT-
PCR)

Fur die Untersuchung der Genexpression der HDACSs in mit TGF-, stimulierten
Osteoblasten wurde die in der Zelle enthaltene Ribonukleinsdure (RNA) isoliert,
in komplementare Desoxyribonukleinsdure (cDNA) umgeschrieben und mit Hilfe
der RT-PCR quantifiziert. Die Durchfiihrung der Arbeitsschritte in diesem
Abschnitt erfolgte angelehnt an Green und Sambrook 2012 [75].
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3.2.3.1 Isolieren von zelluldrer RNA

Zur lIsolation der RNA wurde PeqGOLD TriFast verwendet [76]. Diese Losung
trennt eine Zellsuspension unter Zentrifugieren in drei Phasen. In der oberen
wassrigen Phase befindet sich die RNA, in der mittleren die DNA, Proteine und
das TriFast reichern sich in der unteren Phase an.

Die Zellen wurden mit 500 ul PeqGOLD TriFast je Zellkulturschale lysiert und
die Suspension in ein Reaktionsgefald uberfuhrt, 100l Chloroform
hinzugegeben, 15 sec gevortext und nach 5 min Inkubationszeit bei RT 10 min
zentrifugiert (14.000 g, 4 °C). Die RNA enthaltende oberste Phase wurde in ein
mit 250 pl Isopropanol gefiilltes Reaktionsgefald tberfihrt und 10 min auf Eis
inkubiert. Der durch erneute Zentrifugation bei 14.000 g fur 10 min bei 4 °C
entstandene Isopropanoliberstand und die darin ausgeféllte RNA wurde
vorsichtig abpipettiert. Das RNA Pellet wurde zwei Mal wie folgt mit Ethanol
gewaschen: auf das Pellet wurde 70% Ethanol gegeben, wie zuvor zentrifugiert,
der Ethanoltberstand vorsichtig abgenommen und danach das Reaktionsgefaf}
zum Verdunsten des restlichen Ethanols einige Minuten offen gelassen. Zuletzt
wurden die RNA-Pellets in 30 yl DEPC H,O resuspendiert. Das DEPC
inaktiviert Ribonukleasen (RNAsen) und verhindert somit einen Abbau der
isolierten RNA. Die Lagerung der so gewonnene RNA erfolgte bis zur weiteren

Verwendung bei -80 °C.

3.2.3.2 Bestimmung der RNA-Konzentration und —Reinheit

Die Bestimmung von Konzentration und Reinheit der RNA erfolgte anhand der
optischen Dichte (OD) mittels UV-Spektralphotometer. Nukleinsauren besitzen
ihr Absorptionsmaximum bei 260 nm. Ein gemessener Wert von 1 bedeutet,
dass circa 40 pg/ml an RNA in der Lésung enthalten sind. Proteine besitzen ihr
Adsorptionsmaximum bei 280 nm. Mittels dem Quotient der gemessenen Werte
bei 260 nm und 280 nm lasst sich die Verunreinigung der isolierten RNA
ermitteln, er sollte zwischen 1,5 und 2,0 liegen.

Die Messung erfolgte in zwei Teilschritten. Zuerst wurden 2 pl DEPC H,0 je
Vertiefung auf die Messplatte aufgetragen und die Extinktion bei 260 nm und

280 nm gemessen. Diese Blindwerte wurden spéter mit den Werten der Proben
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verrechnet. Dann wurden 2 pl von den unverdinnten RNA-Proben auf jede
Vertiefung gegeben und die Extinktion wie oben gemessen. Die RNA-
Konzentration der Suspension wird vom Spektralphotometer direkt in pg/ul
ausgegeben.

3.2.3.3 Kontrolle der RNA-Integritat

Die Kontrolle der RNA-Integritat wurde mittels elektrophoretischer Trennung im
Agarosegel Uberprift. Bei intakter RNA sind unter UV-Licht die zwei gut
abgrenzbaren 18S und 28S ribosomale RNA-Banden zu erkennen.

Zur Herstellung des Agarosegels wurden 1,59 Agarose in 100 ml 1x TBE
aufgekocht, 7 pl Ethidiumbromid hinzugegeben und in einen Gelschlitten mit
Kammen, deren Zahne die spateren Geltaschen bilden, gegossen. Nach
Erstarren erfolgte die Entfernung der Kamme. Das Gel wurde in eine mit 1x
TBE geflllte Gelkammer gegeben, Volumina von je 400 ng RNA mit DEPC H,0
auf 10 pl verdinnt, 2,5 yl PCR-Ladepuffer 5x dazugegeben und 12 pl davon
wurden in eine Tasche des Agarosegels gegeben. In die erste Tasche des Gels
wurden 15pul des pUC19-Markers pipettiert. Die elektrophoretische
Auftrennung der Molekule erfolgte bei 90V Gleichstrom fir 50 min. Die
Darstellung der Banden erfolgte mittels Ethidiumbromid-Fluoreszenz unter UV-
Licht (GelDoc).

3.2.3.4 DNAse-Verdau

Um Sicherzustellen, dass die entstandenen RNA-L&sungen DNA frei sind,
wurde ein DNAse-Verdau durchgefihrt.

Zu je 5 ug RNA wurde je 1 ul DNAse |, RNAse-free und 10X Reaktion Buffer mit
MgCl, gegeben und mit DEPC auf 10 pl aufgefullt.

Nach 50 min bei fur die DNAse-Aktivitat optimalen 37°C wurde zu deren
Inaktivierung je 1 yl 50 mM EDTA hinzugegeben und nochmals 10 min bei 65°C

inkubiert.
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3.2.3.5 cDNA-Synthese

In der PCR wird cDNA vervielfaltigt. Mittels Reverser Transkriptase wird RNA in
cDNA umgeschrieben [77]. Verwendet wurde hierfir das cDNA Synthese Kit
von Thermo Scientific.

3000 ng RNA wurden mit DEPC H,O 0,1% auf ein Probenvolumen von 9 pl
verdinnt. Je Probe wurde 1 yl Random Hexamer Primer und 1 pl Oligo (dT)is
Primer hinzugegeben. Die Proben wurden im Thermocyler 5 min auf 65 °C
erhitzt. Wahrend einer Abkuhlung auf 4°C wurden je Probe 4l
Reaktionspuffer, 2 pl dNTP, 2 pl MuLV und 1 pl des RNase Inhibitors RiboLock
hinzu pipettiert. Im Anschluss erfolgte die cDNA-Synthese bei 37 °C. Nach
60 min wurde zur Beendigung der Synthese tber 5 min auf 70 °C erhitzt. Jede
Probe wurde mit 280 pl DEPC H,O auf die zur PCR bengétigte Konzentration der
cDNA von 10 ng/pl verdiinnt und bei - 80 °C gelagert.

3.2.3.6 Entwicklung und Optimierung der Primer

Zur Amplifizierung der gewiinschten DNA-Bereiche wahrend der PCR, werden
als Begrenzung dieser Abschnitte zwei Oligonukleotide, die Primer, bendtigt.

Wahrend der Entwicklung von Primern sollte folgendes beachtet werden [78]:

- Primergré3e von 18-25 Nukleotiden

- Guanin-Cytosin-Gehalt zwischen 40% und 60%

- vermeiden von komplementdare Sequenzen (Dimerisierungen,
Haarnadelstrukturen)

- Differenz der Schmelztemperaturen eines Primerpaares <5 °C

- Primerpaar Uberspannt ein Intron oder einer der Primer liegt an einer

Exon-Exon Bindungsstelle

Die bendétigten Primer (siehe Tabelle 11) wurden mit NCBI Primer-BLAST
generiert (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Die Spezifitat wurde

anhand eines genomweiten Blast verifiziert.
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3.2.3.7 PCR

Die PCR ist ein in vitro Verfahren, bei dem ein beliebiger Abschnitt des DNA-

Molekuls selektiv und exponentiell vervielfaltigt werden kann. Die Methode

wurde 1985 von Kary Mullis entwickelt [79]. Die Durchfuhrung erfolgte auf

Grundlage des Technical Manuals der Firma Thermo Scientific [80].

Ein DNA-Synthese-Zyklus besteht aus den folgenden drei Schritten:

1. Denaturierung: die Doppelstrang DNA (dsDNA) wird auf 95 °C erhitzt, um
die Strange durch Aufbrechen der Wasserstoffbriickenbindungen in zwei
komplementare Einzelstrdnge (ssDNA) zu trennen, so wird die Bindung der
Primer ermoglicht

2. Primerannealing: fur den Prozess der Primerhybridisierung mit der DNA wird
die Temperatur jeweils spezifisch gesenkt

3. Elongation: bei 72 °C lagert eine thermostabile DNA-Polymerase sukzessive
dNTPs entlang des DNA-Stranges an, so entstehen zwei neue
Doppelstrange

Dieser Zyklus wurde 25 bis 35-fach in einem Thermocycler wiederholt. Durch

die stetige Verdopplung der DNA nimmt die Vervielfachung einen

exponentiellen Verlauf. Abgeschlossen wird durch die finale Polymerisation, bei
der die noch nicht komplett neu synthetisierten DNA-Strédnge vervollstandigt
werden. Fiur jede PCR wurde ein eigener PCR-Ansatz (siehe

Tabelle 9) vorbereitet. FiUr jedes Primerpaar wurden zuvor die optimalen

Bedingungen ermittelt und so spezifisch die cDNA-Probenmenge und das PCR-

Programm (siehe Tabelle 10 und Tabelle 12) angepasst. Pro durchgefiihrte

PCR wurden je eine Positiv- und eine Negativkontrolle mitpipettiert. Die

Positivkontrollen stammten von bereits im Labor getesteten cDNAs, fur

Negativkontrollen wurde DEPC H,0 verwendet.
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Tabelle 9: Ansatz zur Durchfiihrung der PCR

Materialien Menge [pl]

Kapa Fast Ready Mix 10
Probe (cDNA) 10 ng/ul X

Primer forward 1
Primer reverse 1
DEPC H,0 8-X
Gesamt 20

Tabelle 10: PCR-Programm zur DNA-Amplifikation

Modus Temperatur [°C] Zeit

HOLD 95 3 min
cvee 15 sec
(X Zyklen) 72 10 sec
HOLD 72 5 min
HOLD 4 ©

In jede Geltasche des zuvor (wie in Kapitel 3.2.3.3 beschrieben) hergestellten
Agarosegels, wurden 8,8 ul eines jeden PCR-Produkts pipettiert. In die erste
Geltasche wurde zur Langenkontrolle der Fragmente 1,5 ul pUC19-Marker
aufgetragen. Die Gelelektrophorese erfolgte fir 40 min bei einer
Gleichspannung von 90 V. Dabei interkaliert das Ethidiumbromid in die
Nukleinsauren der DNA bzw. RNA, wodurch unter UV-Licht (GelDoc) der
Wellenlange 254 nm die Fragmente fluoreszieren und so sichtbar werden.

Die densitometrische Analyse der PCR Gele wurde mit der Software ImageJ
durchgefiihrt und die Ergebnisse jeder cDNA-Probe auf die des Housekeeping-
Gens hGAPDH bezogen.

3.2.4 Zytotoxizitatstest - Laktatdehydrogenase (LDH) Bestimmung

Eine erhdhte LDH-Aktivitat im Zellkulturiberstand lasst auf eine Beschadigung
der Zellmembran schliel3en. Im Zytoplasma wird durch LDH die Umwandlung

von L-Laktat zu Pyruvat katalysiert, wobei dazu direkt proportional NAD" zu
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NADH" reduziert wird. Das gebildete NADH" kann photometrisch bei 340 nm
gemessen werden [81].

Auf einer 96-Well Platte wurden Osteoblasten in 100 pl/Well
Osteoblastenkulturmedium fur 24 Stunden inkubiert (37 °C, 5% CO,), das
Kulturmedium entfernt, durch Differenzierungsmedium ersetzt, die Zellen mit
TMP269-Konzentationen von 160 nM, 80 nM, 40 nM, 20 nM, 10 nM, 5 nM und
2,5 nM stimuliert und erneut inkubiert. TMP269 wurde dabei in DMSO geldst.
Anhaltspunkt fur die verwendeten Test-Konzentrationen war die in der Literatur
bezogen auf die HDAC9 Aktivitdt beschriebene 1Cs, von 19 nM [73]. Als
Kontrollen fungierten in 0,1% DMSO und allein in Differenzierungsmedium
inkubierte Zellen. Nach 72 Stunden wurde der Zellkulturiiberstand entnommen
und zu 75 pl davon 50 pl der beiden Reaktionslésungen R1 und R2 des LDH-L
Testkit Fluitest im Verhéaltnis 5:1 gegeben und die Extinktion bei 340 nm im
Spektralphotometer tUber einen Zeitraum von 10 min gemessen. Die Ergebnisse
wurden auf die Werte der Zellkontrolle normiert und ebenfalls nach 72 Stunden
der Resazurinumsatz bzw. die AP-Aktivitat der stimulierten Osteoblasten
bestimmt (siehe 3.2.5 und 3.2.6).

3.2.5 Bestimmung des Resazurinumsatzes

Der Resazurinumsatz kann zur Messung der Proliferation und Vitalitdt der
Osteoblasten genutzt werden. Lebende Zellen kdénnen in ihren Mitochondrien
Resazurin zu Resorufin reduzieren. Die Menge an produziertem Resorufin kann
floureszenz- oder absorptionsbasiert gemessen werden. Die Bestimmung
erfolgte nach McMillian et al. 2002 [82].

Auf einer 96-Well Platte wurden Osteoblasten in 100 ul/Well
Osteoblastenkulturmedium fir sieben Tage mit 5 ng/ml TGF-B; bzw. 40 nM
TMP269 inkubiert (37 °C, 5% CO2). Als Kontrolle dienten Osteoblasten welche
Uber diesen Zeitraum nur in Osteoblastenkulturmedium inkubiert wurden. Pro
Well wurden 10 pl Resazurin-Stammlésung gegeben und nach 30 min im
Spektralphotometer die Fluoreszenz bei 544 nm (Anregungswellenléange) und

590-10 nm  (Emissionswellenlange) gemessen. Nach  Abzug des
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durchschnittlichen Hintergrundwertes leerer Wells normierten wir die erhalten

Werte mittels der Ergebnisse der Kontrollgruppe.

3.2.6 Bestimmung der AP-Aktivitat

Die Alkalische Phosphatase ist ein Enzym, das u.a. im wachsenden Knochen in
hoher Konzentration vorkommt und so als friiher Marker zur Bestimmung der
Differenzierung und Funktion von Osteoblasten benutzt werden kann [83]. Zur
Bestimmung der AP-Aktivitdt wird das aus p-Nitrophenylphosphat mittels
Alkalischer Phosphatase erzeugte p-Nitrophenol photometrisch bei einer
Wellenlange von 405 nm gemessen. Die Messung wurde nach Ehnert et al.
2010 [5] und Wildemann et al. 2004 [84] durchgefihrt.

Auf einer 96-Well Platte wurden je 5000 Osteoblasten in 100 pl
Osteoblastenkulturmedium pro Well fur sieben Tage mit 5 ng/ml TGF-31 bzw.
40 nM TMP269 inkubiert (37 °C, 5 % CO,). Nach einmaligem Waschen mit
DPBS gaben wir je Well 100 pyl AP-Substratldsung zu und inkubierten bei 37 °C.
Die Absorption wurde nach 20 min bzw. 40 min bei 405 nm gemessen.

Die gemessenen Werte wurden anhand der Standardkurve der verwendeten
Losung in die entsprechenden Substratkonzentrationen von p-Nitrophenol
umgerechnet und mit der Inkubationszeit normalisiert. Die Standardkurve
entstand aus den gemessenen Extinktionen einer seriellen Verdiinnung von p-
Nitrophenol. Zusatzlich wurden die Werte auf die relative Zellzahl mittels des

Resazurin-Umsatzes der Zellen normalisiert.

3.2.7 Nachweis mineralisierter Matrix

Die Bestimmung der mineralisierten Matrix durch Farbung mittels Alizarin Rot
und von Kossa Farbung erfolgte jeweils nach einer Kultur der Osteoblasten von
21 Tagen. Die Farbeergebnisse wurden zur densitometrischen Auswertung
gescannt und mittels Mikroskopbilder festgehalten. Im Falle der Alizarin Rot
Farbung wurde der gebundene Farbstoff wieder gelést und photometrisch

guantifiziert.

32



3 Material und Methoden

3.2.7.1 Alizarin Rot Farbung

Alizarin Rot bindet anhand einer Chelatbindungsreaktion an die Kalziumionen
der von den Osteoblasten gebildeten Matrix. Diese Bindung wird rotlich
sichtbar. Die Durchfiihrung erfolgte anhand des Protokolls von Sheehan et al.
[85].

Nach dem Absaugen des Mediums von den Zellen fixierten wir sie mit 99%
Ethanol bei -20 °C fur 60 min. Nach dem anschlie3enden dreimaligen Waschen
mit Leitungswasser wurden die Zellen mit 0,5% Alizarin Rot Farbeldsung fur
30 min bei RT inkubiert. Daraufhin wurde die Platte erneut dreimal mit
Leitungswasser gewaschen, getrocknet und die Farbeergebnisse mittels
Mikroskopbilder festgehalten. Zur weiteren Messung wurde in jedes Well
Cetylpyridiumchlorid Losung gegeben um den Farbstoff zu lI6sen. Nach 15-
60 min auf dem Shaker erfolgte die Messung der Absorption mit dem
Spektralphotometer FluoStar Omega. Zur Bestimmung der Alizarin Rot
Konzentration wurde eine Standardkurve pipettiert und mittels dem Omega
Plate Reader die Extinktion bei 560 nm gemessen. Uber die Steigung der
linearen Trendlinie der Standardkurve konnte jedem Extinktionswert seine
Konzentration von Alizarin Rot zugeordnet werden.

Wir normierten die gemessenen Werte auf die vor der Farbung bestimmten
Zellzahlen. Ermittelt wurde die Zellzahl durch die Floureszenzbestimmung von
Hoechst 33342, welches in die Zellkerne aufgenommen wird [86]. Dafir wurden
2ng/ul Hoechst 33342 in das Zellkulturmedium gegeben, 5 min unter
Lichtausschluss bei RT inkubiert und anschlieRend der Uberschissige
Fluoreszenzfarbstoff mittels  Zellkulturmedium abgewaschen und im

Spektralphotometer die Emission bei einer Wellenlange von 485 nm gemessen.

3.2.7.2 Von Kossa Farbung

Bei der Farbemethode nach von Kossa [85] wird eine Silbernitratidsung zu den
Zellen gegeben. Die Silberionen reagieren mit dem dort vorhandenen Phosphat
oder Carbonat und werden zu Silber reduziert, dabei entsteht eine
Schwarzfarbung. So lasst sich mit dieser Methode eine osteogene

Differenzierung der Zellen nachweisen.
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3 Material und Methoden

Die Zellen wurden mit Leitungswasser gewaschen und mit 99% Ethanol fir
60 min bei -20°C fixiert. Das Ethanol wurde abgenommen und nach
dreimaligem Waschen mit Leitungswasser fir 30 min bei RT eine 3%-ige
Silbernitratiosung auf die Zellen gegeben. Nach erneutem dreimaligem
Waschen mit Leitungswasser erfolgte die Zugabe von Natriumcarbonat-
Formaldehydlésung. Nach 2 min wurden die Zellen nochmals dreimal mit
Leitungswasser gewaschen und 5 min mit 5% Natriumthiosulfatldsung inkubiert.
Zum Entfernen der Losung wurde ein letztes Mal dreimal mit Leitungswasser
gewaschen und die Platte getrocknet. Unter dem Lichtmikroskop erscheint die

mineralisierte extrazellulare Matrix dunkelbraun bis schwarz gefarbt.

3.2.8 Statistische Auswertung

Die statistischen Analysen erfolgten mit der Software GraphPad Prism 5. Eine
Normalverteilung der Daten wurde aufgrund der Gruppengrof3e nicht
angenommen. Die statistische Analyse zweier Gruppen berechneten wir mittels
Mann-Whitney Test. Zur Analyse von drei oder mehr Gruppen erfolgte die
statistische Auswertung mittels One-Way ANOVA (Kruskal Wallis) gefolgt von
Dunn’s multiplem Vergleichstest (a =0,05). Die Patientenzahl (N) und die
Anzahl Versuchsdurchfiihrungen pro Patient (n) wurden in den Graphiken
entsprechend angegeben.

Signifikanzen wurden wie folgt definiert: * entspricht p < 0,05, ** entspricht
p <0,01, ** entspricht p < 0,001.
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4 Ergebnisse

4 Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob durch TGF-B; die Genexpression
von HDACSs in primaren humanen Osteoblasten verandert wird. Basierend auf
den im Folgenden dargestellten Ergebnissen der Genexpressions-
veranderungen ergab sich im Verlauf des Projektes die zweite Fragestellung,
ob das unter der Stimulation mit TGF-B; in der Genexpression stark
herabgesetzte HDAC9 eine wichtige funktionelle Rolle in Osteoblasten spielt.

4.1 Entwicklung und Optimierung der Primer

Fur die gewéhlte Methode der RT-PCR zur Bestimmung der HDAC-
Genexpressionen werden zur Amplifizierung der gewiinschten DNA-Bereiche
HDAC-spezifische Primer bendtigt. Die bendtigten Primer wurden mit NCBI
Primer-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) generiert und
ihre Spezifitat anhand eines genomweiten Blast verifiziert. Die verwendeten
Primersequenzen sind in Tabelle 11 aufgefuhrt.

Vor Verwendung der Primer in der PCR wurde das bendtigte Volumen, das
Temperaturoptimum sowie die Zyklenzahl ermittelt. Dazu testeten wir je Primer
PCRs mit den eingesetzten cDNA Mengen von 20 — 60 ng, Temperaturen von
56 °C bis 64 °C und 30, 35 oder 40 Zyklen. Die Bedingungen, bei welchen sich
die starksten und am besten abgrenzbaren spezifischen Banden zum optimalen
Vergleich einer Expressionsanderung der Gene ergaben und die eingesetzten
cDNA quantifiziert werden konnte, verwendeten wir fir die PCR-Analysen und

sind in Tabelle 12 aufgeflhrt.
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Tabelle 11: verwendete Oligonukleotide
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4 Ergebnisse

Tabelle 12: PCR-Bedingungen der Exons

Menge [pl] der Probe

Exon Temp [°C] [Zyklen] (10 ng/ul) Positiv Kontrolle
hGAPDH 56 25 2 OSU 65
hHDAC1 60 35 3 OSU 65
hHDAC2 62 35 3 HEK 293T
hHDAC3 58 35 3 OSU 65
hHDAC4 60 35 3 OSU 65
hHDAC5 64 35 4 OSU 65
hHDAC6 58 35 3 HEK 293T
hHDAC7 62 35 3 OSU 65
hHDAC8 58 35 3 OSU 65
hHDAC9 60 35 4 HEK 293T
hHDAC10 62 35 3 HEK 293T
hHDAC11 58 35 3 OSU 65

4.2 Ergebnisse der RT-PCR-Analysen

Primare humane Osteoblasten von 10 Spendern wurden in Kulturschalen
ausplattiert und in Osteoblastenkulturmedium mit 5 ng/ml TGF-f; stimuliert. Ein
Mediumwechsel fand alle vier Tage statt. Als Kontrolle dienten Zellen, die in
Osteoblastenkulturmedium ohne Zusatz von TGF-f; inkubiert wurden. Zur
Identifizierung von Expressionsanderungen der HDACs wurde nach zwei, vier
und sieben Tagen die mMRNA aus den Zellen isoliert und daraus mittels reverser
Transkriptase cDNA synthetisiert. Daraufhin erfolgte die RT-PCR, die
entstandene DNA wurde in Duplikaten im Agarosegel aufgetrennt und die unter
UV-Licht entstandenen Fotografien densitometrisch analysiert. Die GAPDH
Produkte wurden als Referenzwerte bei allen Auswertungen der Experimente
verwendet und alle Ergebnisse als Prozentsatz des Wertes der Kontrolle zum
Referenzwert angegeben. Die Ergebnisse werden in Abbildung 3 bis
Abbildung 13 dargestellt.
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4 Ergebnisse

4.2.1 Genexpression der HDAC Klasse |

4.2.1.1 HDACI: signifikante leichte Expressionsabnahme an Tag 2 und 4

Genexpression HDAC1
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Abbildung 3: Genexpression von HDACL1 unter TGF-B;-Stimulation (5 ng/ml)

N = 10, n = 2. Gestrichelte Linie = Wert der Kontrolle/Genexpression GAPDH entspricht 100%;
*= p< 0,05, *= p < 0,01; GAPDH = Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase, HDAC =
Histondeacetylase, K = Kontrolle, TGF-f; = Transforming Growth Factor beta 1.

Es zeigt sich eine leichte signifikante Abnahme von 11% (p<0,05) bzw. 14%
(p<0,01) der Genexpression von HDAC1 nach zwei bzw. vier Tagen der
Stimulation mit TGF-B1. Nach sieben Tagen Stimulation zeigt sich ein Trend zur

Zunahme der Expression von 8,5% (siehe Abbildung 3).
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4.2.1.2 HDAC2: signifikante leichte Expressionsabnahme an Tag 4

Genexpression HDAC2
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Abbildung 4. Genexpression von HDAC2 unter TGF-B;-Stimulation (5 ng/ml)

N = 10, n = 2. Gestrichelte Linie = Wert der Kontrolle/Genexpression GAPDH entspricht 100%,
*= p < 0,05, GAPDH = Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase, HDAC = Histon-
deacetylase, K = Kontrolle, TGF-; = Transforming Growth Factor beta 1.

Es zeigt sich nach zwei bzw. sieben Tagen Stimulation mit TGF-B; eine leichte
Zunahme der Genexpression von HDAC2 um 14% bzw. 9%. An Tag vier zeigt
sich eine signifikante (p<0.05) geringe Abnahme der Expression von 16%
(siehe Abbildung 4).
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4.2.1.3 HDACS3: signifikante leichte Expressionsabnahme an Tag 4

Genexpression HDAC3
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Abbildung 5: Genexpression von HDAC3 unter TGF-B;-Stimulation (5 ng/ml)

N = 10, n = 2. Gestrichelte Linie = Wert der Kontrolle/Genexpression GAPDH entspricht 100%,
* = p < 0,01; GAPDH = Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase, HDAC = Histon-
deacetylase, K = Kontrolle, TGF-; = Transforming Growth Factor beta 1.

Es zeigt sich eine signifikante Abnahme von 10% (p<0,01) der Genexpression
von HDAC3 nach vier Tagen der Stimulation mit TGF-B;. Nach sieben Tagen
Stimulation zeigt sich eine leichte Zunahme der Expression von 10% (siehe
Abbildung 5).
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4.2.1.4 HDACS: signifikante leichte Expressionsabnahme an Tag 2 und 4

Genexpression HDACS
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Abbildung 6: Genexpression von HDAC8 unter TGF-B;-Stimulation (5 ng/ml)

N = 10, n = 2. Gestrichelte Linie = Wert der Kontrolle/Genexpression GAPDH entspricht 100%,
* = p < 0,01; GAPDH = Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase, HDAC = Histon-
deacetylase, K = Kontrolle, TGF-; = Transforming Growth Factor beta 1.

Es zeigt sich eine signifikante Abnahme von 12% bzw. 11% (je p<0,01) der
Genexpression von HDAC8 nach zwei bzw. vier Tagen der Stimulation mit
TGF-B;. Nach sieben Tagen Stimulation zeigt sich eine leichte Zunahme der

Expression von 10% (siehe Abbildung 6).
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4.2.2 Genexpression der HDAC Klasse lla

4.2.2.1 HDACA4: signifikante Expressionsabnahme an allen Tagen

Genexpression HDAC4
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Abbildung 7: Genexpression von HDAC4 unter TGF-B;-Stimulation (5 ng/ml)

N = 10, n = 2. Gestrichelte Linie = Wert der Kontrolle/Genexpression GAPDH entspricht 100%,
*=p<0,05, *=p<0,01, * =p < 0,001, GAPDH = Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydroge-
nase, HDAC = Histondeacetylase, K = Kontrolle, TGF-3; = Transforming Growth Factor beta 1.

Es zeigt sich eine signifikante Abnahme von 15% (p<0,01), 39% (p<0,001) und
14% (p<0,05) der Genexpression von HDAC4 nach zwei, vier und sieben
Tagen der Stimulation mit TGF-B; (siehe Abbildung 7).
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4.2.2.2 HDACS: signifikante Expressionsabnahme an Tag 4 und 7

Genexpression HDAC5

T 1.5-
y
% *%* * %
E) 1.0“""'""' ---------------- _— -_-----
E I —
o B —
v —_—
© 0.51
©
(]
e
8
X, 0.0 r r '
Tag2 Tag4 Tag7
TGF-B4
negativ

Marker Kontrolle

HDAC5

K TGF-B; K TGFB;, K TGF-B4

Tag 2 Tag 4 Tag7

Abbildung 8: Genexpression von HDACS5 unter TGF-B;-Stimulation (5 ng/ml)

N = 10, n = 2. Gestrichelte Linie = Wert der Kontrolle/Genexpression GAPDH entspricht 100%,
* = p < 0,01; GAPDH = Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase, HDAC = Histon-
deacetylase, K = Kontrolle, TGF-; = Transforming Growth Factor beta 1.

Es zeigt sich eine signifikante Abnahme von 25% bzw. 18% (je p<0,01) der
Genexpression von HDACS nach vier bzw. sieben Tagen der Stimulation mit
TGF-B;. Nach zwei Tagen Stimulation zeigt sich ebenfalls schon eine leichte

Abnahme der Expression von 10% (siehe Abbildung 8).
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4.2.2.3 HDACT: signifikante Expressionsabnahme an Tag 4 und 7

Genexpression HDAC7
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Abbildung 9: Genexpression von HDAC7 unter TGF-B;-Stimulation (5 ng/ml)

N = 10, n = 2. Gestrichelte Linie = Wert der Kontrolle/Genexpression GAPDH entspricht 100%,
*=p < 0,05, *=p < 0,01; GAPDH = Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase, HDAC =
Histondeacetylase, K = Kontrolle, TGF-f; = Transforming Growth Factor beta 1.

Es zeigt sich eine signifikante Abnahme von 9% (p<0,05) und 19% (p<0,01) der
Genexpression von HDAC7 nach zwei und sieben Tagen der Stimulation mit
TGF-B;. Nach vier Tagen der Stimulation zeigt sich ebenfalls eine leichte

Abnahme der Expression von 9% (siehe Abbildung 9).
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4.2.2.4 HDACS9: starke signifikante Expressionsabnahme an allen Tagen

Genexpression HDAC9
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Abbildung 10: Genexpression von HDAC9 unter TGF-B;-Stimulation (5 ng/ml)

N = 10, n = 2. Gestrichelte Linie = Wert der Kontrolle/Genexpression GAPDH entspricht 100%,
*»* = p < 0,001; GAPDH = Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase, HDAC = Histon-
deacetylase, K = Kontrolle, TGF-; = Transforming Growth Factor beta 1.

Es zeigt sich eine signifikante Abnahme von 78%, 68% bzw. 62% (je p<0,001)
der Genexpression von HDAC9 nach zwei, vier bzw. sieben Tagen der
Stimulation mit TGF-f;. Optisch war auf den PCR Gelen kaum noch eine Bande
detektierbar (siehe Abbildung 10).

45



4 Ergebnisse

4.2.3 Genexpression der HDAC Klasse llb

4.2.3.1 HDACS: signifikante Expressionszunahme an allen Tagen

Genexpression HDAC6
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Abbildung 11: Genexpression von HDAC6 unter TGF-B;-Stimulation (5 ng/ml)

N = 8, n = 2. Gestrichelte Linie = Wert der Kontrolle/Genexpression GAPDH entspricht 100%;
*=p<0,05,**=p<0,01, ** =p<0,001; GAPDH = Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogen-
ase, HDAC = Histondeacetylase, K = Kontrolle, TGF-8; = Transforming Growth Factor beta 1.
Datenwerte der Graphik aus [57].

Es zeigt sich eine signifikante Zunahmen der HDAC6 Genexpression von ca.
71% (p<0,01), 105% (p<0,001) und 51% (p<0,05) an den Tagen zwei, vier und
sieben unter der Stimulation mit TGF-B; (siehe Abbildung 11) [57].
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4.2.3.2 HDACI1O0: signifikante Expressionsabnahme an Tag 4 und 7

Genexpression HDAC10
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Abbildung 12: Genexpression von HDAC10 unter TGF-B;-Stimulation (5 ng/ml)

N = 10, n = 2. Gestrichelte Linie = Wert der Kontrolle/Genexpression GAPDH entspricht 100%,
*»* = p < 0,001; GAPDH = Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase, HDAC = Histon-
deacetylase, K = Kontrolle, TGF-; = Transforming Growth Factor beta 1.

Es zeigt sich eine signifikante Abnahme von 45% bzw. 53% (je p<0,001) der
Genexpression von HDAC10 nach vier bzw. sieben Tagen der Stimulation mit
TGF-B;. Nach zwei Tagen der Stimulation zeigt sich ebenfalls schon eine

leichte Abnahme der Expression um 10% (siehe Abbildung 12).
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4.2.4 Genexpression der HDAC Klasse IV

4.2.4.1 HDAC11: signifikante Expressionsabnahme an allen Tagen

Genexpression HDAC11
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Abbildung 13: Genexpression von HDAC11 unter TGF-B;-Stimulation (5 ng/ml)

N = 10, n = 2. Gestrichelte Linie = Wert der Kontrolle/Genexpression GAPDH entspricht 100%,
* = p < 0,01, ** = p<0,001; GAPDH = Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase, HDAC =
Histondeacetylase, K = Kontrolle, TGF-f; = Transforming Growth Factor beta 1.

Es zeigt sich eine signifikante Abnahme von 23% (p<0,01) und 33% (p<0,001)
bzw. 28% (je p<0,01) der Genexpression von HDAC11 nach zwei, vier bzw.
sieben Tagen der Stimulation mit TGF-B; (siehe Abbildung 13).
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4.2.5 Zusammenfassung der PCR-Ergebnisse

Insgesamt lasst sich zusammenfassend sagen, dass die Genexpression der
HDACs durch TGF-B; verandert wird. In der HDAC-Klasse | zeigt sich die
Genexpression kaum beeinflusst. Eine signifikante Herabregulation wird vor
allem in den Klassen Il und IV beobachtet. Eine Ausnahme bildet die
signifikante Genexpressionssteigerung von HDACG6. Ebenfalls sehr auffallend
ist die konstant signifikante Hemmung der Genexpression von HDAC9. Als
Uberblick sind die Ergebnisse der PCR-Analyse in Tabelle 13

zusammengefasst.

Tabelle 13: Zusammenfassung der PCR Ergebnisse

In griin dargestellt ist eine durch TGF-B1 bedingte Zunahme der Genexpression der jeweiligen
HDAC im Vergleich zur Kontrolle, in rot eine Abnahme. HDAC = Histondeacetylase, PCR =
Polymerasekettenreaktion, TGF-p1 = Transforming Growth Factor beta 1. *=p<0,05,
** = p<0,01, **=p<0,001.

Datenwerte von HDACG6 aus [57].

HDAC |Tag 2 |Tag 4 (Tag 7
1 * * %
S |2 -
% 3 * %
¥
8 k% k%
4 %k %k k *
© 5 %k %k
= 7 * k%
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- 100% = Kontrolle i

Abnahme Zunahme
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4.3 Zytotoxizitat von TMP269

Zur Abklarung einer eventuellen Zytotoxizitdt von TMP269 wurden primare
humane Osteoblasten von drei verschiedenen Spendern in 96 Well-Platten mit
den Konzentrationen 2,5, 5, 10, 20, 40, 80 und 160 nM TMP269 fur drei Tage
stimuliert. TMP269 wurde dabei in DMSO geldst. Die Kontrollen bildeten dabei
in Differenzierungsmedium mit 0,1% DMSO inkubierte Zellen. Anschlie3end
wurde zur Bestimmung der Zellviabilitat der Resazurinumsatz (siehe
Abbildung 14 a)) und zur Bestimmung der Zelldifferenzierung nach 40 min
Inkubationszeit die AP-Aktivitat gemessen (siehe Abbildung 14 b)). Die Werte
der AP-Aktivitdt wurden mittels der zuvor erstellten Standardkurve des
verwendeten AP-Aktivitatspuffers normalisiert und an die mittels des Resazurin-

Umsatzes gemessene Proliferation der Zellen angeglichen.

a) b)
1.51 Resazurinumsatz 1.51 AP-Aktivitat
T 0
5 o
= — =
S 1.04 S 1.0-
< <
b3 )
° b
a o i
2 0.54 2 0.5
8 g
v <
x flan
OC T T T T T T T T 00-

]

TMP 269

Kontrolle
0.1% DMSO A

Kontrolle
0.1% DMSO

TMP 269

Abbildung 14: Zytotoxizitat von TMP269

Die Zytotoxizitat wurde mittels a) des Resazurinumsatzes und b) der AP-Aktivitat nach drei
tagiger Stimulation in aufsteigenden Konzentrationen (2,5, 5, 10, 20, 40, 80 und 160 nM) von
TMP269 bestimmt. 0,1% DMSO fungierte im Sinne einer Positivkontrolle. N = 3, n = 5. AP =
Alkalische Phosphatase, DMSO = Dimethylsulfoxid.

Im Vergleich zur Kontrolle fihrt die Stimulation mit TMP269 bei den
Konzentrationen 2,5 nM bis 80 nM und 0,1% DMSO zu einem nur sehr leichten
Abfall des Resazurinumsatzes. Durch Stimulation mit 160 nM TMP269 ist ein

nur leichter Anstieg des Resazurinumsatzes zu beobachten. Ahnlich dazu
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zeigen die Werte der AP-Aktivitat lediglich leichte Schwankungen. Alle Werte,
bis auf die Konzentrationen 40 nM und 80 nM, die einen leichten Anstieg
zeigen, sind leicht vermindert (siehe Abbildung 14).

Es lasst sich somit keine zytotoxische Wirkung, sowie keine Einschrankung der
Funktion von priméaren humanen Osteoblasten durch TMP269 beobachten.

Zur weiteren Abklarung der Zytotoxizitdt von TMP269 wurde zuvor der
Zellkulturtiberstand der hochsten Konzentration von TMP269 (160 nM), sowie
der der Kontrolle entnommen und darin die LDH-Aktivitdt gemessen.

)

o

£ 1.0- ' —
g R E— RN EE—
o

©

o

2 0.5-

8

X,

0.0 T T
Kontrolle TMP269 [160 nM]

Abbildung 15: LDH-Aktivitat Stimulation mit 160 nM TMP269
Die LDH-Aktivitat im Kulturiiberstand wurde nach drei tagiger Stimulation mit 160 nM TMP269
gemessen. N = 3, n = 5. LDH = Laktatdehdrogenase, nM = Nanomol

Es ist kein Anstieg der LDH-Aktivitat im Zellkulturiberstand der mit TMP269
stimulierten Zellen im Vergleich zur Kontrolle feststellbar. Die hohe
Konzentration von 160 nM TMP269 bewirkt somit keine zytotoxische Wirkung

auf humane Osteoblasten (siehe Abbildung 15).
Fur die folgenden Experimente wéhlten wir so eine Konzentration von 40 nM

TMP269, welche der zweifachen inhibitorischen Konzentration von HDAC9

(ICsp) entspricht.
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4 Ergebnisse

4.4 Auswirkung der Inhibierung von HDAC9 auf den Umsatz

von Resazurin in primaren humanen Osteoblasten

Zur Beurteilung der funktionellen Rolle von HDACS9 in der Osteogenese wurden
Zellen in Osteoblastendifferenzierungsmedium mit 5 ng/ml TGF-B; bzw. mit
40 nM des spezifischen HDAC9 Inhibitors TMP269 stimuliert. Zur Untersuchung
der Proliferation und Viabilitat der Osteoblasten wurde nach sieben Tagen der
Resazurinumsatz bestimmt. Untersucht wurden Osteoblasten von 17 Patienten

in Pentaplikaten. Die Ergebnisse sind in Abbildung 16 abgebildet.
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Abbildung 16: Effekt von TGF-B; und TMP269 auf den Resazurinumsatz

Bestimmung des Resazurinumsatzes nach 7-tgiger Stimulation mit 5ng/ml TGF-; bzw. 40 nM
TMP269. N = 17, n = 5. *= p < 0,05, ** = p < 0,001, TGF-B; = Transforming Growth Factor
beta 1.

Die Ergebnisse zeigen, dass TGF-B; den Resazurinumsatz von priméaren
humanen Osteoblasten signifikant um 26% (p<0,001) im Vergleich zur Kontrolle
steigert. Die chemische Inhibierung von HDAC9 durch TMP269 beeinflusst mit
einer Abnahme von nur 6% (p<0,05) im Vergleich zur Kontrolle den Resazurin-
Umsatz kaum (siehe Abbildung 16).
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4.5 Auswirkung der Inhibierung von HDAC9 auf die AP-
Aktivitat in primaren humanen Osteoblasten

Zur weiteren Beurteilung der funktionellen Rolle von HDAC9 in der
Osteogenese wurden Osteoblasten in Differenzierungsmedium mit 5 ng/ml
TGF-B1 bzw. mit 40 nM des spezifischen HDAC9 Inhibitors TMP269 stimuliert.
Zur Untersuchung der Differenzierung der Osteoblasten wurde nach sieben
Tagen die AP-Aktivitat (20 min Inkubationszeit) bestimmt. Untersucht wurden
Osteoblasten von 17 Patienten in Pentaplikaten. Abbildung 17 zeigt die mittels
der zuvor erstellten Standartkurve des verwendeten AP-Aktivitatspuffers
normalisierten und an die mittels des Resazurinumsatzes bestimmten

Proliferation der Zellen angeglichenen Ergebnisse.
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Abbildung 17: Effekt von TGF-B; und TMP269 auf die AP-Aktivitat
Bestimmung der AP-Aktivitdt nach 7-tdgiger Stimulation mit 5ng/ml TGF-B; bzw. 40 nM
TMP269. N = 14, n = 1-5. *** = p < 0,001, TGF-B; = Transforming Growth Factor beta 1.

Im Vergleich zur Kontrolle senkt TGF-f3; die AP-Aktivitat von primdren humanen
Osteoblasten signifikant um 67% (p<0,001). Die chemische Inhibierung von
HDAC9 durch TMP269 senkt im Vergleich zur Kontrolle die AP-Aktivitat
signifikant um 36% (p<0,001). Die Differenz der Abnahme der AP-Aktivitat
zwischen der Stimulation mit TGF-B; bzw. TMP269 von 31% zeigt ebenfalls
eine Signifikanz (p<0,001) auf (siehe Abbildung 17).
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4.6 Auswirkung der Inhibierung von HDAC9 auf die Bildung

von mineralisierter Matrix

Abschlie3end wurde die funktionelle Rolle von HDACS9 in Bezug auf die Bildung
von  mineralisierter ~ Matrix  untersucht.  Osteoblasten  wurden in
Differenzierungsmedium mit 5 ng/ml TGF-B; bzw. mit 40 nM des spezifischen
HDACS9 Inhibitors TMP269 stimuliert und nach 21 Tagen eine von Kossa sowie
eine Alizarin Rot Farbung durchgefuhrt. Untersucht wurden Osteoblasten von
funf Patienten in Triplikaten. Vor den Anfarbungen erfolgte mittels Zugabe von
2ng/pl Hoechst 33342 die Bestimmung der Zellzahl  mittels
Floureszenzintensitat. Die Farbeergebnisse wurden auf die erhaltenen

Zellzahlen normiert.
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Abbildung 18: Effekt von TGF-B,/TMP269 auf die Zellzahl nach 21 Tagen

Stimulation mit 5ng/ml TGF-B; bzw. 40 nM TMP269. Zellzahlbestimmung mittels Hoechst. N =
5 n=3.*=p<0,01, * =p < 0,001, ns = nicht signifikant, TGF-B; = Transforming Growth
Factor beta 1.

TGF-B; steigert nach 21 Tagen die Zellzahl von primdren humanen

Osteoblasten signifikant um 15% (p<0,01) im Vergleich zur Kontrolle. Die
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chemische Inhibierung von HDAC9 durch TMP269 fur 21 Tage beeinflusst im
Vergleich zur Kontrolle die Zellzahl kaum (siehe Abbildung 18).

Die erhaltenen Ergebnisse der von Kossa Farbung sind in Abbildung 19
dargestellt. Auch nach wiederholtem Durchfuhren des Experiments zeigten sie

sich nur sehr schwach.

Abbildung 19: Von Kossa Farbung nach Stimulation tUber 21 Tage
A Kontrolle, B 5ng/ml TGF-B, C 40 nM TMP269.

Die erhaltenen Ergebnisse der Alizarin Rot Farbung auf die Zellzahl gemittelt in
Abbildung 20 zeigen signifikante Unterschiede der Kontrollgruppe und der mit
TGF-B; bzw. TMP269 stimulierten Osteoblasten in der Bildung von

extrazellularer Matrix.
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Bildung extrazellularer Matrix
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Abbildung 20: Effekt von TGF-BJ/TMP269 auf die Bildung von extrazellularer Matrix
(Alizarin Rot Farbung) nach 21 Tagen

Stimulation mit 5ng/ml TGF-; bzw. 40 nM TMP269. N =5, n = 3. *=p < 0,05, ** = p < 0,01,
*** = p < 0,001, TGF-B; = Transforming Growth Factor beta 1.

TGF-B; senkt die Bildung extrazellularer Matrix in primaren humanen
Osteoblasten im Vergleich zur Kontrolle signifikant um 75% (p<0,001). Die
chemische Inhibierung von HDAC9 durch TMP269 senkt die Bildung
extrazellularer Matrix im Vergleich zur Kontrolle signifikant um 48% (p<0,01).
Die Differenz der Abnahme der Bildung von extrazellularer Matrix zwischen der
Stimulation mit TGF-B; bzw. TMP269 von 27% zeigt ebenfalls eine Signifikanz
(p<0,05) auf (siehe Abbildung 20).
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5 Diskussion

Die Aussage TGF-B: stimuliert die Knochenbildung, aber inhibiert die
Knochenmineralisierung [36] erscheint zuerst widersprichlich. Auf den zweiten
Blick wird aber deutlich, dass es sich bei den Prozessen Mineralisierung und
Knochenbildung um zwei verschiedene und sehr komplexe Vorgange im
menschlichen Knochen handelt. Wir wissen, dass TGF-B; dabei eine sehr
wichtige Rolle einnimmt. Der Einfluss von TGF-f; auf Osteoblasten ist abhangig
von dem Differenzierungsstadium der Zellen: TGF-B; férdert die Proliferation
von Préosteoblasten, wéahrend die terminale Differenzierung von TGF-f;
gehemmt wird [36]. Es besteht die Vermutung, dass epigenetische
Verdnderungen an Histonen durch HDACs zu einer verminderten
Genexpression von Faktoren, die zur Knochenbildung und
Knochenregeneration bendtigt werden, fuhren. Hintergrund hierfir bildet die
Beobachtung, dass schon eine geringe Menge TGF-B1 in primaren humanen
Osteoblasten zu einer Inhibierung des fir die Knochenhomg@ostase wichtigen
BMP-Signalwegs fiihrt, welche aber durch chemische Hemmung von HDACs
durch den HDACI Valproinsdaure wieder aufgehoben werden kann [5]. Dies
fuhrte nun zu der Frage ob TGF-B1 in primaren humanen Osteoblasten zu einer
Veranderung der HDAC Genexpression fiuhrt und ob dabei spezielle HDACs
besonders betroffen sind. Aufgrund des Nachweises, dass durch TGF-B; die
Aktivitat von HDACs gesteigert wird [3], sowie dem Wissen, dass die meisten
HDACs hemmend auf das fur den Knochenaufbau essentielle Runx2 wirken
[63, 68, 87], erwarteten wir am ehesten eine vermehrte Genexpression der
HDACSs in Osteoblasten unter der Stimulation mittels TGF-p3;.

Ziel dieser Arbeit war, die Rolle von TGF-B; als auch von HDACs im
Osteoblasten besser verstehen zu kénnen und gegebenenfalls anhand dieser
Ergebnisse neue Therapieansatze fir Knochenerkrankungen entwickeln zu

kdnnen.

Unsere  Ergebnisse zeigten erwartungsgemall  Veranderungen  der
Genexpression der HDACs in mit TGF-B; stimulierten primaren humanen

Osteoblasten. Grof3e Veranderungen der Genexpression konnten bei HDACs
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der Klassen Il und IV nachgewiesen werden. Die Genexpression der Klasse |
HDACs zeigte sich im Vergleich generell wenig verandert. Signifikant starke
Abnahmen fanden sich bei HDACY9, -10 und -11. Die einzige signifikant starke
Zunahme der Genexpression konnte bei HDAC 6 gezeigt werden [57]. Nimmt
man alle HDAC Klassen zusammen, zeigten unsere Ergebnisse insgesamt eine
Abnahme der Genexpression. Ehnert et al. [57] zeigten nach einer 48-stiindigen
Stimulation mit 5 ng/ml TGF-B; in primadren humanen Osteoblasten ebenfalls
eine insgesamt reduzierte HDAC Genexpression. Urspringlich erwarteten wir
jedoch aufgrund der zu Beginn erlauterten Erkenntnisse aus der Literatur eine
generelle Zunahme der HDAC Genexpression in primaren humanen
Osteoblasten unter der Stimulation von TGF- B;. Erklarend hierflr kdénnte die
Uberlegung sein, dass Genexpression und enzymatische Aktivitat von HDACs
nicht gleichgesetzt werden dirfen. Weiter ist zu bedenken, dass nicht nur die
katalytischen Doménen der HDACs die Vorgange der Osteoblastogenese
beeinflussen. Mdglich ware, dass weitere Regionen jeder HDAC Isoform mit
Proteinen interagieren oder in zellulare Prozesse eingreifen kénnen [88-91].
Auch zu diskutieren ist, dass hauptsachlich die Genexpression der Klassen I
und IV abnimmt, die katalytische Aktivitat dieser aber nur sehr gering ist [8, 88]
und die HDAC Klasse Il nicht nur im Nukleus sondern auch im Zytoplasma zu
finden ist [54].

Es wird davon ausgegangen, dass jedem HDAC eine eigene Rolle im
Differenzierungsprozess der Osteoblasten zugeordnet werden kann [53]. Da
unsere Ergebnisse verschiedene Tendenzen der Expressionsveréanderung
einzelner HDACs zeigen, muss jede Isoform individuell betrachtet und diskutiert
werden. Aufgrund der doch &hnlichen Expressionsveranderungen innerhalb
einer jeden HDAC Klasse verwenden wir diese Klasseneinteilung der HDACs

als Grundlage der im Nachfolgenden aufgefuhrten Reihenfolge.

Die Klasse | der HDACs wird von HDAC1, -2, -3 und -8 reprasentiert. HDACs
der Klasse | besitzen gegeniber Histonsubstraten eine hohe enzymatische
Aktivitat, und sind entscheidend fir DNA-Replikation, DNA-Reparatur, Splicing,

Zellproliferation und Zelliberleben [8]. Die aktuell bekannten Knock-out
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Tiermodelle von Reprasentanten der HDAC Klasse | geben einen Einblick auf
den Einfluss dieser Enzyme auf die generelle und skelettale Entwicklung. Bei
HDAC1 bzw. HDAC3 Knock-out Mausen zeigt sich eine embryonale Letalitat
[92, 93]. Ein Fehlen von HDAC2 zeigt eine reduzierte GréRe von Wirbelsaule
und Becken [94]. Konditionale HDAC3 Knock-out Mause zeigen einen mit dem
Alter zunehmenden Verlust an trabekularer und kortikaler Knochenmasse, eine
defekte Matrixmineralisierung sowie insgesamt eine geringere Anzahl an
Osteoblasten [95]. Im HDAC8 Knock-out Mausmodel zeigen sich kraniofaziale
Deformitaten [96]. Klasse | HDACs zeigen sich so im Tiermodell als
ausschlaggebender Faktor der Skelettentwicklung und bei dem Erhalt von
Knochenmasse in erwachsenen Tieren. In humanen Osteoblasten werden
HDAC1, -2 und -3 im Vergleich zu HDACS stéarker exprimiert [8, 57]. Weiter ist
bekannt, dass HDAC3 in allen osteoblastaren Differenzierungsstufen, HDAC1
hingegen vor allem in Progenitorzellen exprimiert wird [53]. Lee et al. [13]
zeigten 2006, dass eine Suppression von HDAC1 die Osteoblastenreifung
beschleunigt und die Produktion von AP sowie Osteopontin férdert. Daraus
lasst sich eine wichtige Rolle von HDACL1 fir die Ostoblastenproliferation aber
nicht fir die osteoblastare Differenzierung schlieBRen. Unterstitzt wird diese
Vermutung dadurch, dass die HDAC1 Expression im Verlauf der
Osteoblastendifferenzierung abnimmt [13, 53]. Bezlglich einer Suppression von
HDAC3 zeigten 2004 Schroeder et al. [64], dass die Expression von
Osteocalcin und die Matrixmineralisierung beschleunigt wird, was eine ahnliche
Rolle von HDAC3 wie die von HDACL1 im Osteoblasten vermuten lasst. TGF-f3;
zeigt ebenfalls einen positiven Effekt auf die frihe Osteoblasenproliferation,
erhohte  TGF-B;  Serumspiegel inhibieren aber die terminale
Osteoblastendifferezierung [3, 36]. So liegt es nahe, dass TGF-[3; via Interaktion
mit HDAC1 und HDAC3 diese Ablaufe beeinflussen kénnte. Deshalb erwarteten
wir am ehesten eine Erhéhung der Genexpression von HDAC1 und -3 unter der
Stimulation von TGF-B; im Osteoblasten. Unsere Ergebnisse zeigten im
Grol3teil keine starken Genexpressionveranderungen fir die HDAC der Klasse
|. Die gro3ten Expressionsunterschiede stellten eine Zunahme der Expression

von HDAC2 an Tag 2 und eine signifikante Abnahme der Expression von
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HDAC3 bzw. -8 an Tag 4 bzw. 2 dar. Insgesamt zeigte sich aber keine grol3ere
Veranderung als 16%. Dies lasst vermuten, dass die durch TGF-B;
hervorgerufenen Genexpressionsverdnderungen der HDACs der Klasse | nicht
als entscheidender intrazellularer Prozess, welcher die durch TGF-3;

hervorgerufenen osteoblastaren Veranderungen steuert, gewertet werden darf.

Die HDAC Klasse Il wird in Klasse lla (HDAC4, -5, -7 und -9) und Klasse llb
(HDACG6 und -10) unterteilt. HDACs der Klasse Il besitzen in ihrer katalytischen
Domaéane anstelle der Tyrosinketten wie in Klasse | HDACs Histidinketten und
besitzen so im Vergleich eine geringere Deacetylaseaktivitat [8, 88]. Der
Groliteil ihrer enzymatischen Aktivitat entsteht durch Bildung von funktionellen
Komplexen mit Klasse | HDACs [8]. Die HDAC Klasse lla besitzt neben der
katalytischen Doméne spezielle grol3e NHj-terminale Fortsatze zur Interaktion
mit gewebespezifischen Transkriptionsfaktoren und Rekrutierung von
Zielgenen. Zum Beispiel befinden sich hier Bindungsstellen fur Mef2 [88] [97],
Runx2 [89-91] und dem Protein 14-3-3 [8]. Mef2 ist eine ursprunglich als
unterstitzend in der Muskeldifferenzierung wirkende bekannte Familie an
Transkriptionsfaktoren [98], deren Aktivitdt u.a. von HDACs der Klasse lla
beeinflusst wird [97, 99]. Runx2 ist ein essentieller Transkriptionsfaktor der
osteoblastaren Entwicklung und Differenzierung [58]. An den NHa-terminalen
Fortsatzen befinden sich auch Serinreste welche signalabhéngig phosphoryliert
werden kénnen [88]. Eine Phosphorylierung fordert die Bindung von 14-3-3
Proteinen an die HDACs und fuhrt so zu einer Translokation der HDACs vom
Nukleus ins Zytoplasma. So kommt es konsequenterweise zu einer Aufhebung
der Hemmung ihrer jeweiligen Zielgene [8, 100]. Diese Fahigkeit der HDACs
der Klasse Il, sich zwischen Nukleus und Zytoplasma zu bewegen, kdnnte auch
transkriptionsunabhangige Funktionen und Vorgange in Osteoblasten
beeinflussen [8]. Man geht davon aus, dass HDACs der Klasse Il
gewebespezifische Rollen einnehmen und so insgesamt mehr spezialisierte
Funktionen als Klasse | HDACs besitzen [101].

Knock-out Mause der HDAC Klasse Il zeigen beziglich HDAC4 Defekte in der

Differenzierung von Chondrozyten [65], beziglich HDAC5 eine reduzierte
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Knochendichte sowie eine verringerte Knochenbildung durch Osteoblasten
[102]. Ein Fehlen von HDAC7 fuhrt zu einer Zunahme der
Matrixmetalloproteinase 10 [103] und Knock-out von HDAC6 zu
hyperacetyliertem Tubulin sowie zu einer leichten Zunahme an Knochendichte
der Spongiosa [104]. Auffallig ist, dass es im Vergleich zu Klasse | HDAC
Knock-out Mausen in keinem dieser Tiermodelle zu einer embryonalen Letalitat
kommt. Erklarend kénnte die insgesamt geringe enzymatische Aktivitat der
Klasse Il HDACs sein [8]. Die Klasse Il HDACs werden in den verschiedenen
osteoblastaren Differenzierungsstadien unterschiedlich exprimiert. HDAC4 und
HDACSG6 vor allem in reifen Osteoblasten, HDAC7 wird in allen ossaren Zellen
gleichbleibend exprimiert [53]. Im Verlauf der osteogenen Differenzierung
werden HDACS5, -6 und -7 fast doppelt so stark exprimiert als zu Beginn [57].
Die Expression von HDAC4, -9 und -10 in Osteoblasten ist eher gering [8, 57].
Dies muss aber nicht unbedingt die Wichtigkeit der Enzyme im
Knochenmetabolismus reflektieren. HDAC4 gilt beispielsweise ein wichtiger
Regulatoren der enchondralen Knochenbildung [65].

Unsere Ergebnisse zeigen die Genexpression der Klasse Il HDACs meist
signifikant herabgesetzt, vor allem HDACY, -10 und -11, wobei HDAC9 mit einer
durchschnittlichen Minderung von 69% am starksten hervorsticht und deshalb
etwas spater ausfuhrlich diskutiert wird. Die grof3e Ausnahme bildet HDACS.
HDACG6 wird an allen Messtagen im Durchschnitt ca. 76% signifikant vermehrt
exprimiert. Auffallig ist die grof3e Diskrepanz der Expressionsanderungen der
zwei Reprasentanten der HDAC Klasse IIb (HDAC6 und HDAC10).

HDAC 4, -5, -6 und -7 sind HDACs der Klasse lla, interagieren mit Runx2 und
hemmen die Aktivitit des Transkriptionsfaktors [63-65, 69]. Der
Transkriptionsfaktor Runx2 bindet an die OSE2 Bindungssequenz (Runx2-
Bindungsstelle) der Promotoren vieler osteoblastenspezifischer Gene (u.a.
Osteocalcin, Bone Sialoprotein, Osteopontin und Kollagen-la1) [58, 59, 61, 62].
Er interagiert mit transkriptionellen Koaktivatoren und Korepressoren, um
entweder die Transkription bestimmter gewebespezifischer Gene zu aktivieren
oder zu hemmen [66]. Runx2 ist so essentiell fur die Osteogenese. Ohne Runx2

findet keine osteoblastare Differenzierung statt [105]. Sehr interessant ist, dass
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auch durch TGF-B; via Smad3, einem Effektor im TGF-B; Signalweg, die
Expression von Runx2 und dessen Aktivitat gehemmt wird [106]. Kang et al.
[68] zeigten dass dies durch direktes Involvieren von HDAC4 oder -5
(Komplexbildung aus HDAC4/-5, Smad3 und Runx2, welcher an die Runx2-
DNA Bindungsstelle bindet) geschieht. Diese TGF-B; vermittelte Hemmung der
Runx2 Funktion und konsekutive Inhibierung der Runx2 Zielgene koénnte zur
Hemmung der terminalen Osteoblastendifferenzierung durch TGF-3; beitragen
[68, 106]. TGF-B; und die HDACs der Klasse lla, ausgenommen HDAC9 (s.u.),
fuhren also zu einer Hemmung der transkriptionalen Aktivitdt von Runx2.
Unsere Ergebnisse zeigen eine Minderung der HDAC-Genexpression der
Klasse lla unter TGF-B; Stimulation in Osteoblasten, was schlussfolgern lasst,
dass es so durch fehlende Hemmung zu einer vermehrten Runx2 Aktivitat
kommt. Liu et al. [107] zeigten auf der Basis von Untersuchungen in M&usen,
dass eine Runx2-Uberexpression in Osteoblasten zu Knochenfrakturen und
Osteopenie durch Anhaufung von unreifen Osteoblasten im Gewebe fiihrt. Die
Arbeitsgruppe nahm so an, dass die spaten Stadien der
Osteoblastendifferenzierung durch eine Uberexpression von Runx2 inhibiert
werden [107]. Dies passt mit unseren Ergebnissen zusammen.

Die Klasse lIb der HDACs beinhaltet zwei HDAC Isoformen. HDAC6 nimmt mit
seinen zwei Deacetylase Domanen und einer ubiquitin-bindenden Region eine
Sonderrolle ein [100]. Hubbert et al. [55] zeigten 2002, dass HDAC6 im
Zytoplasma Nicht-Histon-Proteine wie a-Tubulin deacetyliert. Aus acetyliertem
a-Tubulin sind Mikrotubuli aufgebaut, welche u.a. das Grundgerist von
primaren Zilien bilden [108]. Eine Deacetylierung von a-Tubulin fihrt zu einer
Instabilitat der Mikrotubuli [109]. Es wird vermutet, dass primare Zilien im
Knochen als Mechanosensor von extrazellularen  Stimuli  in  der
Knochenhomd@ostase von Bedeutung sind [109-114], da ein Fehlen der Zilien zu
einem Verlust der Knochenmasse fuhrt [115]. Unsere Arbeitsgruppe [57] zeigte
in diesem Jahr, dass in mit TGF-B; stimulierten primaren humanen
Osteoblasten nicht nur die HDAC6 Genexpression, sondern auch HDAC6 auf
Proteinebene signifikant geférdert wird, was zu einer Veranderung und

geringeren Menge an primaren Zilien der Osteoblasten fuhrt. Auch unter
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mechanischer Reizung der Zellen (Fllissigkeitsstrom) zeigte sich eine geringere
osteogene Differenzierung [57]. Diese Ergebnisse lassen darauf schliel3en,
dass TGF-B; via Expressionsforderung von HDACG6 negativ auf die
osteoblastare Differenzierung wirkt.

Uber die Funktion von HDAC10 im Osteoblasten ist kaum etwas bekannt.
Gemeinsam mit HDACL11 ist die basale Expression von HDAC10 in primaren
humanen Osteoblasten im Vergleich mit allen restlichen HDAC Isoformen sehr
gering [57]. In unserem Versuchsaufbau geht die Expression von HDAC10 als
auch vonHDAC11, dem einzigen Reprasentanten der Klasse IV, zu allen
Messzeitpunkten (mit Ausnahme der Expression von HDAC10 an Tag 2) sogar
noch weiter signifikant um bis zu 53% zurtick. HDAC11 zeigt strukturelle
Ahnlichkeit zu den Klassen | und Il und besitzt eine Deacetylase Domane mit
COOH- und NHj-terminalen Endigungen [8]. Obwohl HDAC11 in vielen
Geweben zu finden ist, ist aktuell nur wenig Uber seine Funktion bekannt.
Jensen et al. [67] zeigten, dass HDAC10, wie auch HDAC9 und HDAC11 nicht
hemmend auf Runx2 wirken. Auffallend ist, dass in unseren Ergebnissen
gerade diese drei HDAC Isoformen insgesamt am meisten in ihrer Expression
gehemmt wurden. Dies lasst vermuten, dass trotz ihrer geringen Expression in
Osteoblasten [8, 57] diese drei HDAC Isoformen nicht unwichtig im Prozess der

osteoblastaren Differenzierung sind.

Nun zu HDAC9, dem letzten hier noch nicht erwahnten Mitglied der HDAC
Klasse Il. HDAC9 sticht in dieser Arbeit mit einer signifikanten Abnahme der
Genexpression in Osteoblasten unter der Stimulation mit TGF-B, von 78%, 68%
und 62% gemessen an den Tagen zwei, vier und sieben eindeutig heraus. Im
Vergleich zu manch anderer HDAC Isoform sind die Erkenntnisse uber
Funktionen und Aufgaben von HDAC9 im Menschen noch sehr gering. Bereits
bekannt ist, dass HDAC9 im Nervensystem dendritisches Wachstum fordert
[116], eine hemizygote Deletion von HDAC9 in Patienten mit Schizophrenie zu
finden ist [117] oder dass HDAC9 in regularen T-Zellen exprimiert wird und
deren Funktion kontrolliert [118]. Zhou et al. [119] zeigten, dass im Vergleich zu
HDAC4 HDACY in 293T Zellen nur eine 1/10 so grol3e enzymatische Aktivitat
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besitzt. Die Gruppe zeigte weiter, dass durch alternatives Splicing mindestens
sechs verschiedene HDAC9 Proteinisoformen entstehen kdnnen. Auch bei
anderen HDACs sind Isoformen bekannt, aber nicht in der gleichen Anzahl wie
bei HDACY9. Dies lasst vermuten, dass HDAC9 neben der enzymatischen
Aktivitdt noch weitere, eventuell sogar dieser Ubergeordnete, Funktionen inne
haben muss. Bezuglich der skelettalen Entwicklung kommt es in HDAC9
Knock-out Mausen zu einer reduzierten Knochenmasse, einer vermehrten
Knochenresorption und einer geringeren Knochenbildung [120]. Dies ist ein
erster Hinweis, dass der Einfluss von HDAC9 auf die Knochenhomdostase nicht
vernachlassigt werden sollte. Weiter ist bereits bekannt, dass HDAC9 ein
negativer Regulator der Adipogenese ist, da HDAC9 vor Beginn der
Differenzierung der Adipozyten herabreguliert wird [121, 122]. Adipozyten und
Osteoblasten sind beide mesenchymalen Ursprungs, so dass die Menge der
entstehenden differenzierten Zellen negativ miteinander korrelieren muss.
Wenn HDACS9 also die Adipogenese negativ beeinflusst, miisste das Enzym die
Osteoblastogenese positiv beeinflussen. Diese Uberlegung wird von unseren
Ergebnissen der Herabregulation der HDAC9 Expression durch TGF-B;
gestitzt. Zuletzt wurde HDACO in der Literatur oft gemeinsam mit Mef2 und NF-
kB genannt. Die Upstream Promoter Sequenz des HDAC9 Genes zeigt
Transkriptionsfaktorbindungsstellen von Mef2 und NF-kB stark reprasentiert
[123]. Zhou et al zeigten 2001 [119], dass in 293T Zellen HDAC9 spezifisch mit
Mef2 interagiert und die Mef2-vermittelte Transkription dosisabhangig hemmt.
Haberland et al. zeigten 2007 bezogen auf die Muskeldifferenzierung, dass
HDACO einerseits von Mef2 beeinflusst wird, andererseits HDAC9 die Aktivitat
von Mef2 hemmt. So ist eine Selbstregulation der Expression von HDAC9 im
Sinne eines negativen Feedbacks moglich [99]. Weiter zeigte die Gruppe, dass
Mef2 in Neuronen die HDAC9 Expression positiv beeinflusst. Ob im
Nervengewebe oder aber auch in weiteren Gewebearten dhnliche Mef2-HDAC9
Regulationsmechanismen bestehen, ist aktuell noch nicht bekannt. Spannend
ist, dass seit 2011 bekannt ist, dass Mef2c auch in der
Osteoblastendifferenzierung ein wichtiger Transkriptionsfaktor ist [124].

Stephens et al. [124] postulierten, dass Mef2c die Expression von Runx2 und
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Osterix positiv reguliert. Dies wurde von Kawane et al. [87] 2014 bestatigt, als
gezeigt werden konnte, dass Mef2c direkt an eine Runx2-Enhancerregion
binden kann und Teil eines Enhanceosomes bildet. Interessant wére nun zu
wissen ob in Osteoblasten dhnlich zu Myoblasten ein Regulationsmechanismus
zwischen HDAC9 und Mef2 besteht und natirlich, ob HDAC9 so uber Mef2
Einfluss auf Runx2 ausubt.

Bezuglich des osteoblastaren Einflusses von NF-kB ist bekannt, dass im
Tiermodell eine Beseitigung von Sirtl (HDAC Gruppe Ill) die Aktivitat von NF-
kB fordert, was zu einer Suppression der Osteoblastendifferenzierung und einer
Abnahme der trabekuldren Knochenmasse fuhrt [125, 126]. Bezlglich einer
Interaktion zwischen HDAC9 und NF-kB ist ein Zusammenspiel mit reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) denkba: Morgan et al. [127] zeigten, dass NF-kB
regulierte Gene eine wichtige Rolle der Regulation der Menge an reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) spielen und ROS wiederum verschiedene
inhibitorische oder stimulierende Einflisse auf den NF-kB Signalweg haben.
Koli et al. [128] zeigten, dass ROS TGF-B; aktivieren kdnnen, aber auch durch
TGF-B; induziert werden. Wir konnten in dieser Arbeit einen negativen Effekt
von TGF-B; auf die HDAC9 Expression zeigen. Alle drei Faktoren scheinen sich

also gegenseitig zu beeinflussen. Wie genau ist allerdings noch nicht bekannt.

Aufgrund der auffallend starken Hemmung der HDAC9 Genexpression in mit
TGF-B; stimulierten Osteoblasten untersuchten wir die funktionelle Rolle von
HDAC9 bezogen auf die Osteogenese. Hierfur stimulierten wir Osteoblasten
neben TGF-B; mit dem spezifischen HDAC9-Inhibitor TMP269. So liel3 sich,
ohne dass auch weitere HDACs beeinflusst wurden, isoliert der Effekt der
chemischen Hemmung von HDAC9 auf Osteoblasten untersuchen.

Der Nachweis von mineralisierter Matrix anhand der von Kossa Methode gelang
auch bei Wiederholung der Farbung nur sehr schwach. Aus Vorarbeiten
unseres Labors ist bekannt, dass die Qualitat und somit das Auftreten von
schwachen Farbeergebnissen spenderabhangig ist. Alternativ hatte die

osteogene Differenzierung mittels dem aber weniger sensitiven Nachweis der
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Kalziumabnahme im Medium oder auch dem Nachweis von Osteocalcin oder
Bone Sialoprotein erhoben werden kdnnen [129].

Die Ergebnisse zeigen, dass im Gegensatz zu TGF-B; die chemische
Inhibierung von HDAC9 die Proliferation (indirekte Messung mittels des
Resazurinumsatzes) von primaren humanen Osteoblasten nicht verandert.
Allerdings wird &hnlich zur TGF-B; Stimulation durch die Blockierung von
HDAC9 die Funktion der primaren humanen Osteoblasten im Sinne eines
negativen Effekts auf die Differenzierung beeinflusst: Es zeigt sich eine
signifikante Reduktion der AP-Aktivitdt durch Stimulation mit TGF-$, von 67%
und durch Stimulation mit TMP269 von 36%. Auch die Bildung von
extrazellularer Matrix zeigte sich in der Alizarin Rot Farbung durch TGF-; um
75% und durch TMP269 um 48% signifikant reduziert. Die Ergebnisse zeigen,
dass die Herabregulation von HDAC9 eine entscheidende Rolle bei dem
beobachteten Funktionsverlust der primaren humanen Osteoblasten zu spielen

scheint. Aber sie scheint nicht allein dafiir ausschlaggebend zu sein.

Zusammenfassend zeigen mit TGF-B; stimulierte Osteoblasten Veréanderungen
in der Expression von HDACs, wobei es insgesamt zu einer
Expressionsabnahme kommt. Eine Ausnahme zeigt die Expressionszunahme
von HDAC6. HDAC9 sticht mit seiner sehr starken Expressionsabnahme
ebenfalls heraus. Wir gehen davon aus, dass die Steigerung der HDAC6- und
die Herabregulation der HDAC9-Genexpresssion bedeutsam fur den
Funktionsverlust der primédren humanen Osteoblasten durch TGF-B; ist. Die
Regulation von HDAC6 bzw. HDAC9 konnte somit einen neuen
therapeutischen Ansatz fir die Knochenregeneration und Frakturheilung

darstellen.
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Die vorliegende Arbeit befasst sich mit einem Teilaspekt der intrazellularen
Regulationsmechanismen von Osteoblasten. Die genaue Kenntnis der
Mechanismen, welche die Knochenhomoostase aufrechterhalten ist essentiell
um neue Ansadtze fiur kausale Therapien bei Storungen des
Knochenmetabolismus zu ermitteln. In der vorliegenden Arbeit wurde versucht
beziglich der Rolle von TGF-B; im Osteoblasten einen kleinen Beitrag fur das
bessere Verstandnis dieses Uberaus komplexen Knochenmetabolismus zu
leisten.

Bezlglich der hier gezeigten Inhibierung der Genexpression von HDAC9, aber
auch HDAC10 und -11 durch TGF-B; in primaren humanen Osteoblasten, ware
sicherlich der nachste Schritt auch auf Proteinebene eine Verminderung dieser
HDAC Isoformen festzustellen (z.B. mittels Western Blot). Hinsichtlich des
spezifischen HDAC9 Inhibitors TMP269 sollten weiter auch eventuelle
Veranderungen in der Expression osteoblastentypischer Gene (u.a.
Osteocalcin, BMP2, BSP2 oder Osteoprotegerin) durch TMP269 bestimmt
werden, sowie Verdnderungen osteoblastarer Marker wie Osteopontin,
Osteocalcin und Osteoprotegerin. Interessant ist, dass HDAC9 waéhrend der
Osteoklastendifferenzierung ebenfalls herunterreguliert wird [120], sowie dass
eine Hemmung von HDAC7 die Osteoklastogenese unterstitzt und sogar die
Osteoklastengrof3e steigert [130, 131]. Dies zeigt, dass die in dieser Arbeit
gewonnenen Ergebnisse nicht nur in Bezug auf den Osteoblasten gesehen
werden dirfen, sondern auch im Zusammenspiel mit den weiteren an der
Knochenhomdostase beteiligten Zellen. Bezuglich HDACG6 zeigten Ehnert et al.
[57], dass es neben der Forderung der Genexpression von HDACG6 durch TGF-
B1 es auch zu einer Zunahme auf Proteinebene kommt. Aufgrund der negativen
Auswirkung von vermehrter HDACG6 Expression auf die
Osteoblastendifferenzierung ware hier der Einsatz des spezifischen HDACI
Tubacin als neuer Therapieansatz bei Stérungen im Knochenmetabolismus
denkbar.

Die Sirtuine Sirt 1-7 bilden die HDAC Gruppe lll, welche aufgrund der

Verwendung von NAD" anstatt Zn?* als Katalysator der Deacetylaseaktivitat als
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atypische HDACs bezeichnet werden und in dieser Arbeit nicht mit untersucht
wurden. Allerdings ist bekannt, dass Sirtl und Sirt6 die enchondrale
Ossifikation positiv beeinflussen [8] und dass ein Fehlen von Sirtl Uber eine
Zunahme der NF-kB Aktivitatt zu einer verminderten osteoblastéren
Differenzierung in Mausen kommt [125, 126]. So sollte der Einfluss von TGF-31
auf die Genexpression von Sirtuinen ebenfalls erganzend untersucht werden.
Ein neuer Ansatz in die Osteoblastendifferenzierung positiv einzugreifen, ist der
Einsatz von microRNAs. MicroRNAs sind epigenetische Regulatoren der
Proteinexpression und spielen eine Schlusselrolle wahrend der Differenzierung
von mesenchymalen Stammzellen hin zu Osteoblasten [132]. MicroRNAs
schitzen beispielsweise Runx2 vor dem hemmenden Einfluss von HDACs und
wirken so fordernd auf die osteoblastére Differenzierung [133].

So bestehen aktuell bereits einige Mdglichkeiten in die bisher bekannten
Mechanismen der Osteogenese einzugreifen. Wichtig ist die Zusammenhange
des Knochenmetabolismus weiter verstehen zu lernen und so moglichst bald

neue klinische Anwendungen etablieren zu kénnen.
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7 Zusammenfassung

Die Signalubertragung der fur die Reifung von Osteoblasten wichtigen BMPs
wird durch kleine Mengen TGF-f; blockiert und lasst sich durch chemische
Inhibierung von HDACs wiederherstellen. So war es Ziel dieser Arbeit, in mit
TGF-B, stimulierten primaren humanen Osteoblasten (OB), die daran beteiligten
HDACSs zu identifizieren und deren Funktionsweise zu charakterisieren.

Aus Spongiosa gewonnene OB (10 Spender) wurden fur 2, 4 oder 7 Tage mit
5ng/ml TGF-B; stimuliert. Die HDAC Genexpressionsédnderungen wurden
mittels semiquantitativer RT-PCR bestimmt, die Ergebnisse mittels Mann-
Whitney Test verglichen. Um die funktionelle Rolle von HDAC9 in der
Osteogenese zu beurteilen, stimulierten wir Zellen mit 40 nM des HDACO9-
Inhibitors TMP269. Die Proliferation und die AP-Aktivitat wurde nach 3 bzw. 7
Tagen, die Matrixbildung (von Kossa und Alizarin Rot Farbung) nach 21 Tagen
bestimmt.

Die Genexpression von HDAC1, 2, 3, und 8 zeigte sich unwesentlich verandert,
von HDAC4, 5, 7, 9 und 10 vermindert. An allen Tagen wird HDACG6 signifikant
gesteigert und HDAC9 stark gehemmt (jeweils p<0,001). Im Gegensatz zu
TGF-B; beeinflusst die chemische Inhibierung von HDAC9 die Proliferation von
primaren humanen Osteoblasten nicht. Allerdings wird &ahnlich zur TGF-3;
Stimulation durch die Blockierung von HDAC9 die OB-Funktion beeinflusst.
Dies zeigt sich durch eine signifikante Reduzierung der AP-Aktivitat und eine
verminderte Bildung von extrazellularer Matrix.

Zusammenfassend zeigen mit TGF-B; stimulierte OB Veranderungen in der
Expression von HDACs, wobei vor allem signifikant die Expression von HDAC6
gesteigert und die von HDAC9 herabgesetzt wird. Die chemische Inhibierung
von HDAC9 hat keinen Effekt auf die Proliferation, aber einen negativen auf die
Differenzierung. So scheint die durch TGF-B; bedingte HDAC9 Herabregulation
eine entscheidende Rolle bei dem beobachteten Funktionsverlust der OB zu
spielen. Im Weiteren sollte auch die funktionelle Rolle von HDAC6 untersucht
werden. Die Regulation von HDAC9 oder HDAC6 kdnnte somit einen neuen
therapeutischen Ansatz fir die Knochenregeneration und Frakturheilung

darstellen.
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Modulation von HDACS9 als potentieller
Therapieansatz bei Knochenbrichen?

E. Heuberger, J. Bold, G. Ochs, T. Freude, A. K. Nussler, S. Ehnert

Hintergrund

BeiProliferation und Differenzierung von primaren humanen
Osteoblasten spielen Bone morphogenetic proteins eine
entscheidende Rolle [1]. Geringe Mengen des aktiven
Wachstumsfaktors TGF-B; blockierenihre Signaliibertragung
2] ich sind epi i g der Histone

dadie mittels i
Inhibierung von Histondeacetylasen (HDACs) wieder
hergestelltwerden kann [2].

Material und Methoden

BMPs

Proliferation und
Diferenzierung

Fragestellung

1) Verandert TGF-B, die Genexpressionvon HDACL1 bis
HDAC11in primaren humanen Osteoblasten?

Primarer humaner
Osteoblast

HDACs?

2) basierend auf den gewonnenen Erkentnissen von 1):
Spielt HDAC9 eine wichtige funktionelle Rolle in
primaren humanen Osteoblasten?

Abbildung 1

HDI: Histondeacetylase-Inhibitor

Primare humane Osteoblastenvon 10 Spendernwurden mittels Kollagenase-Verdauaus Knochenisoliert und expandiert. Die Zellen wurden zwei, vier und sieben Tage
mit 5 ng/pl rhTGF-B, stimuliert. Die Genexpressionvon HDAC1 bis 11 wurde mittels RT-PCR und

Zur Beurteilung der funktionellen Rolle von HDAC9 wurden die Zellen sieben und 21 Tage mit 5 ng/pl rhTGF-B; bzw. 40 nM TMP269 (spezifischer HDAC9-Inhibitor [3])
stimuliert und osteogen differenziert. Untersucht wurden Resazurinumsatz, AP-Aktivitat und mineralisierte Matrix mittels Alizarin Rot Farbung.

Ergebnisse

TGF-B,-Stimulation zeigt in primaren humanen Osteoblasten

die Genexpressionvon HDACs der

+ Klassel (HDACL, -2, -3 und -8) an den Tagen 2 und 4
teilweise signifikant leicht vermindert, an Tag 7
tendenziell leicht gesteigert

+ Klassell (HDAC4,-5, -6, -7, -9 und -10) iiberwiegend
vermindert, v.a. HDAC9 (77 % an Tag 2, 68 %
an Tag 4,62 % an Tag 7, jeweils p<0,0001)

+ KlasselV (HDAC11)an allen Tagen signifikant vermindert

Beurteilung der funktionelle Rolle von HDAC9 zeigt

+ Resazurin-Umsatz: signifikanter Anstieg durch TGF-B,,
kein Anstieg durch TMP269

«  AP-Aktivitat/Alizarin Rot: signifikanter Abfallum 71 %/
73 % durch TGF-B,, um 30 %/45 % durch TMP269

Diskussion

. von HDAC9 im
Gegensatz zu TGF-B, die Proliferation von
Osteoblastenkaum

« chemische Inhibierung von HDAC9 und TGF-B;
vermindern die Differenzierung von Osteoblasten
signifikant

auf die Vol
durch TGF-B; und Inhibierung von HDAC9
unterscheidetsich

Literatur:
[1]: Sanchez-Duffhues, G., et al.,

I i | . . HDAC
o O e e =
. [ L § .| Hoac
0am aa a0n o |
[ R i HDAC
H HDACO Klasse IV
B Abbildung 2
He wex ok = * entspricht p < 0,05, ** entspricht p < 0,01 ***
71 - woscio voncis entspricht p < 0,001
H Primare humane Osteoblasten wurden mit Sng/mi
oz TGF-B, bzw. mit 40nM TMP269 stimuliert
M| A)Genexpression von HDACs Abgebildet ist e
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Schlussfolgerung

Die TGF-B; bedingte Herabregulation von HDAC9 scheint
eine entscheidende Rolle fir den Funktionsverlust der
primaren humanen Osteoblastenzu spielen.

Primérer humaner
Osteoblast

Die Regulation von HDAC9 kénnte einen neuen
therapeutischen Ansatz fir die Knochenregeneration und
Frakturheilung darstellen.

Abbildung 3
Vereinfachte Darstellung der intrazelluléren
Mechanismen
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