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I. Einleitung

1. Einfiihrung in die Materie

Mechanische Belastung von Knochen kann Resorption verhindern und und neue
Knochenformation hervorrufen (Duncan & Turner, 1995).

Sie steigert die metabolische Aktivitdt und die Genexpression von Osteoblasten

und trigt somit zu erhohter Proliferation und Differenzierung bei (Jones D.B. et al.,
1991). Unphysiologisch hohe Belastung fiihrt allerdings zur Degeneration der
Knochenstruktur (Jones et al., 1995).

Viele Belastungsfaktoren wirken auf das Knochengewebe ein und optimieren
wihrend der Wachstumsphase des Skeletts dessen Adaptation und Entwicklung.

Laut Turner lassen sich strukturelle Verdnderungen der Knochenarchitektur durch
mathematische Regeln folgendermallen erkldren:

Erstens wird die Knochenanpassung eher durch dynamische als durch statische
Belastung erreicht, zweitens wirkt sich eine Ausweitung der Belastungsdauer
vermindernd auf  weitere Knochenanpassung aus und drittens passen sich
Knochenzellen dauerhafter mechanischer Belastung an und machen sie weniger

empfindlich fiir ,,gewohnliche* Belastung (Turner & Pavalko, 1998).

Eine permanente Belastung der Knochen geht beispielsweise von der Gravitation
aus. So hat man festgestellt, da3 sich unter Bedingungen der Schwerelosigkeit die
mechanosensible Wahrnehmung der Zellen verdndert und zu einem gestorten
Metablismus der Osteoblasten fiihrt. Zudem é&ndert sich auch die Dichte des
Zytoskeletts (Burger & Klein-Nulend, 1998).

Der Verlust von Knochenmasse in Schwerelosigkeit zeigt sich zuerst in
gewichttragenden Knochen und erst verzdgert in weniger gewichttragenden Knochen
(Vico et al., 1998).

Bei Patienten, die ldngere Zeit bettldgerig waren, stellte man signifikante Verluste

des Mineralgehalts der Knochen als Folge mangelnder Belastung fest.
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Es kommt zu einer erhdhten Calciumausscheidung, die zum Verlust der Knochen-
festigkeit fiihrt (Leblanc ef al., 1990), was zeigt wie notwendig eine Stimulation fiir
das Knochengewebe ist.

Von grofBem Interesse im Zusammenhang mit mechanischer Belastung ist auch die
multifaktorielle Erkrankung der Osteoporose.

Diese Krankheit zeichnet sich durch geringere Knochenmasse und verminderte
Knochenmikrostruktur gegeniiber gesundem Knochen aus und fiihrt zu erhohter
Frakturanfilligkeit (Eriksen & Langdahl, 1997) .

Der alters- oder hormonbedingte Knochenverlust kann durch gezielte Belastung
positiv beeinfluBit werden, da eine Verdichtung des Knochengewebes erreicht wird

(Simkin A. et al., 1987).

Die Bedeutung der mechanischen Stimulation fiir das Knochengewebe, besonders fiir
differenzierungsfiahige Osteoblasten, spielt eine immer groBer werdende Rolle,
seitdem die Forschung Einblick in immer kleinere Segmente der Signaliibertragung
in Knochenzellen gewonnen hat.

Schon die von Moss 1954 vertretene ,,Theorie der funktionellen Matrix* besagt, dafl
extraskelettale Faktoren die primdre Ursache fiir alle adaptiven Prozesse des
Knochengewebes sind (Moss, 1981). Fiigt man dieser Theorie heutige Erkenntnisse
tiber Mechanotransduktion und Knochenstruktur hinzu, ergibt sich eine komplette
Hierarchie von der Muskelkontaktion bis hin zur zelluldiren und molekularen Ebene

im Knochen (Moss, 1997).

Die grofle Anzahl der Publikationen und die Bandbreite der Forschungsthemen
verrdt, wie vielfaltig das Forschungsgebiet zum Thema Mechanotransduktion ist.

Obwohl viele molekulare Mechanismen, die externe Stimuli in zelluldre Antworten
umwandeln, erforscht worden sind, ist die Mechanotransduktion immer noch eines

der Gebiete, auf dem groBer Forschungsbedarf besteht.

Die Mechanotransduktion definiert sich als Umsetzung biophysikalischer Krifte in
eine zellulire Antwort (Duncan & Turner, 1995).
Bei der Mechanotransduktion wird extrazellulire mechanische Belastung in

elektrische oder chemische Signale umgewandelt (Ghazi ef al., 1998).
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Diese Signale werden liber Botenstoffe weitergeleitet und setzen verschiedene
Mechanismen in Kraft, die entweder Proliferation, Differenzierung oder Zelltod
hervorrufen.

Die durch mechanische Stimuli ausgeloste Signaltransduktion innerhalb eines
Osteoblasten setzt nicht nur einen Signalweg in Kraft. Es entsteht ein komplexer
Zusammenhang zwischen einzelnen Kaskaden, wodurch verschiedene andere

Antworten innerhalb der Zelle ausgeldst werden.

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wird die Komplexitit der einzelnen Signalwege,
ausgelost durch mechanische Belastung von Osteoblasten, deutlich werden.

Ein Anspruch auf Vollstindigkeit kann selbstverstidndlich nicht erhoben werden, da
in vielen Bereichen noch Forschungsbedarf besteht.

Letztendlich sollte bei der Wertung der Untersuchungen bedacht werden, dal viele
Studien in Zellkulturen durchgefiihrt werden, und Zellen isoliert vom

Gesamtorganismus eine verdanderte Reaktion aufweisen kdnnen.
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2. Historische Ubersicht

Julius Wolff stellte vor mehr als hundert Jahren die ,,Trajektoriale Hypothese* auf,
die besagt, daB Knochenform und innere Knochenstruktur sich funktioneller und
mechanischer Belastung anpassen.

Diese Hypothese ist bekannt unter dem Namen ,,Wolff's Law* (,,Das Gesetz der
Transformation der Knochen*) (Wolff J., 1994).

Die heutige Auffassung, daB Knochenremodelling einem kontinuierlichen
dynamischen Kontrollproze3 unterliegt, wurde aber im wesentlichen von Roux
gepréagt. Dessen Aussage war, dall die Anpassung des Knochens von Zellen reguliert
wird, die unter dem EinfluB von lokalisierter Belastung stehen (Mullender &
Huiskes, 1995).

Weitere Untersuchungen von Frost zeigten, dal der direkte Stimulus fiir
Knochenzellen die Belastung der Zelle durch Dehnung ist. Mit der ,,Mechanostat-
Theorie* machte er u.a. deutlich, dal Hormone die Effekte der mechanischen
Belastung iiber den Weg der Signaltransduktion erhéhen oder vermindern kdnnen
(Turner & Pavalko, 1998).

Rodan erweiterte diese Aussagen folgendermal3en:

Erhohte mechanische Belastung stimuliert Knochenformation, abnehmende
mechanische Belastung stimuliert Knochenresorption. Die Anpassung der
Knochenstruktur an mechanische Belastung definiert sich iiber eine Kopplung von
Knochenformation und Knochenresorption durch ein ,,Feedback-System* (Rodan,
1997).

Viele Theorien wurden wihrend des gesamten Forschungsverlaufs aufgestellt, die
versuchen, die Mechanismen der Weiterleitung mechanischer Belastung in Zellen zu
prazisieren.

Bereits 1962 duflerten Basset & Becker die Vermutung, dafl Stromungspotentiale, die
wihrend der Knochendeformation entstehen, physiologische Antworten hervorrufen
(Bassett C.A.L. & Becker R.O., 1962).

Rubin and Lanyon fanden 1984 als erste heraus, dal eine erhohte Dauer der
Knochenbelastung keinen proportionalen Anstieg der Knochenmasse bedeutet,

sondern eher eine Abnahme hervorruft (Rubin C.T.& Lanyon L.E., 1984)

10
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1987 wurde erstmals ein Mechanismus entdeckt, der bei uniaxialer Belastung von
Osteoblasten die membrangebundene Phospholipase C aktiviert (Jones D.B. &
Scholuebbers J.G., 1987; Jones D.B. et al., 1993).

Ende der 80er Jahre erkannte Duncan, dafl sich Ionenkanile in osteoblasten-
dhnlichen Zellen durch Dehnung aktivieren lassen (Duncan R. & Misler S., 1989).
Momentan versucht man, neben der mechanischen Belastung durch Dehnung
ebenfalls die Wirkung von Fluid Flow, Hydrostatischem Druck und anderen

mechanischen Stimuli auf die Signalweiterleitung in der Zelle zu entschliisseln.

3. Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist:

A. eine Zusammenfassung jlingster Erkenntnisse der Mechanotransduktion in

Osteoblasten zu liefern.

B. das Aufzeigen von Forschungsliicken.

C. eine Anregung zur Vertiefung einzelner Forschungsbereiche zu schaffen.

11
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II. Mechanotransduktion in Osteoblasten

Osteoblasten sind im Hinblick auf mechanische Belastung eine Zellgruppe, mit der
die Wirkungswege nach Stimulation auf molekularer Ebene am besten verdeutlicht
werden konnen. Diese Zellen haben das Potential, im Gegensatz zu Osteozyten und
Osteoklasten, zu proliferieren und zu differenzieren.

Zwar bilden reine Osteoblasten nur einen Anteil von 5% aller Zellen auf der
Knochenoberfliche (Cowin, 1998), besitzen aber mit den groflten Anteil bei der
Knochenneubildung.

Jones weist auf die Moglichkeit hin, daBl nur periostale Osteoblasten auf der
Knochenoberfliche sensibel auf physiologische, definierte Dehnung reagieren

(Jones D.B. et al., 1991).

Verglichen mit Osteoblasten sollen junge Osteozyten, d.h. noch nicht vollstindig
ausgereifte Osteozyten, ebenfalls eine hohe Sensibilitdt fiir mechanische Stimulation
aufweisen (Mikuni-Takagaki, 1999).

Turner nimmt an, dafl auch Osteozyten mogliche Sensoren fiir lokalisierte Dehnung
sein konnen (Turner & Pavalko, 1998). Auch Jones und Bingmann stellten bei
physiologischer Dehnung fest, dal sowohl Osteoblasten als auch Osteozyten als

dehnungssensibel einzustufen sind (Jones D.B. & Bingmann D., 1991)

Findet die mechanische Belastung von Osteoblasten unter physiologischen
Umstidnden statt - schon Lanyon erkannte 1984, da} unphysiologisch hohe Reize
einen Verlust von Knochenmasse verursachen (Lanyon L.E., 1984) - , kdnnen
reproduzierbare Signalwege innerhalb der Zelle erschlossen werden.

Die Signaliibertragung erfolgt liber einzelne Kaskaden, die vielfach untereinander
verbunden sind, und die es nach wie vor gilt, vollstindig zu entschliisseln.

Neben der Signaliibertragung durch mechanische Stimulation kdnnen auch Hormone
und andere Faktoren Signalwege innerhalb der Osteoblasten aktivieren. Diese
Signalwege konnen in enger Verbindung mit den mechanisch ausgeldsten

Signalwegen stehen und sollen somit im Folgenden auch zur Geltung kommen.

12
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Die Wege der mechanisch induzierten Signaliibertragung lassen sich im wesentlichen

in folgende Punkte unterteilen:

1. Mechanorezeption
2. Signaltransduktion zum Kern
3. Gen-Expression

13
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1. Mechanorezeption

Die mechanische Stimulation der Osteoblasten wird u.a. ausgelost durch Dehnung,
Fluid Flow oder Ausiibung von hydrostatischem Druck auf die Zelle. Jeder dieser
Faktoren spricht bestimmte Rezeptoren der Zellmembran an, die Reize {iber ,,second
messenger” ins Innere der Zelle weiterleiten. Rezeptoren, die nicht mechanisch
stimuliert werden, aber dennoch in die Wege der Mechanotransduktion eingreifen,

werden ebenfalls dargestellt.

1.1.  Fluid Flow

Mechanische Belastung verursacht eine Deformation des Knochengewebes, wodurch
Knochenzellen gedehnt werden und ein Fliissigkeitsflul innerhalb der Canaliculae

des Knochens entsteht (Duncan & Turner, 1995).

Bending force

;:sov-“(nm('DH'UEoO
++++++
(= F o O - i

osteocyte canaliculae

bone lining cell

e meich o AP

Abb. 1 Schematische Darstellung einer Knochenkortex unter Dehnungsbedingungen
(Duncan & Turner, 1995)
Dehnung verursacht Kompression auf einer Seite des Knochens und Spannung auf der
anderen. Dies fithrt zu einem Druckgradienten in der Interstitialfliissigkeit, der den
Fluid Flow von den Regionen der Kompression zu Regionen der Spannung bewegt.
Fluid Flow, der sich durch Canaliculae und iiber Osteozyten bewegt, verursacht Flow-
bedingte Scherkrifte an den Zellmembranen.

1994 fand Turner heraus, dal interstitieller FliissigkeitsfluB sogenannte ,,stress-
generated potentials “, d.h. belastungserzeugte Potentiale hervorruft und somit die

Knochenbildung erhoht (Turner et al., 1994).

14
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Bei Dehnung von Osteozyten stellte sich heraus, dal es zur Entstehung eines
Druckgradienten im Knochengewebe kommt, woraus ein FliissigkeitsfluB (Fluid
Flow) hervorgeht.

Dieser Fluid Flow verursacht Scherkrifte (fluid shear-stress) und somit elektrische
Felder im Knochen, die ,, streaming potentials “ genannt werden.

Sowohl Dehnung, Fluid Flow und elektische Felder spielen eine Rolle bei der
Mechanorezeption, wobei die elektrischen Felder in Bezug auf Knochenstimulation

eher untergeordnet zu betrachten sind (Turner & Pavalko, 1998).

Kawata ist der Uberzeugung, daB Scherkrifte, die durch Fluid Flow entstehen, der
beste Stimulus sind, auf den Knochenzellen antworten (Kawata & Mikuni-Takagaki,
1998). Stetiger oder pulsierender Fluid Flow sollen laut Jacobs die Knochenzellen
besser stimulieren als oszillierender Flow (Jacobs et al., 1998).

In einigen Geweben ist Fluid Flow bereits physiologisch vorhanden, z.B. in
Verbindung mit Endothelzellen. Die Mechanismen, die dort ablaufen, konnten auch
fiir Knochenzellen relevant sein (Jones D.B. et al., 1993).

In Endothelzellen von Blutgefden verursacht der Fliissigkeitsflul eine mechanische
Stimulation, die liber Kompression, Spannung und tangentiale Scherkréfte vermittelt
wird. Diese hdmodynamische Belastung verursacht viele metabolische und struktu-
relle Antworten der Endothelzellen, die somit mechanosensitiv reagieren.
Endotheliale Antworten auf Scherkrifte verdndern z.B. den Gefédlltonus oder sind in
die Atiologie von GefiBabnormalititen mit einbezogen. So wurden GefiBdefekte bei
Artherosklerose verstirkt an Kurvaturen festgestellt, wo Scherkrifte aus vielen
Richtungen wirksam werden, bei Scherkriften aus nur einer Richtung traten kaum
Defekte auf.

Dies deutet darauf hin, dal Endothelzellen nicht nur durch FliissigkeitsfluB3 stimuliert
werden, sondern auch zwischen unterschiedlichen Formen der Stimulation
unterscheiden konnen. Die Wahrnehmung der Scherkréfte erfolgt wahrscheinlich

durch Mechanosensoren auf der Zelloberfache (Barakat & Davies, 1998).

Lehoux ist ebenfalls der Meinung, dafl Belastungséinderungen in GefdBlen ein

Remodelling bewirken. Dies fiihrt zu einer angepaliten Verdnderung in Morphologie

15
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und Funktion der Zellen, die ein Zurechtkommen mit physiologischen oder
pathologischen Gegebenheiten (z.B. Hypertrophie oder Hyperplasie) ermoglicht.

Moglicherweise sind Faktoren wie Ionenkanéle, Integrin-Interaktion von Zelle und
Extrazelluldirer Matrix, Aktivierung von verschiedenen Tyrosinkinasen oder
autokrine Produktion und Freisetzung von Wachstumsfaktoren an der strukturellen

Verdnderung der Endothelzellen beteiligt (Lehoux & Tedgui, 1998).

Die Wirkung des Fluid Flow ist sehr vielseitig und wird auch in noch folgenden

Themenbereichen stindig Einflul nehmen.

1.2.  Hydrostatischer Druck

Hydrostatischer Druck (HD) in Verbindung mit Mechanorezeption scheint eine
immer interessanter werdende Rolle im Gesamtbild der Umsetzung von
mechanischer Stimulation zu spielen.

So wies Roelofsen 1995 nach, daB bei Einwirkung von intermittierendem
hydrostatischen Druck auf die Zellen der kdchernen Schideldecke von Miusen ein
Anstieg der Knochenbildung erfolgt, und eine Anderung des Phinotyps der
Osteoblasten eintritt. In weiteren Versuchen stellte er fest, dal es bei fehlender
Stimulation durch intermittierenden hydrostatischen Druck zum Verlust von
knochenspezifischer Genexpression kommt (Roelofsen et al., 1995).

Salwen und Schwartz untersuchten die Effekte von anhaltendem hydrostatischen
Druck. So fand Salwen 1998 heraus, daB es zu Verdnderungen in der
Zellproliferation und im Zytoskelett von Endothelzellen bei Rindern kommt, wenn
anhaltender HD einwirkt (Salwen et al., 1998).

Schwartz erkannte 1999 in Endothelzellen der Beinvene des Menschen eine durch
anhaltenden HD stimulierte Zellproliferation und einen Anstieg der Integrin-

Untereinheit alpha (Schwartz et al., 1999).

Weitere Untersuchungen von Macdonald iiber die Wirkung von sehr geringem

hydrostatischen Druck (micro-pressures) brachten folgende Ergebnisse:

16



Mechanotransduktion in Osteoblasten

Hydrostatischer Druck existiert iiberall im biologischen Umfeld, relativ geringer
Druck zeigt sich innerhalb eines Organismus.

Geringer  hydrostatischer Druck wird unabhédngig von makroskopischen
Deformationen weitergeleitet, er wirkt gleich stark in alle Richtungen und er
erscheint sowohl in Gewebezellen als auch z.B. bei Meerestieren wie der Krabbe.
Bei der Einwirkung von geringem HD auf GefdBendothelzellen kommt es zu einer
Storung von Wachstum und Metabolismus. Der Effekt von hohem HD wird laut
Macdonald iiber thermodynamische Mechanismen vermittelt.

Geringer HD wird im Gegensatz dazu bei Endothelzellen und Meerestieren durch
mechanische Prozesse, den sogenannten ,, mikro-mechanischen Effekt“, iibertragen.
Man nimmt an, da die unterschiedliche Kompression zelluldrer Strukturen im
,mikro-pressure“-Bereich wahrscheinlich eine Deformation und ein Auftreten von
Scherkriften bewirkt, die zu Anderungen von enzymatischer und Ionenkanal-
Aktivitét fithren. Es stellt sich die Frage, ob die Wirkung dieses ,, mikromechischen
Effekts” auch in Zellen vorhanden ist, die hohem hydrostatischen Druck
unterworfen sind. Ob die Vermittlung von hohem und geringem HD durch den
selben Rezeptor, evtl. auch noch gleichzeitig, erfolgen kann, ist noch nicht

vollstindig geklart (Macdonald & Fraser, 1999).

Weitere Untersuchungen zu diesem interssesanten Thema werden an spéterer Stelle

noch diskutiert.

1.3 Mechano-sensitive lonenkanéle

Ionenkanéle sind Transmembranproteine, die Poren innerhalb einer Membran
formen. Normalerweise sind lonenkanéle nicht permanent gedffnet. Sie wechseln
nach dem ,Alles-oder-Nichts-Prinzip*“ zwischen dem offen oder geschlossen

Zustand, wobei sich die Konformation der Proteine dndert.

Laut Ghazi beeinflussen verschiedene Stimuli die Kanéle, so unterscheidet man
Spannungs-abhdngige  lonenkandle, Liganden-abhdngige  Kandle und

mechanosensitive Kandle (Ghazi et al., 1998).
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Die Funktion von Spannungs-abhidngigen Kanidlen wurden in Verbindung mit
elektrisch erregbaren Zellen bereits ausreichend identifiziert, die der Liganden-
abhingigen Kandle anhand von Neurotransmittern.

Obwohl die Existenz von mechanosensitiven lonenkanédlen (MS Ionenkanile) schon
sehr frith anhand von sensorischen Zellen aufgezeigt wurde, brachte erst die
Entwicklung und Anwendung der ,,patch-clamp Technik* 1984 genauere Ergebnisse:
Durch Belastung aktivierte lonenkanile wurden mit dieser Technik zuerst von
Guharay und Sachs 1984 anhand von Versuchen an Skelettmuskeln des

Hiithnerembryos beschrieben (Guharay & Sachs, 1984).

Mechanosensitive lonenkandle spielen u.a. eine Rolle in der Plasmamembran von
Endothelzellen, Knochenzellen, aber auch in Bakteien wie z.B. E.coli.

Diese Kanile konnen Kation-selektiv, Anion-selektiv oder nicht-selektiv sein, und
sie antworten sowohl auf Membranspannung (T) als auch auf Druck (P) =>
Laplace’s Law: T=PR/2 (R=Radius) (Ghazi et al., 1998).

Uber den Mechanismus der Aktivierung von mechanosensitiven lonenkanilen
stellten zum einen Hamill und McBride (Hamill & McBride, 1997) und zum anderen
Martiniac (Martinac B. ef al., 1990) jeweils ein Modell auf (Abb.2).

Hamill und McBride vermuten, da die relative Verdnderung der Lage des
Ionenkanals zu extrazelluldrer Matrix oder zum Zytoskelett bei Dehnung die Kanéle
anregt, zu Offnen oder zu schliefen. So kommt es z.B. bei Haarsinneszellen nach
druck-induzierter Deflektion der Stereocilien zur Offnung von Ionenkanilen
(Hudspeth & Corey, 1977).

Das Modell von Martiniac besagt, da3 die in der Lipid-Doppelschicht entwickelte
Spannung selbst fiir den Zustand der Ionenkandle verantwortlich ist. Dies
verdeutlichte auch Sukhharev (Sukharev et al., 1994b; Sukharev et al., 1994a)

anhand der groBBen mechanosensitiven lonenkanéle (MscL) bei E.coli.
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A

Mechanosensitive channel

Tip link
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Abb. 2 Zwei Mechanismen zur Aktivierung von mechanosensitiven Kaniilen.
A. Haarsinneszellen. Deflektion der Stereocilien induziert die Offnung der
mechanosensitiven Kaniile.
B. Lipid-Doppelschicht. Die erhohte Membranspannung ist alleine verantwortlich fiir
Konformationsinderung und Offnung der Kaniile.
(Ghazi et al., 1998).

DaB3 beide Modelle kein eindeutiger Beweis fiir den alleinigen Mechanismus der
Aktivierung von mechanosensitiven lonenkanidlen sind, wird am Beispiel der
Mechanotransduktion in C.elegans deutlich. Hier glaubt man, daB3 verschiedene
nicht-membrandse Proteine von der extrazelluldren Matrix oder vom Zytoskelett aus

mit mechanosensitiven Kanélen interagieren (Tavernarakis & Driscoll, 1997).

Weitere Versuche an mechanosensitiven Ionenkanidlen haben gezeigt, daf3 sich die
Spannung in der Lipid-Doppelschicht bei Dehnung auf Kanile, die in Verbindung
mit dem Zytoskelett stehen, konzentriert. Es wurde eine direkte Interaktion zwischen
dem Aktin-Zytoskelett und dehnungs-aktivierten Kationen-Kanélen in Osteoblasten
nachgewiesen (Duncan & Turner, 1995).

In Osteoblasten spielen Calciumkanéle eine fundamentale Rolle bei der zelluldren
Antwort auf externe Stimuli, d.h. sowohl bei mechanischer Belastung als auch bei
Hormonen. Moglicherweise verdndern sie auch parakrine Signale zwischen
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knochenbildenden Osteoblasten und knochenresorbierenden Osteoklasten =>

Remodelling.
A CaZo
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Abb. 3 Allgemeine Struktur der Calcium-Kanéle (Duncan ez al., 1998).

A. Struktur der Untereinheiten. Heterodimere Struktur der Calciumkaniile bestehend
aus fiinf Untereinheiten (o;,01,B,y,0). Die a;-Untereinheit bildet die Pore des
Kanals.

B. Transmembrane Organisation des Calziumkanals. Die a;-Untereinheit besteht aus
4 Membran-durchspannenden Doménen von denen jede 6 transmembrane
Regionen besitzt.

Untersuchungen an Calciumkanilen der Osteoblasten mittels patch-clamp-Technik
haben gezeigt, dal sowohl spannungs-sensible als auch spannungs-unabhingige
Kanile vorkommen, die auf mechanische und hormonelle Stimulation antworten.

Bei Dehnung von Osteoblasten kommt es zu einem voriibergehenden Anstieg von
intrazellulirem Calcium (,,second messenger”), diesem Calciumanstieg aus
intrazelluldren Depots folgt ein Calciumeintritt durch die Ionenkanile. Der rapide
Anstieg von Calcium bei Dehnung weist auf eine Verbindung zwischen Zytoskelett
und Phospholipase C Pathway hin, worauf an spéterer Stelle noch eingegangen wird.
Bei Untersuchungen der Aktivierungsfolge der ,,second messenger stellte sich
heraus, daf Calciumeintritt in die Zelle nach Dehnung von Osteoblasten
wahrscheinlich das initiale Signal fiir die Osteoblastenantwort auf mechanische

Dehnung ist (Jones D.B. & Bingmann D., 1991).

Calciumsignale charakterisieren sich durch voriibergehenden Anstieg des
intrazelluldren Calciums und der Aktivierung von intrazelluldren Signalkaskaden. Es
wird angenommem, dal mechanosensitive lonenkandle Calciumsignale in

Osteoblasten erzeugen, die zur Mechanotransduktion im Knochen beitragen.
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Duncan unterscheidet zwischen “Signalcalcium®, das sich auf Anderungen des
intrazelluldren Calciumlevels bezieht, und ,,Mineralcalcium®, das sich auf den
austauschbaren Pool von extrazelludrem Calcium bezieht. Die intrazelluldre
Calcium-Homoostase wird durch ein Netzwerk von Calciumkanilen, Calcium-
Pumpen, Ionen-Austauschern in der Plasmamembran und intrazelluldren Organellen
aufrecht erhalten. Es hat sich gezeigt, dall der Anstieg von intrazelluldrem Calcium
bei Belastung abhingig von der Anwesenheit des extrazelluldren Calcium ist. Wie
das Zusammenspiel zwischen Calcium-Influx und Calcium-Freisetzung aus
intrazelluldren Depots (z.B. des Endoplasmatischen Retikulums) genau aussieht, ist
noch nicht vollstindig geklart.

Der Zusammenhang zwischen der Erzeugung von Calcium-Signalen und folgender
Anderung der Gen-Expression scheint allerdings aufgedeckt. So fiihren Calcium-
Signale in vielen verschiedenen Knochenzelltypen zur Anderung des Musters der
Gen-Expression und verursachen so eine Vielzahl von physiologischen Antworten
wie z.B. Proliferation, Differenzierung oder Apoptose (Duncan et al., 1998).

Wie schon erwédhnt besitzen auch Escherichia coli-Zellen MS Ionenkanile
(osmotische Aktivierung). Anhand von Untersuchungen an MscL, den Kanilen, die
bei hochster Membranspannung aktiviert werden und dann die hdchste
Durchléssigkeit aufweisen, erkannte Ajouz eine Anpassung an osmotische
Verinderungen. Es kommt zu einer Reaktion der Kanile beim sofortigen Ubergang
von sehr hohem auf sehr niedriges osmotisches Umfeld => ,,osmotic downshock*
(Ajouz et al., 1998).

Levina erkannte bei Untersuchungen an mechanosensitiven Ionenkanélen der E.coli,
daB Kanile, die schon bei niedriger Membranspannung aktiviert werden (MscS),
ebenfalls bei starken osmotischen Druckschwankungen ge6ffnet werden. Diese
Druckschwankungen konnen in ihrer Stdrke bis kurz vor dem Zerreiflen der Zelle,

d.h. bis kurz vor dem Zelltod, toleriert werden (Levina et al., 1999).

Die Strukturverdnderungen innerhalb von Ionenkandlen nach Dehnung sind je nach
Zellinie sehr unterschiedlich. Der Mechanismus innerhalb der mechanosensitiven
Ionenkanédle (MscL) bei E.coli unter Belastung verlduft beispielsweise

folgendermaf3en:

21



Mechanotransduktion in Osteoblasten

Ein Ionenkanal besteht aus 12 membran-durchspannenden alpha-Helices (jeweils 6
der M1 und M2 Transmembrandominen vom MscL Monomer), die die Kanalpore
wie ein Diamer durchziehen. N- und C-terminale Enden liegen einander innerhalb
der Pore gegeniiber, wenn der Kanal geschlossen ist. Bei Dehnung der
Membrandoppelschicht werden die Monomere auseinandergezogen und etwas
zueinander gekippt. Es wird angenommen, daB3 ein Inklinationswinkel von 3 - 4,1
Grad zwischen den gegeneinander gekippten Kanalmonomeren fiir das N-teminale
Ende ausreicht, um von den anderen Dominen wegzuschwenken und so eine
Kanal6ffnung auszulosen. Somit erscheint das N-terminalen Ende als ein
mechanosensitives Strukturelement, da3 bei mechanischer Belastung MscL o6ffnet

(Gu et al., 1998).

Im Endothel agieren mechanosensitive lonenkanédle als Mechanosensoren fiir
himodynamische Verdnderungen (Hoyer ef al., 1998). Kohler stellte im Endocard-
endothel bei Ratten fest, daB durch Druck aktivierte Kanile eine Offnung von
Calcium-abhéngigen nicht-selektiven lonenkanédlen zur Folge haben. Dies a6t
vermuten, da} der Calcium-Influx durch druck-aktivierte Kanédle den Anstieg der
intrazelluldren Calcium-Konzentration unterstiitzt (Kohler ef al., 1998).

Sokabe stellte ein dehnungs-induziertes Remodelling am humanen Beinvenen-
Endothel fest. Dieses Remodellig ist abhéngig vom Anstieg der intrazelluldren
Calcium-Konzentration iiber calcium-permeable, dehnungs-aktivierte Kanéle, wobei
die Abhingigkeit von extrazelluldrer Calcium-Konzentration besteht.

Er stellte hierfiir eine mdgliche Signalkaskade auf:

Aktivierung der Kandle durch Dehnung => intrazelluldrer Calciumanstieg =>
Aktivierung der Tyrosinkinase Src¢ => Protein-Tyrosin-Phosphorylierung =>
Neuordnung von Zytoskelett und fokaler Adhdsion => Zell-Remodelling (Sokabe et
al., 1997).

Nakao untersuchte die Wirkung von FliissigkeitsfluB auf Ionenstrémungen und
intrzelluldre Calcium-Konzentration im humanen Aorta-Endothel. Es zeigte sich, dal3
FliissigkeitsfluB einen intrazelluldren Calcium-Anstieg zur Folge hatte, der abhéngig
von der FlieBgeschwindigkeit und der extrazelluldren Calcium-Konzentration ist

(Nakao et al., 1999).
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Diese Erkenntnisse zeigen, wie umfassend der EinfluB der mechanosensitiven
Ionenkandle in Bezug auf Mechanorezeption ist, und dal die eigentlich iiberall
folgende Erhdhung der intrazelluldren Calcium-Konzentration eine wesentliche Rolle
fiir die Signalweiterleitung darstellt. Inwiefern die Ergebnisse, die schon in
Endothelzellen, etc. iiber die Funktion mechanosensitiver lonenkanéle vorliegen, sich

auf Knochenzellen iibertragen lassen, wird bislang noch erforscht.

1.4 Zytoskelett

Das Zytoskelett ist eine dynamische Struktur, die staindig neu organisiert wird.

Es besteht aus drei Haupttypen von Proteinfilamenten:

- den Aktin-Filamenten, gebildet aus Aktin
- den Mikrotubuli, gebildet aus Tubulin

- den Intemedidrfilamenten, gebildet aus fibrilldren Proteinen (Vimentin, Lamin,...)

Aktinfilamente konnen in den Zellen sowohl stabile als auch labile Strukturen
ausbilden. Sie sind mindestens 30 mal so gro3 wie Mikrotubuli, allerdings auch
kiirzer, und liegen in der Zelle verteilt, haben aber ihre grofite Dichte direkt unter der
Plasmamembran.

Mikrotubuli sind lange, steife Polymere, die sich durch das Zellplasma erstrecken
und die Lage der membranumbhiillten Organellen und anderer Zellbestandteile
steuern.

Intermediérfilamente umgeben den Zellkern, erstrecken sich bis zur Zellperipherie
und stehen in Wechselwirkung mit der Plasmamembran. Besonders gut ausgebildet
sind Intermedidrfilamente im Zytoplasma von Zellen, die mechanischer Belastung
ausgesetzt sind. Die Hauptaufgabe dieser Filamente im Zytoplasma besteht darin,

mechanische Belastungen aufzufangen (Galou et al., 1997).
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Es hat sich gezeigt, dal mechanische Belastung die Zellform und die Organisation
des Zytoskeletts é@dndert. Das Zytoskelett formt ein Netzwerk zwischen
Extrazelluldrer Matrix (EZM) und dem Kern. Durch das Zytoskelett erzeugt die Zelle
eine innere Kraft, die eine Spannung auf die EZM ausiibt (Sims et al., 1992).
Aufgrund dieser Spannung werden physikalische Stimuli sofort zum Kern
weitergeleitet.

Es hat sich erwiesen, daf3 zelluldres Attachment zur EZM eine wichtige Rolle in der
Regulation von zelluldrer Differenzierung, Proliferation und Gen-Expression spielt
(Ingber & Folkman, 1989). Weitere Beobachtungen lassen vermuten, dal3 nicht die
Verinderung der Zellform, sondern die Modulation des Zytoskeletts eine Anderung
der Gen-Expression bei mechanischer Belastung bewirkt (Duncan & Turner, 1995).
Turner fand heraus, da3 Knochenzellen in Kultur unter mechanischer Belastung ihr
Zytoskelett neu organisieren, um Aktinfasern auszubilden. Dies zeugt fiir eine
zelluldre Anpassung der Zellen an eine bestimmte mechanische Belastung (Turner &
Pavalko, 1998).

Auch Pavalko erkannte, daf die Organisation von Aktin- und Myosin-Filamenten zu
kontraktilen Fasern die Spannung innerhalb der Zelle erhoht. Die Entwicklung der
inneren Spannung spielt eine zentrale Rolle in der Signalweiterleitung von EZM zum
Kern. Uber Integrine werden die Aktin-Filamente an sogenannten fokalen
Adhidsionspunkten mit der EZM verbunden. Dabei helfen verschiedene
Verbindungsproteine (Aktin-assoziierte Proteine) wie Vinculin, Talin, Tensin und
alpha-Aktinin, die sich zwischen Integrinen und Aktinfilamenten einbauen (Pavalko

etal, 1991)
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Abb. 4 Diagramm der zytoskelettalen Komponenten zum Zeitpunkt des
Attachments mit der Extrazelluliren Matrix (Turner & Pavalko, 1998).

Die Integrine, die aus den zwei Heterodimeren o und P bestehen, durchspannen die
Plasmamembran der Zelle. Die extrazelluliren Dominen binden an extrazellulire
Matrixproteine. Die intrazelluliiren Domiinen interagieren entweder mit Talin oder
a—Aktinin. Diese beiden Proteine binden wiederum an Aktin. Vinculin und Paxillin
spielen ebenfalls eine Rolle bei der fokalen Adhésion.

Anhand von Osteoblasten stellte Pavalko fest, dal das Aktin-Skelett und die Aktin-
Membran-Interaktionen fiir die Weiterleitung mechanischer Signale und somit fiir
die Anderung der Gen-Expression eine wichtige Rolle spielen. Mechanische
Belastung durch FliissigkeitsfluB verursachte eine Neuorganisation der Aktin-
Filamente sowie eine Rekrutierung von Integrinen und alpha-Aktinin zu fokalen

Adhisionspunkten an der Zellmembran (Pavalko et al., 1998).

Meazzini ist der Meinung, daf die strukturelle Vollstidndigkeit der Mikrofilamente in
Osteoblasten notwendig fiir die Signaltransduktion bei mechanischer Stimulation sei.
Qualitative und quantitative Anderungen innerhalb des Zytoskeletts hitten
verschiedene Auswirkungen. Mittels Immunofluoreszenzmikroskop weist er durch
mechanische Belastung von Osteoblasten nach, daB3 sich Aktinfasern verstirkt
formiert haben und ihre Dicke angestiegen ist, bei gleichzeitiger Trennung von
Mikrotubuli. Aulerdem kommt es zu einem Anstieg von Vinculin in der Peripherie

der Zelle.
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Er kommt zu dem Ergebnis, dal die erhohte Syntheserate und die erhohte
Ansammlung von Vinculin sowie der Anstieg von Fasern und fokalen
Adhisionskomplexen darauf schlieBen 1d6t, daB mechanische Belastung eine
koordinierte Anderung in Zytoskelett und EZM-Proteinen bewirkt, die eine stirkere

Bindung von Osteoblasten an die EZM ermdglicht (Meazzini et al., 1998).

Die lokale Verteilung der Zellkomponenten ist ein wichtiger Faktor bei der
mechanisch induzierten Signaltransduktion. So zeigte Rychly, daBl mechanische
Stimulation von Integrinen ihre Verbindung zum Zytoskelett induziert. Zytoskelett-
assoziierte Proteine wie Vinculin und Talin akkumulieren sich in der Nahe des Ortes,
wo die mechanische Belastung an der Zelloberfliche auf die Integrine einwirkt
(Rychly et al., 1998).

Meyer und Jones untersuchten 1997 an primdren Osteoblasten die Wirkung
mechanischer Stimulation auf Funktion und Ansammlung von Vinculin. Es hat sich
gezeigt, daBl Vinculin keine Rolle in der Mechanotransduktion spielt und auch
signifikante mechanische Belastung nicht durch Vinculin tibermittelt wird. Ebenso
hat auch ein Verlust von Vinculin an den fokalen Adhidsionspunkten keine

interessante Auswirkung auf die Zelladhdsion (Meyer ef al., 1997).

Auch im Zytoskelett von Gefdaflendothelzellen verursacht die mechanische Belastung
durch den Blutfluf} eine aktive Neuorganisation. Laut Barakat wird die mechanische
Stimulation iiber Ionenkanéle an den fokalen Adhédsionspunkten an das Zytoskelett
weitergeleitet. Das GefiBendothel antwortet mit Anderung der Zellform und
Reorganisation des Zytoskeletts auf FliissigkeitsfluB. Bekannt ist, daBl Aktin-
Filamente, Mikrotubuli und Intermedidrfilamente in diese Prozesse der
Signalaufnahme zentral mit einbezogen sind, der genaue Hergang bedarf allerdings

noch weiterer Forschung (Barakat & Davies, 1998).
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Die Extrazelluldare Matrix

Die Extrazelluldre Matrix besteht aus drei Komponenten,

- den Kollagenen, von denen es mindestens 12 Varianten gibt. Sie bilden Fasern,

Fibrillen, Netze und Bénder und sind fiir Flexibilitdt und Zugfestigkeit zustindig.

- den Ankerproteinen, die die Verbindung zwischen den verschiedenen
Bestandteilen der EZM herstellen. Wichtige Vertreter sind Lamin, Fibronectin
und Elastin, die wichtige andere Matrixkomponenten binden und mit deren Hilfe
die Zellen iiber Zelloberflichen-Rezeptoren (Integrine) an der intrazelluldren

Matrix fixiert werden.

- den Proteoglycanen, extrem groflen Molekiil-Komplexen aus Kohlenhydraten

und Proteinen. Sie bilden die raumfullenden Strukturen der EZM.

Bei Belastung der EZM kommt es zur Verschiebung der Komponenten, die eine
Signalweiterleitung zum Zytoskelett aufgrund ihrer Verbindung zu Integrinen und

Ionenkanélen ermoglichen (Duncan & Turner, 1995).

EZM-Molekiile wie z.B. Typ 1 Kollagen werden fiir Adhésion, Bewegung,
Proliferation und Differenzierung u.a. auch in Osteoblasten benétigt. Die Matrix-
Komponenten 16sen Zellreaktionen aus, indem sie mit Mitgliedern der Intergrin-
Familie der Zelloberfldchen-Rezeptoren interagieren. Osteoblasten selbst setzen
verschiedene Integrine wie z.B. a21, den Hauptrezeptor fiir Typ I Kollagen,

frei (Xiao et al., 1998)

1.5 G-Protein gekoppelte Oberflichenrezeptoren

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren stellen mit die grofSte Familie von Rezeptoren im

Knochen dar. Sie sind gekennzeichnet durch ihre Fahigkeit, an katalytische
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heterotrimere G-Proteine zu koppeln und somit intrazelluldre Signalkaskaden
auszulosen.

Viele Hormone wie Parathormon (PTH), Prostaglandin, ... vermitteln grundlegende
autokrine und parakrine Mechanismen iiber die Aktivierung von G-Protein-

gekoppelten Rezeptoren.

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren sind integrale Membranproteine, die die
Plamamembran 7-fach durchspannen und aus einer extrazelluldiren Doméne, einer
Transmembrandomine und einer intrazelluldren Doméne bestehen.

Heterotrimere G-Proteine setzen sich aus drei Untereinheiten zusammen (o, und
der kleineren y-Untereinheit). Anhand der Sequenzen der a-Untereinheiten lassen
sich die G-Proteine in 4 Familien einteilen: Gs, Gi, Gq und G12. Auch eine Vielzahl
an B— und y—Untereinheiten wurde in Verbindung mit a-Untereinheiten identifiziert.
Diese G-Protein Unterfamilien kénnen sowohl stimulierend als auch inhibierend
wirken.

Die Ligandenbindung erfolgt durch Formation von extrazelluldrer und
transmembraner Domine zu einer ,Tasche“, in der Aminosiurereste
Ligandenspezifitit und Affinitdt bestimmen. Die Ligandenbindung bewirkt eine
Konformationsédnderung der zytoplasmatischen Doméne des Rezeptors und fordert
die Bindung an inaktives GDP-gebundenes heterotrimeres G-Protein (Abb.5).

Diese Interaktion erhoht die Dissoziation von GDP vom Rezeptor/G-
Proteinkomplex, ermdglicht so eine GTP-Bindung, a-Untereinheit-Aktivierung und
Abspaltung vom Rezeptor. Dabei spaltet sich die aktivierte o-Untereinheit des G-
Proteins zusétzlich von der B/y-Untereinheit ab und bindet an ein Effektormolekdil.
Durch intrinsische GTPase-Aktivitit der a-Untereinheit kommt es zur Hydrolyse
von GTP und somit zur Inaktivierung der a-Untereinheit, die in ihren urspriinglichen
Konformationszustand zuriickkehrt, ein ProzeB, der hiufig duch Effektorbindung
aktiviert wird. Die GDP-gebundene a-Untereinheit vereint sich wieder mit dem [B/y-
Komplex und formt so ein inaktives G-Protein Heterotrimer, das wieder neu mit
einem Rezeptor reagieren kann (Bowler et al., 1998b).Ein extrazelluldres Signal wird

so vom Rezeptor an viele intrazelluldre Signalwege weitergegeben.
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E4 Effectors E; Effectors
Adenylyl Cyclase Adenylyl Cyclase
Ca®* Channels B-Adrenergic Receptor Kinase
c¢GMP-PDE IkAch GIRK1/CIRK*
Na*/K* Exchange PLC-B
PLC-B

Abb. 5 Signaliibertragung durch G-Proteine (Graber, 1999)

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren durchspannen die Plasmamembran 7-fach.
Heterotrimere G-Proteine setzen sich aus den drei Untereinheiten o, und y zusammen.
Ligandenbindung bewirkt eine Konformationsinderung der zytoplasmatischen
Doméne des Rezeptors und fordert die Bindung an inaktives GDP-gebundenes
heterotrimeres G-Protein. Dadurch erhoht sich Dissoziation von GDP vom Rezeptor/G-
Proteinkomplex und erméglicht so eine GTP-Bindung, a-Untereinheit-Aktivierung und
Abspaltung vom Rezeptor. Dabei spaltet sich die aktivierte a-Untereinheit des G-
Proteins zusitzlich von der B/y-Untereinheit ab und bindet an ein Effektormolekiil.

1.5.1 Parathormon-Rezeptor

Parathormon (PTH) ist eines der Hauptregulatoren des Calcium-Mineral-Haushalts
im Knochen. Es reguliert die Calciumkonzentration in der Extrazellularfliissigkeit,
indem ein verminderter Calciumspiegel eine erhdhte Freisetzung von PTH aus der
Nebenschilddriise bewirkt, worauthin es zu erhohter Calciumfreisetzung durch PTH
aus dem Knochen kommt (Bowler ef al., 1998a).

Der Einflu von PTH auf den Knochenmetabolismus lduft iiber den G-Protein-
gebundenen PTH-Rezeptor, der von den Osteoblasten produziert wird (Kawane &
Horiuchi, 1999a). Bei Bindung von PTH an den Rezeptor steigt die Menge an
intrazelluldren ,,second messengers™: Adenylatcyclase wird indirekt aktiviert und

erhoht den c-AMP Spiegel, Diacylglycerol und intrazelluldres Calcium werden tiber
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die Aktivierung von Phospholipase C freigesetzt (Kaplan et al., 1995; Tyson et al.,
1999).

Werden diese ,,second messenger* aktiviert, kommt es zu einer Genexpression in
Osteoblasten. Laut Partridge vermittelt PTH die meisten biologischen Vorgénge in
Osteoblasten, vorzugsweise liber den c-AMP-Proteinkinase A-Pathway. Die Bindung
von PTH an den Rezeptor zeigt auBerdem eine Aktivierung von Proteinkinase A und

C und einen Anstieg an intrazelluldirem Calcium (Partridge et al., 1994).

PTH-Rezeptoren aktivieren laut Bowler zwei Signaltransduktionswege: zum einen
sind die Rezeptoren mit Gs-a gekoppelt und aktivieren so Adenylatcyclase, was eine
Akkumulation von 3,5-c-AMP und die Aktivierung des Proteinkinase A Pathways
bewirkt; zum anderen bindet der Rezeptor an Gq-a, wodurch Phospholipase C und
damit die Proteinkinase C-Kaskade aktiviert wird (Erlduterung folgt in Abschnitt 2.).
Diese duale Aktivierung zeigt ein komplexes System, das eine Verzahnung beider
Pathways moglich macht (Bowler ef al., 1998).

PTH stimuliert sowohl die Knochenbildung als auch die Knochenresorption. Es
stimuliert auch die Synthese von 1,25-dihydroxyvitamin D3, das die intestinale
Calcium- und Phosphatresorption erhoht und die Knochenbildung fordert. PTH wirkt
hauptséchlich auf Osteoblasten, die im Gegensatz zu Osteoklasten PTH-Rezeptoren
besitzen. Scheinbar iibt PTH indirekt eine Wirkung auf die Osteoklasten aus und
erhoht deren Anzahl und Aktivitit (Chevalley & Rizzoli, 1999). Wie PTH direkt auf
Osteoblasten wirkt ist noch nicht geklart, moglicherweise werden auch gleichzeitig
Osteoklasten direkt iliber parakrine Stoffe stimuliert. Paradoxerweise werden die
PTH-Rezeptoren von den Osteoblasten selbst produziert, wobei doch PTH auch die
Knochenresorption unterstiitzt. Die genauen Mechanismen, die darauf Einfluf3

nehmen, sind allerdings noch nicht erforscht (Bowler ef al., 1998).

Ein zweites Mitglied der PTH-Familie ist das Parathormon-related Protein (PTHrP),
das ebenfalls im Knochen nachgewiesen wurde (Walsh et al., 1995).

PTHrP bindet mit der gleichen Affinitit an den gleichen Rezeptor wie PTH und
aktiviert den Rezeptor mit gleicher Intensitit. Aus diesem Grund wird der Rezeptor

auch als PTH/PTHrP-Rezeptor bezeichnet. PTH, das systemisch wirkt, und PTHrP,
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das lokal wirkt, interagieren moglicherweise miteinander in einem regulatorischen
Komplex.

Es hat sich gezeigt, dal PTH verschiedene phanotypische Verdnderungen in
Osteoblasten bewirkt, die mit einem inhibitorischen Effekt auf Differenzierung und
Reduktion von Osteocalcin und Typ I Kollagen einhergehen. PTH iibt inhibitorische
oder stimulatorische Effekte auf die Osteoblastenproliferation aus, abdngig vom
untersuchten Zelltyp. Bei humanen Osteoblasten unterstiitzt PTH die Proliferation
(MacDonald et al., 1986). Ein PTH-Signal wird sowohl iiber den
Adenylatcyclase/PKA-Pathway als auch tliber den Phospholipase C/ PKC/ Calcium-
Pathway weitergeleitet. Die Aktivierung des Adenylatcyclase/PKA-Pathways ist
dabei die Hauptkomponente der proliferativen Effekte von PTH (Sabatini et al.,
1996). Es hat sich gezeigt, da die Wirkung von PTH auf Osteoblasten
moglicherweise abhingig von Differenzierungsgrad und Entwicklung ist (Isogai et
al., 1996).

Tyson behauptet, dal PTH, obwohl es ein knochenresorbierendes Hormon ist, bei
geringer Dosis und intermittierendem Behandlungsmuster die Knochenmasse durch
einen bis jetzt noch nicht bekannten Mechanismus erhéhen kann. Es kommt

auBerdem zu einem schnellen, voriibergenden Anstieg des ,, immediate early gene*

c-fos (Tyson et al., 1999).

1.5.2  Prostaglandin-Rezeptor

Prostaglandine gehoren zur Gruppe der Eicosanoide, sind oxygenierte Metaboliten
der Arachidonsdure und iiben eine Vielzahl an physiologischen Effekten iiber die
Aktivierung von G-Protein gekoppelten PG-Rezeptoren aus.

Es hat sich erwiesen, dal3 die Prostaglandine PGE2, PGF2 und PGI2 im Knochen
sowohl in vitro als auch in vivo freigesetzt werden, allerdings wird PGE2 von den
Knochenzellen am haufigsten erzeugt und iibernimmt die funktionell wichtigste
Rolle. Der PGE2-Rezeptor besitzt 4 Subtypen, die sowohl an intrazelluldre Calcium-
Mobilisation als auch an Stimulation oder Inhibition der Adenylatcyclase gekoppelt

sind.
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Die Funktion der PGE2-Rezeptor Aktivierung ist noch nicht vollstindig geklart.
Untersuchungen haben gezeigt, dal PGE2 anabolische Prozesse auslost,
Differenzierung und Zellwachstum beeinfluflt und einen proliferativen Effekt auf
Osteoblasten ausiibt (Bowler et al., 1998).

Yang wies anhand von Rattenosteoblasten nach, dal PGE eine morphologische
Verdnderung in Osteoblasten bewirkt, die bei erhdhtem intrazelluldren
Calciumspiegel ansteigt. Eine Verbindung zwischen den morphologischen
Verianderungen der Osteoblasten durch PGE und dem intrazelluldren Calcium und
cAMP-Level liegt nahe. Mittels Fluoreszenz zeigt sich, daBl ein Bruch der
Aktinfilamente stattfindet, Mikrotubuli und Vimentin-Filamente werden hingegen

ausgespart (Yang et al., 1998).

1.6. Enzym-gekoppelte Oberflichenrezeptoren

Enzym-gekoppelte Rezeptoren sind katalytische Transmembranproteine, die die
Membran einfach durchspannen. Sie besitzen eine extrazelluldre, Liganden-bindende
Domine, eine Transmembran-Doméne und eine intrazellulire Doméne, die entweder
an ein Enzym gekoppelt ist, oder selbst katalytisch wirkt.

Es sind fiinf Gruppen von Enzym-gekoppelten Rezeptoren bekannt, im Folgenden

sollen drei Gruppen besonders herausgestellt werden:

1. die Gruppe der Rezeptor-Tyrosinkinasen, die u.a. die Wachstumsfaktoren
IGF und PDGF als Liganden bindet,

2. die Gruppe der Rezeptor-Serin/Threoninkinasen, die die Wachstumsfaktoren
BMP und TGF-beta als Liganden bindet,

3. die Gruppe der Tyrosinkinase-assoziierten Rezeptoren, die u.a. Cytokine als

Liganden bindet
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1.6.1 Rezeptor-Tyrosinkinasen

1.6.1.1 Insulin-like growth factor (IGF)-Rezeptor

Insulin-like growth factor I besteht aus einem 70-Aminosiure-Polypeptid, er weist
eine vergleichbare strukturelle Homologie zu IGF-II und Insulin auf und spielt eine
bedeutende Rolle fiir das skelettale Wachstum. IGFs sind beteiligt an den Vorgingen
des Zellzyklus und an der Zellproliferation.

Die Bindung von IGF an den Rezeptor verursacht eine Rezeptor-Autophosphory-
lierung der intrazelluliren Kinase-Doméne, wodurch eine entsprechende Signal-
Kaskade aktiviert wird. IGF-II ist der Wachstumsfaktor mit der hochsten
Konzentration in der Knochenmatrix, IGF-I ist aber 4-7 mal starker wirksam als IGF-
IT (Lind, 1996). Cortisol verhindert eine IGF-I-Produktion (Pereira et al., 1999),
wiahrend PTH, PGE2 und BMP-2 diese in Osteoblasten stimulieren konnen
(Solheim, 1998a).

In Versuchen hat man festgestellt, daB IGF von verschiedenen Knochenzellen, auch
von Osteoblasten, sezerniert wird. IGF kann als ein autokriner und parakriner
Regulator der Osteoblastenfunktion fungieren und eine Stimulation der Kollagen
Typl Synthese bewirken (Hock et al., 1988), auBerdem kann die Kollagenase-
vermittelte Kollagenverminderung in Osteoblasten verringert werden (Canalis et al.,
1995; Delany et al., 1996) und eine Osteoblastenproliferation stattfinden .

Das von Osteoblasten produzierte IGF-I stimuliert die Knochenbildung und wird als
einer der Faktoren angesehen, der Knochenbildung mit Knochenresorption innerhalb
der Homoostase verbindet. Wie IGF auf die Knochenresorption wirkt, ist aber noch
nicht klar. Anhand von SaOS-2 Zellen fand man heraus, dal IGF die Zahl an
PTH/PTHrP-Rezeptoren reduziert und die durch PTH erhohte cAMP-Produktion
verhindert, indem es mit dem PTH-Rezeptor agiert oder den Rezeptor an Gs-a
koppelt (Goad & Tashjian, 1993).

Die Rolle von IGF-I im MAP-Kinase-Pathway in UMR-106 Zellen wurde mit Hilfe
des MAP-Kinase Inhibitors PD98059 dargestellt. Die sonst von IGF-I induzierte
MAP-Kinase Aktivitidt wurde deutlich unterdriickt. Die Aktivierung von PI-3-Kinase
spielt ebenfalls eine bedeutende Rolle in der IGF-I Signaltransduktion; dieses Enzym
vermittelt die Aktivierung anderer Proteinkinasen wie z.B. PKC (Kawane &

Horiuchi, 1999b).
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1.6.1.2 Platelet derived growth factor (PDGF)-Rezeptor

PDGF ist ein Dimer aus zwei Peptiden, A und B, die eine 60%ige Homologie in ihrer
Aminosduresequenz aufweisen. Das PDGF-BB Homodimer ist biologisch aktiver als
die anderen zwei Kombinationen. PDGF-BB und PDGF-AB fungieren als
systemische Wachstumsfaktoren, PDGF-AA als lokaler Wachstumsfaktor im
Knochen. In humanen Knochenzellen wird nur das PDGF-A-Gen gebildet.

PDGF wird von Thrombozyten, Monozyten, Makrophagen und Endothelzellen
synthetisiert und erhoht die DNA-Synthese, Zellreplikation und Kollagensynthese in
Knochenzellkulturen.

Die Rezeptoraktivierung erfolgt durch Bindung von PDGF an den Rezeptor, wobei
die zwei Untereinheiten des PDGF-Rezeptors, a und 3, Dimere bilden. PDGF-A
Polypeptide binden bevorzugt an die a-Untereinheit, PDGF-B Polypeptide sowohl
an o- als auch an B-Untereinheiten. Fiir eine ausreichende Antwort miissen beide

Untereinheiten aktiviert werden (Solheim,1998).

Versuche haben ergeben, dal PDGF den Inositolphosphat-Level in MG63-Zellen
und in menschlichen Osteoblasten erheblich anhebt und somit mitogen wirkt (Sandy
et al., 1998).

Wang hat herausgefunden, daf3 die Proliferation von Osteoblasten nach mechanischer
Dehnung von einem Anstieg an PDGF-A mRNA begleitet wird. Der Hinweis auf
Abhéngikeit der Osteoblastenproliferation nach Dehnung von der erhhten PDGF
Aktivitdt wird damit unterstiitzt (Wang et al., 1997).

Shyy weist anhand von Endothelzellen auf, da auch Fliissigkeits-Scherkrifte
EinfluB auf die Produktion von PDGF-B haben koénnen (Shyy,1997).

1.6.1.3 Epidermal growth factor (EGF) -Rezeptor

Der EGF-Rezeptor ist ebenfalls ein Transmembranrezeptor mit intrinsischer
Tyrosinkinase-Aktivitidt. EGF ist ein Mitogen und stimuliert {iber diesen Rezeptor
zahlreiche intrazellulire Antworten, unabhéngig davon ist EGF aber auch dafiir

bekannt, Knochenresorption zu stimulieren.
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Es hat sich gezeigt, dal EGF die Aktivierung der ,, extracellular regulated Kinase *
(ERK) stimuliert und einen Anstieg von intrazelluldirem Calcium unabhingig von der
Hydrolyse von Inositolphospholipiden bewirkt. In Rattenosteoblasten stellte man
zudem eine Aktivierung des PLD-Pathways durch EGF und die mogliche Teilnahme
von PKC und Gi-Protein-abhingigen Mechanismen fest (Carpio & Dziak, 1998a).
Kawase zeigt 1999 anhand von Untersuchungen mit EGF an UMR 106-Zellen von
Ratten, daB ein Zusammenhang zwischen dem Signalweg der EGF-Rezeptor-
aktivierten Tyrosinphosphorylierung und den Calcium und G-Protein-vermittelten
Signalwegen besteht (Kawase et al., 1999).

Untersuchungen iiber die Rolle von extrazellulirem Calciuminflux bei EGF-
induzierter Osteoblasten-Proliferation haben bei Rattenosteoblasten zu folgendem
Ergebnis gefiihrt: EGF bewirkt eine Anderung des Membranpotentials, wodurch es
zu einem erhohten Calciuminflux in die Osteoblasten kommt (Loza ef al., 1995b). Es
folgt ein starker Anstieg an intrazellulirem Calcium, der in Verbindung mit dem
extrazelluldren Calciuminflux steht. Man geht davon aus, dal die EGF-induzierte
Osteoblastenproliferation ~ durch  die  Verdnderung  der  intrazelluldren

Calciumkonzentration vermittelt wird (Loza et al., 1995a).

Matsuda untersuchte 1998 die Wirkung von EGF und mechanischer Belastung auf
die Aktivierung der MAP-Kinase in Verbindung mit Proliferation und
Differenzierung von Ligamentzellen des humanen Parodonts. Diese Zellen enthalten
Vorléduferzellen von Osteoblasten, die spiter proliferieren und differenzieren kdnnen.
Die Untersuchungen zeigten, da3 die Proliferation bei 10ng/ml EGF stimuliert und
bei zyklischer Dehnung von 9% (physiologische Dehnung fiir Osteoblasten liegt bei
~ 4%) und 6 Zyklen/min verhindert wird. Die Zelldifferenzierung wurde dagegen
durch EGF verhindert und durch zyklische Dehnung stimuliert. Zusétzlich wurde
beobachtet, da3 der mitogene Effekt von EGF zur Aktivierung von ERK1/2 fiihrt.
Bei den Zellen, die gedehnt wurden, kommt es zur Phosphorylierung und
Aktivierung der c-Jun N-terminal Kinase (JNK). Diese Ergebnisse lassen, obwohl es
in vitro Studien sind, vermuten, dal} Proliferation und Differenzierung dieser Zellen
selektiv durch ERK1/2 und JNK vermittelt werden, und daf3 eine Balance zwischen
beiden Signalwegen besteht, die die weitere Zellentwicklung gemeinsam beeinfluf3t

(Matsuda et al., 1998).
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1.6.2 Rezeptor-Serin/Threonin-Kinasen

1.6.2.1 Bone morphogenetic protein (BMP) -Rezeptor

1965 war Urist der Uberzeugung, daB Osteoinduktion am demineralisierten Knochen
durch einen in diesem enthaltenen Faktor, dem , bone morphogenetic protein*
ausgelost wird (Urist, 1965). 1979 wurde ein Extrakt von osteoinduktiven
Glycoproteinen aus dem Knochen gewonnen (Urist et al., 1979), bis heute wurden
mindestens 15 verschiedene BMPs identifiziet.

Die BMPs, auBBer BMP-1, sind Teil der TGF- Supergen-Familie, sie sind u.a.
beteiligt an Knochenaufbau und Knochenregeneration. Im Gegensatz zu TGF-f3 ist
das Kennzeichen der BMP’s die Induktion ektopischer Ossifikation.

BMPs sind Wachstumsfaktoren, die verschiedene pluripotente undifferenzierte
Mesenchymzellen zur Differenzierung zu Osteoblasten anregen und Einfluf3 auf die
Chondrogenese haben (Sanyal ef al., 1999).

Viele Rezeptoren fiir BMP-2 sind nicht nur in Osteoblasten, sonden auch in
verschiedenen anderen Zellen identifiziert worden. Es wurde festgestellt, dal3 eine
erhohte Konzentration an BMP-2 eine frithere Knochenbildung begiinstigt (Solheim,
1998).

BMP-2 und BMP-4 akkumulieren sich in frither Ontogenese in sogenannten
Polarisierungszonen der Embryos und induzieren dort die Anlagen der Extremitdten
(Enchondrale Ossifikation). Enchondrale Knochenformation beinhaltet eine Kaskade
von zelluldren Prozessen wie Proliferation, Reifung, hypertrophische Umwandlung
und Kalzifizierung der Chondrozyten und letztendlich die Umwandlung von Knorpel
in Knochen. Indian hedgehog (Ihh), ein Protein, das in frithen hypertrophen
Chondrozyten exprimiert wird, soll die spdte Phase der chondrogenen
Differenzierung stimulieren. Ebenso soll Thh die Gen-Expression des
Osteoprotegerin-Liganden ~ (OPGL), einem  potentiellen  Stimulator  der
Osteoklastogenese und der Osteoklastenaktivitit, in differenzierten ATDC5-Zellen
von Méusen erhohen (Akiyama et al., 1999).

Indian hedgehog (Ihh) und seine Signalmolekiile Ptc (Patched) und Smo
(Smoothened) sollen ebenfalls in die Regulation der chondrogenen Differenzierung
bei Frakturheilungsprozessen involviert sein. So wurde bei Frakturen der Rippen von

Maiusen eine Erhohung der Thh-, Ptc- und Smo-mRNA innerhalb von Stunden nach
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der Fraktur festgestellt. Dabei waren die Transkripte von Ptc und Smo im
Knochenmark der nicht-frakturierten Rippen lokalisiert, in der Umgebung der
Fraktur wurden die Transkripte von Thh, Ptc und Smo exprimiert (Ito et al., 1999).
Anhand von Untersuchungen bei Femurfrakturen von Ratten stellte man fest, daf3 der
Wachstumsfaktor BMP-4 vor der Fraktur sowohl im Knochen als auch im
umgebenden Weichgewebe exprimiert wurde. 6 Stunden nach der Fraktur stieg die
BMP-4-Expression im umgebenden Weichgewebe um das 10fache an und kehrte
nach 72 Stunden auf die Werte vor der Fraktur zuriick. Diese Ergebnisse lassen
vermuten, dal BMP-4 in die frithe Kallusformation der Frakturheilung involviert ist
(Yaoita et al., 2000).

Verschiedene Versuche an Ratten-Osteoblasten haben gezeigt, dal das
Knochenbildungspotential der Knochenmatrix vom Neugeborenenalter bis zum
Erwachsenenalter ansteigt, was mit Konzentrationsinderungen der essentiellen
Wachstumsfaktoren zusammenhingt. BMPs und andere Wachstumsfaktoren werden
in der Knochenmatrix gespeichert. Alterungsprozesse resultieren aber darin, dal3
mehr Matrix vorhanden ist als Zellen, und fiithren zu einem Konzentrationsabfall von
BMP und anderen Wachstumsfaktoren. Das Potential fiir die Knochenbildung
verringert sich und kann in Verbindung mit osteoporotischen Verdnderungen im

Knochen gesetzt werden (Solheim, 1998Db).

1.6.2.2 Transforming growth factor 3 (TGF-[3) -Rezeptor

TGF-B ist Mitglied der TGF-B Superfamilie, vier verschiedene Subtypen sind
identifiziert worden. Die Mitgleider der TGF-B-Familie sind Homodimere und
weisen eine 60-80%ige Ahnlichkeit in ihren Aminosiuresequenzen auf.

TGF-B wird von Osteoblasten produziert und in der Knochenmatrix gespeichert, was
den Knochen zum grofften Reservoire von TGF-f3 im Kdorper macht. Osteoblasten
besitzen die hochste Zahl an TGF-B-Rezeptoren.

TGF-B1 wurde im humanen Periost nach Frakturen nachgewiesen, es erhoht die

Proliferation von Mesenchymzellen und Osteoblasten bei Frakturen (Solheim,

1998a).
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Wiéhrend BMPs Knochenbildung auch im artfremden Gewebe erzeugen konnen,
kann die Stimulation von Knochenbildung durch TGF-f nur an spezifischem
Gewebe erfolgen (Tanaka et al., 1993).

TGF-B  vermittelt seine Wirkung iiber mindestens drei verschiedene
Oberflachenrezeptoren ( I,II:Ser/Thr-Kinasen; I1I:Betaglycan ).

Osteoblasten exprimieren TGF-f Rezeptoren in vitro in Abhédngigkeit von
Wachstumsfaktoren und Hormonen. Es hat sich gezeigt, dal bestimmte biologische
Antworten abhédngig vom Typ I TGF-3 Rezeptor sind, genauere Einblicke bediirfen

aber noch weiterer Forschung (Centrella et al., 1998).

Zellin wies nach Applikation von menschlichem TGF-B1 in vivo nach, daf} erstens
ein proliferativer Effekt bei Zellen zu erkennen ist, die schon der Osteoblasten-Linie
angehoren, zweitens aber die Wirkung von TGF-B1 auf die Induktion von
knochenbildenden Zellen inhibitorisch ist (Zellin et al., 1998).

Erlebacher fand heraus, daB eine Uberproduktion von TGF-B2 in Osteoblasten von
Maiusen das Knochenremodelling beeinflufit und zu einem altersabhéngigen Verlust
von Knochenmasse fiihrt. TGF-B2 ist somit ein physiologischer Regulator im
Knochenremodelling, es stellt sich nur die Frage, wie er die unterschiedlichen
Funktionen von Osteoblasten und Osteoklasten koordiniert. Untersuchungen haben
ergeben, dall TGF-f direkt die steady-state-Rate der Osteoblastendifferenzierung von
Osteoprogenitorzellen bis zu vollstindig differenzierten Osteozyten beeinflufit und
dabei die spétere Dichte der Osteozyten innerhalb der Knochenmatrix erhéht. Hinzu
kommt, daBl scheinbar auch die Osteoklastenaktivitit zum TGF-f§ induzierten
Anstieg der Osteoblastendifferenzierung im Zuge des Remodelling beitriagt. TGF-f
kann also als physiologischer Regulator der Osteoblastendifferenzierung angesehen
werden, dessen zentrale Rolle darin besteht, Knochenbildung und Knochenresorption

wihrend des Remodelling zu koordinieren (Erlebacher et al., 1998).

Die Einwirkung von Fliissigkeitsscherkriften physiologischer Stirke auf humane
Sa0S-2 Zellen hat ergeben, dafl die Produktion von TGF-B1 nach drei Stunden um
etwa das dreifache ansteigt und somit die Knochenbildung unterstiitzt wird (Sakai et

al., 1998).
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Fujimoto untersuchte die Wirkung von TGF-1 in vivo anhand der Knochenbildung
in der Schidelkalotte von Ratten. Es zeigte sich, da TGF-B1 nur abhidngig von
seiner Konzentration und vom Injektionsort einen Effekt auf die Knochenbildung
ausiiben kann. So kommt es bei subkutaner TGF-f1-Injektion von auch hohen Dosen
iiber ldngere Zeit zu verminderter Knochenapposition, Knochenbildungsrate und
verzogerter Mineralisation. Bei direkter subperiostaler Injektion schon geringer TGF-
B1-Konzentration zeigte sich hingegen direkt eine periostale Zellproliferation
(Fujimoto et al., 1999).

Sasse untersuchte die Wirkung von TGF-B1 in Verbindung mit Osteoporose und
fand heraus, daB TGF-B nach zusitzlicher Applikation von IGF-I seine eigene
mRNA sowohl bei Patienten mit Osteoporose als auch bei Patienten ohne
Osteoporose in gleichem MaBle erhoht. Die Proliferation von Knochenzellen wird
allerdings bei Nicht-Osteoporose-Patienten durch TGF-B1 bei einer Konzentration
von 10 ' Mol verhindert, bei Osteoporose-Patienten findet hingegen ein Anstieg der

Zellproliferation statt (Sasse et al., 1998).

1.6.3 Tyrosinkinase-assoziierte Rezeptoren

1.6.3.1 Cytokin-Rezeptor

Der Name ,,Cytokine* bedeutet urspriinglich ,,Faktoren, die von Zellen produziert
werden®. Die Vertreter der Cytokine sind Interleukine (IL), Interferone (IFN),Tumor
Nekrosis Faktor (TNF) und klassische Hormone. Cytokine sind Signalmolekiile, die
eine lberlappende biologische Aktivitit in derselben Zelle ausiiben konnen. Die
Merkmale der Cytokine sind funktionelle Pleiotropie und Redundanz, sie
tibernehmen auch vielfiltige Funktionen bei Wachstum und Differenzierung (Onishi
et al., 1998).

Cytokin-Rezeptoren besitzen im Gegensatz zu Rezeptor-Tyrosinkinasen keine
Tyrosinkinase-Aktivitét in der zytoplasmatischen Doméne. Bei Bindung von Cytokin
an den Rezeptor wird darum eine assoziierte Tyrosinkinase aktiviert. Die meisten der
assoziierten Protein-Tyrosinkinasen gehdéren zur Familie der Src-Kinasen und der

Jak-Kinasen.
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Nach Onishi kénnen die Cytokin-Rezeptoren aufgrund struktureller Ahnlichkeiten in
zwei Hauptgruppen unterteilt werden, zum einen in die Hémopoetin-Rezeptor-
Familie (Typ I Cytokin-Rezeptor) und zum anderen in die Interferon-Rezeptor-
Familie (Typ II Cytokin-Rezeptor). Diese Cytokin-Rezeptoren bestehen wiederum
aus verschiedenen Untereinheiten. Die Bindung eines Liganden an den Cytokin-
Rezeptor bewirkt eine Homo- oder Hetero-Dimerisierung der Rezeptorkomponenten.
Jede liganden-bindende Untereinheit reagiert mit einem ,,Signaltransducer, der
verantwortlich fiir die Formation von hochaffinitiven Rezeptoren und der weiteren
Signaltransduktion ist.

Einige der Hamopoetin-Rezeptor Untereinheiten besitzen in ihrer zytoplasmatischen
Doméne einen membran-proximalen Teil, der fiir die Mitogenese eine Rolle spielt
und den JAK/STAT-Pathway aktiviert, und einen membran-distalen Teil, der fiir die
Aktivierung des Raf/Ras/MAP-Kinase-Pathway und die Expression von c-fos und c-
Jjun benotigt wird.

Ein durch den Cytokin-Rezeptor vermitteltes Signal wird direkt iiber Proteinphos-
phorylierung als eine Differenzierungs-, Proliferierungs- oder Transkriptions-
Nachricht an den Zellkern weitergeleitet. Man glaubte zuerst, daB3 der JAK/STAT-
Pathway nur von spezifischen Cytokin-Rezeptoren aktiviert wird, muflte dann aber
feststellen, dafl auch eine Aktivierung tiber Nicht-Cytokin-Rezeptoren stattfindet.
Cytokine sollen aulerdem die Transduktionswege der Tyrosinkinase-Rezeptoren und
der G-Protein gekoppelten Rezeptoren beeinflussen. Es besteht die Moglichkeit, dal3
Cytokine und ihre Rezeptoren auch in intrazelluliren Komponenten, den Nucleus mit
einbezogen, lokalisiert sind. Cytokine konnten so als ihre eigenen Messenger mit
Kernproteinen reagieren (Mertani ef al., 1999).

Jilka untersuchte die Wirkung von Wachstumsfaktoren und Cytokinen auf die
Apoptose bei Osteoblasten. Er fand heraus, dal TGF-beta und IL-6 antiapoptotische
Eigenschaften besitzen, und daB8 Wachstumsfaktoren und Cytokine apoptotische
Vorginge in Osteoblasten verdndern konnen (Jilka et al., 1998).

Jiingste Forschungsergebnisse liegen iiber ein Mitglied aus der TNF-Familie vor, den
OPGL-Liganden (Osteoprotegerin-Ligand). Er wird von Osteoblasten produziert,
iibt Effekte iiber die Bindung an seinen Rezeptor (osteoclast differentiation and
activation receptor/ODAR) aus und liegt entweder lslich oder membrangebunden

vor. AuBlerdem wird er von Osteoklasten zur Osteoklastendifferenzierung benétigt.
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Die biologische Aktivitit von OPG-L wird durch die Bindung an OPG
(Osteoprotegerin) neutralisiert (Hofbauer et al, 2000). OPG wird ebenfalls von
Osteoblasten  produziert und fungiert als ,Decoy-Rezeptor”, der die
Osteoklastendifferenzierung und somit die Resorption inhibiert (Aubin & Bonnelye,
2000). Osteoklastenformation kann damit durch das relative Verhéltnis von OPG zu
OPG-L im Mikrobereich des Knochenmarks bestimmt werden. Anderungen dieses
Verhéltnisses konnen zu metabolischem Ungleichgewicht fithren und begiinstigen
Mangelzustinde (z.B. Ostogenmangel), die zum Verlust von Knochenmasse

(Osteoporose) fithren (Hofbauer et al., 2000).

1.6.3.2 Integrine

Transmembrane EZM-Rezeptoren wie die Integrine sind sehr gute
Mechanorezeptoren, da sie Aktin-assoziierte Proteine in fokaler Adhésion
versammeln und dabei die EZM mit dem Zytoskelett verbinden. Bei Dehnung der
EZM werden so mechanische Signale auf das Zytoskelett {iibertragen und
biochemische Verdnderungen in der Zelle bewirkt (Wang et al., 1993). Integrin-
vermittelte Prozesse #uBern sich u.a. in Differenzierung, Anderung der
Gewebsarchitektur, Apoptose, Tumorwachstum und Antwort auf mechanische
Stimulation. Dies breite Spektrum wird erreicht durch die Kombination von
funktioneller mechanischer Verbindung (Zell-Matrix und Zell-Zell-Verbindung) und
der Fahigkeit zur Signaltransduktion. Osteoblasten erzeugen bestimmte Integrin-
Rezeptoren, wobei das Erzeugungsmuster vom Grad der Zelldifferenzierung abhéngt
(Grzesik, 1997).

Integrine sind die Superfamilie der Oberflachen-Rezeptoren und bestehen aus nicht-
kovalent verbundenen Heterodimeren der a— und P—Untereinheiten. Mehr als 20
verschiedene Mitglieder der Integrin-Familie sind in Vertebraten zu finden, bisher
sind mindestens 16 verschiedene a-Ketten und mindestens 8 -Ketten bekannt. Die
Integrin Untereinheiten besitzen eine grofle extrazelluldre Domine, eine einspannige
transmembrane Domine und fiir gewoOhnlich eine kurze zytoplasmatische Doméne.
Die extrazellulire Doméne interagiert mit vielen extrazelluliren Matrixmolekiilen

wie Fibronectin, etc..
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Sowohl a- als auch B-Untereinheiten besitzen zusétzlich bivalente Kation-bindende
Stellen, wobei die Anwesenheit bivalenter Kationen essentiell fiir die Integrin-
Funktion ist. Drei bis vier Kationen bindende Stellen besitzen die o-Untereinheiten,
mindestens eine die B-Untereinheiten (D'Souza et al., 1994). Kationen stabilisieren
die o/f Heterodimere und sind wesentliche Co-Faktoren bei der Integrin-Bindung.

Viele Intergrine zeigen geringe Spezifitit in ihrer Eigenschaft, Liganden zu binden.
So ist es moglich, daB ein bestimmter Rezeptor mit verschiedenen Liganden

interagieren kann (Grzesik, 1997).

Integrine libermitteln die Information der EZM zur Zelle iiber einen ,, outside-in-
signaling “-Proze3 (Sastry & Horwitz, 1993), der eine transmembrane Hierarchie
molekularer Antworten wie Rezeptor-Clustering und Rekrutierung von Signal- und
Zytoskelett-Proteinen zu fokaler Adhésion darstellt. Die genaue Organisation der
fokalen Adhision ist nicht bekannt, die zytoplasmatischen Domédnen der Integrine
interagieren aber mit zytoplasmatischen Proteinen und bewirken eine
Umorganisation des Zytoskeletts. Die Aktin-bindenden Proteine, die mit Integrinen
zusammen in fokaler Adhédsion vorliegen, sollen eine wichtige Rolle in der
Zelladhdsion spielen, aulerdem aktivieren sie mehrere Signaltransduktionswege wie
z.B. die Phosphorylierung der Proteine ,,focal adhesion kinase“ (FAK), Tensin und
Paxillin (Burridge et al., 1992).

Die Stimulation von Integrinen kann viele intrazelluldre Signalwege in Gang setzen,
z.B.die Aktivierung von Serin-Threonin-Kinase-Familien wie Proteinkinase C (PKC)
und Mitogen-Activated-Kinase (MAP-Kinase) sowie den Anstieg der intrazelluldren
Konzentration an freiem Calcium (Rodan & Rodan, 1997).

Clark & Brugge sind der Auffassung, dafl Proteinphosphorylierung eine der ersten
Antworten auf Integrin-Stimulation ist (Abb.6) (Clark & Brugge, 1995).
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Abb. 6 Moglicher Intergrin-vermittelter Signaltransduktionsweg (modifiziert nach Clark &
Brugge, 1995)
Integrinstimulation induziert die Bildung fokaler Adhision iiber einen komplexes
Zusammenspiel von Signalwegen. Die Integrin-abhingige Aktivierung des MAP-
Kinase-Pathways zeigt sich hier als ein einziger linearer Pathway. In der Realitiit
wirken auf diesen Pathway verschiedene andere Signalwege ein.

Shyy und Chien sind der Meinung, daf3 Integrine nach Belastung folgendermaf3en als
Mechanotransduktoren reagieren (Abb.7):

Durch das ,,Clustering (Quervernetzung und Zusammenlagerung der Integrin-
Rezeptoren) kommt es zur Ansammlung von FAK, Protein-Tyrosin-Kinase Src und
den Signalmolekiilen Grb2, Sos und MAP-Kinasen (ERK und JNK), die
mechanische Belastung als chemische Signale weiterleiten (Shyy & Chien, 1997).

Shear stress

Cyclic stretch

Gene expression

ECM (e.g. vitronectin)

Focal adhesion site

Abb. 7 Maogliche Signalwege der Mechanotransduktion als Antwort auf mechanische Belastung
in Endothelzellen und Herzmyocyten (modifiziert nach Shyy & Chien, 1997).

Gezeigt wird nur die angenommene Rolle von EZM-Proteinen, Intergrinen, FAK,

Sre, etc. bei der fokalen Adhiision nach mechanischer Stimulation (Dehnung und Shear
Stress). Mechanische Stimulation wird iiber FAK/Src an das ,,Docking-Protein*“ Grb2
weitergeleitet, das die GTPase Ras aktiviert. Ras aktiviert die MAP-Kinasen ERK und
JNK, die wiederum Transkriptionsfaktoren im Kern aktivieren und eine Gen-
Expression hervorrufen.
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FAK und Src spielen eine zentrale Rolle bei der Zelladhédsion und bei der Antwort
auf mechanische Stimulation. Die Integrin-EZM-Interaktion induziert die
Autophosphorylierung von FAK, diese Phosphorylierung unterstiitzt die Bindung
von Src an FAK, Src phospholyliert FAK, so dal Grb2 gebunden werden kann, was
zur Aktivierung von ERK/JNK und zur Gen-Expression fiihrt.

Weiterhin fanden Shyy und Chien heraus, dal Integrine mit Wachstumsfaktoren
(z.B. PDGF und EGF) kollaborieren, so Rezeptor-Tyrosin-Kinasen phosphorylieren
und ERK aktivieren. Auflerdem stellten sie die Hypothese auf, dal3
Mechanotransduktion von Scherkriften in chemische Signale {iber Integrin-
Clustering erfolgt, unterstiitzt von der Beobachtung, dafl Scherkrifte die Aggregation
von Vironectin-Rezeptoren erhoéhen. Pavalko beobachtete beim Einwirken von
Flissigkeitsflul auf Osteoblasten, dall sich Aktinfilamente zu kontraktilen Fasern
organisieren und sich B1-Integrine sowie a-Aktinin zu fokaler Adhision rekrutieren
(Pavalko et al., 1998).

Salter fand heraus, daB3 die Rolle der Integrine in mechanisch stimulierten
Knochenzellen von Anderungen des Membranpotentials beeinfluBt wird. Er ist der
Meinung, dal Integrine als Mechanorezeptoren der Knochenzellen agieren, und in
Abhingigkeit von der Frequenz der mechanischen Stimuli bestimmte Signalwege
aktivieren.

Integrine zeigen sich auch als Mechanorezeptoren in Endothelzellen. Mechanische
Belastung angewandt auf Kapillar-Endothelzellen fiihrt zur Organisation fokaler
Adhisionsherde und erhoht die Spannung des Zytoskeletts, iiber das Integrine
mechanische Stimulation vermitteln.

Salter hélt es nach Versuchen am Endothel ebenfalls fiir moglich, daB3 das Zytoskelett
eine Rolle bei der Offnung von Calcium-Kanilen in der Plasmamembran spielt
(Salter et al., 1997).

Danen zeigt, dal Integrin-vermittelte Adhdsion Signale der Wachstumsfaktoren z.B.
tiber den PKC-Pfad oder den MAP-Kinase-Pfad regulieren kann. Die EZM kann z.B.
die EGF-Rezeptoraktivitit modulieren und Integrin-,,Clustering” kann die
Aggregation des FGF-Rezeptors induzieren. Diese Ergebnisse zeigen, dall Integrine
durch erhohtes ,,Clustering der Rezeptoren die Wirkung von Wachstumsfaktoren
potenzieren konnen. Sowohl Stimulation der Wachstumsfaktoren als auch Integrin-

Aggregation induzieren ERK-Aktivierung, aullerdem 16sen beide den MAP-Kinase-
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Pathway aus, so dal man von einem synergistischen Zusammenwirken in dieser

Phase ausgehen kann (Danen ef al., 1998).

2. Signaltransduktion zum Kern

Signale, die an der Zelloberfliche durch Rezeptoren aufgenommem werden, werden
zum Zellkern weitergeleitet und bewirken dort eine Verdnderung der Genexpression,
die wiederum das Verhalten der Zelle beeinfluf3t.

Die Weiterleitung der Signale erfolgt durch intrazelluldre Signalmolekiile, den
»second messenger‘-Molekiilen, die zwischen Rezeptor und Kern eine wesentliche
Verbindung herstellen. Die ,,second messenger sind Proteine, die durch bestimmte
Proteinkinasen an den entsprechenden Aminosiuren phosphoryliert werden. In der
Signaltransduktion entstehen so durch Phosphoylierung von Proteinen immer
niedrigerer Ebene ganze Phosphorylierungs-Kaskaden, die die Genexpression des
Kerns beeinflussen. Die einzelnen Kaskaden verschiedener Signale interagieren
hiufig miteinander, ebenso 10sen in manchen Féllen nur Signalkombinationen eine
bestimmte Phosphoylierungs-Kaskade aus.

Im Folgenden werden die einzelnen Wege der Signaltransduktion dargestellt.
Laufende Forschungsergebnisse zeigen aber immer wieder neue Zusammenhénge
der einzelnen Signalkaskaden untereinander auf, so daB hier nur eine Ubersicht der

momentanen Erkenntnisse wiedergegeben werden kann.

2.1 G-Protein-gekoppelte Signaliibertragungswege

Aktivierte G-Proteine (s. 1.5) geben das Signal an nachgeschaltete Effektormolekiile

weiter. Zwei wesentliche Effektormolekiile der G-Proteine sind

1. Adenylatcyclase und
2. Phospholipase C
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2.1.1 Adenylatcyclase mit cAMP als ..second messenger*

Die Adenylatcyclase ist ein grofles Polypeptid (2080-1248 Aminoséduren), das die
Plasmamembran zwo6lf mal in zwei Abschnitten von je sechs membrandurch-
spannenden Dominen kreuzt, wobei jedem Abschnitt eine lange zytosolische
Doméne folgt (Cali et al., 1994).

Adenylatcyclase wird liber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, die Hormone wie z.B.
PTH binden, indirekt aktiviert und bewirkt eine Erh6hung der intrazelluldaren cAMP-
Konzentration (Tyson et al, 1999). Dabei katalysiert die Adenylatcyclase die
Bildung von zyklischem AMP (cAMP) aus ATP, cAMP aktiviert wiederum die
Proteinkinase A (Abb.8). Eine Regulation der PKA findet iiber die cAMP-
Phosphodiesterase statt. Aktivierte PKA aktiviert Phosphodiesterase, die cAMP zu
AMP hydrolysiert, so daB es {iiber einen Riickkopplungsmechanismus zur

Beeinflussung der Signaliibertragung durch PKA kommt (Pawson & Scott, 1997).

" ATP

Ca*/CaM

Protein Kinase A

Abb. 8 G-Protein-vermittelte Aktivierung der Adenylatcyclase (Calbiochem, 1999)

Adenylatcyclase wird iiber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, die Hormone wie z.B.
PTH binden, indirekt aktiviert und bewirkt eine Erhéhung der intrazelluliiren cAMP-
Konzentration. Dabei katalysiert die Adenylatcyclase die Bildung von zyklischem AMP
(cAMP) aus ATP, cAMP aktiviert wiederum die Proteinkinase A.

Mechanosensitive Zellen antworten auf Dehnung mit einer erhten Konzentration an
»second messengers® (Sandy & Farndale, 1991). In Osteoblasten steigt die cAMP-
Konzentration nach Dehnung von 5 min signifikant an, innerhalb von Sekunden

bewirkt Fluid Shear einen Konzentrationsanstieg von cAMP ( Duncan & Turner,

1995).
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Bei Dehnung von jungen Osteozyten auf physiologischem Level zeigte sich ebenfalls

eine friihe Antwort erhdhter cAMP Sekretion (Mikuni-Takagaki, 1999).

EXTRACELLULAR

Abb. 9 Moglicher Mechanismus der Aktivierung von Adenylatcyclase durch physikalische
Belastung wiihrend der Zelldeformation (Watson, 1991).
A. Adenylatcyclase in der Zellmembran ohne mechanische Belastung.
B. Veridnderung des Adenylatcyclase-Molekiils wihrend mechanischer Deformation
mit folgender erhohter katalytischer Aktivitit.

Carvalho untersuchte die Wirkung von Dehnung an dentoalveoldren Knochenzellen
von Ratten und fand heraus, daB3 es neben einer initialen Erhohung des IP;-Levels
und der PKC-Aktivitit etwas spiter zu einem Anstieg an cAMP kommt. Diese
Antwort wird potenziert, wenn zusitzlich zur Dehnung PTH appliziert wird
(Carvalho ef al., 1994).

Donahue untersuchte die Adenylatcyclase-Aktivitidt anhand von Ratten-Osteoblasten
unterschiedlichen Alters (4-28 Monate) und erkannte, da3 es einen altersabhéngigen
Defekt bei der Bindung eines stimulatorischen G-Proteins (Gs) an Adenylatcyclase
gibt, der auch zu verminderter Antwort von Osteoblasten auf PTH fiihrt (Donahue et
al., 1997).
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Bei Stimulation von Osteoblasten durch starke Hypergravitit kam man zu dem
Ergebnis, daB sich der intrazellulire cAMP-Spiegel zwar erhoht, die Anderungen der
Zellfunktion aber iiber einen PKA-unabhédngigen Pathway in Gang gesetzt werden
(Kawashima et al., 1998).

Sadoshima stellte bei Dehnung von Herzmuskelzellen fest, da3 zwar MAP-Kinase,
Proteinkinase C, Pospholipase C und D aktiviert werden, der cAMP-Pathway aber
durch Dehnung nicht signifikant beeinflufit wird (Sadoshima & Izumo, 1993).

2.1.1.1 Proteinkinase A (PKA)

In ihrer inaktiven Form ist die cAMP-abhidngige PKA aus zwei katalytischen (C) und
zwei regulatorischen (R) Untereinheiten zusammengesetzt. Die Bindung von cAMP
an die R-Untereinheiten bewirkt eine Abspaltung der C-Untereinheiten, die nun
aktiviert sind und spezifische Substratproteine phosphorylieren kénnen (Pawson &
Scott, 1997).

Bei Erhohung der intrazelluliren cAMP-Konzentration durch Zellstimulation bleibt
die Verteilung der R-Untereinheiten der PKA gleich, die C-Untereinheiten gelangen
aber zuerst ins Zytoplasma und spiter in den Kern, wo sie weitere Substrate
phosphorylieren und so die Signaltransduktion gewihrleisten (Mochly-Rosen, 1995).
Es hat sich gezeigt, da mechanische Belastung Verdnderungen bei der
Signalaktivitdt der ,,second messenger und bei der Genexpression auslost. So hat
Tyson nachgewiesen, daf} eine PKA-Aktivitit in Osteoblasten fiir die PTH-induzierte
Expression des Gens c-fos notwendig ist (Tyson ef al., 1999).

Fizgerald induzierte mittels mechanischer Belastung durch Zentrifugation (287xg) c-
fos Expression in MC3T3-E1 Osteoblasten. Die Induktion von c-fos wurde durch den
cAMP-abhingigen Proteinkinase Inhibitor H-89 aufgehoben, was zeigt, dall die
Genexpression von c-fos liber den cAMP/PKA-Pathway lduft (Fitzgerald & Hughes-
Fulford, 1999).

Bei  Einwirkung elektromagnetischer  Felder niedriger = Frequenz  auf
Rattenosteoblasten fiir 60 Minuten hat sich gezeigt, da3 es zu einer erhohten PKA-
Aktivitit kommt, die Proliferations- und Differenzierungsprozesse beeinfluf3t

(Thumm et al., 1999).
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2.1.2 Phospholipase C mit Inositol 1.4.5-Trisphosphat und Diacylglycerol als
,.second messenger

Es gibt mindestens drei Hauptgruppen der PLC: B, y und & (Anderson et al., 1990).
Jede dieser Gruppen besitzt eine bestimmte Zahl an Isoformen. PLC-B wird iiber
heterotrimere G-Proteine reguliert, die bei Ligandenbindung an den Rezeptor
aktiviert werden (Blank et al., 1991). PLC-y wird durch Rezeptor-Tyrosin-Kinasen
aktiviert, wodurch eine Einbindung der PLC-y in Wachstumsfaktor-kontrollierte
Signaliibertragungswege erfolgt (Abb.10).

Phospholipase C katalysiert die Freisetzung der intrazelluldren ,,second messenger*
Inositol 1,4,5-trisphosphat (IP3;) und Diacylglycerol (DAG) durch Hydrolyse von
Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat (PIP,), einem in Membranen in geringen
Mengen vorkommenden Phospholipid (Berridge, 1989; Berridge & Irvine, 1989).

IP; bindet an IPs;-abhingige Calciumkandle der Membran des Endoplasmatischen
Retikulums und bewirkt eine Ausschiittung intrazelluliren Calciums, DAG aktiviert
die Proteinkinase C (PKC), die eine Phosphorylierung weiterer zelluldrer Proteine
hervorruft (Nishizuka, 1984a; Nishizuka, 1984b).

1987 entdeckten Jones & Scholiibbers als erste einen Anstieg der
membrangebundenen PLC bei mechanischer Belastung von Osteoblasten innerhalb
weniger Sekunden. Etwas spéter konnte anhand von Messungen der intrazelluldren
Calciumkonzentration nachgewiesen werden, dal PLC schon innerhalb von
Millisekunden durch Dehnung aktiviert wird, und daf3 PLC-Aktivierung (PLC-y1)
die erste mefBbare biochemische Reaktion der Transduktion von Dehnung in
Osteoblasten ist (Jones et al., 1987 & 1991).

Versuche mit Oestrogen und Calcitriol, der hormonell aktiven Form von Vitamin D,
an Rattenosteoblasten haben gezeigt, dafl es iliber die Aktivierung der PLC zur
Bildung von IP; und DAG kommt. Aktivierung von PLC-B durch beide Steroide
bewirkt eine Calciumfreisetzung aus dem ER innerhalb von 5 Sekunden, PLC-y war

inaktiv (Le Mellay ef al., 1997).
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l extrazellulire l

Signale
Transmembranrezeptor G-Protein-
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Rezeptor
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% ¥
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Abb. 10 Bildung und Funktion von DAG und IP; (Krauss, 1997).

Die Bildung von DAG und IP; unterliegt einer Regulation durch zwei zentrale
Signalwege, die von Transmembranrezeptoren mit intrinsischer oder assoziierter
Tyrosinkinase-Aktivitit oder G-Protein-gekoppelten Rezeptoren ausgehen. DAG
aktiviert die Proteinkinase C , IP; induziert die Freisetzung von Ca*". PKC und Ca **
greifen regulierend in die Zellproliferation ein.

2.1.2.1 Freisetzung von intrazelluldrem Calcium

Die Freisetzung von Calcium aus den Speichern des Endoplasmatischen Retikulums
durch IP; erfolgt iiber IP;-Rezeptoren (Berridge, 1993). Der IPs;-Rezeptor ist ein
intrazelluldrer Calciumkanal, der in der ER-Membran lokalisiet ist und im Zuge der
Signaltransduktion von IP; aktiviert wird (Kirkwood et al., 1996).

Kompensatorische Mechanismen kontrollieren den voriibergehenden intrazelluldren
Calciumanstieg und bewirken iiber ATP-abhingige Calciumpumpen die
Wiederherstellung der  Ruhekonzentration durch  Riicktransport in  die

Speicherorganellen und in den Extrazelluldrbereich.
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In einigen Fillen wird eine Calciumoszillation ausgeldst, die sich duch
selbsterhaltenden Anstieg und Abfall der Calciumkonzentration charakterisiert.
Dieses ,,Calciumsignal® kann in Verbindung mit Transduktion biomechanischer
Stimulation, Verdnderung der Genexpression und Zelldifferenzierung gebracht

werden (Duncan et al., 1998)

Tsai fand 1999 anhand von osteoblasten-dhnlichen humanen Zellen heraus, daf3
spontane Oszillationen von intrazelluldirem Calcium generell vorkommen. Die
Auswirkung auf die Zellfunktion ist allerdings noch nicht geklért. In einem weiteren
Versuch reduzierte er die perizelluldire Osmolaritit, was eine Dehnung der
Plasmamembran und einen voriibergehenden Anstieg der intrazelluldren
Calciumkonzentration zur Folge hatte. Diese Beobachtung wurde unter
Calciumfreiheit des Extrazellularraums gemacht und induziert, dal osmotische
Stimulation Calcium aus intrazelluliren Pools freisetzt. Auch dies kann ein
moglicher Signalweg sein, liber den mechanische Dehnung anabolische Effekte
ausiiben kann (Tsai et al., 1999).

Habel untersuchte 1998 anhand von menschlichen osteoblasten-dhnlichen Zellen die
Wirkung extrazelludrer Calciumkonzentration in  Abhéngigkeit von der
Verianderungsrate auf die intrazelluldre Calciumkonzentration. Er stellte fest, dal3
geringe Verdnderung der extrazelluldren Konzentration auch einen geringen Anstieg
an intrazellulirem Calcium bewirkt. Stirkere Konzentrationsdnderungen riefen einen
schnellen Anstieg gefolgt von einer anhaltenden Erhohung der intrazelluldren
Calciumkonzentration hervor. Daraus 148t sich schlielen, dal3 Zellen nicht nur die
Calciumkonzentration sondern auch die Stirke der Konzentrationsschwankungen in
thren Signalwegen verarbeiten konnen (Habel & Glaser, 1998).

Wenig ist bekannt iiber die exakte Kopplung von extrazellulirem Calciumeinflufl
und intrazelluldrer Calciumfreisetzung nach Stimulation in Osteoblasten.

Bekannt ist, daB u.a. Hormone, Cytokine und mechanische Stimulation (z.B.
mechanische Dehnung oder Fluid Flow) einen vom extrazelluliren Calcium
abhingigen Calciumeinstrom und eine Calciumfreisetzung aus intazelluldren
Speichern des ER bewirken, der genaue Zusammenhang bedarf aber noch weiterer

Klarung (Duncan et al., 1998; Ajubi et al., 1999).
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Flow-Experimente an Knochenzellen haben bereits gezeigt, dal extrazelluldres
Calcium (bzw. Calciuminflux) und die IPs;-induzierte Calciumfreisetzung aus
intrazelluldren Depots fiir die Erzeugung einer intrazelluldren Calciumantwort

notwendig sind (Hung et al., 1996).

Diese Ergebnisse zeigen, dafl die Beziehungen zwischen Calciumkonzentration,
Calciumkanilen, Calcium-Signalen und den physiologischen Antworten der Zelle
noch einer weiteren Aufschliisselung der Signalwege durch weitere Forschung

bediirfen.

2.1.2.2 Calcium/Calmodulin-abhingige Proteinkinasen (CaM-Kinasen)

Die signalvermittelnde Funktion von Calcium wird in vielen Pathways iiber den
Calcium/Calmodulin-Komplex ausgelost. Calmodulin ist ein weit verbreiteter
Calcium-Rezeptor, der zusammen mit Calcium spezifische Effektorproteine binden
und deren Aktivitdit modulieren kann. Effektorproteine sind u.a. die
Calcium/Calmodulin-abhingigen Proteinkinasen (CaM-Kinasen), die CaM-Kinase 11
ist bisher am héufigsten untersucht worden. Substrate der CaM-Kinasen sind u.a.
Phospholipase A2 und EGF-Rezeptoren, auBlerdem beeinflussen sie den
cAMP/cGMP-Stoffwechsel, allgemein iibernehmen die CaM-Kinasen aber eine
Schliisselfunktion in mehreren Signaliibertragungswegen unterschiedlicher Gewebe.
Eine Erhohung des intrazelluldiren Calciums bewirkt eine Aktivierung der
regulatorischen CaM-Kinase. Diese Aktivierung bleibt auch nach dem Abklingen des
Signals noch erhalten, indem das Enzym {iber Autophosphorylierung in einen
autonomen aktivierten Zustand tiberfiihrt wird, d.h. da3 die CaM-Kinase sowohl tiber
Autophosphorylierung als auch iiber den Calcium/Calmodulin-Komplex reguliert
wird.

Die Calciumkonzentration steigt bei Stimulation Calcium-verbundener Pathways
sowohl im Zytosol als auch im Kern an. Untersuchungen haben gezeigt, da3 die
multifunktionelle CaM-Kinase Familie, bestehend aus CaM-Kinase I, II und IV, im
Kern vorkommt, und die Kinasen als Mediator nuklearer Calcium-Signale dienen.

Diese Kinasen besitzen Aktivierungseigenschaften, die eine Unterscheidung
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einzelner Calciumsignale abhédngig von Frequenz, Amplitude und Dauer
ermoglichen. Es besteht die Moglichkeit einer Kontrolle der Genexpression tiber die
Phosphorylierung von regulatorischen Schliisselstellen der Transkriptionsfaktoren im
Kern durch die Kinasen. CaM-Kinasen dienen dem Kern somit als Decoder von
Calciumsignalen und erzeugen somit eine Vielzahl von Zellantworten (Heist &
Schulman, 1998).

Zhuang fand heraus, daf3 elektrische Stimulation von MC3T3-E1 Osteoblasten duch
ein elektrisches Feld die TGF-Bf1 mRNA-Konzentration erhoht und zwar {iber einen
Mechanismus, der den Calcium/Calmodulin-Pathway mit einbezieht. So stellte er
fest, dal Verampil und W-7, die sowohl spannungsabhédngige Calciumkanéle als
auch die Aktivierung des intrazelluldren Calmodulins inhibieren, ebenfalls einen
Konzentrationsanstieg von TGF- B1 mRNA in Osteoblasten verhindern (Zhuang et

al., 1997).

2123 Aktivierung von Proteinkinase C

Proteinkinase C gehort zur Familie der lipidabhidngigen Serin/Threonin-Kinasen.

Die PKC wird in verschiedene Untergruppen eingeteilt: Gruppe A besteht aus
klassischen oder konventionellen PKCs, deren Funktion iiber Calcium reguliert wird;
Gruppe B besteht aus neuen PKCs, deren Funktion Calcium-unabhdngig ist und
Gruppe C aus atypischen PKCs, die ebenfalls Calcium-unabhéngig reagieren. Diese
Untergruppen zeigen geringe Unterschiede in ihren enzymatischen Eigenschaften, in
threr unterschiedlichen Verteilung in verschiedenen Geweben und in ihrer

intrazelluldren Lokalisation (Migliaccio ef al., 1998).

PKC-Typ Isoform
Konventionell Ca’"-abhingig, o, BL, BIL v

DAG-abhéngig

Neu Ca” -unabhingig d,¢,M,0, 1
DAG-abhingig

Atypisch Ca’"-unabhingig ¢, VA
DAG-unabhingig
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Bisher wurden 11 verschiedene PKC-Isoenzyme beschrieben, aufgrund
verschiedener Ergebnisse geht man von einer unterschiedlichen physiologischen
Rolle jedes Isoenzyms abhédngig von der Zellart aus (Newton, 1995; Traub et al.,
1997).

In Versuchen wurde die Antwort verschiedener Isoenzyme der PKC auf
verschiedene physiologische Stimuli getestet. Es zeigten sich nicht nur Unterschiede
in der Antwort der verschiedenen Isotypen innerhalb eines Zelltyps, sondern auch
beim selben Isotyp in unterschiedlichen Zellarten (Dean, 1997).

PKC wird durch Diacylglycerol und Calcium aktiviert. Nach Aktivierung kommt es
zu einer veridnderten metabolischen Aktivitit der Zelle und zu Langzeitantworten wie
Differenzierung, Proliferation oder Apoptose (Nishizuka, 1992).

PKC aktiviert ERKs und MAP-Kinase, die wiederum die Wirkung von PKC auf
Differenzierung und Proliferation vermitteln (Marais et al., 1998). Bei Flow-
Experimenten mit bovinen Endothelzellen fand man heraus, dal PKC-¢ notwendig
fiir die Signalvermittlung zur MAP-Kinase-Aktivierung ist, nicht aber PKC-a oder
PKC-L. Die Aktivierung der MAP-Kinase erfolgte Calcium-unabhingig und
Phorbolester-abhédngig (Traub et al., 1997).

Nach Mochly-Rosen ist die Aktivitit von PKC abhéingig von Phospholipid,
Diacylglycerol und in einigen Féllen von Calcium. Die Bindung dieser Faktoren
stabilisiert die PKC und macht sie zugédnglich fiir Substratproteine, aulerdem findet
eine Translokation des Enzyms statt. PKC ist im Cytosol vorhanden, wéhrend die
Aktivatoren hydrophob sind und sich in der Membran befinden. Bei Stimulation
erhoht sich der DAG-Spiegel und bewirkt eine Umverteilung der PKC vom Zytosol

zur Plasmamembran, zum Zytoskelett oder zum Kern (Mochly-Rosen, 1995).

Phorbolester (potentielle Tumorpromoter) konnen DAG substituieren und sorgen fiir
eine verlangerte Aktivierung von PKC, da sie nicht so stark metabolisiert werden wie
DAG. Phorbolester und DAG dienen als hydrophobe Anker, die PKC an der
Membran rekrutieren, indem sie eine erhOhte Membranaffinitit des Enzyms
bewirken. Calcium hat keinen Effekt auf die erhdhte Affinitdt von PKC zu Liganden,
es liegt aber nahe, dafl eine Verbindung zwischen DAG und Calcium besteht, da
beide durch Erhohung ihrer intrazelluldren Konzentration die Affinitit von PKC zur

Membran erhohen (Newton, 1995).
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Rezeptoren fiir aktivierte C Kinase (RACKs) sind membrangebundene Proteine, die
Bindungsstellen fiir PKC an der Membran bereitstellen. Sie sind aber nicht unbedingt
notwendig fiir eine Membranbindung der PKC. Man nimmt an, da PKC im
aktivierten Zustand verbleibt, wenn es an RACK gebunden ist (Pawson &
Scott,1997).

Yang testete 1997 die Wirkung von Staurosporin, einem PKC-Inhibitor, auf
morphologische Verdnderung von Rattenosteoblasten in vitro. Er fand heraus, dal3
eine morphologische Verdnderung durch Staurosporin auftritt, gleichzeitig wurden
diese morphologischen Verdnderungen aber durch depolymerisierte Mikrotubuli und
erhohte intrazelluldre Calciumkonzentration verhindert. Aktin-Depolymerisierung
erhohte die Wirkung von Staurosporin. Er kommt zu dem Schlufl, daf
morphologische Verdanderungen durch PKC-Inhibition zwar vorhanden sind,
allerdings sind ebenfalls viele andere Mechanismen in diesen Vorgang mit
einbezogen, die noch weiterer Autklarung bediirfen. (Yang et al., 1997).
Verschiedene Untersuchungen haben gezeigt, dal eine Interaktion zwischen
Oestrogen-Rezeptoren und dem Signalweg der PKC besteht. Eine Aktivierung der
PKC kann die Oestrogen-Rezeptoren und die Oestrogenantwort in Knochengewebe
modulieren. Migliaccio wies anhand von ROS.SMER#14 Osteoblasten in vitro nach,
daB die Oestrogenantwort des Knochengwebes sehr stark von bestimmten Isoformen
der PKC reguliert wird. Daraus ergibt sich eine gro3e Bedeutung fiir die hormonelle
Modulation von Knochengewebe (Migliaccio et al., 1998).

Ajubi untersuchte die Signaltranduktionswege, die an der Fluid Flow-induzierten
PGE2 Produktion in Osteozyten beteiligt sind. Er fand heraus, dafl pulsierender
FliissigkeitsfluB die intrazelluldre Calciumkonzentration in Osteozyten erhoht,
bedingt durch erhohten Eintritt durch mechanosensitive Ionenkanile in Kombination
mit Calciumfreisetzung {iber intrazelluldre Depots. Calcium und PKC stimulieren
dann die Phospholipase A2, Arachidonsdure und letztendlich die PGE2-Freisetzung
(Ajubi et al.,1999). Studien iiber den EinfluB von PKC bei fliissigkeitsfluB3-
induzierter PGE2-Produktion wurden ebenfalls schon von Reich an Osteoblasten

durchgefiihrt (Reich & Frangos, 1993).

Bereits 1991 erkannte Rosales, da zyklische Dehnung bei Endothelzellen

Veranderungen im Wachstum verursacht und die Translokation von PKC stimuliert
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(Rosales et al.,1991). Berk beschreibt 1995 wu.a. PKC als Mediator der
Signaltransduktion in Fluid-Flow-stimulierten Endothelzellen. Der Fluid-Flow-
Rezeptor des Endothels aktiviert PLC, es kommt zur Bildung von DAG und
Erhohung des intrazelluldren Calciums {iber IP; und letztendlich zur Aktivierung von
Calcium-abhéngigen Kinasen, d.h. PKC und CaM-Kinase (Berk ef al., 1995).

Obwohl schon viele Forschungsergebnisse in Bezug auf PKC vorliegen, bedarf es
noch weiterer detailierter Forschung, um die Rolle von PKC in der

Signaltransduktion ganzheitlich darstellen zu konnen.

2.2 Weitere Signalmolekiile

2.2.1 Phospholipase D

Phospholipase D setzt nach seiner Aktivierung das membrangebundene Phospholipid
Phosphatidylcholin durch Hydrolyse zu Phosphatidsidure (PS) um. Phosphatidsdure
wird durch PS-Phosphohydrolase zu Diacylglycerol metabolisiert, so dal es zur
Aktivierung von PKC kommt. PS kann auch die Hydrolyse von Phosphoinositiden
und die Freisetzung von Calcium aus intrazelluldren Depots hervorrufen (Sadoshima
& Izumo, 1993).

PLD-Aktivitdt wurde in Plasmamembranen, Golgi-Membranen und Kernmembranen
entdeckt, unklar ist, ob bestimmte Isoformen fiir diese Variation verantwortlich sind
oder ob PLD unterschiedlich reguliert wird. Die Subtypen der PLD kommen
moglicherweise sowohl membran-assoziiert als auch im Zytosol vor (Liscovitch,
1996).

Die durch PLD-Aktivitdt gebildete PS kann als ,,messenger“-Molekiil bei der
Regulierung des Aktin-Zytoskeletts dienen und eine Kontrollfunktion des
,2Membranverkehrs* ibernehmen (Abb.11), aulerdem ist es in die Zellproliferation,
Hormonfreisetzung und Gentranskription verwickelt. Experimente haben gezeigt,
daB3 PLD durch die Stimulation von PKC, PIP, und die GTP-bindenden Proteine Arf
und Rho reguliert wird (Wakelam et al., 1997).
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Abb. 11 Regulation der Phospholipase D Aktivitit (modifiziert nach Wakelam, 1997).
Gezeigt sind mogliche Regulatoren der PLD und mégliche Funktionen des Produktes
PS (Phosphatidsiure).

Del Peso zeigte kiirzlich, daB PLD unabhéngig von PKC durch Ras Proteine aktiviert
werden kann. Wachstumsfaktoren wie PDGF und Fibroblast Growth Factor (FGF)
aktivierten PLD iiber PKC-abhéngige Mechanismen, wéihrend Ras-Onkogene eine
PKC-unabhéngige Aktivierung hervorriefen (del Peso et al., 1996).

Im Knochengewebe wurde der PLD-Pathway an MC3T3-E1-Osteoblasten getestet.
PLD-Aktivitdt konnte nach Stimulation mit PDGF, PGF2 und extrazellulirem ATP
nachgewiesen werden. Untersuchungen an Rattenosteoblasten haben gezeigt, daf3
EGF eine rezeptor-vermittelte Aktivierung der PLD-Kaskade bewirkt, und daf3
zumindest teilweise PKC- und Gi-Protein-abhingige Mechanismen in diesen
Pathway involviert sind (Carpio & Dziak, 1998a).

Zusitzlich untersuchte Carpio die Wirkung von PS auf zytosolisches Calcium und
Proliferation, ebenso wie die Verstrickung des PLD-Pathways in den Effekt von EGF
auf intrazelluldres Calcium und Proliferation. Die Ergebnisse zeigten, dafl PS die
Zellproliferation und die Mobilisierung intrazelluldren Calciums {iber extrazelluldre
Pools stimuliert, und dafl der mitogene Effekt von EGF von einer PLD-Aktivierung
abhéngig ist (Carpio & Dziak, 1998b).
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Hodgkin stimulierte PLD in HL60-Zellen mit Arf (ADP-ribosylation factor), Rho und
PKC. Er stellte fest, daB PKC-a und PKC-6 PLD mit gleicher Effektivitit
aktivieren, und daB die maximale PLD-Aktivitit Arf, Rho und PKC bendtigt
(Hodgkin et al., 1999).

Wird PLD durch Insulin aktiviert, kommt es iiber die Erzeugung von PS zur
Aktivierung der Raf-1-mitogen-activated-Protein-Kinase-Kaskade. PS aktiviert
weder in vitro noch in vivo direkt Raf-1, das durch PS nur verstirkt an der
Plasmamembran rekrutiert wird. Raf~-1 wird dort durch andere Faktoren aktiviert, die
Bindung an die Plasmamembran ist auch nur voriibergehend, allerdings verbleibt
Raf-1 immer gebunden an endozytische Vesikel in der Zelle (Rizzo et al., 1999).
Kato untersuchte die Aufgabe von Proteinen der Rho-Familie bei PGF2-induzierter
PLD-Aktivierung in MC3T3-E1-Osteoblasten. Er stellte eine Beteiligung von Rho A
an der PDF2-vermittelten PLD-Aktivierung fest, auBerdem resultiert die PLD-
Aktivierung unabhingig vom Zytoskelett (Kato et al., 1997).

Mechanische Dehnung von Herzmuskelzellen hat gezeigt, dal die Hydrolyse von
Phosphatidylcholin stimuliert wird und es zu einem Anstieg an PS und
Phosphatidylethanol, einem spezifischen Marker fiir PLD-Aktivierung kommt.
Sowohl PLD als auch PLC werden beide durch mechanische Dehnung aktiviert und

produzieren auf unterschiedlichen Signalwegen DAG (Sadoshima & Izumo, 1993).
Diese Auswahl an Forschungsergebnissen zeigt, da3 PLD auf vielen Gebieten bereits

untersucht worden ist, genauere Einblicke in die wesentliche Signaltransduktion aber

nur ansatzweise vorhanden sind.

2.2.2  Stickstoffmonoxid

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein ungeladenes freies Radikal und hat sich als
multifunktionelles Signalmolekiill mit breitem Wirkungsspektrum innerhalb
verschiedener Gewebe erwiesen. NO wird enzymatisch aus L-Arginin mit Hilfe der
NO-Synthase gebildet, bisher sind 3 unterschiedliche Isoformen der NO-Synthase
bekannt: eine neuronale Form (nNOS), eine endotheliale Form (ecNOS) und eine

induzierbare Form (iNOS) (Collin-Osdoby et al., 1995).
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EcNOS und nNOS sind iiberwiegend konstitutive Enzyme, ihre Aktivitdt wird
hauptsdchlich von Verdnderung der intrazelluldren Calciumkonzentration reguliert.
Steigt die Calciumkonzentration intrazelluldr an, bindet iCa* an Calmodulin,
Calmodulin bindet an eine Erkennungsstelle an ecNOS oder nNOS, so da3 beide
NOS-Isoformen iiber einen Calcium/Calmodulin-Komplex aktiviert und reguliert
werden. Die Aktivitdt von iNOS wird dagegen nicht durch Calcium reguliert und ist
auf Genebene induzierbar (Evans & Ralston, 1996).

NO wird von verschiedenen Knochenzellen produziert und tiibernimmt viele
verzweigte Aufgaben in Bezug auf  Signaltransduktion, Differenzierung und
Remodelling.

Cytokine sind wichtige Regulatoren der NO-Produktion. So besteht die Mdglichkeit,
daB NO als Mediator filir Cytokineffekte auf Knochenresorption fungiert.

Es hat sich erwiesen, dal hohe Konzentrationen an NO durch Cytokin-Applikation
nicht nur die Knochenresorption durch reife Osteoklasten verhindert, sondern auch
inhibitorisch auf Osteoklastenbildung aus Porgenitorzellen wirkt (van't Hof &
Ralston, 1997). Geringe NO-Konzentrationen stimulieren wiederum die
Knochenresorption.

Cytokine wie IL-1, TNF und IFN-y (synergistische Wirkung) erhohen die NO-
Produktion in Kulturen menschlicher Osteoblasten und MC3T3-E1-Zellen und
tragen so u.a. zur Verhinderung der Knochenbildung bei. Allerdings wurde auch
festgestellt, da3 moderate NO-Synthese notwendig fiir das Zellwachstum ist, es aber
eine Konzentrationsschwelle gibt, bei deren Uberschreiten die NO-Synthese
inhibitorisch und moglicherweise auch toxisch auf das Zellwachstum wirkt.

Eine gleichzeitige Bildung von konstitutiven und induzierbaren NOS, die zeitgleich
unterschiedliche Funktionen innerhalb der Zelle ausiiben, wird auch fiir mdglich
gehalten (Evans & Ralston, 1996).

Weiterhin wurde an Mausosteoblasten festgestellt, dal Cytokine die NO-Produktion
erhohen und so direkt eine Differenzierung der Osteoblasten erreicht wird (Hikiji et
al., 1997).

Ueno bestimmte 1998 die Aufgabe der PKC in der NO-Synthese von Ratten-
Osteoblasten und gewann folgende Erkenntnis: Cytokine erhdhen die NO-Synthese,
die Aktivierung von PKC durch Phorbolester stimuliert ebenfalls die NO-Synthese,

die Cytokine aktivieren PKC und erh6hen die intrazellulire Calciumkonzentration.
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Durch PKC-Inhibitoren wurde die Cytokin-induziete NO-Synthese blockiert, so daf3
man davon ausgehen kann, dal PKC in die NO-Synthese der Rattenosteoblasten
involviert ist (Ueno et al., 1998).

Es hat sich gezeigt, dal mechanische Belastung von Knochenzellen ebenfalls einen
Anstieg der NO-Synthese bewirkt. Mechanische Dehnung von Knochenzellen
induziert ebenso eine NO-Produktion (Pitsillides et al., 1995) wie eine Belastung
durch Fluid Flow.

Versuche an Kulturen menschlicher Knochenzellen haben gezeigt, da3 pulsierender
Fluid Flow (PFF) bestimmter Stirke innerhalb von 5 Min. einen 2-4 fachen Anstieg
der NO-Produktion zur Folge hat. Dieser NO-Anstieg hielt sich nur voriibergehend
wiahrend der ersten 15 Min. der einstiindigen Belastung, danach kehrte er auf
Kontrollwerte zuriick. Laut Untersuchungen resultiert der NO-Anstieg aus der
Aktivierung von ecNOS (Klein-Nulend et al., 1998). Bereits 1995 stellte Klein-
Nulend eine Stimulation der PGE2-Freisetzung und einen NO-Anstieg in Osteozyten
nach Belastung mit PFF fest. Die Ergebnisse lassen vermuten, da3 NO ein Mediator
mechanischer Effekte in Knochenzellen ist, der auch in die erhohte PGE2-
Freisetzung durch mechanische Belastung involviert ist (Klein-Nulend ef al., 1995).
Im GefdlBendothel induzieren Verdnderungen von Druck oder Scherkriften eine
schnelle NO-Freisetzung, es kommt zu einer Vasodilatation. Die NO-Sekretion wird
von ecNOS reguliert, welches in den Caveolae des Endothels lokalisiert ist. Erhohter
FliissigkeitsfluB3 aktiviert liber die Caveolae ecNOS, dieses dissoziiert vom Caveolin
und bindet an Calmodulin. Es wird vermutet, daf3 die Caveolae als mechanosensitive
Organellen fungieren, die mechanische Stimuli auf verschiedenen molekularen
Wegen iibermitteln und dabei auch die ecNOS-Aktivitit regulieren (Rizzo et al.,
1998a).

Die Erhdhung der NO-Konzentration im Knochen kann zur Aktivierung der NO-
sensitiven Guanylat-Cyclase filhren und somit zu einem Anstieg an intrazelluldrem
cGMP. Versuche zeigten eine erhohte Ansammlung von cGMP in Knochenzellen,
die hydrostatischem Druck ausgesetzt wurden, eine Einbeziehung des NO-Pathways
liegt nahe. Der Zusammenhang zwischen erhohter cGMP- und NO-Produktion ist
bislang unklar, NO scheint aber ein Vermittler mechanischer Belastung in

Knochenzellen zu sein (Evans & Ralston, 1996).
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223 cGMP

Der ,second messenger cGMP reguliert die Aktivitit der c¢cGMP-abhdngigen
Proteinkinasen und steuert den Offnungszustand von Kationenkanilen. Seine
Bildung erfolgt aus GTP durch Katalyse von Guanylatcyclase, sein Abbau erfolgt
durch cGMP-Phosphodiesterase, beides analog zu cAMP.

Cyclisches GMP ist u.a. an der Signaliibertragung des Sehprozesses, der
Phototransduktion beteiligt. Am &ulleren Segment der Stibchen werden
ankommende Photonen von Photorezeptoren der Stibchen in elektrische Signale
umgewandelt. Der intrazelluldre Transmitter ist cGMP, der im Dunkeln an die
Cationenkandle der Plasmamembran der Stébchen bindet und die Kanile offen halt.
Ankommende Photonen bewirken iiber biochemische Kaskaden eine Hydrolyse des
c¢GMP und somit eine SchlieBung der Kanile. Auch Calcium ist ein intrazelluldrer
Transmitter der Phototransduktion, es tritt in die Stdbchenzelle iiber die cGMP-
regulierten Kanéle ein und wird iiber Natrium-, Calcium- und Kalium-Exchanger aus
der Zelle herausgeschleust. Eine Anderung der cGMP-Konzentration bewirkt einen
verdanderten Einfluf an Calcium iiber die Kanile. Calcium moduliert gleichzeitig
cGMP-metabolisierende Enzyme, so daB Anderungen der Calciumkonzentration eine
Verschiebung der ¢cGMP-Konzentration hervorrufen. Beide Transmitter sind also
gekoppelt, wobei cGMP sich schneller verteilt als Calcium, Calcium aber viel
schneller umgesetzt wird als cGMP (Koutalos, 1999).

Aus der Beteiligung von cGMP an der Signaltransduktion im Auge ergibt sich die
Frage, in welchem Zusammenhang cGMP mit der Signaliibertragung in anderen
Geweben, z.B. im Knochens steht. Auch die Kopplung von cGMP und Calcium
verlangt nach Aufkldrung im Knochengewebe, wo Calcium einen der wichtigsten
»second messenger darstellt, der in viele verschiedene Signalwege involviert ist.
Schon 1975 fand Rodan an Zellen der Tibia-Epiphyse von Hithnerembryos heraus,
daB Kompression physiologischer Stirke (60g/cm”) die Konzentration von ¢cGMP
wie auch von cAMP reduziert. Hydrostatischer Druck, der auf die Zellen ausgeiibt
wurde, bewirkte eine Akkumulation der zyklischen Nucleotide.

Mechanische Stimulation hat also einen EinfluB3 auf cGMP im Knochengewebe. Die
Regulation des intrazelluldren Calciumspiegels iiber cGMP in Knochenzellen und die
Signalwege, die so aktiviert werden, bediirfen aber noch weiterer Aufkldarung (Rodan

etal., 1975).
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Yamamoto untersuchte 1998 die Wirkung des Vitamin D3-Metaboliten
24R,25(0OH)2D3 auf humane Osteoblasten. Bei einer Konzentration von 10 M bis
10® M zeigte sich ein deutlicher Anstieg des cGMP-Gehalts um 200% innerhalb von
5-15 Minuten. Dieses Ergebnis 146t darauf schliefen, da3 dieser Metabolit eine
physiologische Rolle im Metabolismus des Knochens spielt, iiber den Einflul} auf die
Genexpression genommen werden kann (Yamamoto ef al., 1998).

Bisher wurde kaum Forschung im Bereich ¢cGMP und Signaltransduktion im
Knochen betrieben, so dal} auch dies eines der vielen Gebiete darstellt, wo in Zukunft

noch Aufklarungsbedarf besteht.

2.3 Signaliibertragung durch RAS-Proteine

Ras-Proteine gehoren zur Ras-Superfamilie der monomeren GTPasen. Die membran-
gebundenen Ras-Proteine unterstiitzen die Signaliibertragung von Rezeptor-
Tyrosinkinasen, Rezeptoren mit assoziierter Tyrosinkinase und von G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren zum Kern, wo sie Zellwachstum oder Differenzierung
auslosen (McCormick, 1995;Yamamoto ef al., 1999).

Innerhalb der Ras-Superfamilie werden mindestens fiinf Subfamilien unterschieden,
die meisten Untersuchungen wurden mit den beiden Unterfamilien Ras und Rac/
Rho/Cdc42 durchgefiihrt.

Die Proteine der Ras-Superfamilie sind regulatorische GTPasen, die in einer aktiven
GTP-Form oder in der inaktiven GDP-Form vorliegen konnen (Boguski &
McCormick, 1993).

Zwei Gruppen von Signalproteinen regulieren den Aktivititszustand von Ras:
GTPase-aktivierende proteine (GAPs) erhohen die Hydrolysegeschwindigkeit des
Ras-gebundenen GTP, wodurch Ras inaktiviert wird. Guaninnucleotid-freisetzende
Proteine (GNRPs) fordern den Austausch von gebundenem GDP gegen GTP aus
dem Cytosol, Ras wird so aktiviert. Moglicherweise dient GAP auch als

Effektormolekiil fiir nachfolgende Signalwege (Lancaster ef al., 1994).
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Abb. 12 Regulation des RAS-Proteins (Krauss, 1997)

Die Umwandlung des inaktiven Ras-GDP-Komplexes in den aktiven Ras-GTP-
Komplex wird von Guanin-Nucleotid-Austauschfaktoren (GNRPs) bewirkt.
Der aktivierte Zustand des Ras-Proteins wird durch Hydrolyse des gebundenen
GTP terminiert. Infolge der intrinsisch langsamen GTPase-Aktivitit des Ras-
Proteins wird hierfiir die Mithilfe eines GTPase-aktivierenden Proteins (GAP)
bendétigt. Das Ras-Protein iibt alle Funktionen membranassoziiert aus.

Die Aktivierung von Tyrosin-Kinase- und Kinase-assoziierten-Rezeptoren durch
Wachstumsfaktoren und Cytokine hat gezeigt, dafl sich viele Proteine, u.a. Ras-
spezifische GNRPs, an der Plasmamembran rekrutieren. Unter EinfluB von GNRP
bindet Ras GTP, so daBl ein Ras-Signal aktiviert wird. Das GTP-gebundene Ras
interagiert nun mit GAP (RasGAP), dem die Funktion der negativen Regulation bei
der Ras-Signaliibertragung zugesprochen wird, und der Raf-Kinase, dem ersten
Zielprotein der Ras-Signaliibertragung (Marshall, 1995).

RasGAP gehort wie PLC-y und Src-dhnliche Tyrosinkinasen zu den
Signalproteinen, die an aktivierte Rezeptor-Tyrosin-Kinasen binden. Jedes der
Signalmolekiile besitzt zwei nicht katalytische Doménen, SH2 und SH3, die sich aus
Src-Homologie-Region 2 und 3 ableiten. Die SH2-Doménen dieser Signalproteine
binden an Tyrosin-phosphorylierte Polypeptide und vermitteln so eine Ansammlung
von Proteinkomplexen nahe der Plasmamembran, die die Signaliibertragung durch
Tyrosinkinasen kontrollieren. Die SH3-Doméne bewirkt zusammen mit SH2 eine
Interaktion zwischen Cytoplasma und Membran, sie nehmen so an der Kontrolle der

intrazellularen Antwort auf dullere Signale teil (Koch et al., 1991). In RasGAP wird
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die SH3-Domine von zwei SH2-Domaénen flankiert, diese Konstellation wurde auch
in vielen anderen zelluldren Signalproteinen gefunden (Hu & Settleman, 1997).

Uber die SH2 und SH3-Domine werden Rezeptor-Tyrosin-Kinasen mit
intrazelluldren Signalwegen gekoppelt, wobei SH2 und SH3 synergistisch wirken
und u.a. den Ras-Pathway stimulieren und die PI-3-Kinase aktivieren (Pawson et al.,
1993; Smithgall, 1995). Laut Leblanc besteht die Mdglichkeit, dal RasGAP den Ras-
und Rho-Pathway miteinander verbindet (Leblanc et al., 1998).

Qiu stellt 1995 in Versuchen heraus, dafl bei Stimulation mit Wachstumsfaktoren
oder dem Onkogen Rasl die GTPase Racl eine Schliisselkomponente in der
Reorganisation des Zytoskeletts einnimmt. Ras hat Einflu3 auf den Rac- und MAP-
Kinase-Pathway, die wiederum bei weiteren Umwandlungsprozessen kooperieren
(Qiu et al., 1995).

Untersuchungen haben gezeigt, dal PI-3-Kinase fiir eine Wachstumsfaktor-
induzierte Anderung des Aktin-Zytoskeletts, diec von den GTPasen Rac und Rho
vermittelt wird, bendtigt wird. Es hat sich herausgestellt, dal Rac und Rho ebenfalls
eine Rolle in der Regulierung der Gentranskription spielen. PI-3-Kinase stimuliert
aber nicht das gesamte Repertoire an Rac- oder Rho-vermittelten Zellantworten (Reif
et al., 1996). Laut Berk scheint die PI-3-Kinase in die belastungsinduzierte
Aktivierung der MAP-Kinase involviert zu sein (Berk et al., 1995).

Die Mitglieder der Rho-Subfamilie regulieren die Organisation des Aktin-
Zytoskeletts. Rho kontrolliert die Ansammlung von ,, actin-stress-fibers “ und fokalen
Adhisionskomplexen und Rac reguliert die Aktin-Filament-Akkumulation an der
Plasmamembran. In Fibroblasten stimulieren Rho, Rac und Cdc42 den Zellzyklus.
Im Gegensatz zu Ras aktivieren die Rho GTPasen laut Olson nicht die MAP-Kinase-
Kaskade (Raf/MEK/ERK), Frost stellte allerdings 1996 eine bisher unentdeckte
Verbindung zwischen der Rho-Familie und dem ERK-Pathway fest (Frost et al.,
1996). Eine bestimmte MAP-Kinase, die ¢-Jun Kinase JNK/SAPK, wird von Rac
und Cdc42, nicht aber von Rho stimuliert (Olson ef al., 1995).

Die Aktivierung von Rho, Rac und Cdc42 ruft folgende Verdnderungen der
Zellmorphologie hervor: erhdhte Polymerisation von Aktin, Clustering von
Integrinen und die Ansammlung groBer Proteinkomplexe aus Vinculin, Talin, FAK

und Paxillin (Machesky & Hall,1996).
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Zwei Signalprozesse flihren laut Narumiya zur Rho-Aktivierung: zum einen die
Aktivierung bestimmter G-Protein-gekoppelter Rezeptoren und zum anderen die
Aktivierung anderer GTPasen wie Ras, Cdc42 und Rac (Narumiya, 1996).
Hippenstiel stellte 1998 unter der Voraussetzung, dal RhoGTPasen PKC aktivieren,
fest, dal3 eine Inhibition des Rho-Proteins die PKC-Translokation und Aktivierung in
Endothel- und Epithelzellen blockiert (Hippenstiel et al., 1998).

Mittels zwei neuer Techniken (affinity chromatography und yeast two-hybrid
technique) fand Tapon 1997 heraus, dal Rho die Phosphatase der leichten
Myosinketten reguliert. Rho und Rac sollen die Synthese von PIP, kontrollieren.
Diese Erkenntnisse konnten helfen, den Effekt der GTPasen auf das Aktin-
Zytoskelett weiter zu entschliisseln (Tapon & Hall, 1997).

2.4 Signalwege der MAP-Kinase-Kaskade

Die MAP-Kinase (Mitogen-aktivierte-Proteinkinase) ist eine zytoplasmatische
Proteinkinase, die durch extrazelluldre, hdufig mitogen wirkende Liganden reguliert
wird. Sie stellt eine Schliisselverbindung zwischen membrangebundenen Rezeptoren
und der Gen-Expression dar.

Drei MAP-Kinase-Kaskaden sind bekannt: die (ERK)-Kaskade, die Stress-aktivierte
Proteinkinse/c-jun N-terminal Kinase (SAPK/INK)-Kaskade und die p38MAPK-
Kaskade (Abb.13). Jede der drei Kaskaden besitzt jeweils drei Levels, auf denen
bestimmte chemische Reaktionen ablaufen: Level 1 ist die Ebene der MAPKKKSs,
zu der Raf und MEKK gehoren, Level 2 ist die Ebene der MAPKK, zu der MEK,
SEK und MKK gehoren und Level 3 ist die Ebene der MAP-Kinasen ERK,
SAPK/INK und p38 (Paul et al., 1997).

Jede der drei Kinase-Kaskaden spielt eine bestimmte Rolle in den unterschiedlichen
Zellarten, sie stehen aber auch untereinander in Verbindung. Diese Signalwege
fordern liber Transkriptionsfaktoren die Aktivierung der ,,immediate-early-genes “,
speziell die Aktivierung von Mitgliedern der fos- und jun-Familie der Proto-

Onkogene.
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Die MAP-Kinasen ERK, SAPK und p38MAPK werden {iiber unterschiedliche
Rezeptorarten aktiviert, u.a. von Rezeptor-Tyrosin-Kinasen, Cytokin-Rezeptoren und
G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Eine Aktivierung der MAP-Kinase kann auch
iiber Erhohung der intrazelluliren Calciumkonzentration, PKC-Aktivierung,
verschiedene Arten der Belastung (mechanische Dehnung, etc.) und in bestimmtem
Zusammenhang auch durch erhohte cAMP/PKA-Aktivitit erreicht werden (Hipskind
& Bilbe, 1998).

ERK JNK/SAPK p38
Mechan. Deformation UV-Strahlung Cytokine
Wachstumsfaktoren Cytokine Endotoxine

Hormone, Cytokine

MAP-Kinase-
Kinase-Kinase

MAP-Kinase-
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Differenzierung
Abb. 13 Schematische Darstellung der drei MAP-Kinase-Kaskaden (modifiziert nach

Hipskind & Bilbe, 1998)

Die Abbildung zeigt schematisch die drei MAP-Kinase-Kaskaden, die im
Zytoplasma anzutreffen sind, sowie deren Phosphorylierunsschritte und die
Faktoren die sie hauptsiichlich aktivieren konnen. Im unteren Bereich sind die
im Zellkern stimulierten Transkriptionsfaktoren aufgelistet .
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ERKSs

Wachstumsfaktoren und andere proliferationsfordernde Faktoren aktivieren die
ERK-Kaskade.

Ras-Proteine interagieren mit Raf (MAP-Kinase-Kinase-Kinase), iiber das die ERK-
Kaskade in Gang gesetzt wird. Um Raf aktivieren zu kénnen mufl Ras im aktiven
Zustand vorliegen (Moodie et al., 1993).

Aktivieren Wachstumshormone die Rezeptor-Tyrosin-Kinasen, bindet Shc an die
phosphorylierten Tyrosine des Rezeptors, weitere Phosphorylierung von Shec erzeugt
eine Bindungsstelle fiir die SH2-Doméne von Grb2. Gbr2 bindet iiber seine SH3-
Domiéne Sos, einen Gunaninnucleotid Austauschfaktor, der das GTP-bindende

Protein Ras aktiviert (Vanderkuur ef al., 1997).

Ligand

Membrane—2>,

Cytoplasm

Abb. 14 Signalkaskade iiber eine Rezeptor-Tyrosin-Kinase (Calbiochem, 1999)

Die Bindung des Liganden stimuliert die Rezeptor-Tyrosin-Kinase (RTK) und fiihrt zur
Bindung von Gbr2 und SOS an die phosphorylierten Tyrosine des Rezeptors. Ras wird somit
aktiviert und setzt die MAP-Kinase-Kaskade in Gang, der die Gen-Expression folgt.

Die Abfolge der Sequenzen der ERK-Kaskade lduft wie folgt: Ras aktiviert die
Serin/Threonin-Kinase Raf, die wiederum MEK (MAPK-/ERK-Kinase) aktiviert.
MEK phosphoryliert und aktiviert darauthin die zwei Isoformen ERK1 und ERK2,
die sich in den Zellkern verlagern und dort Transkriptionfaktoren aktivieren, die
wiederum Anderungen in der Genexpression, z.B. c-fos-Aktivierung, hervorrufen

und so Proliferation und Differenzierung beeinflussen (Tibbles & Woodgett, 1999).
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Raf ist eine zytosolische Proteinkinase, die durch aktives Ras an die Plasmamembran
verlagert wird, wo es aktiviert wird. Ras wirkt nur als ein regulierender,
membrangebundener Anker fiir Raf in der Nihe seiner Aktivatoren, erst andere
Signale fiihren zur eigentlichen Raf-Aktivierung (Leevers et al., 1994). Auf dem
Weg seiner Translokation kann Raf von PKC aktiviert werden, wie die
Phosphorylierung durch PKC genau vonstatten geht, wird noch kontrovers diskutiert
(Seger & Krebs, 1995).

Einmal an der Plasmamembran rekrutiert wird aktiviertes Raf an das Zytoskelett
gebunden, eine Verankerung mit Ras besteht nicht mehr (Stokoe et al., 1994). Neue
Untersuchungen haben gezeigt, da3 Raf nicht das einzige Haupteffektorprotein von
Ras ist. Die Signaliibertragung durch Ras wird {iber viele andere Effektorproteine
vermittelt und es besteht ein ,.crosstalk mit anderen GTPasen (Yamamoto et
al.,1999).

Nicht nur Raf, sondern auch MEKK kann die ERK-Kaskade aktivieren. Au3erdem
nimmt MEKK auch Einflu auf den SAPK/JNK-Pathway, so da man davon
ausgehen kann, da3 es auch noch andere spezifische Aktivatoren der ERK-Kaskade
gibt.

Untersuchungen an Herzmyozyten haben gezeigt, dal ERKs auch hdoherstufige
Sequenzen in ihrer Signalkaskade phosphorylieren kdnnen und dadurch iiber einen
»feedback“-Mechanismus ihre eigene Aktivierung induzieren (Hefti et al., 1997).
ERK wird mittels MAP-Kinase-Phosphatase dephosphoryliert und inaktiviert. Diese
Phosphatasen werden von ,,immediate early genes‘ codiert, so dal man hier auch
von einer ,feedback“-Regulierung ausgehen kann, die sichert, da ERK nur

voriibergehend aktiviert wird.

SAPK/JNK

Diese Familie der MAP-Kinase wurde iiber zwei Wege identifiziert: die Aktivierung
durch unterschiedliche Belastung (SAPK) und iiber die Mdglichkeit der Bindung und
Phosphorylierung von Ser63 und Ser73, der NH2-terminalen Transaktivierungs-

doméne von c-jun (JNK). Beide werden duch zelluldre Belastung, Cytokine,
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G-Protein-gekoppelte Rezeptoren und viele ander Stimulatoren aktiviert (Hipskind &
Bilbe, 1998).

Die einzelnen Sequenzen der SAPK/JNK-Kaskade konnten bislang noch nicht
eindeutig definiert werden. Bekannt ist, dal MEKK, das auch die ERK-Kaskade
aktiviert, die Signalkaskade von SAPK/JNK einleitet. Die Aktivierung von MEKK
kann iiber die Ras- oder die Rho-Familie der GTPasen erfolgen. MEKK gibt Signale
iiber SEK (SAPK-Kinase) an SAPK und JNK weiter, wobei die biochemische
Identitdt von SEK noch nicht geklart ist (Hipskind & Bilbe, 1998).

p38

Diese MAP-Kinase wird {iber verschiedene Arten der Belastung und
entziindungsbedingte Cytokine stimuliert, es bestehen Parallelen zur Aktivierung von
SAPK/JINK. Die Unterschiede beider Pathways sind sehr fein und moglicherweise
bestimmt durch Kinetik und Aktivierungsgrad der Signalwege. Bisherige
Untersuchungen zeigen, dal MEKK keine p38-Aktivitit induziert, einen Level tiefer
erfolgt die Aktivierung von p38 durch eine MK-Kinase (Hipskind & Bilbe, 1998);
Hefti et al.,, 1997). Bisher sind Ergebnisse iliber die Einwirkung von Belastung und
Cytokinen auf p38 kaum verdffentlicht worden, in GefaBBendothelzellen z.B. soll aber

p38 durch osmotische Belastung aktiviert werden (Lehoux & Tegudi, 1998).

Untersuchungen an MG-63 Zellen haben gezeigt, da3 Wachstumsfaktoren eher den
ERK-Pathway aktivieren als den Signalweg von SAPK/JNK und p38. So aktiviert
IGF-1 nur geringfiigig JNK oder p38MAP-Kinase in MG-63-Zellen, stimuliert aber
tiber den ERK-Pathway die Aktivierung der Cyclin-abhingigen Kinase (Cdk2) im
Kern und fordert so die Zellproliferation (Zhang et al., 1999).

Versuche von Hulley zeigen, dal die MAP-Kinase-Aktivitit im Knochen durch
PTH-induzierte PKA-Aktivierung inhibiert wird. PKA hindert Raf durch
Phosphorylierung der Ras-Bindungsdomine an der Bindung mit Ras und blockt
somit die MAP-Kinase-Kaskade. Auch Steroide inhibieren den MAPK-Pathway auf
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dem Level von Raf in Mastzellen und reduzieren die Phosphorylierung von Raf,
MEK und ERK1/2 (Hulley et al., 1998).

Chaudhary untersuchte mit Hilfe eines ,,in-Gel MAP-Kinase assays* die Wirkung
von FGF-2 (Fibroblast-Growth-factor) und PDGF-BB auf die MAP-Kinase-
Aktivierung in menschlichen Osteoblasten. Die Versuche zeigten, dal sowohl die
Konzentration von ERK-1 als auch von ERK-2 ansteigt, ERK-2 allerdings
hauptséchlich aktiviert wird (Chaudhary & Avioli, 1997).

Schmidt stellte bei der physikalischen Belastung von U-2 OS-Zellen mittels
Magnetobeads (magnetische Mikrokérnchen, die mit Integrinantikorpern iiberzogen
sind) fest, daB3 die Aktivierung der MAP-Kinase stark ansteigt, verbunden mit einem
Integrin-Clustering. Die Kornchen wurden zur mechanischen Reizung der
Oberflachenrezeptoren auf den Zellen inkubiert und einem magnetischem Feld
ausgesetzt. Die Aktivierung der MAP-Kinase durch Integrine hdngt von einem
intakten Zytoskelett und der Anwesenheit zytoskelett-assoziierter Signalmolekiile
wie FAK ab (Schmidt ef al., 1998).

Endoh fand 1997 heraus, daB3 in Rattenosteoblasten eine Aktivierung der MAP-
Kinase bei Applikation von Oestrogen stattfindet. Bei einer Konzentration von
10nM-1pM kommt es innerhalb von 5 min. zum Anstieg der MAP-Kinase-Aktivitét
und zwar TUber Phosphorylierung. Diese Phosphorylierung wird laut Endoh
moglicherweise iiber angebliche Plasmamembran-Rezeptoren vermittelt (Endoh et
al., 1997). Dagegen spricht, dal Steroidrezeptoren bisher nur im Zytoplasma
lokalisiert nachgewiesen wurden.

Auch Untersuchungen am Skelettmuskel von Ratten haben gezeigt, dal mechanische
Belastung Auswirkung auf die MAP-Kinasen hat. Bei Belastung, in diesem Fall
Bewegung der Ratten im Laufrad bei definierter Drehzahl und Zeit, kommt es zu
einem 2-3 fachen Anstieg der JNK. Die p38-Aktivitdt wird bei Belastung leicht
stimuliert, die Aktivitdt von ERK wird erhoht (Goodyear et al., 1996).

Yamazaki wies anhand von Ratten-Herzmyozyten nach, da3 mechanische Belastung
eine Hypertrophie der Zellen bewirkt, die mit einer Aktivierung von Raf-1 und der
MAP-Kinase-Kaskade einhergeht (Yamazaki ef al., 1995).

Sadoshima dehnte Herzmyozyten und stellte eine MAP-Kinase-Aktivierung
innerhalb 1 Min. fest. Der Hohepunkt der Aktivitdt wurde bei 10 Min. erreicht,
danach sanken die Werte auf den Kontroll-Level (Sadoshima & Izumo, 1993).
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Fluid Flow-Experimente am Gefdf3endothel haben gezeigt, daB3 bei ansteigendem
Flow zuerst eine Translokation der Signalmolekiile zu den Caveolae stattfindet und
anschlieBend eine Aktivierung des Ras-Raf~-MAP-Kinase-Pathways erfolgt (Rizzo et
al., 1998b).

Versuche am Aortenepithel von Rindern, das fiir 5-30 Minuten einem ,,shear stress “
von 20 dyn/cm’ ausgesetzt wurde, fithrten zu einer Tyrosinphosphorylierung der
MAP-Kinase. Moglicherweise ist die GTPase Racl (Punkt 2.3) an der MAP-Kinase-
Aktivierung durch Scherkréfte beteiligt (Yeh et al., 1999). Weitere Versuche zeigten,
daB3 ,,shear stress” die MAP-Kinasen ERK1/2 und JNK unterschiedlich reguliert.
Man nimmt an, daB Gi2-protein (Punkt 1.5), Ras und Tyrosinkinase(n) die
»Upstream®“-Regulatoren der ,shear“-abhdngigen ERK-Aktivierung im Endothel
sind. Die ,shear“-abhingige Aktivierung von JNK wird mdoglicherweise von
Mechanismen reguliert, die die G-Protein-Untereinheiten [/y, Ras und
Tyrosinkinase(n) mit einbeziehen (Jo et al., 1997).

Takahashi stellte in ,,shear-stress“-Experimenten am Gefaflendothel fest, da3 es zu
einer zeitlichen Abfolge bei der Zellantwort kommt. Die Produktion von NO
erscheint als sofortige Antwort, die Aktivierung von ERK1/2 schnelle Antwort und
die Tyrosinphosphorylierung von FAK als anhaltende Antwort (Takahashi et al.,
1997).

BMK1 (big MAP-Kinase/ERKS), eine neue MAP-Kinase, soll ebenfalls im
Aortenndothel durch Fluid Flow (12dyn/cm?) stimuliert werden kénnen. Versuche
mit spezifischen Inhibitoren und Aktivatoren haben gezeigt, da3 die Flow-vermittelte
BMKI-Aktivierung nicht von Faktoren wie intrazelluldrem NO, Proteinkinase C und
A, CaM-Kinase und PI-3-Kinase reguliert wird. Die Aktivierung von BMKI1 scheint
eher von Tyrosinkinase(n) und Calcium-Mobilisierung abhingig zu sein (Yan ef al.,
1999).

Hung setzte 1999 die Hypothese auf, dal MAP-Kinase an der Fluid Flow-induzierten
Mechanotransduktion in Chondrozyten beteiligt ist. Ein definierter mechanischer
Stimulus (,,shear stress von 1,6 Pa) wurde mittels ,,laminar flow chamber® auf
Gelenkknorpelzellen von Rindern ausgetibt. ERK1/2 wurde nach 5-15 Minuten 1,6-3
fach stirker aktiviert. Behandlung mit Thapsigargin, einem Ca*"-ATPase-Blocker,
hatte keinen Effekt auf die ERK-Aktivierung durch Fluid Flow, was moglicherweise
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darauf hindeutet, daB eine Ca*"-Mobilisierung fiir diese Antwort nicht notwendig ist

(Hung et al., 2000).
Diese Versuche zeigen, dall die Aktivierung MAP-Kinase ein komplexer Vorgang

ist, bei dem sich viele Signalwege iiberlappen. Bei der Aufklarung der

Zusammenhédnge besteht weiterhin Forschungsbedarf.

2.5 Der Jak/STAT-Signalweg

Der Jak/STAT-Pathway geht von Cytokin-Rezeptoren aus und charakterisiert sich
dadurch, daB er auf direktem Wege die Rezeptoraktivierung in Genexpression
umsetzt. Cytokin-Rezeptoren sind mit Rezeptor-assoziierten Tyrosinkinasen
gekoppelt, in diesem Fall mit der Rezeptor-assoziierten Janus-Kinase (Jak). Bisher
sind vier Mitglieder der Janus-Familie (Jak 1-3, Tyk2) und sieben Mitglieder der
STAT-Familie (STAT 1-4, 5A,5B,6) bekannt.

Durch Liganden-induzierte Rezeptor-Dimerisierung ndhern sich die Jaks aneinander
an, so daB3 es zu einer Transphosphorylierung kommen kann, so aktivierte Jaks
phosphorylieren dann Tyrosinreste des Rezeptors (Abb.15). Die Phosphotyrosinreste
der jetzt aktivierten Cytokin-Rezeptoren binden an die SH2-Dominen der
zytosolischen STATs. Die nun Rezeptor-assoziierten STATs werden an ihren
Tyrosinresten von Jak-Kinasen phosphoryliert und aktiviert. Uber ihre SH2-
Domaénen bilden die aktivierten STATs Homo- und Heterodimere und verlagern sich
in den Kern. Zusétzlich findet eine Serin-Phosphorylierung, die von der MAP-Kinase
katalysiert wird, statt, die erst zur vollen Aktivierung des STAT-Proteins fiihrt. Im
Kern binden die STATs an verschiedene Gen-Promotoren und beeinflussen die

Transkription und Genexpression (Onishi et al., 1998; Barinaga, 1995).
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Abb. 15 Signaltransduktion iiber den JAK/STAT-Pathway (modifiziert nach Liu ef al., 1998).

Rezeptor-assoziierte JAKs bleiben inaktiv bis eine Liganden-induzierte Rezeptor-
Dimerisierung stattfindet. Folgende Transphosphorylierung aktiviert JAK (A).
Aktivierte JAKs phosphorylieren Tyrosinreste des Rezeptors. An die
Phosphotyrosinreste binden die SH2-Doménen der zytosolischen STATs (B). Die
Rezeptor-assoziierten STATs werden von JAK-Kinasen phosphoyliert und aktiviert
(C). Aktivierte STATSs bilden Homo-und Hetereodimere und verlagern sich in den Kern
D).

STATs binden wie gezeigt an phosphorylierte Tyrosinreste der Cytokin-Rezeptoren,
um von Jak phosphoryliert und aktiviert zu werden. Es konnen aber auch Shc-
Proteine an die aktivierten Cytokin-Rezeptoren binden, die Gbr2-Sos-Komplexe
rekrutieren und dadurch den Ras-MAP-Kinase-Pathway auslosen (Carter-Su & Smit,
1998).

Untersuchungen haben gezeigt, da3 Jaks und STATs innerhalb von 1-15 Minuten
nach Rezeptorstimulation phosphoryliert werden und die Verlagerung der STATS in
den Nucleus direkt darauf erfolgt. Zusitzlich zur schnellen Aktivierung des
Jak/STAT-Pathways unterliegt dieser auch einer relativ schnellen Inaktivierung. Jaks
verlieren ihre Tyrosinphsphorylierung innerhalb von 2 Stunden, die STAT-
Phosphorylierung und DNA-Bindung geht zwischen 0,5 und 4 Stunden nach

Stimulation verloren (Liu ef al., 1998).
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Kiirzlich wurden spezifische Cytokin-induzierte Signalinhibitoren entdeckt. Diese
SH2-tragenden Proteine nennen sich SOCS (suppressor of cytokine signaling), JAB
(JAK-associated B-cell factor) und SS/ (STAT-induced STAT-inhibitor). Die
Transkription aller drei Inhibitoren wird durch Cytokine induziert, ihre Funktion ist
der klassische ,negative Feedback“-Mechanismus, um Signale des Jak/STAT-
Pathways zu unterdriicken. Die genaue Wirkungsweise beziiglich der Angriffspunkte
dieser negativen Regulatoren ist noch nicht vollstindig geklart (Heim, 1999; Endo et
al., 1997).

Bellido zeigte in Versuchen, dal3 Osteoblasten auf Stimulation mit dem Cytokin
Interleukin-6 sowohl mit Aktivierung des Jak/STAT-Pathways als auch des MAP-
Kinase-Pathways antworten. Obwohl Interleukin-6 auch osteoklastische
Eigenschaften besitzt, zeigte sich eine Differenzierung von Osteoblasten zu einem
reiferen Stadium unter Einwirkung von Interleukin-6. Die Differenzierung wurde
hauptsédchlich tiber den Jak/STAT-Pathway vermittelt (Bellido et al., 1997).
Anfanglich ging man davon aus, dall der Jak/STAT-Pathway allein durch Cytokin-
Rezeptoren in Gang gesetzt wird, es besteht aber auch eine Aktivierung iiber
Rezeptor-Tyrosinkinasen (z.B. PDGF- und EGF-Rezeptor) und G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren (Mertani et al., 1999).

Uber STAT-3 fand man heraus, daB es als ein Adaptermolekiil agieren kann und PI-
3-Kinase an Interferon Typ1-Rezeptoren bindet (Pfeffer et al., 1997).

Beweise liegen auch dafiir vor, dal STAT gelegentlich nicht an phosphorylierte
Rezeptor-Tyrosine, sondern direkt an Jaks bindet (Fujitani et al., 1997).

Pan stellte bei mechnischer Dehnung von Herzmyozyten bereits nach 2 Minuten
einen Anstieg der Phosphorylierung von JAK/STAT fest. Diese dehnungs-induzierte
Aktivierung des JAK/STAT-Pathways war hauptsédchlich abhdngig von der
Interleukin-6-Familie der Cytokine und einem bestimmten Level an intrazelluldrem

Calzium (Pan et al., 1999).
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Mechanotransduktion in Osteoblasten

3. Gen-Expression

Osteoblastenstruktur und Gen-Expression sind iiber molekulare Mechanismen
verbunden, die aus der Vernetzung von EZM, Integrinen, Zytoskelett und der
nukldren Matrix hervorgehen. Diese Strukturen vermitteln mechanische und
chemische Stimulation, die zu Verdnderungen der Zellmorphologie und

Beeinflussung von Differenzierungsvorgdngen durch spezifische Gen-Expression

fiihren.

Nuklire Matrixproteine iibernehmen bei der Regulation der Gen-Expression eine

wichtige Rolle. Sie binden nach Aktivierung als Transkriptionsfaktoren z.B. an

Osteocalcin-, ein speziell in mineralisiertem Gewebe vorkommendes Matrixprotein,

und Typ1-Kollagen-Promotoren ihrer Zielgene. Uber die Bindung an die Promotoren

wird die Gentranskription und somit die Osteoblastendifferenzierung in Gang
gesetzt. Die nukldren Matrixproteine werden auch als ,architektonische

Transkriptionsfaktoren* bezeichnet, die durch Bindung an die Promotoren die Gen-

Expression regulieren und so eine verdnderte Osteoblastenstruktur hervorrufen.

Folgende nuklidre Matrixproteine finden sich in Osteblasten:

1. NMPI1/YY1, das sowohl in der nukldaren Matrix als auch im Chromatin lokalisiert
ist.

2. NMP2/Cbfal, das an den Osteocalcin-Promoter bindet und der Transkriptions-
Aktivator fiir Osteoblastendifferenzierung ist.

3. NMP4, das an den Typ 1 Kollagen-Promoter bindet, auf PTH reagiert und DNS
bindet.

4. Topoisomerase II-oound-B, die unterschiedlich in reifen und unreifen
Knochenzellen exprimiert werden. Topoisomerase II-o-Expression reagiert auf
PTH.

Momentan stellt sich die Frage, wie mechanische Dehnung auf die DNS wirkt und

was zur Regulation der Promoter-Aktivitdt fiihrt. Welchen Mechanismen unterliegt

der Kommunikationsweg Zytoskelett-Nukleus? Untersuchungen haben gezeigt, dal3
die Promoter-Geometrie, d.h. der Windungsgrad und/oder der Umfang einer

Dehnung oder Aufwindung in der DNS, eine signifikante Rolle in der

regulatorischen Aktivitdt von Genen spielt. Einige ,,architektonische

Transkriptionsfaktoren® sind im Nukleoskelett oder in der nukldren Matrix lokalisiert

und verbinden somit die Unterstrukturen der Zelle mit Promoter-Aktivitdt und
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Genaktivierung. Die Verdnderung des genetischen Programms einer Zelle ist somit
viel mehr als nur eine Umverteilung von Phosphatgruppen zwischen Proteinen
(Bidwell et al., 1998).

Stein postuliert, da drei Parameter nuklédrer Struktur zur Transkriptionskontrolle

fiithren:

1. Die lineare Darstellung der Promoterelemente zeugt fiir eine Verantwortlichkeit
im Zusammenhang mit Phénotyp-abhéngiger Regulierung und Entwicklung der
Zelle.

2. Die Chromatin-Struktur und Nukleosom-Organisation reduziert die Distanz
zwischen unabhéngigen regulatorischen Elementen, die sich eventuell in der
Transkriptionskontrolle ergéinzen.

3. Die Nukldre Matrix unterstiitzt die Gen-Expression und ermoglicht sowohl Gen-
Lokalisierung als auch Konzentrierung von Transkriptionsfaktoren

(Stein et al., 1995).

Osteoblasten sind differenzierte Zellen, die Knochenmatrix produzieren, unter
anderem das knochenspezifische Protein Osteocalcin. Der Osteocalcin Gen-Promoter
wurde zum Modell dafiir, wie Gene in Osteoblasten reguliert werden (Goldberg et
al., 1996):

Osf2/Cbfal, der zuerst identifizierte Osteoblasten-spezifische Transkriptionsfaktor,
wird in der frilhen Osteoblastenentwicklung exprimiert und interagiert mit
spezifischen DNS-Sequenzen im Osteocalcin-Promoter (Franceschi, 1999).

Cbfal ist ein essentieller Transkriptionsfaktor fiir Osteoblastendifferenzierung und
Knochenformation. Bereits drei Isoformen von Cbfal sind bekannt: Typ I, I und III.
Jede Isoform induzierte in mit Cbfal behandelten Zellen eine Osteocalcin-,
Osteopontin- und Kollagen Typl-Gen-Expression. Mit Typ II behandelte Zellen
erreichten den hochsten Expressions-Level des Osteocalcin-Gens. Alle drei
Isoformen sind somit an stimulatorischen Prozessen der Osteoblastendifferenzierung
beteiligt, aber jede {ibt dabei eine unterschiedlich Funktion aus (Harada et al., 1999).
Osf2/Cbfal bindet an verschiedene Gene in Osteoblasten und reguliert deren
Expression. Die Inaktivierung von Osf2/Cbfal zeigte bei Versuchen an Méusen, daf3
mesenchymale Progenitorzellen die Fahigkeit verlieren, zu Osteoblasten zu

differenzieren (Karsenty, 1998). Untersuchungen an MC3T3-E1 Osteoblasten iiber

77



Mechanotransduktion in Osteoblasten

die Rolle des MAP-Kinase-Pathways in der Regulierung Cbfal-abhingiger
Transkription haben folgendes ergeben: PD98059, ein spezifischer MEK-Inhibitor,
inhibierte die EZM-abhingige Aktivierung des Osteocalcin-Promoters. Dies
bedeutet, daBl der MAP-Kinase-Pathway und mdoglicherweise auch die
Phosphorylierung von Cbfal fiir die Antwort der Osteoblasten auf Signale der EZM
von Bedeutung sind (Xiao ef al., 2000).

Osteocalcin ist eine nichtkollagene Proteinkomponente der EZM und wird
ausschlieBlich von Osteoblasten im spiten Entwicklungsstadium synthetisiert und
sezerniert. Die Expression von Osteocalcin wird vom Transkriptionsfaktor Cbfal
angeregt. Msx2, ein Transkriptionsfaktor, der wahrend der frithen Proliferationsphase
der Osteoblastendifferenzierung exprimiert wird, hemmt die Osteocalcin-Expression
(Hopyan et al., 1999). Untersuchungen an MC3T3E1-Osteoblasten haben gezeigt,
daB ein neues nukldres Matrixprotein ,,MINT* (Msx2-interacting nuclear target
protein) an Msx2 bindet und an der Regulierung von Osteocalcin beteiligt ist. Msx2
und MINT binden an eine informationsdichte, osteoblastenspezifische regulatorische
Region des Osteocalcin-Promoters. Moglicherweise iibt MINT sowohl positive als
auch negative regulatorische Prozesse bei der Organisation von Transkriptions-
prozessen in der Nuklidren Matrix aus (Newberry et al., 1999).

Es besteht die Annahme, dal die Regulierung der Osteocalcin-Expression unter
anderem auch von PKA- und PKC-abhédngigen Mechanismen erfolgt (Boguslawski
et al., 2000). Man geht davon aus, dal Osteocalcin ebenfalls eine Rolle bei der
Knochenresorption spielt, da es die Féhigkeit besitzt, die Rekrutierung und
Differenzierung von Osteoklasten an der Knochenoberflichen zu beeinflussen

(Raymond et al., 1999).

Es besteht die Hypothese, dal Hormone unterschiedliche Effekte auf Osteoblasten in
Relation zum Stadium der Phénotypentwicklung ausiiben. Vitamin D blockiert
beispielsweise die Differenzierung proliferierender Osteoblasten, wihrend die
Zugabe von Glucocorticoid die Produktion der Knochenmatrix in proliferierenden
Osteoblasten erhoht und die Differenzierungszeit beschleunigt. In postproliferativen
Kulturen erhdhen beide Hormone die Osteocalcin mRNA in den weiter

differenzierten Osteoblasten, die mit der Knochenmatrix in Verbindung stehen
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(Pockwinse et al., 1995). Glucocorticoide stimulieren bei der Knochenbildung die
Osteoblastendifferenzierung und die Bildung der Knochenmatrix durch Interaktion
mit einem spezifischen intrazelluldren Rezeptor (Glucocorticoid-Rezeptor), der die
Gen-Transkription iiber das ,.glucocorticoid response element (GRE), das im
Promoter der Zielgene sitzt, reguliert (Ogata et al., 1995). Vitamin D reguliert die
Gen-Transkription ebenfalls {iber ein ,,Vitamin D response element” (VDRE), das in

den Promotoren der Zielgene sitzt (Javed ef al., 1999).

Untersuchungen der Mechanotransduktion in primiren Osteozyten von Ratten haben
gezeigt, dal mechanische Belastung auf physiologischem Level eine Expression von
., immediate early gene‘ c-fos, IGF-1 und Osteocalcin hervorruft. Die Vermutung
liegt nahe, dal mechanische Belastung physiologischen Levels die Knochenbildung
auf zwei unterschiedlichen Wegen beeinflullit: zum einen die direkte anabolische
Reaktion der Osteozyten, Matrixproteine wie Osteocalcin zu produzieren, und zum
anderen der indirekte Effekt auf die primdren Osteozyten durch IGF, der zur
Proliferation von ,,bone-lining cells und OB-Precursor-Zellen fiihrt (Kawata &
Mikuni-Takagaki, 1998).

Pavalko untersuchte 1998 an MC3T3-El-Osteoblasten die Rolle des Aktin-
Zytoskeletts und der Aktin-Membran-Interaktionen bei der Signaliibertragung
mechanischer Belastung, speziell von Fluid Flow, die zu verdnderter Gen-Expression
fiihrt (Punkt 1.4). Fluid Flow von 1 Stunde bei 12dyn/qcm in vitro bewirkt unter
Beteiligung des Zytoskeletts eine erhohte Expression von c-fos und COX-2
(Cyclooxygenase-2). Die Fluid shear-induzierte Mechanotransduktion bewirkt in
Osteoblasten die Reorganisation des Zytoskeletts, das Attachment der Aktinfilamente
an Integrine in fokaler Adhédsion und die Entwicklung einer zellinternen Spannung.
Untersuchungen haben gezeigt, daB Fluid-shear-induzierte Reorganisation des
Zytoskeletts durch Behandlung der Osteoblasten mit Cytocalasin D inhibiert wird.
Die Expression von COX-2 wurde damit blockiert. Bei Mikroinjektion eines
proteolytischen Fragments von a-Aktinin, das die a-Aktinin-vermittelte Bindung der
Aktinfilamente an Integrine verhindert, zeigte sich ebenfalls eine Blockierung der
Genexpression von c-fos und COX-2 (Pavalko ef al., 1998).

Weitere Versuche haben ergeben, dal3 durch physiologischen Fluid Flow in humanen

SaOS-Zellen die Produktion von TGF-f3 unter Beteiligung dehnungs-aktivierter
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Kationenkanile induziert wird. Eine dreifach erhohte mRNA Expression von TGF-
B1 konnte nach 3 Stunden nachgewiesen werden, eine Expression der mRNA von
PDGF-A, IGF-I, IGF-II oder IL-6 findet nicht statt (Sakai ef al., 1998).

Wang stellte an MC3T3-E1-Osteoblasten fest, dal mechanische Dehnung eine
erhohte Freisetzung der mRNA von PDGF-A hervorruft, die zu einer Proliferation
der Osteoblasten fiihrt (Wang et al., 1997).

Vor kurzem haben Untersuchungen an MC3T3-E1-Osteoblasten gezeigt, daf3
moglicherweise Ca®" die Fluid-shear-induzierte Reorganisation des Zytoskeletts und
Genexpression reguliert. Osteoblasten wurden mit Thapsigargin, das die
intrazelluldren Calciumdepots leert, behandelt und einem physiologischen Fluid
Flow unterworfen. Es kam zur kompletten Inhibierung der ,,Aktin stress fiber*-

Bildung und c-fos/COX-2 Produktion (Chen et al., 2000).

Aus diesen Ergebnissen, aber auch aus den vorangegangenen Themenkomplexen
wird deutlich, wie viele Faktoren an der Gen-Expression beteiligt sind.

Osteoblasten synthetisieren Wachstumsfaktoren wie TGF-B und PDGF und
Molekiile der Knochenmatrix wie u.a. Typl-Kollagen, Osteocalcin und Osteopontin.
Uber verschiedene bereits genannte Signalkaskaden kommt es zur Aktivierung der
., immediate-early-genes c-fos und c-jun. Die Freisetzung dieser verschiedenen
Proteine charakterisiert den spiteren Phénotyp des Knochens. Der Phénotyp wird
durch die Gesamtheit der regulatorischen Mechanismen der Signaltransduktion
wiahrend der Differenzierung gestaltet (Rodan & Noda, 1991). Die Wirkung
mechanischer Belastung auf die Genexpression und somit auf den Phinotyp gewinnt
heutzutage in Bezug auf Fraktur- und Osteoporosetherapie immer mehr an

Bedeutung .
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III. Diskussion

Die Zellantwort auf mechanische Belastung ist ein grundlegendes biologisches
Phdnomen, dessen Abldufe immer noch nicht vollstindig aufgekldrt sind. Die
Knochenmasse wird durch die Funktion der Osteblasten und Osteoklasten einem
,remodelling unterworfen, das iiber die Mechanotransduktion und die Signalwege
von Cytokinen und Wachstumsfaktoren beeinfluflt werden kann.

Diese Signalwege iibermitteln spezifische extrazelluldre Informationen, die das
Muster der Gen-Expression verdndern und somit einen neuen Phénotyp schaffen.
Uber die Art und Weise wie extrazellulidre Signale zum Zellkern weitergeleitet
werden, um dort eine verdnderte Gen-Expression hervorzurufen, gibt es neben den
bereits anerkannten Mechanismen immer noch eine Vielzahl an kontrovers
diskutierten neueren Ergebnissen, die einen immer komplexer werdenden

Zusammenhang der einzelnen Signalwege offenbaren.

Gap junctions vermitteln bei mechanischer Dehnung eine physiologische Antwort
zwischen den einzelnen Osteoblasten. Sie bestehen hauptsdchlich aus Connexin 43
(Schirrmacher et al., 1992), vermitteln bis zu 40% elektrophysiologischer Signale an
die Nachbarzelle und kénnen als Sensoren fiir mechanische Stimulation bezeichnet
werden. Diese gap junctions werden durch Calcium und PKC, die beide durch
physiologische Dehnung stimuliert werden, in ihrer Aktivitit reguliert (Jones &
Bingman, 1991; Turner & Pavalko, 1998). Der Durchmesser einer gap junction-
Kommunikationseinheit betrdgt ca. 7-10 Zellen. Es besteht somit die Mdglichkeit,
daB3 bei mechanisch induzierter Belastung innerhalb dieser Kommunikationseinheiten

die Differenzierung von Knochenzellen reguliert wird (Donahue, 2000).

Eine physiologische Dehnung von Knochenzellen in vivo erfolgt niemals
gleichméBig in Bezug auf Richtung und Stirke. In vitro-Studien kénnen diese
individuellen Verhiltnisse nicht nachahmen und haben dadurch nur eine
eingeschriankte Aussagekraft. Um dennoch reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten,
die anndhernd an die Verhéltnisse in vivo angeglichen sind, werden die Versuche mit

uniaxialer Dehnung von Osteoblasten durchgefiihrt. Eine biaxiale Dehnung
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ist unphysiologisch und liefert somit insuffiziente Ergebnisse, die sich nicht auf den

Knochen in vivo iibertragen lassen.

/, \\
3 i -
/
s 7
Uniaxial Stretch Biaxial (Membrane) Stretch

Abb. 17 Schematische Darstellung der Zelldeformation unter verschiedenen Dehnungsarten in

vitro (modifiziert nach Duncan & Turner, 1995)

Im ,Labor der experimentellen Orthopddie und Biomechanik der Universitét
Marburg™ unter der Leitung von Prof.Dr. D.B.Jones zeigten Untersuchungen an
Knochenzellen nach mechanischer Belastung folgende Ergebnisse:

Osteoblasten antworten auf Dehnung mit einem Anstieg an intrazelluldrer
Calciumkonzentration, die sich aus intrazelluliren Calcium-Depots wie
beispielsweise dem ER rekrutiert. Untersuchungen von Tenbosch haben gezeigt, dal3
dieser Calcium-Anstieg aus intrazelluldren Reservoirs nach physiologischer Dehnung
erst verzogert nach 120 sec. auftritt und somit moglicherweise nicht als initiales
Signal der intrazelluldren Signaltransduktion nach Dehnung verstanden werden darf
(unverdffentlichte Ergebnisse Tenbosch, 1999).

Durch Fluid Flow entstehende Scherkrifte, die auch in Endothelzellen eine
Mechanotransduktion auslosen, wirken wie bereits nachgewiesen auch auf die
Proliferation und Differenzierung von Osteoblasten. Versuche an POBs haben
ergeben, daBl bei mechanischer Induktion von 30dyn/cm” Scherkrifte entstehen, die
eine Erhohung der Konzentration an intrazellulirem Calcium bewirken. Dieser
Calciumanstieg tritt ebenfalls wie bereits oben festgestellt verzogert auf. Messungen
haben gezeigt, daB umso mehr Zellen reagieren je hoher die einwirkende Kraft ist,
und daB3 der Gesamtgehalt an intrazelluldrem Calcium parallel dazu ansteigt. Es stellt
sich nun die Frage, ob die erhohte Calciumkonzentration sich nur auf den Fluid Flow

zurlickfiithren 148t oder ob Ionenkanéle oder andere Calcium-steigernde Prozesse
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wirksam werden, die durch erhohte dehnungsbedingte Aktivitdt das Ergebnis
beeinflussen (unverdffentlichte Ergebnisse Rieger, 1999).

Owan verglich 1997 die jeweilige Wirkung von mechanischer Dehnung und Fluid
Flow auf MC3T3-E1-Osteoblasten anhand der Expression von Osteopontin (OPN)
mRNA. Er stellte fest, da3 ein erhohter Fliissigkeitsflul unabhédngig von der Stirke
der Dehnung eine erhéhte OPN mRNA-Expression ausldst. Daraus leitete er ab, daf3
Osteoblasten stirker auf den Fluid Flow in der Knochenmatrix antworten als auf
mechanische Dehnung. Da die OPN mRNA-Expression in diesem Zusammenhang
allein sicherlich nicht représentativ fiir alle mechanosensitiven Vorginge in den
Osteoblasten ist, sollte dieses Ergebnis wirklich nur auf die Bedeutung von OPN fiir
den Knochen bezogen werden. Fluid Flow und mechanische Dehnung haben
sicherlich in Osteoblasten sowohl jeweils alleine eine Wirkung auf die Gen-
Expression als auch in Kombination durch die Uberlappung ihrer Signalwege. Aus
diesem Grund sollte man das Ergebnis von Owan sehr differenziert betrachten

(Owan et al., 1997).

Eine Aktivierung der MAP-Kinase-Kaskade kann wie bereits erldutert indirekt iiber
erhohte intrazelluldre Calciumkonzentration, aktivierte PLC, aktivierte PKC oder
tiber aktivierte JAKs erfolgen. Untersuchungen an parimiren Rinderosteoblasten
(POBs) brachten folgende Ergebnisse iiber die Stimulierbarkeit von Osteoblasten und
die Aktivierung der MAP-Kinase:

Erstmals wurde von Mitarbeitern des Labors Jones eine Aktivierung der MAP-
Kinase in primidren Rinderosteoblasten nachgewiesen (unverdffentlichte Daten
Leitsch, 1999).

Grundlage aller Versuche war die uniaxiale 4-Punkt-Dehnung bei 4000 ustr (0,4%),
1Hz und 30 Zyklen.
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Abb. 18 Vier-Punkt-Dehnungsmaschiene

In diese Apparatur werden biegsame Polykarbonatplatten eingespannt, die an ihrer Unterseite
auf zwei Punkten aufliegen. Bei Dehnung iiber den Hebelarm driicken nun zwei weitere Punkte
(welche einen grofieren Abstand zueinander haben, als die Auflagepunkte der Unterseite) auf
die Oberseite der Platte. Es resultiert eine nach oben konvexe Dehnung der Platte und somit
eine Dehnung der an der Platte anhaftenden Zellen.

Zur Feststellung der Stimulierbarkeit von Osteoblasten wurden POBs iiber 2 Tage
gedehnt. Das Ergebnis mittels MTT-Test zeigte eine Zunahme der Proliferation von
27% gegeniiber den Kontrollzellen.

Die Aktivierung der MAP-Kinase in POBs nach Stimulation wurde anhand
verschiedener Inkubationszeiten nachgewiesen. Die erste MAP-Kinase-Aktivierung
zeigte sich nach 2 min. Inkubationszeit und erreichte ihr Maximum bei 5 min.. Nach
10 min. Inkubationszeit wurde die MAP-Kinase deaktiviert.

PTH, ein Aktivator der PLC, aktiviert nachweislich ebenfalls die MAP-Kinase in
Osteoblasten.

Versuche mit dem MEK-Inhibitor PD98059 an POBs zeigten, daf3 die Bildung der
MAP-Kinase (ERK1/ ERK?2) erwartungsgemal inhibiert wird. Dies bedeutet, dal} die
ERK-Aktivierung abhingig von MEK (MAP-Kinase-Kinase) ist. Die ERK-
Aktivierung durch PKC erfolgt somit nachweislich nicht direkt, sondern
,,downstream* in der Kaskade.

Bei weiteren Versuchen stellte sich nach Zugabe eines PKC-Inhibitors und
anschlieender Dehnung von POBs heraus, dafl keine MAP-Kinase-Aktivierung
erfolgte. Die Aktivierung der MAP-Kinase findet also offensichtlich unter
Mitwirkung von PKC statt. Auch bei Inhibition von PLC zeigte sich bei geringer
Inhibitor-Konzentration (1-10 pmol) keine MAP-Kinase-Aktivitit, Konzentrationen
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ab 20 umol bewirkten eine Ablosung der Zellen, so dal man von zytostatischen,
apoptotischen oder zytotoxischen Vorgingen ausgehen kann. Somit nimmt
moglicherweise auch PLC EinfluB} auf die MAP-Kinase-Aktivierung in Osteoblasten.
Weitere Ergebnisse zeigten, dal die intrazellulire Calciumkonzentration
moglicherweise nicht in die MAP-Kinase-Aktivierung nach Dehnung mit einbezogen
ist (unverdffentlichte Ergebnisse Leitsch & Bromme, B., 1999).

Bei der Dehnung von Osteosarkomzellen (MG63) stellte sich heraus, daB3 diese
Zellen ebenfalls mechano-sensitiv sind, und auch hier das Maximum der MAP-
Kinase-Aktivierung wieder bei 5 min. liegt (unverdffentlichte Ergebnisse Bromme,
B., 1999). Ob man fiir weitere Forschung nun die relativ schnell wachsenden
Osteosarkomzellen anstelle der wenig teilungsintensiven Osteoblasten verwenden
kann, miiite noch genauer untersucht werden, da einige Eigenschaften beider
Zellinien  ibereinstimmen und somit auch in kiirzerer Zeit neue
Forschungsergebnisse erzielt werden konnten.

Die Versuche von Bromme haben gezeigt, da bei Dehnungs-induzierter MAP-
Kinase-Aktivierung eine PKC-Abhingigkeit vorliegt. Ob die Aktivierung der PKC
Calciumsignal-abhingig oder Calciumsignal-unabhingig ist, muf3 in Folgeversuchen
geklirt werden. Dabei werden spezifische Inhibitoren der PKC-Isoformen (Ca®'-
abhingig/Ca” -unabhingig) sowie intrazellulire Ca’"-Chelatoren (z.B. BAPTA-AM)
eine wesentliche Rolle spielen.

Diskutiert wird momentan, ob bei mechanischer Dehnung eine PKC-Aktivierung
auBler lber Calcium und DAG auch iiber Intergrine (Integrine->FAK->PKC-¢)
stattfinden kann, was letztendlich auch zur MAP-Kinase-Aktivierung fiihrt (PKC-¢
->Raf/MEK/MAPK). Flow-Experimente an bovinen Endothelzellen hatten gezeigt,
daB3 PKC-¢ bei der Signalvermittlung zur MAP-Kinase-Aktivierung nétig ist (Traub
et al., 1997). Welches Signalmolekiil upstream von PKC-¢ aktiviert wird, z.B. PI-3-
Kinase (Integrin, FAK) oder PLC-B-Isoform (G-Protein vermittelt), mu3 ebenfalls

noch geklart werden.
Eine Aktivierung der Phospholipase C erfolgt in weniger als 1 Sekunde nach

mechanischer Stimulation (Jones & Scholiibbers, 1987). Bisherige Experimente des

Labors Jones tiber die Gen-Expression von PLC in primiren humanen Osteoblasten,
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Rinderosteoblasten und in Osteosarkomzellen nach mechanischer Dehnung haben
folgendes gezeigt:

Legt man die Isoformen von PLC (B3, vy und &) zugrunde, wurde nach Dehnung eine
Gen-Expression von PLC-B2 in mechanosensiblen Zellen festgestellt, in den
mechanoinsensiblen Zellen wurde PLC-B2 nicht exprimiert. Weitere Versuche zur
Bestimmung der Genexpression von PLC sind noch nétig, um auch mdgliche
Riickkopplungsmechanismen aufzudecken. Die alleinige Verantwortung von
mechanischer Dehnung fiir die Expression von PLC-2 in mechanosensitiven Zellen

steht ebenfalls noch in Frage (unverdffentlichte Ergebnisse Hoberg, 1999).

Neben der Erforschung der Aufgaben von PLC und PLD bei der Mechano-
transduktion in Osteoblasten gewinnt die Phospholipase A immer mehr an Interesse.
Phospholipase A (PLA) hydrolysiert wie PLD das Membranphospholipid
Phosphatidylcholin, dabei wird Arachidonsdure freigesetzt. Die Stimulation von PLA
erfolgt durch G-Protein-gekoppelte Signaliibertragungswege. Enzym-gekoppelte
Wege der Signaltransduktion kommen ebenfalls in Frage, miissen aber noch
einginglicher untersucht werden. Bisher ist wenig bekannt iiber die Details der
Aktivierung und die Interaktion mit anderen Pathways. Die Forschung in Bezug auf
PLA ist zwar sehr weitreichend und intensiv betrieben worden, allerdings richtete sie
sich bislang hauptséchlich auf Funktion und Dysfunktion von Organen und die Rolle
von PLA bei der Entziindungsantwort. Im Bereich der Knochenzellen liegen bisher
wenig Ergebnisse iiber die Aktivierung und Wirkung der PLA besonders in Bezug
auf die Signaltransduktion vor.

Bekannt ist, dal die Freisetzung von Arachidonsdure durch PLA-Aktivierung die
Synthese von ProstaglandinE2 in Mausosteoblasten reguliert, und PDGF die PLA-
Aktivierung sehr schnell auslost (Chen et al., 1997).

Ajubi testete 1999 die mechanische Belastung von Osteozyten durch Fluid Flow und
erkannte, da3 Calcium und PKC die Phospholipase A, die Arachidonsdure und die
Freisetzung von PGE2 stimulieren (Ajubi et al.,1999).

Weitere Ergebnisse zeigen, wie die Rauhigkeit von Implantaten, die nachweislich
Proliferation und Differenzierung von Osteoblasten beeinfluflt, auf MG63-Zellen bei

Applikation von 1,25-(OH)(2)D(3) wirkt. Es kommt zu einer Zellantwort der MG63-
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Zellen, die duch PLA2 und PKA vermittelt wird, PKC ist hierbei nicht von
Bedeutung (Lohmann ef al., 1999).

Die Erforschung der mechanischen Belastung von Knochenzellen, insbesondere von
Osteoblasten mit hohem Differenzierungspotential, sollte aufgrund der wenigen
Erkenntnisse, die man bisher iiber die Wirkung von PLA in Knochenzellen erlangt
hat, weiter vorangetrieben werden. Offensichtlich kommt der Phospholipase A auch
im Hinblick auf die Implantatversorgung bei Knochenverletzungen und der Wirkung
von Hormonen auf das Knochengewebe eine nicht von der Hand zu weisende
wichtige Aufgabe zu, die in Bezug auf Fraktur- und Osteoporosebehandlung von

weitreichender Bedeutung sein konnte.

Welche Rolle Hydrostatischer Druck, der in geringer physiologischer Menge in
jedem Organismus vorhanden ist, bei der Mechanotransduktion in Knochenzellen
spielt, ist bisher noch nicht ausreichend erforscht worden. Auch hier gibt es
unterschiedliche Auffassungen dariiber, ob Hydrostatischer Druck iiberhaupt eine
signifikante Anderung bei der Signaltransduktion in vivo bewirken kann.

Nachdem festgestellt worden war, daB akkustische Uberstimulation einen Anstieg an
intrazelluldrem Calcium in den &uBeren Haarzellen des Corti-Organs bewirkt,
erkannte man, dal diese Zellen mechanosensitiv reagieren und versuchte, dieses
Ergebnis auf dhnliche Vorgénge zu tibertragen. Conradi iibte darauthin stark erdhten
statischen Druck auf die sensorischen dufleren Haarzellen des Corti-Organs aus und
stellte fest, daB3 diese Verdnderung keinen EinfluB} auf die funktionelle Integritéit der
Haarzellen hat (Conradi & Ulfendahl, 1999). Macdonald hingegen erkannte, daf3 sich
die mechanosensitiven Reaktionen von sensorischen Zellen, wie sie z.B. in den
Balanceorganen (,,Fiihlern*) der Krabbe zu finden sind, auf den Bereich von ,,micro-
pressures* beschriinken. Ubertragen auf Osteoblasten kann man vermuten, daB eine
geringe Verdnderung des physiologisch vorhandenen Hydrostatischen Drucks eine
Mechanotransduktion bewirken kann und so zur Proliferation und Differenzierung
fiihrt. Da allerdings Messungen im Bereich von wenigen kPa durchgefiihrt werden
miissen, diirften kaum Gerdte zur prdzisen Messung der Reaktionen existieren,
miiflten also noch entwickelt werden. Auflerdem kann nicht ausgeschlossen werden,

daB bei der Applikation von ,,micro-pressures™ Scherkrifte und Dehnung enstehen,
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die ebenfalls die Mechanotransduktion beeinflussen und somit zu einem verfalschten

Ergebnis fiihren konnen (Macdonald & Fraser, 1999).

Die Rolle von mechano-sensitiven lonenkandlen in der Mechanotransduktion ist
bisher vielfach nachgewiesen und diskutiert worden. Die Wirkungsweise der
mechano-sensitiven Ionenkanile in Osteoblasten wurde bisher allerdings noch nicht
weitreichend  erforscht.  Am  Beispiel der  hédufig  nachgewiesenen
Mechanotransduktion in sensorischen Haarzellen von Vertebraten wird deutlich, daf3
mehrere Hypothesen {iber die mechanisch ausgeloste Aktivierung und Inaktivierung
von Ionenkanélen bestehen, und man nicht davon ausgehen kann, diese Ergebnisse
ohne weiteres auf andere Zellen tibertragen zu konnen (Punkt 1.3).

Bei sensorischen Haarzellen z.B. sind Stereocilien verantwortlich fiir die
mechanosensitive Transduktion von Signalen. Die ,,gating-spring“-Hypothese
besagt, daBl feine Filamente, die ,tip-links®, direkt mit mechanosensitiven
Ionenkanélen in Verbindung stehen und wie eine Sprungfeder agieren, die die
Ionenkanéle 6ffnet, wenn die Stereocilien mechanisch gedehnt werden (Abb.2).

Eine weitere Hypothese besagt, dal Cilium-zu-Cilium-Membranverbindungen nahe
der ,tips*“ bestehen, die bei Dehnung mechanosensitive lonenkanéle aktivieren
(Nicolson et al., 1998). Verschiedene Thesen iiber die Aktivierung und Inaktivierung
mechano-sensitiver lonenkanédle unterschiedlicher Zelltypen wurden bisher
aufgestellt, wobei man unterschiedliche Offnungsmechanismen der Ionenkanile
verschiedener Zelltypen feststellen konnte. Welcher Mechanismus bei Osteoblasten
nach Dehnung zur Wirkung kommt, wurde zwar 1995 von Duncan & Turner und
Jones et al. beschrieben, mufl aber noch im einzelnen bestitigt werden (Punkt 1.3).
Ist die Verdnderung der Membranspannung alleine schon fiir eine ausreichende
Aktivitdit der Ionenkanile verantwortlich? Wie stark ist das Zytoskelett der
Osteoblasten in diese Vorgidnge involviert? Welche Abldufe werden durch die
verdanderte intrazelluldre Calciumkonzentration ausgelost? Wie wirkt sich die
Mechanorezeption durch Ionenkanidle auf die weitere Signaltransduktion und Gen-
Expression in Osteoblasten aus und welche Signalwege werden dabei angesprochen
und interagieren miteinander? Bisher stehen diese Fragen noch offen und bediirfen in

Zukunft noch weiterer Forschung.
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Wenig weill man bisher iiber die exakte Verbindung zwischen Calcium-Einstrom aus
dem Extrazelluldrraum und der Calcium-Freisetzung aus intrazelluldren Depots, die
beide iiber mechanische Stimulation von Osteoblasten ausgeldst werden. Eine Ca*'-
Freisetzung aus intrazelluliren Depots mittels Thapsigargin, einem Ca’"-ATPase-
Blocker, verursacht z.B. parallel eine erhdhte Ca’’-Durchléssigkeit der
Plasmamembran (Duncan et al, 1998). Fluoreszenz-Experimente an priméren
Osteoblasten zeigten eine Calcium-Translokation durch die Plasmamembran,
Thapsigargin verldngerte die Fluoreszenz an der Membran. Man diskutiert nun, ob
eine Plasmamembran Ca’"-ATPase an diesen Vorgingen beteiligt ist (Lloyd ef al.,
1995). Zur vollstindigen Aufklirung der Verbindung zwischen extrazellulirem Ca®*-
Einstrom und intrazellulirer Ca®'-Freisetzung und speziell der Beteiligung von
,second-messenger“-erzeugter gegeniiber moglicherweise Ca’"-erzeugter Ca®'-
Freisetzung, missen noch weitere Untersuchungen folgen. Versuche am
Aortaendothel von Rindern haben gezeigt, dal duch FliissigkeitsfluB verursachte
Scherkriéfte eine oszillierende Erhohung von intrazelluldrem Calcium bewirken, die
gleichzeitig zu einer hyperpolarisierenden K+-Stromung oder STOC (spontaneous
transient outward current) fiihrt. Calcium-Anstieg und STOC-Aktivierung sind beide
abhingig von Calcium-EinfluB-induzierter Calcium-Freisetzung aus intrazelluldren
Depots, die durch mechanische Belastung ausgelost wurde (Hoyer et al., 1998).
Auch im Labor Jones wurde an Knochenzellen eine Hyperpolarisierung infolge einer
erhdhten intrazelluliren Calciumkonzentration nachgewiesen (unverdffentlichte
Ergebnisse Labor Jones).

Osteoblasten setzen auf Singale wie mechanische Dehnung und Fluid Flow iiber
einen festgelegten Signalweg bestimmte Gene frei, u.a. fiir Ca**-Kanile (Duncan et.
al., 1998). Der genaue Zusammenhang zwischen Calciumkanédlen, Calcium-Signalen
und physiologischer Antwort des Knochengewebes ist noch nicht vollstindig
aufgeklart. Deutlich wird aber, daB Calcium eine wesentliche Rolle in der
Signaltransduktion und letztendlich fiir die Gen-Expression spielt, und daf sicherlich
die meisten Signalwege in Osteoblasten mit der Calciumkonzentration direkt oder

indirekt in Verbindung gebracht werden koénnen.

Intergrine sind das Verbindungselement zwischen EZM, Proteinen des Zytoskeletts

und Aktinfilamenten. Mechanische Belastung verursacht die Deformation der EZM
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und darauthin Konformationsédnderung und Clustering der Integrine. Organisation
des Zytoskeletts, Phosphorylierung assoziierter Signalmolekiile und Aktivierung von
Signalwegen sind die Folge. Die Rolle der Integrine in Bezug auf das Offnen von
Ionenkanilen, das notwendig ist fiir eine Anderung des Membranpotentials als
Antwort auf mechanische Belastung, mull noch vollstindig erforscht werden (Salter

et al., 1997).

Untersuchungen des Cytokin-induzierten Jak/STAT —Pathways in vivo haben
ergeben, dal} Jaks eine zentrale Rolle in der Signalweiterleitung ,,down-stream* der
Cytokin-Rezeptoren libernehmen, dall aber STATs eine iiberraschend geringe Rolle,
entgegengesetzt ihrer weitreichenden Aktivierung in vitro, spielen. Es wurden viele
neue und unerwartete Funktionen fiir Jaks und STATs identifiziert wie z.B. eine
Rolle bei Apoptose und eine Adapterfunktion. Des weiteren hat sich herausgestellt,
dal der Jak/STAT-Pathway ein wichtiges regulatorisches System in der
Signaliibertragung ist. Die molekularen Mechanismen dieses Pathways, die in
Zusammenhang mit dem Cytokin-Netzwerk und mit anderen Signalwegen stehen,
bediirfen noch weiterer Untersuchungen (Liu et al., 1998)

Cytokine kénnen Knochenbildung verhindern, ein Teil dieses inhibitorischen Effekts
beruht in primdren menschlichen Osteoblasten nachweislich auf der Produktion von
Stickstoffmonoxid. NO scheint einen wesentlichen Effekt auf die skelettale
Physiologie auszuiiben, und seine Produktion durch Knochenzellen, die Modulation
durch andere Signalmolekiile (Hormone, Cytokine) und seine chemischen
Interaktionen mit anderen freien Radikalen stellen eine interessante Facette vieler
verschiedener miteinander kommunizierender Pathways dar, die das ,,remodelling*
kontrollieren. Es wird diskutiert, dal NO moglicherweise die Osteoklastenaktivitit
unterdriickt. Bisher ist sehr wenig bekannt iiber die skelettalen Effekte von NO in
vivo (Evans & Ralston, 1996; Collin-Osdoby et al., 1995). Smalt stellte 1997 anhand
von Versuchen an Osteoblasten fest, dall zyklische Dehnung weder eine Produktion
von PG noch von NO induziert (Smalt et al., 1997). Vorldufige Experimente von
Jones widerlegen dies, hier wurde bereits 1 min nach zyklischer Dehnung eine NO-
Produktion in Osteoblasten nachgewiesen (unverdffentlichte Ergebnisse Labor

Jones).
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In Endothelzellen soll Oestrogen die Produktion von NO steigern. Diskutiert wird
nun, inwiefern man die Wirkung von Oestrogen auf den Knochen tiiber die

Modulation der ecNOS-Aktivitit in Knochenzellen vermitteln kann.

Wachstumsfaktoren  besitzen  wichtige regulatorische  Eigenschaften  fiir
Knochenremodelling und Knochenheilung. In vivo-Studien belegen, daf
Wachstumsfaktoren in Zukunft wichtige Kandidaten fiir die klinische Anwendung in
der orthopéddischen Behandlung sind. So zeigten mit einer diinnen Keramikschicht
tiberzogene Implantate, die zusitzlich mit TGF-B1 behandelt wurden, innerhalb einer
festgelegten Zeit eine erhohte mechanische Belastbarkeit und eine stabilere
Implantatfixierung in vivo gegeniiber der Kontrollgruppe (Lind, 1998).

Die Abwesenheit von PTH in Osteoblasten verursacht ein reduziertes Knochen-
,remodelling”. Knochendichte und mechanische Eigenschaften des Knochens
werden ebenfalls reduziert. Die offensichtlichen anabolischen Effekte des PTH auf
das Knochengewebe versprechen eine mogliche Therapieform fiir Osteoporose,
genauere Untersuchungen miissen aber noch stattfinden, da die Rolle des PTH in der
Knochenresorption ebenfalls noch nicht vollstindig geklart ist (Chevalley &
Rizzoli,1999).

Die Bioaktivitit von Wachstumsfaktoren konnte ebenfalls anhand von in vivo-
Studien mit TGF-B1 nachgewiesen werden. RhTGF-B1 Applikation in bikortikale
Defekte zeigte eine komplette Knochenheilung innerhalb von 28 Tagen,
Kontrolldefekte erreichten nur eine Verkndcherungsrate von 40-50%. Wie bereits in
vitro-Studien zeigen diese Ergebnisse, dal TGF-B1 primér einen proliferativen
Effekt auf die Zellen der Osteoblasten-Linie ausiibt, allerdings fehlt noch der
Gegenbeweis, dal TGF-B1 in vivo nicht auch inhibitorisch auf knochenbildende
Zellen wirken kann (Zellin et al., 1998).

Untersuchungen haben gezeigt, dal Herzmyozyten mechanische Dehnung in
Wachstumssignale konvertieren, woraus eine Hypertrophie der Zellen resultiert. Dies
bedeutet eine Gewebszunahme infolge von ZellvergroBerung, nicht infolge von
Zellteilung, und wird begleitet von Verdnderungen in der Gen-Expression.
Hypertrophie kann in Herzmuskelzellen auch durch himodynamische Uberlastung

verursacht werden. Weitere hypertrophische Stimuli sind Hormone, Cytokine und
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Wachstumsfaktoren, die spezifische Wege der Signaltransduktion ansprechen, einen
»cross-talk® der Pathways ermdglichen und so die Morphologie des Phanotyps
beeinflussen. Experimente an Herzmyozyten haben ergeben, dal Ras die Signale von
G-Protein-gekoppelten-Rezeptoren, Wachstumsfaktor-Rezeptoren und Cytokin-
Rezeptoren nicht nur iiber den Raf-MEK-ERK-Pathway zum Kern transportiert,
sondern auch iiber verschiedene zytosolische Effektoren (Hefti ef al., 1997). Bisher
gibt es keine Verdffentlichungen dariiber, ob Ras auch in Osteoblasten parallel zum
MAP-Kinase-Pathway verschiedene zytosolische Effektoren aktiviert und welche

Konsequenzen sich daraus fiir die Gen-Expression und fiir den Phénotyp ergeben.

Eine Vielzahl an Forschungsergebnissen hat bislang gezeigt, da3 die mechanische
Dehnung von Osteoblasten eine Veranderung der Gen-Expression hervorruft und
somit den Phénotyp des Knochengewebes, d.h. auch die Gewebsmatrix veréndert.
Ob die Gen-Expression die Organisation der Gewebsmatrix reguliert oder ob die
Gewebsmatrix die Gen-Expression kontrolliert ist experimentell noch nicht eindeutig
belegt. Momentane Studien gehen von einer reziproken Beziehung beider

Moglichkeiten aus (Bidwell et al., 1998).

Verschiedene Hypothesen iiber die zellulire Transduktion nach mechanischer
Belastung in Osteoblasten mit folgender MAP-Kinase-Aktivierung liegen zur Zeit
vor. Scherkréfte und zyklische Dehnung sollen ein Integrin-Clustering hervorrufen,
das eine Ansammlung von FAK/Src und Grb2/Sos bewirkt, die tiber Ras den MAP-
Kinase-Pathway in Gang setzen (Punkt 1.6.3.2) (Shyy&Chien, 1997). Versuche an
mechanosensitiven lonenkandlen haben gezeigt, dall sich die Membranspannung bei
Dehnung auf Kanile konzentriert, die mit dem Zytoskelett in Verbindung stehen.
Dehnung der Osteoblasten fiirt zu einem Calciumanstieg aus intrazellulédren Depots
und einem Calciumeintritt durch die Ionenkandle. Dieser rapide Calciumanstieg
weist auf eine Verbindung zwischen Zytoskelett und Phospholipase C-Pathway hin
(Punkt 1.3) (Duncan et al., 1998). PLC aktiviert neben der Calciumausschiittung aus
intrazelluliren Depots auch PKC (Punkt 2.1.2). Uber PKC kann ebenfalls der MAP-
Kinase-Pathway in Gang gesetzt werden (Abb.16).

Wachstumsfaktoren aktivieren die MAP-Kinase iiber den Ras/Raf/MEK-Pathway.

PI-3-Kinase wird dabei fiir eine Wachstumsfaktor-induzierte Anderung des Aktin-
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Zytoskeletts bendtigt (Punkt 2.3). Diesen Ergebnissen, die alle in der Aktivierung der
MAP-Kinase miinden, liegen unterschiedliche experimentelle Systeme zu Grunde,
die AnlaBB zur Diskussion geben. Mechanotransduktion iiber mechanosensitive
Ionenkandle wurde mittels Patch-clamp-Technik nachgewiesen, dabei fiihrt
osmotische Schwellung zur Offnung der Kanile. Dieser osmotische Reiz ist
allerdings nicht definierbar und nicht vergleichbar mit uniaxialer Dehnung definierter
Stirke, bei der es nicht zur Offnung mechanosensitiver Kanile kommt
(unverdffentlichte Ergebnisse Labor Jones). Unter Anwendung von Magnetobeads
wurden Knochenzellen einem magnetischen Feld ausgesetzt. Es kam zu einem
Integrin-Clustering und zur MAP-Kinase-Aktivierung (Schmidt ef al., 1998). Diese
Art der mechanischen Belastung ist abzugrenzen von Experimenten mit Fluid Flow
oder zyklischer Dehnung von Knochenzellen, da die Definition des mechanischen
Reizes bei diesen Versuchen ebenfalls nicht identisch sein kann. Ein direkter
Vergleich der Versuchsergebnisse sollte somit immer nur unter Beriicksichtigung der
angewandten experimentellen Technik erfolgen, um Fehlinterpretationen zu

vermeiden.

Die Ubertragbarkeit der Ergebnisse von in vitro-Studien auf die Abldufe in vivo ist
wie bereits erwdhnt mit Schwierigkeiten behaftet. 1998 wurde eine neue Zellinie
(TF274) entdeckt. Diese Zellinie wird aus dem menschlichen Knochenmark
gewonnen und kann Knochen sowohl in vitro als auch in vivo bilden. TF274 weist
die Charakteristika des Osteoblasten-Phénotyps auf und reprisentiert durch das
knochenbildende Potential eine bestehende Quelle von Zellen, die es ermoglicht,
Osteoblastendifferenzierung im menschlichen Knochengewebe sowohl in vivo als
auch in vitro zu studieren (Prabhakar ef al., 1998). Es bedarf aber noch weiterer
Studien, um die Effektivitit dieser zweigleisigen Anwendung zu bestétigen.

Guldberg beobachtete 1997 in vivo die =zelluliren und mikrostrukturellen
Mechanismen, die in kiinstlichen Knochendefekten, den sogenannten ,hydraulic
bone chambers*, nach mechanischer Stimulation ablaufen. Er stellte eine Adaptation
von Knochengewebe und Knochenzellen an einen kontrollierten mechanischen
Stimulus in vivo wihrend der Wiederherstellung des Knochengewebes fest. Dieses

,hydraulic bone chamber wird momentan als effizientes experimentelles Modell fiir
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Studien liber mechanische und biologische Abldufe in Zusammenhang mit der

Knochenregeneration eingefiihrt (Guldberg et al., 1997) .

Die Bandbreite der Forschungsthemen unter dem Aspekt der Mechanotransduktion
in Osteoblasten sollte anhand der vorangegangenen Betrachtungen deutlich zum
Vorschein gekommen sein.

Die Vielzahl der Forschungsansitze und Ergebnisse verglichen mit den Fragen und
Diskussionen, die sich daraus ergeben, deutet darauf hin, da3 es in naher Zukunft
sicherlich nicht zu einer vollstindigen Aufklirung der mechanisch induzierten
Signaltransduktion in Osteoblasten kommen wird.

Wichtig im Zusammenhang mit den Forschungsergebnissen ist sicherlich immer die
kritische Betrachtung von Material und Methode der Versuche, da diese Parameter
zum ilberwiegenden Teil ausschlaggebend fiir die Aussagekriftigkeit eines
Experimentes sind.

Die Erkenntnisse, die bislang im Hinblick auf mechanische Stimulation von
Knochengewebe erzielt wurden, stellen eine wichtige Grundlage fiir die klinischen
Behandlungsverfahren von Osteoporose und Frakturen dar. Je stirker die
Zusammenhédnge auf molekularer Basis deutlich werden, desto erfolgreicher wird die

klinische Therapie verlaufen.
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IV. Zusammenfassung

Knochengewebe ist ein hochspezialisiertes Gewebe, das einer permanenten
zelluldren Aktivitédt unterliegt. Dies ist die Voraussetzung fiir den Wachstumsprozef3
und ,,modelling” zu einem ausgereiften Knochenskelett. Nach Vollendung des
Langenwachstums setzt der ProzeB3 des ,,remodellings® ein, d.h. Knochenbildung
durch Osteoblasten und Knochenresorption durch Osteoklasten.

Ein Anstieg an durchschnittlicher mechanischer Belastung fithrt zu einer erhohten
Zellproliferation und Differenzierung der Osteoblasten. Ein Abfall der mechanischen
Belastung fiihrt zu verminderter Zellantwort und begiinstigt katabolische Prozesse,
so daB3 das Gewebe degenerieren kann. Katabolische und anabolische Effekte hingen
neben der mechanischen Belastung auch von anderen Faktoren wie z.B. den
Hormonen ab. Die intrazelluldren Signalwege, die durch mechanische Belastung und
Hormone ausgelost werden, interagieren vielfdltig miteinander und fithren zum Teil
gemeinsam zur Gen-Expression, d.h. zur letztendlichen Gestaltung des Phénotyps
der Osteoblasten. Eine zu hohe mechanische Belastung kann eine Fehlentwicklung

des Gewebes hervorrufen und wirkt somit anabolischen Prozessen entgegen.

Die Mechanotransduktion gliedert sich in die Mechanorezeption, die Signal-
transduktion zum Kern und die Gen-Expression.

Uber die Mechanorezeption werden mechanisch induzierte Signale an der
Zellmembran registriert und an das Zellinnere weitergeleitet. Die Signaltransduktion
zum Kern erfolgt iiber verschiedene ,,second messenger, die unterschiedliche
Signalwege aktivieren. Diese Signalwege interagieren vielfach miteinander und
vermitteln die Gen-Expression im Kern, die eine Proliferation oder Differenzierung
und somit eine Verdnderung des Phinotyps der Osteoblasten bewirkt. Mechanisch
induzierte Proliferation und Differenzierung der Osteoblasten fiihrt unter
physiologischen Verhéltnissen zu einer Verdichtung der Knochenmasse. Dieser
Effekt spielt eine wichtige Rolle bei der Behandlung von Osteoporosepatienten, die
eine verminderte Knochendichte aufweisen. Mechanische Belastung von
Knochenzellen hat sich ebenfalls bei der Behandlung von Frakturen und

Knochendefekten als eine mogliche Therapieform herausgestellt, da unter
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physiologischen Bedingungen Knochenwachstum induziert wird, und so der
HeilungsprozeB3 schneller vorangetrieben werden kann.

Um die klinischen Behandlungsmethoden in Zukunft noch effektiver gestalten zu
konnen, ist es notig, die molekularen Mechanismen des Knochens noch priziser zu
definieren. Aus diesem Grund wird die Forschung auf dem Gebiet der

Mechanotransduktion in Osteoblasten weiterhin eine wesentliche Herausforderung

bleiben.
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