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2 Abkiirzungen und Symbole

AP Alkalische Phosphatase
APS Ammoniumpersulfat

BAPTA-AM bis-Aminobromophenoxyethan-Tetraessigsdure-Tetraacetoxymethylester

BCIP 5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat
BSA bovine serum albumin
Cdc42 homologes Protein zum Gen 42 bei der Hefezellteilung (cell division

cycle gen 42)

Da Dalton

DAG Diacylglyzerin

DDT Dithiothreitol

DMF N,N-Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

EDTA Ethylendiamintetraessigsiure

EGF epidermal growth factor

Emax maximale Extinktion

ERK extracellular regulated kinase
ET-18-OCH3 1-O-Octadecyl-2-O-methyl-rac-glycero-3-phosphorylcholin
FAK Fokale Adhésions-Kinase

FCS fetal calf serum

GAP GTPase activating protein

GDP Guanindiphosphat

GEF guanine nucleotide exchange factor
GPR G-Protein gekoppelter Rezeptor
Grb2 growth factor receptor bound protein-2
GTP Guanintriphosphat

Ig Immunglobulin

Il Interleukin

IP; Inositol-1,4,5-trisphosphat

JaK Januskinase

JNK c-Jun-Kinase

mAK monoklonaler Antikérper
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MAP-K
MAPKAPK
MAP-KK
MEK
MEKK
mRNA
NBT
NGIC-1
PAGE
PBS
PIP2
PKC
PLC
POBs
PVDF
Rac
Raf
RNA
RT
RTK
SAPK
SDS
SEK
SERCA
SOS

STAT

TBS
TBST
TEMED
TPA
Tris

ZR

mitogen activated protein kinase
MAPK-activated protein kinase

mitogen activated protein kinase kinase
mitogen activated ERK activating kinase
MEK-kinase

messenger RNA

Nitroblau-Tetrazolium

Non-glycosidic indolocarbazole 1
Polyacrylamidgelelektrophorese
Phosphate buffered salt buffer
Phosphatidyl-inositol-4,5-bisphosphat
Proteinkinase C

Phospholipase C

primary bovine osteoblasts
Polyvinylidendifluorid

Mitglied der Ras Familie

eine MAP-KKK

ribonucleic acid

Raumtemperatur

Rezeptor Tyrosinkinase

stress-aktivierte Proteinkinase
Sodium-dodecylsulfat

SAPK-kinase

sarco-/endoplasmatic reticulum Ca’ -ATPase
Son of Sevenless (ein GEF, der erstmals im Drosophila Gen sev
beschrieben wurde)

signal transducer and activator of transcription
Konzentration der Gelmatrix

Tris buffered salt buffer

Tris buffered salt buffer-Tween
Tetramethylethylendiamin
Phorbol-12-myristate-13-acetate
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Zytokinrezeptor



Einleitung

3 Einleitung

Mechanische Belastung beeinfluflit die Regulation der Knochenmasse und —struktur.
Eine erhohte mechanische Belastung im physiologischem Rahmen verstirkt die
Proliferations- und Differenzierungsleistung der Osteoblasten (Jones D.B. &
Scholuebbers J.G., 1989) und fiihrt zu einer Zunahme der Knochendichte (Lanyon,
1996). Bei hyperphysiologischen Reizen kann es allerdings zu einer Degeneration der
Knochenstruktur kommen (Jones et al., 1995).

Der Berliner Chirurg Wolff stellte bereits 1869 ,,Das Gesetz der Transformation der
Knochen* (Wolff J., 1994) auf, indem er postulierte, dal Knochenbau durch
mechanische Belastung mitbestimmt wird und mathematisch beschrieben werden kann.
Obwohl heute bekannt ist, dal viele seiner Schliisse fehlerhaft waren (Duncan &
Turner, 1995), wurde seine Feststellung, dal3 sich die Knochenstruktur verdndert, wenn
sich das mechanische Umfeld verdndert als ,, Wolffs Gesetz* bekannt.

So kann man beispielsweise eine Abnahme der Knochendichte bei Menschen
feststellen, die nicht der Schwerkraft ausgesetzt sind. Nach lingerem Aufenthalt im
Weltraum zeigen diese Personen eine verminderte Knochenneubildung (MOREY-
HOLTON E.& Arnaud S.B., 1985) und eine Abnahme der zur Knochenneubildung
erforderlichen Proteine (Caillot-Augusseau et al., 1998). Eine erhohte Knochenmasse
findet man dagegen bei physikalisch aktiven Menschen (Wronski T.J. et al., 1987).

Dies zeigt, das der Knochen mechanosensitiv auf physiologische Belastungsreize
reagiert und zwar mit einer erhOhten Sytheserate von Matrixproteinen und einer

erhohten Mitoserate.
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3.1 Aufbau und Zusammensetzung des Knochens

Knochen sind fiir die Formgebung und Fortbewegung des Korpers eine notwendige
Voraussetzung. Der Knochen ist trajektoriell ausgerichtet und wird von Osteoblasten
und Osteoklasten so auf- und abgebaut, dall sie sich den mechanischen Belastungen
anpassen. Dazu ist ein Kommunikationssystem zwischen den Knochenzellen
erforderlich. Knochen werden aullerdem von Hormonen beeinflullit, die das
Knochenwachstum kontrollieren und durch Anderungen der Einbau- und
Freisetzungsrate von Calciumionen u.a. zur Konstanz des Calciumspiegels im

Organismus beitragen.

Die extrazelluldre Matrix besteht zu zwei Dritteln aus anorganischem Knochenmineral,
daB3 sich vorwiegend aus Calcium und Phosphat in Form von Calciumsalzen und
Kristallen zusammensetzt, welches sehr dem Hydroxylapatit [Ca;o(PO4)s(OH),] dhnelt.
Die Kristallform verleiht dem Knochen eine hohe Kompressionsfestigkeit.

Ein Drittel der extrazelluliren Matrix besteht aus organischen Substanzen, die zu 90%
aus Typ-I-Kollagen bestehen, dem der Knochen seine Zugfestigkeit verdankt. 10% der
organischen Bestandteile setzen sich aus einer groflen Zahl unterschiedlicher Proteine
zusammen u.a. Chondroitinsulfat, Glykosaminoglykane und Osteocalcin, dem einzigen

bisher bekannten exklusiv im Knochen produzierendem Protein.

3.2 Knochenzellen

Der Knochen besteht aus Zellen der Osteoblastenfamilie, zu denen Osteoblasten,
Osteozyten und sog. ,, Bone-Lining Cells “ gehdren.

Letztere machen 94% der Knochenoberflache aus (Osteoblasten 5 % und Osteozyten
1%), sind aber, wie die Osteozyten, nicht aktiv an der Proteinsynthese oder
energieverbrauchenden Prozessen beteiligt (Duncan & Turner, 1995). ,, Bone-Lining
Cells* und Osteozyten reagieren auf mechanische Belastung in vivo (Dodds et al.,
1993), und sind iiber gap-junctions miteinander verbunden (Cowin, 1998).

Die organischen Bestandteile der extrazelluliren Matrix werden hauptsédchlich von
Osteoblasten gebildet, die ebenfalls iiber gap-junctions miteinander verbunden sind

(Schirrmacher K. et al., 1992; Bingmann et al., 1994). Da die alleinige Stimulation von
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aktiven Osteoblasten nicht ausreicht, um die Knochenmasse zu erhohen, muf} es eine
Interaktion zwischen Dehnungsreiz, ,, Bone-Lining Cells und Osteoblasten geben
(Duncan & Turner, 1995).

Mechanosensitive Zellen zeigen nach der Applikation von Dehnungsreizen eine erh6hte
Konzentration an Second-messengern. Als Second-messenger dient z.B.: zyklisches
Adenosinmonophosphat (cAMP) oder Inositoltriphosphat (IP3), das zur Freisetzung von
Calcium aus intrazelluldren Speichern fiihrt.

Jones und Bingmann konnten als Erstantwort in Osteoblasten eine erhohte intrazelluldre
Ca’"-Konzentration nach mechanischer Dehnung nachweisen (Jones D.B. & Bingmann

D., 1991).

3.3 Knochenumbau

Das Skelett stellt ein wichtiges Speicherorgan vor allem fiir Calcium und Phosphat dar.
Die Konstanzerhaltung des Serumcalciumspiegels ist eine lebensnotwendige Aufgabe,
an der das Knochengewebe entscheidend beteiligt ist.

Neubildung und Differenzierung von Osteoblasten, sowie die Synthese und Sekretion
der Matrixsubstanzen erfolgt unter dem Einfluf3 zahlreicher Hormone. Das wichtigste
Hormon ist dabei das Parathormon (PTH). Dies Hormon besteht aus 84 Aminosduren
bei einem MW von 9500kDa, welches in der Nebenschilddriise aus einem Prohormon
durch Abspaltung eines N-terminalen Hexapeptids in seine wirksame Form
umgewandelt wird. Dieses bewirkt im Magen-Darm-Trakt eine verstirkte Calcium-
resorption und in der Niere eine erhdhte Calciumreabsorption. PTH ist hauptsdchlich
am Knochenabbau beteiligt; aber in kleinen Dosen eingesetzt, kann es auch zu einem
Anstieg der Knochenmasse beitragen (Tyson et al., 1999). Im Knochen werden die
Osteoklasten, die den Knochen abbauen und Calcium herausléosen, und die
Osteoblasten, die Osteoid bilden und zum Knochenaufbau fiihren, sowie die
Fibroblasten, die Kollagenfasern bilden, aktiviert. Damit stimuliert das Parathormon
den Knochenumbau. PTH bewirkt in Rattenosteoblasten einen schnellen Anstieg des
genregulatorischen Proteins c-fos (Clohisy ef al., 1992), welches die Differenzierung
und Proliferation von Osteoblasten steuert (McCabe et al., 1995). Aullerdem kommt es
bei gleichzeitiger Dehnung und PTH-Behandlung von Osteoblasten zu einer

Umformung von ,, Bone-Lining Cells “ in aktive Osteoblasten (Turner ef al., 1998).
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Calcitonin, das in den parafollikulidren Zellen der Schilddriise (sog. C-Zellen) gebildet
wird, ist ein Antagonist zum Parathormon und hemmt die Aktivitdt der Osteoklasten,
wobei gleichzeitig die Zahl der Osteoblasten zunimmt.

Osteoblasten verfiigen aulerdem iiber Rezeptoren fiir Steroidhormone wie
Sexualhormone und Glukokortikoide, die die Knochenbildung zum Teil gegensitzlich
beeinflussen. Glukokortikoidwirkungen fiihren zu einem rapiden Knochenverlust und
zum klinischen Krankheitsbild der Osteoporose, das auch durch Interaktion mit der
MAP-Kinase-Kaskade (s. Punkt 3.7.1) und nachfolgender Inhibierung der Proliferation
der Osteoblasten auftreten kann (Hulley er al., 1998). Weiterhin beeinflussen
Wachstumshormone und Schilddriisenhormone die Differenzierung und die
Syntheseleistung der Osteoblasten.

SchlieBlich spielen ossdre Durchblutungsstorungen fiir die Knochenstruktur eine
wesentliche Rolle. Eine arterielle Hyperdmie fiihrt zur Knochenresorption
(Osteoporose), wihrend eine vendse Stase eine verstirkte Knochenneubildung

(Osteosklerose) bewirkt.

3.4 Mechanotransduktion

Der Vorgang, durch den ein extrazelluldrer Stimulus eine physiologische Antwort der
Zelle hervorruft, wird Signaltransduktion genannt; ist dieser Stimulus ein mechanischer
Reiz, nennt man dies Mechanotransduktion.

Extrazelluldre Stimuli konnen neben mechanischen Reizen auch Wachstumsfaktoren
und Hormone sein.

Wenn nun spezielle Signale auf die Zelle einwirken, werden diese einzeln oder
kombiniert {iber verschiedene Signal-Kaskaden verarbeitet. Das Ziel der Signale ist u.a.
der Zellkern; hier kommt es zu Phosphorylierungen von genregulierenden Proteinen

und schlieBlich zur Proliferation und Differenzierung der Zelle.
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3.5 Struktur der MAP-Kinase

Die MAP-Kinasen (,,mitogen activated protein kinases*) sind Serin-/Threonin-
Kinasen, die durch eine Vielzahl von extrazelluliren Signalen aktiviert werden und
diese Signale von der Zellmembran zum Zellkern vermitteln kénnen; die Folge ist eine

verdnderte Differenzierungsleistung und Proliferationsrate der Zelle.

Als erste MAP-Kinase wurde im Frosch ,, Xenopus laevis“ die MAP-2-Protein Kinase
beschrieben, die iiber den Insulinrezeptor stimuliert wird und als Substrat die
ribosomale Protein S6-Kinase hat (Sturgill ez al., 1988).

Nachdem das Enzym geklont worden war, wurde das Gen als ERK (extracellular
regulated kinase) bezeichnet (Boulton et al., 1990). Heute kommen die Begriffe MAP-
Kinase und ERK in der Literatur nebeneinander zur Anwendung, obwohl ERK
eigentlich der Name einer bestimmten Gruppe von Isoformen (speziell ERKI1 und
ERK?2) der MAP-Kinase-Familie ist. (In dieser Arbeit werden die Begriffe ERK1 und

ERK2 zur Anwendung kommen.)

Als einzigartiges Merkmal von ERK1/2 kann ihre vollstindige Aktivierung nur iiber
die Phosphorylierung sowohl der Threonin- als auch der Tyrosin-Reste, welche nur
durch eine einzige Aminosdure getrennt sind, erfolgen (Hipskind & Bilbe, 1998).

ERKs bestehen aus zwei Isoformen ERK 1 und ERK 2 mit einer Grofle von je 44 kDa
(ERK 1) und 42 kDa (ERK 2). Molekulare Studien von ERK1 und ERK2 zeigen bis zu
90 % homologe Aminosduresequenzen (Seger & Krebs, 1995).

Die Aktivierung der ERKSs ist das Ergebnis von mehreren Phosphorylierungsschritten in
der sog. ERK-Kaskade (s. Punkt 3.7.1.1).

Die Substrate der ERKs sind Transkriptionsfaktoren des Zellkerns, sog. ,, Early
Response Genes “, die sofort phosphoryliert werden, nachdem die ERKs in den Zellkern
transloziert sind (Hefti er al,, 1997). Der erste in der Literatur beschriebene
Transkriptionsfaktor, der als Substrat fiir ERK dient, war c-Jun. Das Hauptsubstrat der
ERKs ist aber ELK-1 (Seger & Krebs, 1995). Weitere Studien zeigen in Osteoblasten
eine Korrelation zwischen einer ERK- und c-fos-Aktivierung (Zhang et al., 1995).

Das Muster der MAP-Kinase Kaskade ist nicht auf einen bestimmten extrazelluliren
Stimulus beschriankt; heute ist bekannt, das mehrere Signalwege durch unterschiedliche

Reize, wie z.B. durch mechanische Stimulierung, Phorbolester, Wachstumsfaktoren

12
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oder ,,Heat-Shock® verschiedene MAP-Kinasen aktiviert werden konnen. Diese
Signalwege konnen an verschiedenen Knotenpunkten zusammenlaufen (Barinaga,
1995).

Eine Aktivierung der MAP-Kinase konnte auch bei Pflanzen, in den mechanisch

gedehnten Blittern der Alfalfa (,,Luzerne®), nachgewiesen werden (Bogre et al., 1996).

3.6 Weitere Signalproteine

3.6.1 Proteinkinase C

Die Proteinkinase C (PKC) wurde zum zuerst vor 20 Jahren als Serin/Threonin-Kinase
beschrieben (Dean, 1997).

Sie spielte zum ersten Mal in der Krebsforschung eine wichtige Rolle, als bekannt
wurde, das der Tumor-Promoter Phorbolester die PKC aktivierte. Hier konnte erstmalig
eine Verbindung zwischen Signaltransduktion und Karzinogenese hergestellt werden.
Heute hat sich die PKC zu einer Familie mit 11 Proteinen dhnlicher biochemischer
Eigenschaften entwickelt.

Die PKC Familie kann man in vier Gruppen folgendermal3en einteilen:

Die Isoformen der urspriinglich beschriebenen PKCs sind calciumabhingig und werden
c-Isoformen (conventional) genannt. Die Isoformen der zweiten Gruppe sind
calciumunabhéngig und werden n-Isoformen (novel), die der dritten Gruppe a-
Isoformen (atypical) genannt. Die vierte Gruppe wird ,,eccentric genannt; zu ihr
gehort die bislang wenig erforschte PKC-p (Newton, 1995).

Die katalytische Domédne enthdlt eine ATP-Bindungsregion und eine
Substratbindungsstelle, die bei den verschiedenen Mitgliedern der PKC-Familie grof3e
Unterschiede aufweist.

In ihrer inaktiven Form liegt die Proteinkinase C als 16sliches cytosolisches Protein vor.
Die Aktivierung der c-PKCs erfolgt in Anwesenheit von Calcium durch Bindung an das
Diacylglycerin der Membraninnenseite, welches selbst als sog. second messenger durch
Aktivierung einer Phospholipase C entstanden ist. Die n-PKCs bendtigen nur
Diacylglycerin zu ihrer Aktivierung, wédhrend der Aktivierungsmechanismus der a-

PKCs calciumunabhingig ist (Dean, 1997). In der aktiven Form zeigen die PKCs einen

13
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starken Anstieg ihrer Membranaffinitit, welcher bei Aktivierung durch Diacylglycerin

reversibel ist (Newton, 1995).

Typ Isoform  Vorkommen
Conventional | Calcium- und o Weitverbreitet
(¢) Phospholipid- Weitverbreitet

abhingig BL, BII Gehirn
Y
Novel (n) Calciumunabhingig ) Weitverbreitet
€ Gehirn
Herz, Haut,
0 Lunge
Skelettmuskel,
Gehirn
Eccentric Calciumunabhéngig i Lunge, Epithel
Atypical (a) Calciumunabhingig C Weitverbreitet
VA Niere, Gehirn,
Lunge

Tabelle 1 Proteinkinase C Isoformen (Dean, 1997)

Bei Aktivierung der PKC wird die Formation des Fokalkontaktes beeinfluf3t (Burridge
et al., 1988) und eine Anderung der Zytoskelettaggregation determiniert. Bei der
Inhibition der PKC wird unter anderem die Fokalkontakt-Organisation verhindert.

Der Tumorpromoter Phorbolester kann die c- und n-Isoformen der PKCs aktivieren,
indem er an die Stelle des Diacylglycerins tritt. Anders als Diacylglycerin, wird
Phorbolester nicht vollstaindig metabolisiert und fiihrt in den so behandelten Zellen zu
einer verldngerten Aktivierung von Proteinkinase C (Newton, 1995). Da die Gruppe der
a-PKCs weder durch Ca**, noch durch Phorbolester aktiviert werden kann, bezeichnet
Traub sie als calcium- und phorbolesterunabhéngig (Traub et al., 1997).

Mechanische Deformation in Osteoblasten fiihrt zu einer Aktivierung der Phospholipase

C, die eine PKC aktiviert (Jones D.B. & Bingmann D., 1991).
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Die PKC verursacht, unter Umgehung des Ras-Proteins, eine direkte Aktivierung der

Raf-Kinase (s. Abbildung 2 )(Seger & Krebs, 1995; Kolch et al., 1993).

3.6.2 Ras-Protein

In den letzten Jahren ist intensiv an den Ras-GTPasen geforscht worden, da aktivierte,
mutierte Formen in 10-20% aller humanen Tumoren gefunden wurden (Macara ef al.,
1996).

Die Ras-Proteine gehoren zu der Gruppe der monomeren GTPasen.

Zwei Gruppen von Signalproteinen regulieren die Aktivitit von Ras. Zum einen sind
dies die GTPasen aktivierende Proteine (GAP). GAPs erhohen die
Hydrolysegeschwindigkeit von GTP und inaktivieren somit Ras. Zum anderen gibt es
die guanine nucleotide exchange factors (GEF), die den Austausch von GDP zu GTP
katalysieren und damit Ras aktivieren (Boguski & McCormick, 1993). In Zellen, die ein
Ras-Onkogen beinhalten, ist dieses in dem GTP-gebundenem Stadium, als folge einer
defekten GTPase, geblockt. In diesem Zustand sendet Ras weiterhin, auch in

Abwesenheit von stimulierenden Wachstumsfaktoren, Signale.

3.6.3 Raf-Kinase

Die Raf-Familie besteht aus drei Mitgliedern, c-Raf (oder Raf-1), B-Raf und A-Raf, die
abhidngig vom Zelltyp auftreten, aber alle an der ERK-Kaskade partizipieren. C-Raf
wurde dabei als Hauptaktivator dieser Kaskade beschrieben (Daum ef al., 1994). Dieses
Protein ist eine Serin/Threonin-Kinase mit einem Molekulargewicht von 70-75 kDa, das
nach Stimulation mit Wachstumsfaktoren in einem Zeitraum von 2-3 Minuten aktiviert
wird (Hipskind & Bilbe, 1998b).

3

Die Raf-Kinase ist ,, downstream vom Ras-Protein lokalisiert, und wird durch Ras
anscheinend direkt {iber sein NH,-terminales Ende stimuliert. Diese Interaktion kann
nicht direkt als Raf-Aktivierung bezeichnet werden, da Ras nur eine Lokalisierung von
Raf an die Membran initiiert (s. Punkt 3.7.1.1), ohne die eine Aktivierung von Raf aber
unmoglich ist (Mochly-Rosen, 1995).

Der genaue Mechanismus dieser Raf-Aktivierung liegt aber noch im Dunkeln (Seger &

Krebs, 1995).
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3.7 Intrazellulire Signaltransduktionswege

In den vergangenen Jahren wurden in vielen Forschungsgruppen erhebliche Fortschritte
bei der Aufklarung der Funktionsweise und Aktivierung intrazelluldrer Signalkaskaden
gemacht.

Bisher sind drei verschiedene MAP-Kinase-Kaskaden beschrieben worden.

3.7.1 ERK1/ERK2-Kinase Kaskade

Die ERK1/ERK2-Kaskade spielt eine zentrale Rolle in der Signaltransduktion von der
Zellmembran zum Zellkern.

Sie kann durch mehrere Signalwege aktiviert werden:

3.7.1.1  Aktivierung iiber Rezeptor-Tyrosinkinasen

Die Rezeptoren der meisten Hormone und Wachstumsfaktoren sind transmembrane
Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK) (Ullrich & Schlessinger, 1990). Die Rezeptor-
Tyrosinkinasen besitzen eine extrazellulire Domidne, an die sich die Liganden
binden, und eine intrazellulire katalytische Domine mit spezifischer
Tyrosinkinaseaktivitét.

Lagern sich Wachstumsfaktoren wie EGF an die extrazellulire Doméne des
Rezeptors, so fiihrt dies zu einer Rezeptor-Dimerisierung. Die Dimerisierung ist der
Hauptmechanismus der  Aktivierung enzymgebundener Rezeptoren mit
transmembraner Doméne. Nach der EGF-Bindung werden spezifische Tyrosylreste
des Rezeptors phosphoryliert und dienen dann als Bindungsstelle fiir das Adapter-
Protein Grb2. Die Adapter-Proteine verfligen hierzu iiber eine sog. SH2-Doméine
(Src Homology Domain), die urspriinglich in der viralen src-Kinase entdeckt wurde
(Hefti et al., 1997).

Grb2 bindet an das Protein SOS (son of sevenless) an der Membran, welches dann
das G-Protein Ras durch durch Phosphorylierung von GDP zu GTP aktiviert
(Vanderkuur et al., 1997). Der nichste Schritt ist die Aktivierung der
Serin/Threonin-Kinase Raf (MAP-KKK). Dieser Vorgang ist derzeit noch unklar. In
der Literatur ist beschrieben, das Raf durch eine Interaktion mit Ras zur Membran
relokalisiert wird, und dort eine Ras-unabhingige Aktivierung von Raf stattfindet

(Leevers et al., 1994; Stokoe et al., 1994).
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Aktive Raf-Kinase phosphoryliert dann eine zweite Kinase, MEK (MAP-KK), die
die Féhigkeit hat ERK1/2 sowohl an einem Threonin- als auch an einem
Tyrosinrest zu phosphorylieren. Einmal aktiviert phosphoryliert ERK1/2 im
Zellkern an Serin- oder Threoninresten verschiedene genregulatorische Proteine

(Seger & Krebs, 1995) (s. Punkt 3.5).

Zytokine Wachstumsfaktoren
Zytokine, Hormone

» MEK

ERK1

Proliferation
Differenzierung

Abbildung 1 Intrazelluldre Signeltransduktionswege mit dem Ziel der ERK1/2-Aktivierung

Dargestellt sind zwei intrazelluliire Signaltransduktionswege, die zur Aktivierung der MAP-Kinase
(ERK1/ERK2) fiihren und sowohl Zellproliferation, als auch eine verinderte
Differenzierungsleistung der Zelle nach sich ziehen. Die MAP-Kinase kann durch
Rezeptortyrosinkinasen (RTKSs) iiber die oben dargestellten Reize aktiviert werden (rechter
Signalweg). Nach Phosphorylierung des Rezeptors bindet hier ein Adaptor-Protein (Grb2), das
seinerseits an das sos-Protein bindet, welches dann das G-Protein Ras durch durch
Phosphorylierung von GDP zu GTP aktiviert. Das Ras-Protein aktiviert die ERK-Kaskade (s.
Text).

Die MAP-Kinase (ERK1/ERK2) kann auch durch eine iiber Zytokinrezeptoren (ZR) vermittelte
Reaktion aktiviert werden (linker Signalweg) (Hefti ez al., 1997). Der Zytokinrezeptor aktiviert eine
Januskinase, die entweder STAT anregt in den Zellkern zu translozieren, oder iiber Ras in die
ERK-Kaskade eingreift bzw. direkt einzelne Komponenten dieser Kaskade aktiviert (s. Punkt
3.7.1.3).

(fiir Abkiirzungen s. Punkt 2)
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3.7.1.2 Aktivierung iiber PLC/PKC

Mechanische Stimulation von Osteoblasten flihrt zu einer sofortigen (80 ms)
Aktivierung eines Membranenzyms, der Phospholipase C (PLC) (Jones D.B. &
Bingmann D., 1991; Jones D.B. ef al., 1991).
Bis heute sind 10 Phospholipase C — Isoformen beschrieben worden (Katan, 1998).
Die Klassifizierung lautet PLC, PLCy und PLCS, wobei 4 PLCB—, 2 PLCy—und
4 PLCo-Isoformen unterschieden werden (Lee & Rhee, 1995). PLC katalysiert die
Spaltung des Membranlipids Phosphatidyl-Inositol-4,5-Bisphosphat (PIP;) zu den
sog. Second Messengern : Inositol-1,4,5-Trisphosphat (IP3)

Diacylglycerol (DAG)
IP; induziert die Freisetzung von Calciumionen aus intrazelluldren Speichern,
wihrend DAG die Proteinkinase C aktiviert, die in die Signalkaskade zur
Aktivierung von ERK1/2 eingreift. Diese Aktivierung verlduft (unter Umgehung des
Ras-Proteins) durch eine direkte Phosphorylierung der Raf-Kinase (Kolch et al.,
1993; Seger & Krebs, 1995).

Mechanische Deformation

Ca**
¢ RTK

. PIP, DAG
. PLC PK

Freisetzung von
intrazell. Calcium

< 1P,
Raf

%EK

ERK1

A/ ERK2
Proliferation = @
Differenzierune

Abbildung 2 Maéglicher intrazelluliirer Signalweg iiber PLC nach mechanischer Deformation

Die MAP-Kinase-Aktivierung duch den extrazelluléiren Reiz der mechanischen Deformation erfolgt

iiber die membranstindige Phospholipase C. PLC katalysiert die Spaltung des Membranlipids
(PIP,) zu den Second Messangern IP; und DAG. IP;induziert die Freisetzung von Calcium-

ionen aus intrazelluliiren Speichern; DAG aktiviert die Proteinkinase C, die iiber die Raf-Kinase in

die ERK-Kaskade eingreift (s Text).
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3.7.1.3  Aktivierung iiber JAK/STAT-Signalweg

Die Rezeptoren dieser Familie liegen in monomerer Form vor. Die Bindung von
Hormonen oder Zytokinen 16st eine Dimerisierung des Rezeptors aus und aktiviert
gleichzeitig die an den Rezeptor assoziierte tyrosinspezifische Januskinase (JAK;
der romische Gott Janus hatte ein nach vorn und ein nach hinten blickendes Gesicht;
JAKs haben zwei Proteinkinasedomédnen). JAKs phosphorylieren spezifische
Tyrosylreste der Rezeptoren. Die als STAT bezeichneten Transkriptionsfaktoren
binden tiber SH2 Dominen an diese Tyrosylreste. Die STATs werden von den JAKSs
phosphoryliert, erlangen die Fiahigkeit zur Dimerisierung und passieren den
Zellkern, wo sie als Transkripionsfaktoren spezifische Gene aktivieren (Hefti et al.,
1997).

AuBerdem konnen die verschiedenen Subtypen der JAKs direkt in die ERK-
Kaskade eingreifen (Barinaga, 1995) (s. Abbildung 1).

3.7.2 Jun-Kinase/Stress-aktivierte Protein-Kinase

Sie JNK/SAPK Kaskade wird durch UV-Strahlung, , Heat-Shock® und durch
entziindlich ausgeschiittete Zytokine aktiviert (Kyriakis et al., 1994).

Die Aktivierung dieser MAP-Kinasen erfolgt durch zwei kleine G-Proteine, Rac und
Cdc42, welche MEKK aktiviert. Im néchsten Schritt phosphoryliert MEKK dann
SEK/INKK an Serin-Resten. Die aktivierte SEK/JNKK phosphoryliert schlielich
JNK/SAPK, welches in Zellkern an das N-Terminale Ende des Transkriptionsfaktors c-
Jun bindet und diesen an Serin-Resten phosphoryliert (Hipskind & Bilbe, 1998a) (s.
Abbildung 3).

3.7.3  p38-Kinase Kaskade

Die p38-Kinase ist das jiingste Mitglied der MAP-Kinase Familie. Die Aktivierung
erfolgt tiber entziindlich ausgeschiittete Zytokine, Endotoxine und osmotische

Schwankungen.
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Bis heute sind die ,, upstream “-Schritte in ihrer Aktivierung noch nicht klar definiert.
,, Downstream *“ erfolgt die Aktivierung von p38 iiber eine Phosphorylierung von
MKK3. Aktivierte p38-Kinase phosphoryliert im Zellkern den Transkriptionsfaktor
ATEF-2. Ein weiteres Ziel von p38 ist MAPKAPK?2, die mit der Phosphorylierung und
Aktivierung von ,, Heat-Shock®- Proteinen in Verbindung gebracht wird (Hipskind &
Bilbe, 1998a) (s. Abbildung 3).

ERK JNK/SAPK p38
Mechan. Deformation UV-Strahlung Zytokine
Wachstumsfaktoren ,,Heat-Schock " Endotoxine
Hormone, Zytokine Zytokine

MAP-Kinase-
Kinase-Kinase

MAP-Kinase-
Kinase

— —
e e o mm omm =

Proliferation
Differenzierung

Abbildung 3 Schematische Darstellung der drei MAP-Kinase-Kaskaden
Die Abbildung zeigt schematisch die drei MAP-Kinase-Kaskaden, die im Zytoplasma anzutreffen
sind, sowie deren Phosphorylierungsschritte und die Faktoren die sie hauptsichlich aktivieren

konnen. Im unteren Bereich sind die im Zellkern stimulierten Transkriptionsfaktoren aufgelistet (s.
Text).

(fiir Abkiirzungen s. Punkt 2)
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Molekulare Studien iiber die drei MAP-Kinase Familien zeigten zu 40-45% homologe
Aminosduresequenzen zwischen JNK/SAPK und der ,,klassischen* MAP-Kinase (ERK)
und 50% zwischen p38 und ERK (Kyriakis ef al., 1994).

Die Aktivierung aller drei MAP-Kinasen erfolgt nach folgenden Phosphorylierungs-
mustern: Thr-Glu-Tyr (TEY) fiir ERKs, Thr-Phe-Tyr (TPY) fiir JNK/SAPK und Thr-
Gly-Tyr fiir p38 (Hefti et al., 1997).

3.8 PI 3-Kinase und Integrine

Die PI 3-Kinase ist ein Dimer, bestehend aus einer katalytischen Untereinheit von

110 kDa und einer regulatorischen Untereinheit von 85 kDa. Letztere besitzt zwei SH2-
Domaénen, mit denen die PI 3-Kinase im Rahmen einer Signaliibertragung spezifische
Wechselwirkungen mit anderen Signalproteinen eingehen kann. Die PI 3-Kinase
phosphoryliert in vitro verschiedene Phosphatidyltinositol-Derivate (unter anderem
Phosphatidytinositol-4,5-bisphosphat in Phosphatidytinositol-3,4,5-trisphosphat). Bei
Stimulation der Zellen mit einem Wachstumsfaktor kommt es zu einem raschen Anstieg
der Phosphatidytinositol-3,4,5-trisphosphat-Konzentration. Im Zusammenhang damit
wird eine Anlagerung der PI 3-Kinase an die Membran beobachtet (Liscovitch &
Cantley, 1994).

Die PI 3-Kinase scheint auBBerdem in die belastungsinduzierte Aktivierung der MAP-

Kinase involviert zu sein (Berk et al., 1995).

Integrine sind die Superfamilie der Oberfldchen-Rezeptoren und bestehen aus nicht-
kovalent verbundenen Heterodimeren der a— und f—Untereinheiten. Mehr als 20
verschiedene Mitglieder der Integrin-Familie sind in Vertebraten zu finden, bisher sind
mindestens 16 verschiedene a-Ketten und mindestens 8 3-Ketten bekannt. Die Integrin
Untereinheiten besitzen eine grofle extrazelluldre Doméne, eine einspannige
transmembrane Doméne und fiir gewdhnlich eine kurze zytoplasmatische Domine. Die
extrazellulaire Domine interagiert mit vielen extrazellularen Matrixmolekiilen wie dem
Fibronectin.

Transmembrane EZM-Rezeptoren wie die Integrine sind sehr gute Mechanorezeptoren,
da sie Aktin-assoziierte Proteine in fokaler Adhédsion versammeln und dabei die EZM

mit dem Zytoskelett verbinden. Bei Dehnung der EZM werden so mechanische Signale

21



Einleitung

auf das Zytoskelett iibertragen und biochemische Verdnderungen in der Zelle bewirkt
(Wang et al., 1993).

Osteoblasten erzeugen bestimmte Integrin-Rezeptoren, wobei das Erzeugungsmuster
vom Grad der Zelldifferenzierung abhingt (Grzesik, 1997).

Die Stimulation von Integrinen kann viele intrazelluldre Signalwege in Gang setzen,
z.B. die Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) und der MAP-Kinase sowie den
Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentration (Rodan & Rodan, 1997).

3.9 Applikation der mechanischen Dehnung

Die Kraft mit der die Osteoblasten mechanisch stimuliert werden, sollte zum einen
genau definiert sein und zum anderen im physiologischen Rahmen liegen, um eine

Ubertragung auf die Bedingungen in vivo zu gewihrleisten.

Interaktion mit der mechanischen Umgebung fiihrt zu einer Adaptation von Gewebe,
um hier auch mit nicht-spezialisierten Zellen die korrekte funktionelle Balance des
Gewebes zu erhalten. Die optimale Funktionsweise dieser Systeme ist das Wechselspiel
zwischen ,,Zusammenbruch® bei zu groer mechanischer Belastung und dem ,,Aufbau‘
bei physiologischer Belastung. Wihrend die mechanische Belastung von Haut- oder
Muskelzellen bis zu 150 % der Zellen betragen kann, liegt die physiologische
mechanische Belastung im Knochen bei uniaxialen Dehnungswerten zwischen 0,3 %
und 0,5 % (3000 pStr-5000uStr) (Jones D.B. et al., 1993).

Hyperphysiologische Dehnungsreize von mehr als 10000 pStr resultieren in einer De-
Differenzierung der Osteoblasten mit einer fibroblastendhnlichen Struktur (Jones D.B.
etal., 1991).

Als einer der Vorteile der Benutzung einer definierten Kraft, kann hier die genaue
Reproduzierbarkeit der Kraft und somit der Ergebnisse, und der genaue Vergleich bei

gleicher Dehnungsamplitude mit anderen Zell-Linien angefiihrt werden.

In der Literatur werden verschiedene Apparaturen zur Applikation mechanischer Reize
auf Zellen beschrieben, aullerdem gibt es Unterschiede in der Zellantwort bei uniaxialen
und biaxialen Dehnungsreizen.

Winston beschrieb eine Maschine, bei der die Zellen einer biaxialen Dehnung

unterworfen waren (Winston et al., 1989). In dieser Apparatur wurden die Zellen auf
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einer elastischen Scheibe ausgesetzt, die von der Unterseite hydrostatischem Druck
(Gas oder Fliissigkeit) unterworfen wurde. Die Experimente mit dieser
Versuchsanordnung konnten zwar ohne Probleme reproduziert werden, doch im
Ergebnis konnten nur Aussagen iiber die Qualitit gemacht werden und nicht iiber das
Verhiltnis einer definitiven Kraft auf die Zellen mit der Zellantwort.

Brighton verfeinerte dieses Modell zum Dehnen von Osteoblasten und konnte nun auch
Aussagen tiber die Quantitét der applizierten Kraft machen (Brighton C.T. et al., 1991).
Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Jones, welcher eine Erhohung des intrazelluldren
Calcium-Spiegels innerhalb von 180 ms nach uniaxialer Dehnung der Osteoblasten mit
3000 uStr (s. Punkt 4.2.2.1) und eine dehnungsinduzierte Aktivierung der
Phospholipase C (PLC) fand (Jones D.B. & Scholuebbers J.G., 1987; Jones D.B. &
Scholuebbers J.G., 1988) (Jones D.B. & Bingmann D., 1991) beschrieb Brighton aber

eine Stimulation von Osteoblasten bei einem biaxialem Dehnungswert von 300 uStr.

Der Grund fiir diese unterschiedlichen Ergebnisse konnte im Zytoskelett liegen,
vorausgesetzt es  verfiigt {liber wunter Spannung stehenden, elastischen
Dehnungssensoren. Bei der Dehnung an einer Achse (uniaxial) wird die Zelle diinn und
lang (s. Abbildung 4); das Zytoskelett dndert damit seine Gestalt und findet nach der
Deformation seine alte Position wieder. Bei biaxialer Dehnung kommt es an beiden
Achsen zu einer stirkeren Dehnung der elastischen Komponenten des Zytoskeletts und
somit zu einer Aktivierung einer erhohten Anzahl von Dehnungssensoren, als bei
uniaxialer Dehnung (Jones D.B. et al., 1993). In diesem Fall sind 200 puStr einer
biaxialen Dehnung &dquivalent zu 3000uStr einer uniaxialen Dehnung (eigene
Kommunikation mit Jones D.B. 1999).

AuBerdem sind biaxiale Dehnungsreize nicht unproblematisch als physiologischer

Vorgang auf den menschlichen Knochen tibertragbar.
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a. uniaxiale Dehnung b. biaxiale Dehnung

Abbildung 4 Schematische Darstellung der unterschiedlichen Deformation von Zellen

Die Abbildung zeigt zwei verschiedene Moglichkeiten zur in vitro Deformation von Zellen mit
a. uniaxialer und b. biaxialer Belastung (Duncan & Turner, 1995).

Die uniaxiale Deformation von Osteoblasten ist wegen der Ahnlichkeit zu der Situation im
mineralisierten Knochen die am héufigsten benutzte Methode.

Eine weitere Moglichkeit mechanische Dehnungsreize auf Zellen zu iibertragen, ist die
Anwendung von Scherkréften.

Bei mechanischer Belastung von Knochengewebe, entsteht durch die Dehnung der
Knochenzellen ein FliissigkeitsfluB innerhalb der Canaliculae des Knochens (Fluid
Flow), welcher Scherkrifte (fluid shear-stress) verursacht und damit die Knochenzellen
stimuliert (Duncan & Turner, 1995).

In einigen Geweben ist die mechanische Stimulation iiber Fluid Flow bereits

physiologisch vorhanden, z.B. in Verbindung mit Endothelzellen.

3.10 ,,Osteoblast-Like Cells*

Die Zellen, die fiir die Experimente benutzt wurden, sind aus dem Periost der
metacarpalen Knochen von Rindern gewonnen worden. Sie werden im folgenden als
Osteoblasten bezeichnet. Diese Zellen sind direkt aus den Perioststiickchen
ausgewachsen (s. Punkt 4.2.1); dabei kamen die innern Seiten des Periosts direkt auf der
Kulturschale zu liegen (Jones D.B. ef al., 1991). Die Zellen wurden nicht gesplittet und
passagiert. Die Zellkultur besteht zu 95% aus Osteoblasten, d.h. hier 14Bt sich
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Osteopontin und Kollagen I nachweisen. Da auch zu einem geringem Anteil
Fibroblasten vorkommen (weniger als 5%), werden die Zellen als ,,Osteoblastengleich*
bzw. im englischen Sprachgebrauch als ,, Osteoblast-Like Cells “ bezeichnet.

Im Verlauf dieser Arbeit wird aber weiterhin der Begriff der Osteoblasten zur

Anwendung kommen.

3.11 Problemstellung

Das ,,Labor fiir Experimentelle Orthopiddie und Biomechanik der Philipps-Universitit
Marburg® bemiiht sich uv.a. um die Aufklirung der mechanoinduzierten
Signalkaskadenaktivierung von Zellen. Hier kommen Knochenzellen, vor allem
Osteoblasten und einige Osteosarkomzell-Linien zum Einsatz. Es ist bereits bekannt,
dafl mechanisch stimulierte Zellen mit einem Anstieg der intrazelluldr lokalisierten
MAP-Kinase (ERK1/2) reagieren. ERK1/2 wurde schon in mechanisch stimulierten
Endothelzellen (Takahashi ef al., 1997), in Herzmyozyten (Sadoshima & Izumo, 1993;
Yamazaki et al., 1995) und in Chondrozyten (Mow et al., 1999; Hung et al., 2000)
nachgewiesen. Es kann auflerdem durch verschiedene Wachstumsfaktoren z.B. EGF
iiber den Signalweg RTK-Grb2-Ras-Raf-Mek-ERK (Buday & Downward, 1993;
Kumegawa M. et al., 1983) aktiviert werden.

Im Labor fiir Experimentelle Orthopddie wurde erstmals eine Steigerung der Aktivitit
von ERKI/ERK2 in mechanisch stimulierten Osteoblasten (mit physiologischen

Dehnungsreizen) nachgewiesen (s. unverdffentliche Daten; Leitsch).

Die ERK1/2 — Aktivierung spielt also eine zentrale Vermittlerrolle des mitogenen

Dehnungsreizes.

Unklar ist momentan, welche der oben beschriebenen Signalkaskaden durch
mechanische Reize aktiviert wird und zur Aktivierung von ERK1/ERK2 fiihrt.

Es wurden in o.g. Arbeitsgruppe bereits zahlreiche Untersuchungen zu ,, Upstream-
Events “ der ERK1/2-Aktivierung durchgefiihrt, welche gemeinsam das Ziel verfolgen
das Verstindnis liber die Natur des zelluldiren Mechanotransduktionsmechanismus zu

verbessern und mdglicherweise aufzukléren ('s. Punkt 3.9).
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Es ist das Ziel dieser Arbeit herauszufinden welche Signalmolekiile zu einer ERK1/2—

Aktivierung in Osteoblasten fiihren.

Ein etabliertes Verfahren zur spezifischen und sensitiven Bestimmung von Proteinen ist

der immunologische Nachweis via Western-Blot.

Zur Aufklarung wurden vor allem Inhibitorexperimente durchgefiihrt, bei denen
bestimmte Signalmolekiile ,,oberhalb* der ERK1/2-Aktivierung blockiert wurden. Bei
dem nachfolgenden Dehnungsreiz auf die Osteoblasten lieB sich nun ermitteln, ob
weiterhin eine ERK 1/2-Aktivierung auftrat (im Fall der ERK1/2-Aktivierung wére das
inhibierte Signalmolekiil nicht fiir die Aktivierung verantwortlich).

Im Einzelnen kamen Inhibitoren fiir die Proteinkinase C und der Phospholipase C (mit
ihren spezifischen Positivkontrollen), sowie ein SERCA-Inhibitor zur Anwendung. Die
Auflistung der Inhibitorversuche und einiger ,,Nebenexperimente* erfolgt unter den
Punkten 4.2.3 und 5.

Der immunologische Nachweis im Western-Blot erfolgte in allen Féllen mittels eines
monoklonalen Antikdrpers, der spezifisch die aktiven Isoformen der MAP-Kinase

ERK1/ERK2 erkennt.
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4 Material und Methoden

4.1 Material
4.1.1 Chemikalien

Ascorbinséure

Acrylamid

Ammoniumpersulfat

BCIP

Bisacrylamid

BSA (Albumin bovine Fraction V, standard grade,lyophil)
Calyculin A

Complete-Mini Proteasen-Inhibitoren-Cocktail
Coomassie Brilliant Blue R-250

Coomassie Brilliant Blue G-250

L-Glutamin

Mercaptoethanol

Molekulargewichtsstandard (SDS-Page broad range Standards)
NBT

Penicillin

Streptomycin

TEMED

TRIS

Triton-X 100

Trypsin

Tween-20

Wako, USA
Serva
Merck
Sigma
Sigma
Boehringer
Icn, USA
Boehringer
Serva
Serva
Sigma
Merck

Bio Rad
Sigma
Boehringer
Boehringer
Serva
Sigma
Merck
Sigma
Serva

Die zur iiblichen Standardlaborausriistung gehérenden Chemikalien wurden von den Firmen Merck, Roth

und Sigma bezogen.

4.1.2  Inhibitoren

ET-18-OCH;

NGIC-1

Thapsigargin

4.1.3  Aktivatoren

EGF (Epidermal-Growth-Factor)
Parathormon

TPA (Phorbol-12-myristat-13-acetat)
4.14 Antikorper

Anti-activated MAP-Kinase (ERK1/ERK2)
Mouse-1gG AP

4.1.5 Zellinien

Primére bovine Osteoblasten (POB)
MG-63 (Osteosarkomzellen)
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4.1.6 Nihrmedien

Ham’s F-10 Biochrom KG
Earles Salzldsung Biochrom KG
High Growth Enhancement Medium (modifiziertes DMEM) Boehringer
Fotales Kélberserum (FCS) Boehringer

Chargennr. 14713902

Alle Nahrmedien enthalten 10% FCS , 10 pg/ml Vitamin C-Phpsphat, 2 mM L-Glutamin und
je S0E/ml Penicillin/Streptomycin.

4.1.7 Apparaturen

Cell-Counter (Coulter Counter ZM) Coulter
Vier-Punkt-Dehnungsmaschine Eigenentwicklung (Jones D.B. et al., 1993)
Elektrophoreseapparatur Bio Rad
Power-Supply (Modell 200) Bio Rad
Western-Blot-Apparatur Biometra

4.1.8 Sonstige Materialien

PVDF-Membran (0,2 pm) Bio Rad
Silikonstiicke med. Qualititsgrad 55Shora A
Aquarium-Silikonkleber Dow-Corning

Die zur iiblichen Standardlaborausriistung gehdrenden Geréte und Materialien sind hier nicht aufgelistet.
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4.2 Methoden

4.2.1  Zellkultur
4.2.1.1 Gewinnung von Osteoblasten durch die Auswachsmethode

Primére Osteoblasten wurden in Anlehnung an die Auswachsmethode von Jones (Jones
D.B. et al., 1991) prapariert.

Bei dieser Methode wachsen die Zellen aus Perioststiickchen eines Rinderknochens,
welcher vom ortlichen Schlachthof bezogen wurde . Als Quelle diente der Metacarpus
eines 18-24 Monate alten Jungbullen 1-2 Stunden nach der Schlachtung.

Die folgenden Préparationsschritte wurden bei Raumtemperatur unter sterilen
Bedingungen vorgenommen.

Vor der Priaparation wurde die Oberfliche des Knochens (Muskelgewebe und Faszien)
mit vergédlltem Alkohol 70% versehen, bei einer Einwirkzeit des Alkohols von 15 min.
Das klar vom Knochen abgegrenzte Muskelgewebe wurde mittels eines Skalpells
abgetrennt. Weiteres dem Periost anhaftendem Fettgewebe und Faszien wurde
vorsichtig, ohne das Periost zu verletzen, abprépariert. Nach Spiilung des freiliegenden
Periosts mit sterilem PBS wurde es in Smm breite Streifen geschnitten, abprapariert und
sofort in Earls-Salzlosung (ohne Antibiotika) gegeben. Das Periost-Earls-Gemisch
wurde in einer Glasflasche mit Deckel 3 mal 10 min auf einem Uberkopfschiittler bei
37°C gewaschen. Ein weiterer Waschschritt erfolgte unter gleichen Bedingungen fiir

20 min in einem Earls-Medium mit Antibiotika.

Die Perioststreifen wurden nun mit einem Skalpell auf eine Gréfe von ca. 5 x 5 mm
geschnitten, zu je 9 Stiickchen auf einer Zellkulturschale (mit der osteogenetischen Seite
des Perioststiickchens zum Plattenboden hin) ausgesetzt und mit 15 ml HIGEM bedeckt.
Ein erster Mediumwechsel erfolgte nach 24 Stunden und weiterhin 1 mal pro Woche.
Nach Erreichen der Konfluenz der Kultur nach 4 Wochen wurden die Zellen in den

Experimenten verarbeitet, (s. Punkt 4.2.2.1) oder kryokonserviert (s. Punkt 4.2.1.3).

Material: High Growth Enhancement Medium (HIGEM)
Earles Salzlosung: 3 ml 7,5 % NaHCO;
Antibiotika: 187500 IE/500 ml Streptomycin
250000 IE/500 ml Penicillin
PBS: 137mM NaCl, 2,7mM KCI, 10mM Na,HPO,,
2mM KH,PO,

in ddH,O0 16sen, pH auf 7,4 einstellen
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4.2.1.2 Trypsinieren der Zellen

Nach Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen zwei mal mit PBS gewaschen und zur
Ablosung von den Zellkulturschalen mit 2ml Trypsin (37°C vorgewédrmt) 2 min bei
37°C inkubiert. Die Perioststiickchen wurden entfernt, das Zell-Trypsin-Gemisch in
einen mit 12 ml Hams F-10 Medium angereichertem Falcon-Tube gegeben und 10 min
bei 500 x g zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde in Hams F-10 Medium
resuspendiert und die Zellen im Coulter ZM Cell-Counter gezihlt.

Mit den Zellen der MG-63 Zell-Linie wurde genauso verfahren.

Die Zellen wurden nun in Experimenten weiterverarbeitet, oder zur Langzeitlagerung

kryokonserviert.

Material: Ham’s F-10 Medium
Trypsin 10% in PBS

4.2.1.3 Langzeitlagerung in Stickstoff

Bei dem Verfahren der Langzeitlagerung wurden die Zellen in fliissigem Stickstoff bei
-196°C eingefroren.

Nach der Trypsinierung und Auszdhlung erfolgte die Fraktionierung der Zellen zu je

10 Millionen in einer Lésung von 10% DMSO in Hams F-10 Medium in 1,8 ml Kryo-
Rohrchen. Diese wurden in einem mit Propanol angefiilltem Kunststoffbehdlter mit
Deckel gegeben, und unverziiglich in einem -80 °C-Gefrierschrank heruntergekiihlt. Die
Abkiihlung der Zellen erfolgte hier mit ca. 1 °C pro Minute. Nach 5 Stunden wurden die

Zellen in den Stickstofftank uberfuhrt.

Material: Ham’s F-10 Medium
DMSO
Iso-Propanol

4.2.14 Aussetzen von Osteoblasten fiir die Dehnungsversuche

Die Osteoblasten in den Kryo-Rohrchen wurden nach der Entnahme aus dem
Stickstofftank ohne Zeitverzug in einem Wasserbad von 37°C aufgetaut, in einen
Falcon-Tube mit 10 ml vorgewarmten Hams F-10 Medium gegeben, 10 min bei 500 x g
zentrifugiert und das entstandene Zellpellet erneut in vorgewidrmten Ham’s F-10

Medium resuspendiert.
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Danach erfolgte das Aussetzen der Zellen auf Zellkulturschalen in 15 ml Ham’s F-10
Medium. Nach Erreichen der Konfluenz (1-2 Tage) wurden die Osteoblasten zum
Ablosen trypsiniert (s. Punkt 4.2.1.2).

Das Aussetzen der Zellen auf die Polykarbonatplatten erfolgte in 5 ml Hams F-10
Medium mit einer Dichte von 60.000 Zellen/cm? und anschlieBender Inkubation im
Begasungsbrutschrank bei 37°C , 95 % Luft und 5% CO2. Die Konfluenz war nach 24
Stunden erreicht.

Es kommt zu einer Adhédsion der Zellen am Plattenboden, welche durch
Adhésionsproteine des Zytoskeletts, der sog. Integrine erreicht wird. Sie erkennen
Adhisionssegmente (RGD) aus Arginin, Glycin und Asparagin bei einer Reihe von
Proteinen, z.B. Fibronectin. Da Fibronectin nur in geringem Malle von den Zellen selbst

gebildet wird, erfolgt die exogene Zufuhr durch den Zusatz von FCS im Medium.

4.2.2 Versuchsdurchfiihrung

4.2.2.1 Dehnung der Osteoblasten

Nach Uberpriifung der Konfluenz der Osteoblasten auf den Polykarbonatplatten erfolgte
24 Stunden vor der Dehnung ein Mediumwechsel mit serumfreien Hams F-10 Medium.
Dabei wurden die Zellen einmal mit 5 ml PBS gespiilt; es erfolgte die Zugabe von 5 ml
FCS-freiem Medium und erneute Inkubation im Begasungsbrutschrank.

Das Vorhandensein von FCS im Medium fiihrt bereits zu einer Aktivierung von
ERK1/2; dies ist natiirlich nicht erwiinscht, da die Aktivierung der Osteoblasten durch
Dehnung und nicht durch FCS erfolgen soll. Nach 24 Stunden im FCS-freien Medium
zeigen die Osteoblasten keine Aktivierbarkeit mehr durch FCS. Da die Zellen durch das
fehlende FCS keine Wachtstumsimpulse mehr erhalten, beginnen sie sich nach ca. 26
Stunden von den Platten abzuldsen. Die Dehnung der Zellen muf} also 24 Stunden nach
Zugabe des FCS-freien Mediums erfolgen.

Zur Dehnung wurden die Polykarbonatplatten mit den Zellen aus dem Inkubator
entnommen und in die Apparatur der ,,4-Punkt-Dehnungsmaschine* eingespannt. Die

Dehnung erfolgte bei 37 °C.
Material: Ham’s F-10 Medium ohne FCS
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Aufbau der Polykarbonatplatten

Polykarbonat ist ein harter, thermostabiler, transparenter Kunststoff. Es zeichnet sich
durch eine hohe elastische Deformierbarkeit aus, d.h. die Gitterbausteine werden nicht
iiber das Mal} der inneren elastischen Kréfte aus ihrer Gleichgewichtslage ausgelenkt.
Bei der Dehnung durch die Kraft des Hebelarms werden die oberen Schichten der Platte
gedehnt, wihrend die unteren gestaucht werden. In der Mitte liegt die ,,neutrale Faser*,
die ihre urspriingliche Lange beibehilt.

Die Polykarbonatplatten, die in den Dehnungsversuchen zum Einsatz kamen haben die
Malle 5 x 12,9 cm, bei einer Stirke von 2,93 mm. Auf der Oberfliche der Platten
befindet sich ein quadratisches Feld von 20 cm? Flache. Dieses Feld wird von 4
rechteckigen, auf ihrer Lingsseite stehenden Silikonstiickchen begrenzt, welche mit
einem Silikonkleber dicht auf der Plattenoberfliche fixiert wurden. Nach diesem
Vorgang wurden die Platten 24 Stunden an der Luft getrocknet und anschlieend zum
»Auslaugen® iberschiissigen Monomers 48 Stunden in ddH,O gewdssert und
schlieBlich bei 65 °C in einer Spiilmaschine gespiilt. Zur Erzielung keimfreier
Verhéltnisse wurden die Platten gassterilisiert, oder alternativ 20 Minuten in 70%
vergélltem Alkohol gewéssert, unter der Sterilwerkbank getrocknet und mit sterilem
PBS gewaschen. Diese Silikonkonstruktion wurde mit einem locker aufsitzendem,
sterilen Glasdeckel versehen. Nun erfolgte das Aussetzen der Zellen in das quadratische

Feld der Polykarbonatplatten (60000/cm?).

Material: Aquarium-Silikonkleber (Dow Corning)
Silikonmatten (med. Qualitdtsgrad 55Shora A)
Polykarbonatplatten (2,93 mm)

Alkohol 70% vergéllt

Aufbau und Funktion der Dehnungsapparatur (4-Point-Bending-Machine)

Die ,,4-Punkt-Dehnungsmaschine®, welche von David Jones entwickelt wurde (Jones
D.B. & Scholuebbers J.G., 1987), ist eine Apparatur zum Dehnen von Zellen.

Dehnung (Strain) ist als eine Anderung in der Linge pro Lingeneinheit definiert und ist
dimensionslos. Ein ,,Strain“ bedeutet eine Langendnderung von 100 %. Im Fall einer

Dehnung eines homogenen Materials, ist der Dehnungsbetrag an allen Punkten gleich.
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¢ = Dehnung 1 = Lénge

Al
E = —
[

/ Hebelarm
| —Kulturplatte
. l l Unterstlitzungs-

/ o

\*—*I

“u

Abbildung 5 Funktionsweise der Vier-Punkt-Dehnungsmaschine

In diese Apparatur werden biegsame Polykarbonatplatten eingespannt, die an ihrer
Unterseite auf zwei Punkten aufliegen. Bei Dehnung tiber den Hebelarm driicken nun
zwei weitere Punkte (welche einen groBBeren 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.

Mit dieser Maschine wurde zum erstenmal eine Apparatur geschaffen, die

1. eine definierte und variabel verstellbare Deformierung an die Zellen weitergibt

2. an jedem Punkt der Polykarbonatplatten den gleichen Dehnungsbetrag aufweist.

Die Stirke der Dehnung auf der Plattenoberseite hangt von
» dem Abstand zwischen den Auflagepunkten
» der Starke der Polykarbonatplatte
» dem Betrag der Ablenkung durch den Hebelarm ab.
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Die Stérke der Dehnung kann durch folgende Formel berechnet werden (Jones D.B. et
al., 1993):

S = Strain T = Stérke der Polykarbonatplatte in mm
D = Abstand der Auflagepunkte in mm Y = Ablenkung des Hebelarms

g 41y
D*+4Y?

Bei allen Experimenten wurden die Zellen mit einem Betrag von 4000uStrain mit 30
Zyklen / 1 Hertz gedehnt; dabei entsprechen 4000uStrain einer physiologischen Kraft,

die dquivalent zu der uniaxialen Dehnung eines Knochens um 0,4% ist.

4.2.2.2  Herstellung der Zellextrakte

Nach Dehnung der Osteoblasten wurden die Dehnungsschalen zu verschiedenen Zeiten
bei 37°C im Begasungsbrutschrank inkubiert (je nach Versuchsanordung). Nach der
Inkubation wurde das Medium sofort entfernt und zum Abstoppen des Versuchs die
Zellen mit 4°C PBS gespiilt und in Eiswasser gestellt. Das PBS wurde abgekippt und
Iml 4°C PBS hinzugegeben. Die Zellen wurden mit Zellschabern von der Oberfliche
entfernt und mittels einer Pipette wurde das Zell-PBS-Gemisch in ein beschriftetes,
vorgekiihltes Eppendorf-Mikrolitergefd3 gegeben, welches wiederum in Eiswasser
gestellt wurde.

Die Zellen wurden zur Herstellung eines Zellpellets 10 Minuten bei 500 x g
zentrifugiert; der Uberstand wurde abgenommen und verworfen.

Vorraussetzung flir die Herstellung der Extrakte ist die Lyse der Zellen und die
Herstellung eines Homogenats bzw. die gleichmiflige Suspension der freigesetzten
Zellkomponenten im Extraktionspuffer. Bei der mechanischen Zerkleinerung der
Osteoblasten und unter der Einwirkung von Detergentien (Triton X-100) werden
intrazelluldre Proteasen freigesetzt, welche die zu untersuchenden Proteine partiell
spalten konnen. Um diese Gefahr auszuschalten werden dem Extraktionspuffer
Protease-Inhibitoren zugesetzt.

Zu dem Zellpellet wurde 60ul Extraktionspuffer resuspendiert, im Vortex-Mischer
kréftig gemischt, 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und erneut gemischt. Das

Gemisch aus Proteinen und Zellfragmenten wurde 10 Minuten bei 2500 x g
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zentrifugiert, um Zellkerne, Zytoskelett und DNA zu sedimentieren. Der Uberstand

wurde abgenommen und weiterverarbeitet, oder bei —20°C gelagert.

Material: PBS
Zellschaber
Extraktionspuffer: 20mM Imidazole-HCl pH 6,8
100mM KCl
ImM MgCl,
10mM EGTA
10mM NaF
ImM Na-Vanadate
ImM Na-Molybdate
1uM Calyculin A
1% Triton X-100
1 Tablette Complete-Mini Proteasen-Inhibitoren-Cocktail
- 1 Tabl. fiir 10ml Extraktionslosung

4.2.2.3 Quantitative Bestimmung der Proteine

Die quantitative Bestimmung der Proteine wurde durch eine sehr sensitive
Standardmethode, der Proteinbestimmung nach Bradford (BRADFORD M.M., 1976)
vollzogen. Der Nachweis beruht auf der spezifischen Bindung des Trimethylmethan-
Farbstoffes Coomassie Brilliantblau G an Proteine. Der Farbstoff bindet iiber
spezifische hydrophobe und elektrostatische Wechselwirkungen bevorzugt an
Argininreste (Compton & Jones, 1985). Die Nachweisgrenze der Bradford-Methode
liegt im 1ml-Assay unter 1pg Protein (Read & Northcote, 1981).

4.2.2.4 Erstellen der Standard-Eichkurve

Aus dem angesetztem Proteinstandard wurden a Sul und b 10ul entnommen und mit
ddH,O a 1:100 auf 500ul und b 1:10 auf 100pl verdiinnt. Aus der 1:100 Verdiinnung a
wurde in je 2 parallele Eppendorf-Mikrolitergefa3e pipettiert: 10 pl (= 1pg Protein)
20ul (=2pg), 40ul (=4pg), 70 ul (=7ug) und 100 ul (=10 pg).

Aus der 1:10 Verdiinnung b wurde entsprechend je 2 mal pipettiert: 15ul (= 15ug
Protein) und 20 pl (= 20 pg).

Alle Proben wurden auf 100 pl ddH,O aufgefiillt und zusétzlich 2 Leerproben
bestehend aus je 100 pl ddH,O pipettiert. Zu jedem dieser 100 pul Ansdtze wurde 900 pl
Coomassie-Farbreagens pipettiert und gemischt.

In der Zeitspanne von 5Smin bis maximal 30min muflite die Extinktion im Photometer
(bei A =595 nm) gemessen werden.
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Bestimmung der Proteinmenge in den unbekannten Proben

Aus den Proteinlosungen wurden je 3 kleine MeBproben von 1 ul, 3 pl und 5 pl
entnommen und mit ddH,O auf 100 pl verdiinnt, 900 pl Coomassie-Farbreagens
hinzugegeben und gemischt.

Von jedem Ansatz wurde, auch von Werten filir Standard-Eichkurve, 300 pl in 96er
Mikrotiterplatten pipettiert, und die photometrische Messung bei einer Wellenldnge von
595nm zusammen mit den Werten fiir Standard-Eichkurve gestartet.

AnschlieBend wurde die Proteinkonzentration der Eichgeraden bestimmt.

Material: Proteinstandard: 10% BSA in ddH,O I6sen und in 1ml Aliquots bei —20°C lagern
Coomassie-Farbreagenz: 0,01% Coomassie Brilliantblau G 250 in
1,6 M Phosphorsaure und 0,8 M Ethanol
unter Rithren 3 Std. bis ii.N. 16sen, mit 1000ml ddH,O
verdiinnen und filtrieren
Proteinproben
Photometer

4.2.2.5 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Bei dieser Elektrophoresetechnik werden die Proteine denaturiert und es kommt durch
hydrophobe Wechselwirkungen zu einer gleichméBigen Beladung der Polypeptidketten
mit den negativ geladenen SDS-(Natriumdodecylsulfat)Molekiilen, wobei die
Eigenladungen der Proteine {iberdeckt werden. Die so gebildeten SDS-Protein-Mizellen
haben dquivalente Konformationen und gleiche Ladungsdichte pro Langeneinheit, bzw.
ein konstantes Ladungs/Masse-Verhéltnis. Wegen dieser Bedingungen besteht die
Moglichkeit, die Proteine im elektrischen Feld auf ihrer Wanderungsstrecke zur Anode
hin nur auf Grund ihrer MolekiilgroBe durch den Molekularsiebeffekt der
Polyacrylamidmatrix aufzutrennen.

Zur Auftrennung der Protein-Fraktionen fand die kontinuierliche SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli (Laemmli, 1970)
Anwendung, die sich durch eine Zweiteilung des Gels in eine groBporige Sammelzone
und eine feinporige Trennzone auszeichnet. Das Trenngel kann mit einheitlicher
PorengroBBe (homogenes Trenngel) oder als in weiten Grenzen variierbarer Gradient mit

zunehmender Acrylamidkonzentration in Laufrichtung (lineares Gradientengel)
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gegossen werden. Da die Molekulargewichte der zu tiberpriifenden Proteine bekannt
waren und je 42kDa und 44kDa betrugen, kam in diesem Fall ein homogenes Trenngel
mit T= 10% zur Anwendung, welches Proteine mit einem Molekulargewicht von 18-75
kDa anzeigt.

Die zugrunde liegende Vinyladditions-Polymerisationsreaktion wurde durch freie
Radikale gestartet, welche bei der Wechselwirkung mit APS und dem tertidren
aliphatischen Tetramethylethylendiamin (TEMED) entstanden. Aktivierte TEMED-
Molekiile fungierten als Startradikale, indem sie mit den Acrylamidmonomeren
reagierten und dadurch eine radikalische Kettenreaktion einleiteten.

Die Zuordnung der Proteinbanden zu ihrem Molekulargewicht erfolgte mit Hilfe

parallel laufender Molekulargewichtsstandards.

Stammldsungen

Acryamid-Bis (30% T)  29,2g Acrylamid und 0,8g Bis in 100 ml ddH,O 16sen, filtrieren,
in dunkler Flasche bei 4°C 2 Monate stabil

APS (10%) 1g Ammoniumpersulfat in 10 ml ddH,O I6sen,
in kleinen Portionen bei —20°C 3 Monate stabil
Trenngelpuffer Endkonz. im Gel: 375mM Tris-HCI, pH 8,8; 0,1% SDS

13,6g Tris und 0,3g SDS in 50 ml ddH,0 16sen, mit 1 N HCI auf pH 8,8

einstellen,mit 100 ml ddH,O auffiillen, filtrieren und bei 6-8°C aufbewahren
Sammelgelpuffer Endkonz. im Gel: 125mM Tris-HCI, pH 8,8; 0,1% SDS

3,0g Tris und 0,2g SDS in 50 ml ddH,O 16sen, mit S N HCI auf pH 6,8

einstellen,mit 100 ml ddH2O auffiillen, filtrieren und bei 6-8°C aufbewahren

Herstellung von Trenngel und Sammelgel

Nach Reinigung der Glasplatten und Abstandshalter erfolgte das Zusammensetzen der
GelgieBform.

In einem Becherglas wurde 10 ml Trenngellosung 10% (fiir 2 Minigele) mit 33 pl APS
und 8,3 pul TEMED versetzt und diese Losung nach einmaligem Schwenken via
Pasteurpipette zu gleichen Teilen in die Gelgie8form eingefiillt (2/3 der Glasplatte). Das
Gel wurde langsam bis zum Glasplattenrand mit ddH,O {berschichtet. Die
Polymerisation war abgeschlossen, wenn eine deutliche, optische Diskontinuitit als
Trennlinie zu erkennen war (25-30 Minuten bei RT).

Nach Entfernen des iiberschichteten Wassers erfolgte das Gieen des Sammelgels in
gleicher Weise wie des Trenngels, hier aber mit 6 ml Sammelgellésung 5% (fiir 2

Minigele), 60 pul APS und 6 pul TEMED. Die Losung wurde bis zum Rand der
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Glasplatten auf das Trenngel aufgetragen und sofort mit einem gesduberten und
getrockneten Probenkamm, mit Smm Abstand {iber dem Trenngel, versehen. Nach der
Polymerisation (30-40 Minuten bei RT), wurde der Kamm vorsichtig herausgezogen,
das Sammelgel mit ddH,O gespiilt und die Glasplatten in die Elektrodenapparatur
eingespannt. Der Laufpuffer wurde in die innere und &uBlere Kammer der Apparatur

gefiillt.

Trenngellosung (Konzentration T=10%)

Acrylamid-Bis (ml) 10,0
ddH,0 (ml) 9,9
Trenngelpuffer (ml) 10,0

Sammelgellosung (Konzentration T=5%)

Acrylamid-Bis (ml) 1,76

ddH,0 (ml) 32

Sammelgelpuffer (ml) 5

Laufpuffer 25mM Tris, 192mM Glycin, 0,1% SDS
3,0g Tris, 14,4g Glycin, 1,0g SDS in 1000 ml ddH,O 16sen; pH stellt sich auf
8,8 ein

Probenvorbereitung und Gelelektrophorese

Nachdem die Konzentationen der Proteinmengen in den Zell-Lysaten nach der
Bradford-Methode bestimmt worden waren, erfolgte der Zusatz von Probenpuffer und
Zell-Lysat im Verhéltnis 1:1. Bromphenolblau im Probenpuffer diente als Indikator fiir
die Wanderungsgeschwindigkeit der ,,vorderen leichten* Proteine. Es wurden 50ug

Protein pro Geltasche benétigt.

SDS-Probenpuffer 125 mM Tris-HCI, pH 6,8; 2 % SDS, 10 % Glycerin, 20 mM DDT, 1 mM
EDTA, 0,01 % Bromphenolblau

1,5g Tris, 2g SDS, 10g Glycerin, 200ul EDTA aus 0,5M Stammldsung,
2 ml DDT aus 1 M Stammldsung

in 50 ml ddH,O 16sen und mit 1 N HCI auf pH 6,8 einstellen,

2 ml Bromphenolblau-Stammldsung (0,5 % in ddH,0) dazugeben,

auf 100 ml ddH,O auffiillen
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Die Proben wurden, zur Denaturierung der Proteine 5 Minuten bei 80°C im Wasserbad
erhitzt und danach einzeln mit einer Hamilton-Spritze in die Taschen des Gels gefiillt,
wobei die Spritze bis an den Boden der Probentasche gebracht wurde, um die Losung
unter Zuriickziehen der Spritze langsam, ohne Erzeugung von Verwirbelungen
auszudriicken. Die Proben blieben auf Grund der hoheren Dichte des Probenpuffers

(wegen des zugegebenen Glycerins) auf dem Boden der Taschen.

Elektrophoresebedingungen Minigelapparatur (Laufstrecke bis 8 cm)
Konstante Stromstirke von 30 mA bei einer Spannung von 50V
Bei Eintritt des Bromphenolmarkers in das Trenngel 150V
Stromquelle: Power-Supply
Laufzeit: ca. 90 Minuten

Nachdem die Farbfront die untere Gelebene fast erreicht hatte, wurde die Stromquelle
abgeschaltet, das Gel fiir den elektrophoretischen Proteintransfer zurechtgeschnitten und

direkt 5 Minuten in Transferpuffer dquilibriert.

Elektrophoretischer Proteintransfer: Western Blot

Bei dieser Technik werden die Proteine aus dem SDS-Gel durch Wanderung im
elektrischen Feld vollstindig auf eine immobilsierende, synthetische Membran
ibertragen, so daB3 ein genaues Abbild des Elektrophoresemusters entsteht (TOWBIN
H. et al., 1979).

Bei den Experimenten kam das SemiDry-Blotting-Verfahren zur Anwendung, bei dem
der Gel-Membran-Sandwich zwischen zwei horizontal angeordneten Plattenelektroden
zu liegen kommt. Die Puffermenge ist auf getrinkte Filterpapiere zwischen den

Elektroden und dem Transfersandwich begrenzt.

Die Membran befindet sich anodenseitig, da die mit negativer Nettoladung (SDS)
versehenen Proteine zum Pluspol wandern. Als Transfermembran diente eine
mikroporige (@ 0,2um) PVDF-Membran (Bio-Rad). Auf Grund ihrer hydrophoben
Oberfliche wurde die Membran zunéchst einige Sekunden in Methanol aktiviert, mit
ddH,O abgespiilt und ebenso wie das Gel 5 Minuten in Transferpuffer dquilibriert.

Nachdem auch das auf membrangroBe zurechtgeschnittene Filterpapier in
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Transferpuffer getaucht wurde, sind die verwendeten Materialien in Form eines

»Sandwichs® (unter Vermeidung von Luftblaseneinschluf}) iibereinandergelegt worden.

Kathode
Drei Lagen Filterpapier
SDS-Gel
PVDF-Membran
Drei Lagen Filterpapier
Anode

Abbildung 6 Aufbau des ,,Transfersandwichs*

Der Blottingvorgang erfolgte innerhalb von 70 Minuten bei einer Stromstiarke von

250 mA und einer Spannung von 20V.

Nach Abschlufl des Transferprozesses wurde die Membran fiir 1 Minute in Coomassie-
Farbreagenz angefarbt und anschlieBend zum Entfirben des blauen Hintergrundes 15
Minuten in Coomassie-Entfarbelosung ausgewaschen, wobei die dunkelblauen Banden

des Proteinmusters sichtbar wurden.

Transferpuffer 25mM Tris, 192mM Glycin, 0,1% SDS
3,0g Tris, 14,4g Glycin, 1,0g SDS
in 1000 ml ddH,O 16sen; pH stellt sich auf 8,8 ein

Coomassie-Farbreagenz 40 ml Methanol, 2 ml Essigséure,
0,2g Coomassie-Brilliantblau R-250
mit ddH,0 auf 100 ml auffiillen und filtrieren

Coomassie-Entfarbelosung 50% Ethanol und 1% Essigséure in ddH,O
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Bereich von
ERKI1/ERK2
im Immunoblot

Abbildung 7 PVDF-Membran nach Coomassie-Firbung
In der ersten Reihe Proteinstandard (B—Galaktosidase 116 kDa,
Phosphorylase b 97 kDa, Serumalbumin 66 kDa, Ovalbumin 45 kDa,
Karboanhydrase 31 kDa), in den iibrigen Reihen Protein-Fraktionen
von gedehnten Osteoblasten nach elektrophoretischen Proteintransfer;
in Hohe 44-42 kDa Proteinbanden, die im Immunoblot als MAP-Kinase-
Banden (ERK1/ERK2) erscheinen werden.

4.2.2.6 Immunchemischer Nachweis von ERK1 und ERK2

Proteine besitzen viele verschiedene antigene Determinanten, mit denen dagegen
gerichtete Antikorper iiber entsprechende Bindungsstellen in Wechselwirkung treten
konnen. Monoklonale Antikorper erkennen im Gegensatz zu polyklonalen Antikorpern
nur eine einzige antigene Determinante.

Das Proteinblotting dient hauptsidchlich der Identifizierung von Antigenen auf Blot-
Membranen mit spezifischen Antikdrpern.

In diesen Experimenten wird der immunologische Nachweis in zwei Stufen
durchgefiihrt. Zunichst kommt es zu einer Bindung des unmarkierten Primérantikorpers
(Anti-activated MAP-Kinase) an das Antigen, und in einem zweiten Schritt zu einer
Bindung eines mit alkalischer Phosphatase (AP) konjugierten Antikérpers (Mouse-IgG)
an den primdren Antigen-Antikdper-Komplex. Der Vorteil dieses zweistufigen
Verfahrens liegt in der Verstirkung des Signals, und damit einer Zunahme der

Empfindlichkeit des Nachweises.
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Das  Anti-IgG-Alkalische-Phosphatase-Konjugat wurde schlieBlich {iber den
colorimetrischen Nachweis von Alkalischer Phosphatase mit chromogenen Substraten

auf der Blot-Membran nachgewiesen und in Form von spezifischen Banden sichtbar.

Blockierung der unspezifischen Bindungsstellen

Zur Vermeidung unspezifischer Hintergrundreaktionen miissen vor der Durchfiithrung
der Immunreaktionen unspezifische Bindungsstellen fiir die immunologischen
Reagentien auf der Blot-Membran moglichst vollstindig abgesittigt (blockiert) werden.
Fir diesen Arbeitsschritt wurde die PVDF-Membran nach Abschlul des
Transferprozesses iiber Nacht bei Raumtemperatur auf einem Taumelschiittler in

Blockierldsung inkubiert.

TBS (Tris-gepufferte Salzlosung): 8g NaCl, 0,2g KCl, 2g Tris
In 800 ml ddH,O 16sen, pH auf 7,4 einstellen und auf 1000 ml
auffiillen

Blockierlosung: 5% BSA und 0,1% Tween 20 in TBS 16sen

Binden des Primérantikorpers

Nach dem Blockierungsschritt wurde die Membran 3 Minuten in TBS gewaschen und
mit einer Verdiinnung des Primérantikdrpers (Anti-activated MAP-Kinase) von 1:15000
in frisch angesetzter Blockierlosung 2 Stunden auf dem Taumelschiittler bei
Raumtemperatur inkubiert.

Danach wurde die Membran 3 mal 10 Minuten in TBST gewaschen.

Material Primédrantikorper: Anti-activated MAP-Kinase
TBST: 0,1% Tween 20 in TBS
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Binden des Sekundérantikorpers

Der Sekunddrantikdrper Mouse-IgG AP (konjugiert mit Alkalischer Phosphatase)
wurde mit einer Verdiinnung von 1:1500 in TBST angesetzt. Inkubation und

Waschschritte erfolgten dquivalent zu dem Vorgehen mit dem Primérantikorper.

Material Sekundérantikdrper: Mouse-IgG AP

Colorimetrischer Nachweis von Alkalischer Phosphatase

Dieser Nachweis benutzt als chromogenes Substrat 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat
(BCIP) zusamen mit Nitroblau-Tetrazolium (NBT). Die alkalische Phosphatase (AP)
katalysiert die Abspaltung des Phosphatrestes von BCIP und wandelt es in das
entsprechende Indoxylderivat um. Dieses wird durch NBT oxidiert und dimerisiert zu
dem tiefblauen, unléslichen Farbniederschlag Indigo.

Die Membran wurde 5 Minuten in TBS gewaschen und sofort in Farbelosung inkubiert,
wo sie unter leichter Bewegung bis zum Erreichen der ersten Farbsignale inkubiert
wurde. Die Reaktion wurde durch Spiilen der Membran in TBS mit 20 mM EDTA
(Komplexierung der fiir die Enzymaktivitit notwendigen Mg? -Ionen) abgestoppt.

Danach erfolgte das Trocknen und Photographieren bzw. Scannen der Membran.

Material BCIP-Stammldsung: 0,5g BCIP in 10 ml 100% Dimethylformamid
NBT-Stammlosung: 0,5¢ NBT in 10 ml 70% Dimethylformamid
Diese Losungen sind 1 Jahr bei 4°C stabil

AP-Puffer: 100 mM NacCl, 5 mM MgCl,, 100 mM Tris
5,48g NaCl, 0,48g MgCl,, 12,1g Tris
in 800 ml ddH,O I6sen, pH auf 9,5 einstellen und auf 1000 ml
auffiillen

Farbelosung: 66 ul NBT-Stammldsung mit
10 ml AP-Puffer mischen und
33 pl BCIP-Stammldsung hinzugeben
Losung innerhalb 30 Minuten benutzen
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4.2.3 Modifikationen der verschiedenen ERK1/ERK2 Nachweise

In diesem Abschnitt erfolgt eine Beschreibung der einzelnen Teilexperimente, die z.T.
von dem oben beschriebenen Versuchsrahmen abweichen. Sie sind sowohl nach der
zeitlichen Chronologie der Durchfiihrung, als auch nach ihrer Zusammengehdrigkeit
geordnet. Vor der Benutzung eines neuen Inhibitors / Aktivators wurde eine Reihe von
Vorversuchen geschaltet, welche der Ermittlung ihrer Wirkung bei unterschiedlichen

Zeit- und Konzentrationsverhéltnissen diente (Konzentrations-Zeit-Kurve).

4.2.3.1 Uberpriifung des Einflusses des FCS-haltigen Mediums auf die Aktivierbarkeit von
ERKI1/ERK2 Osteoblasten

In diesem Experiment wurden die Zellen in der bekannten Dichte von 60.000/cm? auf
Polycarbonatplatten ausgesetzt (s.Punkt 4.2.1.4) und wuchsen in 5 ml Medium mit 10%
FCS innerhalb von 24 Stunden im Begasungsbrutschrank zur Konfluenz. Danach wurde
das FCS-haltige Medium entfernt, die Platten mit vorgewidrmten, sterilem PBS
gewaschen und mit Sml FCS-freiem Medium beschickt.

Die Zellen wurden nun zu den verschiedenen versuchsrelevanten Zeiten

(s. Abbildung 8) im Begasungsbrutschrank inkubiert, dann jeweils 2 Schalen
entnommen, wobei 1 Schale in der 4-Punkt-Dehnungsmaschine (s. Punkt 4.2.3.3)
mechanisch gedehnt wurde und 1 Schale als Kontrolle diente. Nach erneuter Inkubation
von 5 Minuten (maximal erwartete Aktivierung von ERK1/2 durch Dehnung) wurde die

Reaktion mit PBS von 4°C abgestoppt und die Zellen lysiert.

4.2.3.2  Effekt einer Stimulation mit Epidermal Growth Factor auf Osteoblasten

Dieser Vorversuch mit dem ,,Hautwachstumsfaktor diente der Bereitstellung einer
Positiv-Kontrolle fiir den Nachweis von ERKI1/ERK2 in mechanisch stimulierten
Osteoblasten. Da die optimale Konzentration schon bekannt war, wurde nur die
Zeitdauer bis zur maximalen ERK1/ERK2 Aktivierung ermittelt. Die Konzentration an

Wachstumsfaktor betrug 50 ng/ml Medium.
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Zur Anpassung an die Versuchsverhiltnisse fiir den Nachweis von ERK1/ERK2 in
mechanisch stimulierten Osteoblasten, wurde auch dieser Versuch auf Dehnungsschalen
durchgefiihrt. Das Aussetzen der Zellen erfolgte wie oben beschrieben.

Direkt nach Zugabe des Wachstumsfaktors wurden die Dehnungsschalen zur
gleichmdBigen Verteilung geschwenkt und es erfolgte das Inkubieren mit folgenden
Zeiten:

2min, Smin, 10min und in je 10 Minutenabschnitten bis 60 Minuten.

Nach der entsprechenden Inkubationszeit wurde der Versuch mit eiskaltem PBS

abgestoppt und die Zellen lysiert.

4.2.3.3 Nachweis von ERK1/ERK2 in mechanisch stimulierten Osteoblasten

Dies ist eines der Hauptexperimente dieser Arbeit und folgt direkt der oben
beschriebenen Versuchsanordnung.
Die jeweiligen Inkubationszeiten sind den beschrifteten Western-Blots im Ergebnisteil

dieser Arbeit zu entnehmen.

4.2.3.4  Effekt einer Stimulation mit einem Phorbolester auf Osteoblasten

Als Phorbolester kam hier TPA (Phorbol-12-myristat-13-acetat) zum Einsatz.
Phorbolester sind Tumorpromotoren, welche an der Diacylglycerin-Bindungsstelle der
Proteinkinase C angreifen (Newton, 1995) und eine starke Aktivierung der
Proteinkinase C hervorrufen (s. Punkt 3.6.1 ).

TPA dient in dem Versuch ,,Effekt eines Proteinkinase C — Inhibitors auf mechanisch
stimulierte Osteoblasten* als Positiv-Kontrolle und wurde bei einer Zielkonzentration
von 0,1uM 10 Minuten inkubiert (Jones D.B. & Bingmann D., 1991; Veldman et al.,
1998; Kozawa et al., 1997). Nach der entsprechenden Inkubationszeit wurde der

Versuch mit eiskaltem PBS abgestoppt und die Zellen lysiert.
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4.2.3.5 Effekt eines Proteinkinase C — Inhibitors auf mechanisch stimulierte Osteoblasten

Fiir diese Inhibitorexperimente kam NGIC-1 (Non-Glycosidic indolocarbazole 1) zum
Einsatz. Dieser Inhibitor ist ein Derivat des Alkaloids Staurosporin, mit dem Vorteil,
daB es im Gegensatz zu Staurosporin selektiv die Proteinkinase C inhibiert
(Kleinschroth et al., 1993).

Nach zahlreichen Experimenten zur Ermittlung der optimalen Konzentrationen und
Inkubationszeiten, wurde der Inhibitor mit einer Konzentration von 0,75 uM eingesetzt.
Da die Wirkung des Inhibitors auf Proteinkinase C in mechanisch stimulierten
Osteoblasten nachgewiesen werden sollte, wurde der Inhibitor in der geeigneten
Konzentration direkt auf die auf den Dehnungsschalen angewachsenen Zellen gegeben
und 20 Minuten inkubiert. Danach erfolgte die Dehnung der Zellen in der Vier-Punkt-
Dehnungsmaschine bei einer Temperatur von 37°C, mit 4000 pStrain, 30 Zyklen /

1 Hertz (s. Punkt 4.2.2.1). Nach erneuter Inkubation von 5 Minuten (maximal erwartete
Aktivierung von ERK1/2 durch Dehnung) wurde die Reaktion mit PBS von 4°C
abgestoppt und die Osteoblasten lysiert (s. Punkt 4.2.2.2).

In einem weiteren Versuch wurden die Zellen mit dem Inhibitor (0,75 puM)
vorbehandelt, nach 20-miniitiger Inkubation im Begasungsbrutschrank mit dem
Phorbolester TPA (gleiche Konzentration wie Punkt 4.2.3.4) angeregt und erneut 10
Minuten inkubiert.

Danach erfolgte ebenfalls das Abstoppen der Reaktion mit PBS (4°C).

Dieser Versuch diente als Kontrolle der Funktionsfdhigkeit des Inhibitors.

4.2.3.6 Effekt der Stimulation mit Parathormon auf Osteoblasten

Das Parathormon ist ein Protein aus 84 Aminosduren bei einem MW von 9500 kDa,
welches in der Nebenschilddriise aus einem Prohormon durch Abspaltung eines N-
terminalen Hexapeptids in seine wirksame Form umgewandelt wird. Parathormon wird
in Abhéngigkeit von der Hohe des Serumkalziumspiegels ausgeschiittet (s. Punkt 3.3).

Parathormon dient in dem Versuch ,,Effekt eines Phospholipase C — Inhibitors auf
mechanisch stimulierte Osteoblasten® als Positiv-Kontrolle und wurde in diesem

Zusammenhang bei einer Zielkonzentration von 50ng/ml 5 Minuten inkubiert.
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4.2.3.7 Effekt eines Phospholipase C — Inhibitors auf mechanisch stimulierte Osteoblasten

Diese Inhibitorexperimente erfolgten mit ET-18-OCHj3 (1-O-Octadecyl-2-O-methyl-rac-
glycero-3-phosphorylcholin).

Dieser Inhibitor, auch bekannt als Edelfosin, ist ein Ether-Lipid, der zur Gruppe der
»Alkyllysophospholipide*  (ALPs) gehort. Diese ,,ALPs*“ zeigen selektiv
antiproliferative Eigenschaften auf bestimmte Zellarten (Zhou et al., 1996).
ET-18-OCH3; inhibiert selektiv die phosphatidylinositol-spezifische Phospholipase C
(Pi-PLC), ohne die phosphatidylcholin-spezifische PLC bzw. PLD zu inhibieren (Powis
etal., 1992).

Auch hier wurde in einigen Experimenten im Rahmen einer Konzentrations-Zeit-Kurve
die optimalen Versuchsbedingungen ermittelt.

Da die Wirkung des Inhibitors auf Phospholipase C in mechanisch stimulierten
Osteoblasten nachgewiesen werden sollte, wurde der Inhibitor in der geeigneten
Konzentration (10 uM) direkt auf die auf den Dehnungsschalen angewachsenen Zellen
gegeben und 20 Minuten inkubiert.

Die weitere Versuchsdurchfiihrung erfolgte parallel zu Punkt 4.2.3.5.

In einem weiteren Versuch wurden die Zellen mit dem PLC-Inhibitor (10 uM)
vorbehandelt, nach 20-miniitiger Inkubation im Begasungsbrutschrank mit dem
Parathormon (gleiche Konzentration wie Punkt 4.2.3.6) angeregt und erneut 5 Minuten
inkubiert.

Danach erfolgte ebenfalls das Abstoppen der Reaktion mit PBS (4°C).

4.2.3.8 Effekt eines SERCA-Inhibitors auf mechanisch stimulierte Osteoblasten

In diesem Versuch wurden die Zellen mit Thapsigargin vorbehandelt. Thapsigargin
hemmt die Ausschiittung von Calcium-lonen aus dem Endoplasmatischen Retikulum
durch eine Blockade der Ca’"-ATPase (Berridge, 1993). Thapsigargin hat keinen
EinfluB auf die Inositol-Phosphate und keinen signifikanten Effekt auf die

Proteinkinase C (Won & Orth, 1995).
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In diesem Experiment sollte der der EinfluB von Ca*" aus dem Endoplasmatischem
Retikulum auf die ERK1/ERK2 - Stimulierung nach Dehnung untersucht werden. Dafiir
wurde der Inhibitor mit einer Konzentration von 5uM (Wiemann et al., 1998) auf die
mit Osteoblasten beladenen Dehnungsschalen gegeben.

Die weitere Versuchsdurchfiihrung erfolgte parallel zu Punkt 4.2.3.5.

4.2.3.9 Nachweis von ERK1/ERK2 in mechanisch stimulierten Tumorzellen (MG-63)

Bei den Zellen der MG-63-Linie handelt es sich um humane Osteosarkomzellen (Billiau
et al., 1977), die durch wesentlich kiirzeren Inkubationszeiten beim Anziichten, sowie
durch ihre stindige Verfiigbarkeit Vorteile gegeniiber den Osteoblasten aufweisen.

Die Durchfiihrung dieses Experiments erfolgte bis auf die o.g. Unterschiede parallel
zum ,,Nachweis von ERK1/ERK?2 in mechanisch stimulierten Osteoblasten®

(s. Punkt 4.2.3.3).
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5 Ergebnisse

Die folgenden Seiten zeigen die Ergebnisse des Immunoblottings nach dem Western-
Blot-Verfahren. Nach Messung der Extinktion der Proteinlysate der Osteoblasten, und
nachfolgender quantitativer Proteinbestimmung nach dem Bradford-Assay wurden je
50png der einzelnen Proteinfraktionen pro Lane des SDS-Gels bereitgestellt
(Abweichungen von diesem Wert werden entsprechend angezeigt). Die im Western-
Blot mitgefiihrten Broad-Range-Marker erlaubten die Zuordnung der Proteinbanden zu
Molekulargewichtseinheiten. Die Molekulargewichte der beiden Isoformen der MAP-
Kinase, ERK1 und ERK2, waren bekannt (ERK1=42kDa / ERK2=44kDa) und im
Western-Blot unterhalb der Bande des Proteinstandards vom Ovalbumin (45kDa) zu
finden. Um diese Banden moglichst zentral im Blot erscheinen zu lassen, kam in diesem
Fall ein homogenes Trenngel mit einer Konzentration von T= 10% zur Anwendung.

In den anschlieBenden Immunoblots wurde ein Antikorper gegen ERK1/ERK2 (A4nti-
activated MAP-Kinase) verwendet.

Das optimale Ergebnis eines Western-Blots zeigt nach der Antikérperbehandlung,
neben einer vollig blanken Membran, nur die klar abgegrenzten Banden des
Antikorpersubstrates.

In einigen Vorversuchen war die Membran allerdings noch von Schatten (sog.
Hintergrundreaktionen) weiterer Proteine im Lysat durchzogen. Die Losung dieses
Problems war im Arbeitsschritt vor der Antikdrperzugabe zu finden. In diesem sog.
Blockierungsschritt wurden unspezifische Bindungsstellen fiir die immunologischen
Reagentien auf der Blot-Membran mdglichst vollstindig abgesittigt (blockiert).
Zunichst wurden Konzentrationen der Komponenten fiir die Blockierlosung erhht
(BSA von 3% auf 5% und Tween 20 von 0,05% auf 0,1%). Nachdem nach dieser
MaBnahme das Ergebnis im Western-Blot nur suboptimal ausfiel (nur leichter
Riickgang der unerwiinschten Hintergrundreaktion), wurde die Inkubationsdauer der
Membran in Blockierlosung von 2 Stunden auf mindestens 8 Stunden bzw. ,iiber
Nacht* erhoht. Danach zeigten sich die Antikdrperblots nahezu ,,hintergrundfrei®

(s. Punkt 4.2.2.6).
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5.1 Arbeitsverlaufsiibersicht

L. Grundlegende Arbeitsschritte
e Priparation des bovinen Knochens
e Gewinnen der primiren Osteoblasten durch die Auswachsmethode (ca. 4-6
Wochen)

e Aussetzen der Osteoblasten fiir die Versuchsdurchfithrung

I1. Nebenexperimente
> Experimentelle Uberpriifung des Einflusses des FCS-haltigen Mediums auf
die ERK-Aktivierung in Osteoblasten zur Verhinderung falsch positiver
Ergebnisse

Fragestellung: Ab welchem Zeitpunkt hat das FCS im serumhaltigen
Medium nach Ersatz durch serumfreies Medium keinen Einflufl mehr auf
die ERK-Aktivierung in Osteoblasten
Ergebnis: 3 Stunden nach Inkubation mit serumfreien Medium ist keine
ERK-Aktivierung durch FCS-Einflufs mehr nachweisbar

» Effekt einer Stimulation mit dem Epidermal Growth Faktor auf Osteoblasten
Fragestellung: Bereitstellung einer Positiv-Kontrolle fiir den Nachweis
der ERK-Aktivierung in mechanisch stimulierten Osteoblasten
Ergebnis: Osteoblasten zeigen nach Vorbehandlung mit EGF eine
deutliche ERK-Aktivierung nach 10 Minuten

» Effekt der Stimulation mit einem Phorbolester (TPA) auf Osteoblasten
Fragestellung: Bereitstellung einer Positiv-Kontrolle fiir das PKC-
Inhibitorexperiment da Phorbolester eine Aktivierung der PKC auslost
Ergebnis: Deutliche ERK1/ERK2-Aktivierung 10 Minuten nach
Inkubation

» Effekt der Stimulation mit Parathormon auf Osteoblasten
Fragestellung: EinfluB} des Parathormons auf die ERK-Aktivierung und
Bereitstellung einer Positiv-Kontrolle fiir das PLC-Inhibitorexperiment

Ergebnis: Deutliche Aktivierung von ERK1/2 durch das Parathormon
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I11.

IV.

Basisexperiment
» Mechanische Belastung der Osteoblasten mit der 4-Punkt-
Dehnungsmaschine (4000uStrain/30 Zyklen/1 Hz)
Fragestellung: Ermittlung des Zeitpunktes der maximalen ERK-
Aktivierung (das Vorliegen einer ERK-Aktivierung wurde bereits
nachgewiesen / J. Leitsch unverdff. Daten)
e Uberfiihrung der Zellen in serumfreies Medium
e Dehnung der Osteoblasten
e Herstellung der Zellextrakte
¢ Quantitative Bestimmung der Proteine
e SDS-Polyacryamidgelelektrophorese
e Elektrophoretische Proteintransfer: Western Blot
e Immunchemischer Nachweis der beiden MAP-Kinase-Isoformen
ERK1 und ERK2 mit dem Antikdrper ,,anti-activated-MAP-Kinase *
e Colorimetrischer Nachweis der Bandenbildung auf der Membran
Ergebnis: deutliche Aktivierung von ERKI/ERK?2 in einem Zeitraum von
2-10 Minuten nach Dehnung, mit einem Maximum nach 5 Minuten
» Mechanische Belastung von Osteosarkomzellen (MG-63) mit der 4-Punkt-
Dehnungsmaschine (4000uStrain/30 Zyklen/1 Hz)
Fragestellung: Ermittlung einer ERK-Aktivierung
Ergebnis: deutliche Aktivierung von ERK1/ERK2 5 Minuten nach
mechanischer Dehnung
Inhibitorexperimente
Hauptfragestellung: Uber welchen Signalweg der Mechanotransduktion
verlauft die ERK-Aktivierung nach mechanischer Belastung von Osteoblasten
» Effekt eines Proteinkinase C-Inhibitors auf mechanisch stimulierte
Osteoblasten
Fragestellung: Inwieweit ist eine PKC an der ERK-Aktivierung beteiligt
e Inkubation des PKC-Inhibitors fiir 20 Minuten/Dehnung der Zellen/
5 Minuten Inkubation (maximal erwartete ERK-Aktivierung)
Ergebnis: Nach Inhibitorbehandlung war kein ERK1/2-Signal mehr
nachweisbar d.h.: die Aktivierung der ERK-Kaskade in mechanisch

stimulierten Osteoblasten ist von einer aktivierten PKC abhdngig
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> Effekt eines Phospholipase C-Inhibitors auf mechanisch stimulierte
Osteoblasten
Fragestellung: Nach dem Nachweis der PKC-abhédngigen Aktivierung
der ERK-Kaskade, sollte nun herausgefunden werden, ob die
Aktivierung einer PKC von einer Phospholipase C hervorgerufen wird
e Inkubation des PLC-Inhibitors fiir 20 Minuten/Dehnung der Zellen/
5 Minuten Inkubation (maximal erwartete ERK-Aktivierung)
Ergebnis: Das Ergebnis ldfst die Aussage zu, dafy es bei Applikation
geringer Inhibitorkonzentrationen zu einer Abschwdchung des ERK-
Signals kommt. Allerdings wirkte der Inhibitor bei geringfiigig hoheren

Konzentrationen zytostatisch bzw. zytotoxisch auf die Osteoblasten.

» Effekt eines SERCA-Inhibitors auf mechanisch stimulierte Osteoblasten
Fragestellung: Einfluf} der intrazelluldren Ca*"-Konzentration auf die
ERK1/2-Aktivierung nach Dehnung der Osteoblasten
e Inkubation des SERCA-Inhibitors fiir 30 Minuten/Dehnung der

Zellen/5 Minuten Inkubation (maximal erwartete ERK-Aktivierung)
Ergebnis: Trotz Blockade der intrazelluliren Ca’*-Konzentration, kommt
es nach Dehnung zu einer ERK1/2-Aktivierung, d.h.: die intrazelluldire
Ca’"-Konzentration hat damit keinen Einfluf auf die ERK1/2-Aktivierung
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5.1.1  Uberpriifung des Einflusses des FCS-haltigen Mediums auf die Aktivierbarkeit von
ERKI1/ERK2 in Osteoblasten

Wie bereits erwihnt, fiihrt bereits das Vorhandensein von serumhaltigem Medium (bei
einem Anteil von 10% FCS ) zu einem Anstieg der MAP-Kinase in Osteoblasten (s.
Punkt 4.2.2.1). Dies ist in den beschriebenen Experimenten natiirlich nicht erwiinscht,
da eine Reaktion von ERK1/ERK?2 durch duflere Einfliisse (z.B.: Dehnung/Aktivatoren)
untersucht werden soll. Alle laborinternen Dehnungsversuche wurden bislang erst nach
24-stiindiger Inkubation mit FCS-freiem Medium durchgefiihrt, um falsch-positive
Signale auszuschlieBen. Leider verloren einige Zellen, aufgrund fehlender
Wachstumsimpulse durch das nicht vorhandene FCS nach ca. 26 Stunden ihre Adhésion
an der Polykarbonatplatte, was zu einer geringeren Zellzahl und Proteinausbeute fiihrte.
Die Experimente mufiten also nach 24-stiindiger Inkubation in einem engen Zeitrahmen
durchgefiihrt werden. Dieser Versuch diente dem Nachweis, zu welchem Zeitpunkt
nach Inkubation der Zellen mit FCS-freiem Medium keine Aktivierung von

ERK1/ERK2 durch das (vorher vorhandene) FCS mehr zu erwarten ist.

Abbildung 8 zeigt das Ergebnis des Immunoblottings von Proteinfraktionen in
Osteoblasten nach Zugabe FCS-freien Mediums.

Die Lanes la,2a,3a,4a,5a,6a und 7a zeigen eine teilweise mehr oder weniger
ausgeprigte Verstiarkung in der Intensitdt im ERK1/ERK2-Signal, welches die ERK1/2-
Aktivitit nach mechanischer Belastung von Osteoblasten anzeigt. Die Lanes
1b,2b,3b,4b,5b,6b und 7b zeigen von links nach rechts, also mit fortschreitender
Inkubationsdauer eine Abschwéchung der Intensitit der Banden. Wéhrend 1b noch ein
stirkeres Signal als la hat, ist bei 4b ein stark abgeschwéchtes und bei 5b,6b und 7b
kein Signal mehr zu erkennen. Lane 8 mit dem Phorbolester TPA diente ebenso wie die
a-Lanes als Positiv-Kontrolle, welche einen direkten Vergleich zu den Reihen mit FCS-
freier Inkubation zulieBen. Negativ-Kontrolle (Base-Level) ist Reihe 7b, mit der
langsten Inkubationszeit FCS-freien Mediums.

Das Ergebnis zeigt, dal 3 Stunden nach Entfernung des fiir Zellen wachstumsaktiven
FCS-haltigen Mediums im Austausch mit einem FCS-freien Medium keine Aktivierung
von ERK1/ERK2 durch Anwesenheit von FCS erfolgt. Ab diesem Zeitpunkt ist es also
moglich Experimente durchzufiihren, welche die Verdanderung der MAP-Kinase durch

duBere Einfliisse analysieren sollen.
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Wegen Laborinterner, konformer Versuchsaufbauten und moglichst gleicher
reproduzierbarer Ergebnissse wurden die weiteren Experimente dieser Arbeit ebenfalls

nach 24-stiindiger Inkubation mit FCS-freiem Medium durchgefiihrt.

5.1.2  Effekt einer Stimulation mit Epidermal Growth Factor auf Osteoblasten

Es ist bekannt, das eine Stimulierung von ERK1/ERK2 durch den Wachstumsfaktor
EGF iiber den Signalweg der Rezeptor-Tyrosinkinasen und weiter iiber die Kaskade
,»Grb2-Ras-Raf-Mek-ERK* (s. Punkt 3.7.1.1) mdglich ist (Buday & Downward, 1993).
Dieses Experiment ist als Vorversuch einzustufen, da es Aufschluf3 iiber das Verhalten
von ERKI1/ERK2 in Osteoblasten, nach einer Stimulierung durch den Epidermal
Growth Factor geben sollte. Ziel war es mit diesem Aktivator eine klar positive
Antwort in den Western-Blot Auswertungen zu erhalten, um direkte Vergleiche zu den
ERK1/ERK2-Aktivierungen der folgenden Experimente anstellen zu konnen.

Da die optimale Konzentration nach fritheren laborinternen Experimenten schon
bekannt war, wurde nun die Zeitdauer bis zur maximalen MAP-Kinase Freisetzung
ermittelt. Die Konzentration an Wachstumsfaktor betrug 50 ng/ml Medium.

Abbildung 9 zeigt das Ergebnis des Immunoblottings nach Vorbehandlung der Zellen
mit EGF und einem Anstieg der Inkubationszeiten von Lane 1 bis 8. 9 diente als
Negativ-Kontrolle, dh. ohne Vorbehandelung der Zellen.

Das Experiment belegt, daB Osteoblasten nach Vorbehandlung mit EGF (50ng/ml
Medium) ihr Maximum an ERK1/ERK2-Aktivierung nach 10 Minuten aufweisen.

Die Freisetzung ist nach 40 Minuten fast vollstindig erloschen, steigt aber nach 60

Minuten wieder leicht an.
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Ergebnisse

5.1.3 Nachweis von ERK1/ERK2 in mechanisch stimulierten Osteoblasten

Es ist bekannt, daB Zellen auf mechanische Belastung mit biochemischen
Verdnderungen reagieren, welche sich z.B. in einer erhdhten Proliferationsrate
wiederspiegeln.

Es ist auBerdem bekannt, dafl stimulierte Zellen mit einer Aktivierung von ERK
reagieren. ERK1/2 wurde schon in mechanisch stimulierten Endothelzellen (Takahashi
et al., 1997), in Herzmyozyten (Sadoshima & Izumo, 1993; Yamazaki et al., 1995) und
in Chondrozyten (Mow et al., 1999; Hung et al., 2000) nachgewiesen.

Im ,,Labor fiir Experimentelle Orthopddie und Biomechanik der Philipps-Universitit
Marburg™ wurde erstmals eine Steigerung der Aktivitdt in mechanisch stimulierten
Osteoblasten nachgewiesen, die sich in einer erhohten Aktivierung von ERK1/ERK2
auflerte (s. unveroffentliche Daten; Leitsch). AuBerdem wurden die Zellen erstmals, im
Gegensatz zu anderen Arbeitsgruppen, mit einer definitiven Deformierung durch die
4-Punkt-Dehnungsmaschine (Jones D.B. & Scholuebbers J.G., 1987) versetzt (s. Punkt
4.2.2.1).

Die folgenden Experimente, deren Ergebnisse in den Abbildungen 10 und 1la-11c
dargestellt sind, sind von diesen vorherigen durch Modifikationen in der Inkubationszeit
gekennzeichnet, um den Zeitpunkt der maximalen Aktivierung von ERKI1/ERK2

aufzuzeigen.

Die Abbildungen 10 und 1la-c zeigen die Ergebnisse der Immunoblottings nach
mechanischer Stimulation von Osteoblasten. Die Zeitpunkte der maximalen Aktivierung
von ERKI1 und ERK2 variieren leicht. In Abbildung 10, 11a und 11b ist dieser
Zeitpunkt nach 5 Minuten, in Abbildung 11c bereits nach 3 Minuten Inkubationszeit
erreicht. In den Blots erkennt man, dafl schon ab 4 Minuten vor dem Maximalpunkt eine
ansteigende Aktivierung der MAP-Kinase stattfindet, die sich nach diesem Punkt in

einem Zeitraum von 15 Minuten wieder abschwicht.
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Ergebnisse

Interessanterweise scheint es bei Vergleich der Intensitit der Signale von ERK1 und
ERK2 Abstufungen zu geben. In den Reihen 5-7 der Abbildung 10, sowie in den Reihen
2-4 der Abbildungen 11b und 11c erkennt man stirkere Signale bei ERK2 im Gegensatz
zu ERK1.

Nach Vergleich weiterer Blots des Experiments, kann zusammenfassend gefolgert

werden, dafl die MAP-Kinase-Aktivierung in einem Zeitraum von 2-10 Minuten

stattfindet, mit einem Aktivierungsmaximum nach 5 Minuten.

58



*IJUOM-"3IN =
urw 09
uru (g =

6
8
L

65

*JST UIPUNMYISIIA SIPUBIS[[OA }SBJ UNNUIIA (9 YOBU Pun PAIM JdYIBMYIS YII[INIP UINUIIA
07 MZq UNNUIIA O] YOBU SIYI[IM ‘UIUUNII NZ (UONE[NWNS "UBYIIW YIBU ) JIAZSUON BN U] UINUITA S YoBU [BUSIS SIPLIEISIIA JUBYIUSIS UId ST ST

umu 1 =
uw g
uru ¢ =

9
S
14

uru g
unu |
2938 O¢

€
[4

1 {udJRZSUO RN U]

*S3U))o[qouUNWI] SIP PUIIYRM UII[EIWIYII0qe |

JIP YINeIqo) UI[AUOIIET WP JUIIP PUN ‘UIURIGUIITA JIP UdUURIS WId)eds Wwap pun udjjeH 19MZ Ul UeIqUIIA-AJAJ 19P UI[19) ISLIIYI0A

SEP YI.UNp Pue)SIUI § IYIY Ul MU I[eIIA (] *I[0NUOI-ADBSTIN 1P ISI ¢ ‘UIPUBQUIINOIJ UIUII[BYIUI PIUYISSNY W [P JIUW ‘pPIePUB)SUI)0L] IIP

YIIS JOpUlaq SHUIT *UIIRZSUONBqNYUT UIYII[PINYISId)UN pun ZH [/UdPAZ (€/urenySt(QQf UOA JJery] Ud)IdIUYIP Jep] JOUld pun durygdsewssunuypdq-pund-y
1P JIUl UOHB[NWNS JIYISTUBYIIW YOeu (ZTIYH/IMAH) ISeUIN-d VIAl 19P UIULIOJOS] UIPII] JIP JENADNY 1P UISIZ 8- UdYIY I(Q

‘31l (S na3aq IYIsePn) o.ad UMW U0 A “TNAUA PUN YA U833 19diagypuy WI[BUOP[OUOW JIW UIUONYB.IJUII)0IJ 9P U0

orngd )
(5.1 B

UJ)SB[(03)S() UOA UONB[NUINS UIYISITURYIIW IIP Jo[qounwiwi] (] Sunpqqy

—< 1€

e m——

ossiuqagig



09

*(UINUIIA € YorUu UOYIS I SUNpIqqy Ul) UINUIA] S YoeU [BUSIS-ISBUN-J VAl SI[BWIXBW UId UISIZ S)O[F-UII)SIAN I

*(3ST UIYNINZONINZ SUNIYNJYIINPSYINSII A P 13q II[Yd,] UIUI Jne JIp

91819 TN UOA SUNIIIADNY JIP WI[B JI0A YIIM O] T Sunpiqqy UOA JWYLUSNY JIUW) UI[01JUOS[-ANESIN U}qIgJogun P puls ¢ WYY dI( (19pd.1d1dyur
JNE[qeSYINSII A WI JYSIUWSU ) JIUId IS[0] S[e IpInM (] SUnNpIqqyVy uI Ipueg 91q.IgJo3 Yoemyds JIp) udpueyq U)q.IgJo3 yIe)s udp i JOq

U UI[[O1IUON-ADISOJ UISIIIMI[ JIp UISIAZ § UIYINY 3 "B S UOA IPUBQUIINOILJ JIP JIUW ‘PICPUB)SUIN0LJ JIIP YIIS JIPULIq SHUI'T "UIW ()9 pun uru (g
‘urr O ‘UruW § ‘uru € ‘Uru | ‘s O /-] UOA URZSUONRGNYUT UIPUIS[0] JIW ISBUN-J VAl 19P UIULIOJOS] UIPII( JIP JBIAIDNV dIP UISIZ /-] UdYIY 31

(01 SunpIqqVy uI 3IM UISUNUIPIGSYINSII A UIYIII[S JIW) UI)SEB[(0I)SO UOA UOHR[NWIS UIYISIUBYIIW JIP sjo[qounwimi] d-e[] unpqqy

11 Sunpiqqv

6 8 L 9 S 14 ¢ (4 I LS

oA
PRA
6 8 L 9 S 1% ¢ (4 I LS
ey ﬁu.s_:_u_i
g
A

6 8 L 9 S 14 ¢ (4 I LS

sy
/AN

ossiuqagig



Ergebnisse

5.14 Effekt einer Stimulation mit einem Phorbolester auf Osteoblasten

Der hier zum Einsatz kommende Tumorpromotor TPA (Phorbol-12-myristat-13-acetat)
16st tiber die Diacylglycerin-Bindungsstelle eine starke Aktivierung der Proteinkinase C
(Newton, 1995) aus (s. Punkt 3.6.1, 4.2.3.4).

TPA dient in dem Versuch ,,Effekt eines Proteinkinase C — Inhibitors auf mechanisch
stimulierte Osteoblasten® als Positiv-Kontrolle und wurde bei einer Zielkonzentration
von 0,1uM 10 Minuten inkubiert (Jones D.B. & Bingmann D., 1991).

Im Ergebnis (Abbildung 12) zeigt sich eine sehr starke Aktivierung von ERK1/2 durch
TPA-Stimulierung (Bande 1), bei einer deutlichen Aktivierung durch mechanische
Stimulation der Osteoblasten (Bande 2). TPA stellt also eine geeignete Positiv-
Kontrolle fiir den Versuch ,,Effekt eines Proteinkinase C — Inhibitors auf mechanisch

stimulierte Osteoblasten‘ dar.

ST 1 2 3

MW/kDa

B R — (= ERKI
. —— {1 ERK2

Abbildung 12 Immunoblot mit Vergleich der ERK-Aktivierung durch TPA und mechan.
Stimulierung

Detektion der Proteinfraktionen mit monoklonalem Antikorper gegen MAP-Kinase. Die
Proteinmenge pro Geltasche betrug 50 pg. Links befindet sich der Proteinstandard (ST), mit der
Proteinbande von 45 kDa.

Die Reihen 1-3 zeigen die Aktivitit der beiden Isoformen der MAP-Kinase (ERK1/ERK2) :

1 = Stimulation mit TPA (0,1nM 10 Minuten)

2 = mechanische Stimulation mit der 4-Punkt-Dehnungsmaschine (4000pStrain/30 Zyklen/1Hz)
3 = Negativ-Kontrolle (Osteoblasten ohne Stimulation)

Es ist ein deutlich gesteigertes MAP-Kinase-Signal bei TPA-Stimulation im Vergleich zur
mechanischen Stimulation zu erkennen.
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5.1.5 Effekt eines Proteinkinase C — Inhibitors auf mechanisch stimulierte Osteoblasten

Fiir diese Inhibitorexperimente kam NGIC-1 (Non-Glycosidic indolocarbazole 1) zum
Einsatz (s. Punkt 4.2.3.5), welcher selektiv die Proteinkinase C inhibiert (Kleinschroth
et al., 1993).

Grundlage dieses Versuchs ist die Erkenntnis, das die ERKI/ERK2 in mechanisch
stimulierten Osteoblasten aktiviert wird (s. Punkt 5.1.3).

In diesem Experiment wurde die PKC durch den Inhibitor selektiv geblockt, so daB bei
einem weiterhin positiven ERK-Signal durch Dehnung der Osteoblasten davon
ausgegangen werden konnte, dafl diese Aktivierung nicht durch PKC hervorgerufen
wird (und umgekehrt bei einem negativen ERK-Signal).

Als Positiv-Kontrolle kam der starke PKC-Aktivator TPA (s. Punkt 5.1.4) zum Einsatz,
der in einem weiterem Experiment ebenfalls mit dem PKC-Inhibitor geblockt werden

sollte.

Im Ergebnis wurde eine Abhéingigkeit der Aktivierung der ERK-Kaskade von der PKC-
Aktivierung dargestellt.

Die Abbildungen 13-15 zeigen die Aktivitidt der beiden Isoformen der MAP-Kinase
(ERK1/ERK2) nach der Behandlung mit dem PKC-Inhibitor mit unterschiedlichen
Konzentrationen und nachfolgender Dehnung der Osteoblasten (Versuchsanordnung

s. Punkt 4.2.3.5).

Anhand der Intensitdt der Signale, 14Bt sich erkennen, da3 die ERK-Aktivierung mit
steigender Konzentration des PKC-Inhibitors abnimmt (Abbildung 13). Bei der
Inhibitor-Konzentration von 0,75 uM ist schlieBlich keine MAP-Kinase-Aktivitit
gegeniiber der Kontrolle mehr nachweisbar. In Abbildung 13 ist in der in Lane 7
gelegenen Kontrolle (Inhibierung und EGF-Stimulation) trotz Inhibitorbehandlung ein
starkes Signal erkennbar, was sehr deutlich zeigt, dal die ERK-Aktivierung durch EGF
(s. Punkt 3.7.1.1) liber einen anderen, bereits bekannten Mechanismus, ndmlich {iber die
Aktivierung von Rezeptortyrosinkinasen, ablduft (Ullrich & Schlessinger, 1990) und

nicht iber den PKC-Mechanismus.
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In einem weiteren Experiment (Abbildung 15) wurden die Osteoblasten zunichst auch
inhibiert und dann mit dem Phorbolester TPA aktiviert (Versuchsanordnung s. Punkt
4.2.3.5). Dies diente der Uberpriifung der Funktionsfihigkeit des PKC-Inhibitors.

Das Ergebnis zeigte deutlich unterschiedliche Signalbanden der ERK1 und ERK2
Signalbanden (Lane 3). Wihrend die ERK1-Bande nicht mehr nachweisbar ist, ist bei
der ERK2-Bande kein Unterschied in der Aktivierung im Vergleich zur TPA-
Stimulierung ohne Inhibierung (Lane 2) zu erkennen. Dies Ergebnis konnte in weiteren

Experimenten reproduziert werden.
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Ergebnisse

5.1.6 Effekt der Stimulation mit Parathormon auf Osteoblasten

Das Parathormon ist ein Protein aus 84 Aminosduren bei einem MW von 9500, welches
in der Nebenschilddriise aus einem Prohormon durch Abspaltung eines N-terminalen
Hexapeptids in seine wirksame Form umgewandelt wird (s. Punkte 3.3 und 4.2.3.6).

Verschiedene Regionen des PTH-Peptids kdnnen Proteine innerhalb unterschiedlicher
Kaskaden der Signaltransduktion aktivieren. So werden beispielsweise die ersten beiden

Aminoséuren zur Aktivierung der Adenylat-Cyclase bendétigt (Fujimori et al., 1992).

Das Experiment sollte den Einflul des Parathormons auf die Aktivierung von ERK1
und ERK?2 aufzeigen. Es dient aulerdem in dem Versuch ,,Effekt eines Phospholipase
C — Inhibitors auf mechanisch stimulierte Osteoblasten als Positiv-Kontrolle.

Zum Einsatz kam hier bovines Parathormon mit dem biologisch aktiven N-terminalen
Peptidfragment 1-34 am N-terminal aktiven Ende (bPTH 1-34).

Das Parathormon wurde bei verschiedenen Zielkonzentrationen jeweils 1 und 5 Minuten

inkubiert.

In Abbildung 16 ist zu erkennen, das bei allen eingesetzten Konzentrationen ERK-
Signale zu erkennen waren, die sich bei der Inkubationszeit von 5 Minuten mit
steigender Dosis verstirkten. Das Maximum der ERK-Aktivierung ist bei einer PTH-
Konzentration von 50 ng/ml festzustellen.

Auf allen Fillen war das ERK2-Signal jeweils stirker ausgeprégt, als das von ERK1.
Das Ergebnis zeigt also auch, dal ERK1 und ERK 2 verschieden stark durch PTH

aktiviert wird.
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Ergebnisse

5.1.7  Effekt eines Phospholipase C — Inhibitors auf mechanisch stimulierte Osteoblasten

Diese Inhibitorexperimente erfolgten mit ET-18-OCHj3 (1-O-Octadecyl-2-O-methyl-rac-
glycero-3-phosphorylcholin), welches selektiv die phosphatidylinositol-spezifische
Phospholipase C (Pi-PLC) blockiert (Powis et al., 1992) (s Punkt 4.2.3.7).

Das Ergebnis dieses Inhibitorexperimentes 146t erkennen, dal die Aktivierung von
ERK1/2 bei Konzentrationen des Inhibitors ab 1 pM abnimmt, und die geringste
Aktivierung bei 10 uM erfolgt (Abbildungen 17 und 18).

In Abbildung 17 beginnt die Verringerung der Aktivierung erst ab einem Wert von

10 uM. Dies 146t sich mit der geringeren Proteinkonzentration in diesem Experiment
von 40 pg (im Vergleich zu 70 pg Protein in den Experimenten der Abbildungen 18 und
19) und damit der geringeren Sensitivitét erkldren.

Inhibitorwerte von weniger als 1 pM zeigen keine Einschrinkung in der ERK-
Aktivierung und damit keinen Unterschied zu den Kontrollwerten der reinen
mechanischen Stimulierung (s. Abbildung 18)

Bei der Auswahl des Parathormons als Positiv-Kontrolle des PLC-Inhibitor-
Experiments ist davon ausgegangen worden, dal die in Punkt 5.1.6 bestitigte
Aktivierung von ERKI1/ERK2 durch das Parathormon iiber eine Aktivierung der
membranstidndigen Phospholipase C (PLC) zustande kommt.

Bei dem Experiment in Abbildung 20 ist eine sehr starke Aktvierung der ERKs zu
erkennen. Im hypothetischen Fall einer ERK-Aktivierung iiber PLC bzw. einer PLC-
Aktivierung durch PTH sollten hier keine ERK-Banden erkennbar sein (s. Diskussion).

Ein weiterer Punkt fiir die Interpretation der PLC-Inhibitor-Experimente, ist die
Beobachtung, da3 wihrend der Versuchsdurchfiihrung Inhibitorkonzentrationen ab 20
UM zytostatisch bzw. bei noch hoheren Konzentrationen zytotoxisch wirkten. Dies
duBerte sich durch ein Abldsen der Osteoblasten von den Dehnungsschalen; bei 20 uM
waren ca. 50% und bei 40 pM ca. 75% der Zellen abgelost, wihrend einer
Inkubationszeit von 20 Minuten.

Bei einer Konzentration von 10 uM konnte also auch ein zytostatisches Verhalten der
Osteoblasten eine Erkldrung fiir die fehlende ERK-Aktivierung sein und als PLC-

Inhibierung fehlgedeutet werden.
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Ergebnisse

5.1.8 Effekt eines SERCA-Inhibitors auf mechanisch stimulierte Osteoblasten

Als SERCA-Inhibitor kam hier Thapsigargin zur Anwendung. Thapsigargin ist ein
Inhibitor der Ca*"-ATPase im Endoplasmatischen Retikulum (Berridge, 1993)
(Versuchsdurchfithrung s. Punkt 4.2.3.8).

In diesem Experiment sollte der der EinfluB von Ca’" aus dem Endoplasmatischem

Retikulum auf die ERK1/ERK2-Stimulierung nach Dehnung untersucht werden.

Im Ergebnis dieses Western-Blots zeigt sich, das es trotz Thapsigargineinwirkung und
nachfolgender mechanischer Stimulierung zu einer verstirkten ERK-Aktivierung
kommt (Lanes 1+3). Der Inhibitor hat bei gleicher Konzentration, aber ohne
mechanischen Reiz keinen nennenswerten Effekt auf diese Aktivierung (das Signal ist
zwar etwas stirker als das der Negativ-Kontrolle in 6, jedoch erheblich schwécher als
die Banden in 1+3 sowie bei rein mechanischer Stimulierung in 5).

Es kommt also trotz der durch Inhibitoreinsatz fehlenden Calciumionen aus dem
Endoplasmatischen Retikulum zu einer ERK-Aktivierung. Somit liegt die Vermutung
nahe, das die Aktivierung allein durch die mechanische Aktivierung hervorgerufen
wird, und der Inhibitor bzw. die Calciumionen aus dem Endoplasmatischen Retikulum

keinen Einfluf} auf die ERK-Aktivierung haben.
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Ergebnisse

5.1.9 Nachweis von ERK1/ERK2 in mechanisch stimulierten Tumorzellen (MG-63)

In diesem Experiment sollte der Nachweis erbracht werden, ob die Zellen der MG-63
Osteosarkomzell-Linie (Billiau et al., 1977) gleichermallen wie die Osteoblasten eine
Aktivierung von ERKI1/ERK2 durch mechanische Stimulierung zeigen (s. Punkt
4.2.3.9).

Eine ERK1/ERK2-Aktivierung durch Wachstumsfaktoren konnte bereits nachgewiesen
werden; hier wurde ERK2 jedoch stirker aktiviert, als ERK1 (Chaudhary & Avioli,
1997; Chaudhary & Avioli, 1998).

1 2 3 4
MW/kDa
45 — . . < ERKI
~ o <= ERK2
Abbildung 22 Nachweis Von ERK1/ERK2 in mechanisch stimulierten

Osteosarkomzellen (MG-63)

Detektion der Proteinfraktionen mit einem monoklonalen Antikorper gegen ERK1
und ERK2. Die Proteinmenge pro Geltasche betrug 50 pg.

Links befindet sich der Proteinstandard, mit der im Ausschnitt enthaltenen
Proteinbande. Die Reihen 1 und 2 zeigen die Aktivitit von ERK1/ERK2 nach
mechanischer Stimulierung (4000uStrain/30 Zyklen/1 Hz) und nachfolgender
Inkubation.

1 =5 min Inkubation 2 = 2,5 min Inkubation

3 = Kontrolle 4 = TPA-Stimulierung

Bereits nach 2,5 miniitiger Inkubation ist eine Aktivierung der ERKs zu erkennen (2),
die nach 5 Minuten noch deutlich zunimmt (1). Lane 3 zeigt eine sehr stark ausgeprégte
Negativ-Kontrolle; Lane 4 die auch fiir Osteoblasten typisch starken Signale der ERK-
Aktivierung durch TPA-Stimulierung.

Es ist auffillig, das in diesem Dehnungsexperiment mit MG-63-Zellen ERK?2 erheblich

starker aktiviert wird, als ERK1, was bei den Osteoblasten auch, allerdings nicht in

diesem Ausmal zu sehen war (s. Punkt 5.1.3).
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6 Diskussion

Die Signalkaskaden der MAP-Kinase spielen eine wesentliche Rolle bei der Antwort
von Osteoblasten auf eine Vielzahl aktiver extrazelluldrer Reize.

MAP-Kinasen, d.h. ERKs, SAPKs,.. werden unter anderem durch mechanische
Belastung, Wachstumsfaktoren, erhohte intrazellulére Ca’"-Konzentration und PKC-
Aktivierung freigesetzt. Aktivierte MAP-Kinasen phosphorylieren genregulatorische
Proteine mit der Folge einer verdnderten Differenzierung und Proliferationsrate der
Zelle. Bislang ist aber wenig dariiber bekannt, wie der mechanische Stimulus in das
intrazelluldre Signal der Genregulation umgeformt wird.

Wie sich mechanische und chemische Stimulierung oder Inhibierung boviner
Osteoblasten auf die MAP-Kinase-Kaskade (hier speziell die Isoformen ERKI1 und
ERK?2) auswirken und welche ,, up-stream* liegenden Reaktionen dem vorausgehen,
wurde im Vorangegangenen bereits dargestellt und soll nun unter verschiedenen

Aspekten diskutiert werden.

Es ist bekannt, daB Zellen auf mechanische Belastung mit biochemischen
Verdanderungen reagieren, welche sich z.B. in einer erhohten Proliferationsrate
wiederspiegeln.

Grundlage dieser Arbeit ist der von Jones und Scholiibbers entdeckte Anstieg der PLC
innerhalb von wenigen Sekunden nach mechanischer Stimulation (Jones D.B. &

Scholuebbers J.G., 1987).

Es ist auBerdem bekannt, daB stimulierte Zellen mit einem Anstieg der intrazellulédr
lokalisierten MAP-Kinase reagieren. Die Isoformen ERK1 und ERK2 wurden schon in
mechanisch stimulierten Endothelzellen (Takahashi et al., 1997), Herzmyozyten
(Sadoshima & Izumo, 1993; Yamazaki et al., 1995) und Chondrozyten (Hung et al.,
2000) nachgewiesen.

Im ,,Labor fiir Experimentelle Orthopddie und Biomechanik der Philipps-Universitit
Marburg® wurde erstmals eine Steigerung der Aktivitit in mechanisch stimulierten
Osteoblasten nachgewiesen, die sich in einer erhdhten Aktivierung von ERK1 und
ERK2 &uflerte (s. unverdffentliche Daten; Leitsch,J). AuBerdem wurden die Zellen

erstmals, im Gegensatz zu anderen Arbeitsgruppen, mit einer definitiven und
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physiologischen Kraft durch die 4-Punkt-Dehnungsmaschine (Jones D.B. ef al., 1993),
d.h. mit einer 0,4 %igen uniaxialen Dehnung, versetzt.

Hier sollte ermittelt werden, in welchem genauen Zeitrahmen die Aktivierung der MAP-
Kinase (speziell der Isoformen ERK1 und ERK?2) stattfindet (Zeitpunkt der maximalen
Aktivierung). AuBlerdem wurden neben den bovinen Osteoblasten auch humane
Osteosarkomzellen der MG-63-Zell-Linie der mechanischen Dehnung unterworfen.
Hauptziel dieser Arbeit war es, zu ermitteln, welcher Weg bzw. welche Signalkaskaden
innerhalb der Signaltransduktion fiir diese Aktivierung verantwortlich sind, um
Riickschliisse auf die Natur der Mechanotransduktion zu erlangen.

Diese Fragestellungen wurden anhand der ERK1/ERK2-Aktivitdt unter Benutzung des
Western-Blot-Verfahrens mit dem Antikorper ,, Anti-activated MAP-Kinase“, der

spezifisch diese aktiven Isoformen der MAP-Kinase erkennt, geklart.

Vorexperimente:

In den vorgeschalteten Versuchen zur Ermittlung von geeigneten Positivkontrollen
konnte jeweils eine Aktivierung von ERK1 und ERK2 festgestellt werden: durch
Stimulierung mit EGF, TPA und Parathormon.

Das in Punkt 5.1.2 dargestellte Ergebnis zeigt ein biphasisches Verhalten der
ERK1/ERK2-Aktivierung durch EGF nach 10 Minuten und erneut nach 60 Minuten.
Die Ausloser hierfiir konnten ERK1 und ERK2 sein, die ,, Upstream “~-Komponeneten
ihrer eigenen Kaskade phosphorylieren (Abbildung 24), was zu der Vermutung fiihrt,
daB nach Aktivierung der ERKs ,,Feedback-Mechanismen* zum tragen kommen (Hefti
et al., 1997). Als Substrate fiir die ERKs wurden SOS, Raf-Kinase, MEK und auch der
EGF-Rezeptor beschrieben (Seger & Krebs, 1995).

Wihrend die Stimulierung mit EGF {iber Rezeptortyrosinkinasen und mit dem
Phorbolester TPA iiber PKC bekannt ist, zeigte die ERKI/2-Aktivierung durch
Parathormon interessante Ansdtze in der Literatur.

Einerseits ist eine PTH-induzierte Proteinkinase A (PKA)-abhdngige Inhibierung von
ERKI1/ERK2 in EGF-stimulierten Osteosarkomzellen (UMR-106) (Verheijen & Defize,
1995) beschrieben, aber auch eine ERK1/ERK2-Aktivierung durch PTH ohne EGF-
Stimulation (Chaudhary & Avioli, 1998). Doch andere Autoren belegen, dal3 die

Inhibierung durch PTH in vielen humanen Osteosarkomzell-Linien nicht stattfindet
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(Hipskind & Bilbe, 1998a), und es bei PTH-Behandlung und folgender mechanischer
Belastung von Osteoblasten zu einer Potenzierung der Zellantwort kommt (Carvalho et
al., 1994).

Andererseits kommt es zu einer PLC-Aktivierung in Osteosarkomzellen (UMR-106)
durch bovines PTH (bPTH), ausgehend von einer erhohten IPs;-Produktion (Fujimori et
al., 1992) bzw. einer Aktivierung via spezieller PTH-Rezeptoren (PTH-related peptide
related receptors / PTHRs) mit humanem PTH (hPTH) (Takasu et al., 1999). Somit
kommt es also durch PLC-Aktivierung zu einer Aktivierung von ERK1/ERK2 iiber den
Signalweg PLC-PKC-Ras-ERK-Kaskade.

AulBlerdem konnte durch die Bindung von PTH an den Rezeptor in Osteoblasten eine
Aktivierung von Proteinkinase A und C und ein Anstieg an intrazellulirem Calcium
nachgewiesen werden (Partridge et al., 1994).

Eine weitere Studie geht aufgrund einer erhohten Hydrolyse von Phosphatidylcholin
durch PTH-Stimulation in Osteosarkomzellen (UMR-106) von einer PLD-Aktivierung
aus (Singh et al., 1999).

In einem weiteren Vorversuch iiber den EinfluB von FCS im Nihrmedium der
Osteoblasten auf die ERK-Freisetzung konnte gezeigt werden, dal 3 Stunden nach
Entfernung des fiir Zellen wachstumsaktiven FCS-haltigen Mediums im Austausch mit
einem FCS-freien Medium keine ERK-Aktivierung durch Anwesenheit von FCS
erfolgt. Ab diesem Zeitpunkt ist es also moglich Experimente durchzufiihren, welche
die Verdnderung von ERK1/ERK?2 durch dullere Reize analysieren sollen.

Fiir die Zielsetzung dieses Versuchs war daher eine Durchfiihrung mit FCS geringerer
Konzentration (0,5-1% FCS / um ein ,, Deattachment von den Polycarbonatplatten zu
verhindern ohne ERK1/2 zu aktivieren) nicht mehr erforderlich, da bereits nach

3 Stunden mit der Versuchsdurchfiihrung begonnen werden konnte (s. Punkt 5.1.1).

Das Ergebnis soll bei zukiinftigen Versuchsreihen dieser Form eine schnellere

Versuchsdurchfithrung und damit eine raschere Ergebnisfindung erlauben.
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Dehnungsexperimente:

Die Ergebnisse zeigten bei den bovinen Osteoblasten eine deutliche Aktivierung von
ERKI1/ERK2 in einem Zeitraum von 2-10 Minuten nach mechanischer Dehnung, mit
einem Maximum nach 5 Minuten.

Nach Dehnung der Osteosarkomzellen (MG-63) konnte ebenfalls eine ERK1/2-
Aktivierung festgestellt werden.

In anderen Studien wurden nach mechanischer Belastung verschiedener Zellarten
dhnliche Ergebnisse erzielt.

Es sind Parallelen zu der Aktivierung in mechanisch stimulierten Herzmyozyten
(Yamazaki et al., 1995) erkennbar. Hier wurden die Zellen fiir 1 Minute einer fiir
Muskelzellen physiologischen Dehnung von 20 % auf einer flexiblen Silikonscheibe
unterworfen. Es wurde eine ERKI1/ERK2-Aktivierung in einem Zeitraum von 2-60
Minuten festgestellt, bei einem Maximum nach 8 Minuten.

Sadoshima hat ebenfalls Herzmyozyten mechanischer Belastung unterworfen, und
erhélt bei gleichem Versuchsaufbau dhnliche Werte (Sadoshima & Izumo, 1993). Hier
begann die ERK-Aktivierung 1 Minute nach Dehnung, der Peak der Aktivierung wurde
nach 10 Minuten erreicht und nach 60-120 Minuten konnte keine ERK-Akivitdt mehr
nachgewiesen werden.

Takahashi hat bovine Endothelzellen iiber ,, Fluid shear stress “ (s. Punkt 3.9) in einer
parallelwandigen Zellkammer mechanisch belastet (Takahashi et al., 1997). Die
maximale ERK1/ERK2-Aktivierung zeigte sich 10 Minuten nach Beginn der Belastung
und endete nach 60 Minuten vollstdndig.

In Chondrozyten wurde eine fluid-flow induzierte Aktivierung von ERK1 und ERK2
festgestellt (Hung et al., 2000). Die Aktivierung erfolgte innerhalb eines Zeitraumes von
5-15 Minuten nach Belastung.

Alle genannten Studien zeigen, das die ERK-Aktivierung grundséitzlich nicht als eine
unmittelbar auftretende Anwort nach Applikation des mechanischen Reizes auf die
Zellen anzusehen ist, sondern ein lingerdauernder Prozess ist.

Allerdings zeigen sich bei den direkt zugefiihrten Reizen, wie Dehnung (Osteoblasten
und Myozyten), das das erste ERK-Signal bereits frither (nach 1-2 Minuten) zu
erkennen ist, wihrend es nach flow-induziertem Reiz und erst nach 5 (Chondrozyten)

bis 10 Minuten (Endothelzellen) auftritt.
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Die Kraft, mit der die Osteoblasten mechanisch stimuliert werden, sollte zum einen
vorher genau definiert sein und zum anderen im physiologischen Rahmen liegen.
Um direkte Vergleiche anstellen zu kdnnen, sollte moglichst bei allen Experimenten

gleiche Versuchsaufbauten mit gleicher Dehnungsamplitude Voraussetzung sein.

Interessanterweise  zeigte sich bei allen in dieser Arbeit durchgefiihrten

Aktivierungsexperimenten (mit Ausnahme einiger Aktivierungsexperimente mit dem

Phorbolester) im Western-Blot ein stidrkeres ERK2-Signal im Gegensatz zu ERKI.

Diese Ergebnisse der Dominanz des ERK2-Signals sind konvergent zu Beobachtungen

mit humanen Osteoblasten (Chaudhary & Avioli, 1998) und weiteren humanen Zell-

Linien (Boulton & Cobb, 1991).

Es gibt verschiedene Mdoglichkeiten fiir eine Erklérung dieser Ergebnisse:

» Die Menge an freigesetztem ERK1 konnte geringer sein, als die von ERK2

» ERKI konnte seine Menge aufgrund einer geringeren Halbwertzeit verringern

» ERK 1 konnte bei der Gelelektrophorese nicht vollstidndig renaturieren und somit
seinen Betrag vermindern

Die physiologische Signifikanz des Unterschieds in der Aktivierung von ERKI1 und

ERK2 in Osteoblasten durch mechanische Stimulierung und Wachstumsfaktoren ist bis

zu diesem Zeitpunkt unbekannt (Chaudhary & Avioli, 1998).

Inhibitorexperimente:

Die Inhibitorexperimente wurden mit einem PKC-Inhibitor, einem PLC-Inhibitor und

einem SERCA-Inhibitor durchgefiihrt (s. Ergebnisteil).

PKC-Inhibitor:

Das PKC-Inhibitor-Experiment zeigte das eine Proteinkinase C in die Aktivierung der

ERK-Kaskade involviert ist.

Der Versuch wurde aufgrund der Erkenntnis durchgefiihrt, das ERK1 und ERK2 in
mechanisch stimulierten Osteoblasten aktiviert werden. Jones entdeckte 1991, dal} ein

mechanischer Reiz in Osteoblasten zu einer Aktivierung der Phosphplipase C fiihrt
(Jones D.B. & Scholuebbers J.G., 1987; Jones D.B. & Scholuebbers J.G., 1989), die
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dann das Lipid PIP; zu IP; und DAG spaltet (s. Punkt 3.7.1.2). Wéhrend IP; Calcium-
ionen aus intrazelluldren Speichern freisetzt, aktiviert DAG die Proteinkinase C.

Unklar ist derzeit, ob die PKC fiir die ERK1/2-Aktivierung iiber die Signalkaskaden
verantwortlich ist (PKC-Ras-Raf-MEK-ERK), oder ob sie direkt genregulatorische
Proteine phosphorylieren kann und die ERK1/2-Aktivierung moglicherweise iiber einen
anderen Signalweg bzw. Kaskade, wie der JAK/STAT-Signalweg (s. Punkt 3.7.1.3),

verlauft.

Die Immunoblots zeigen, das ERK1/ERK2 nach Blockade der Proteinkinase C nicht
freigesetzt wurde. Diese Reaktion war abhingig von der Konzentration des benutzten
Inhibitors und zeigte eine maximale Blockade bei einer Inhibitorkonzentration von

0,75 uM (s. Punkt 5.1.5).

Somit konnte in diesem Teilabschnitt des Experimentes erstmals der Nachweis erbracht
werden, das die ERK1/2-Aktivierung in mechanisch stimulierten Osteoblasten {iber den

, upstream ““ liegenden Prozel} einer aktivierten Proteinkinase C verlduft.

Die Abhéngigkeit der ERKI1/ERK2-Aktivierung von der PKC-Aktivierung konnte
bereits in bovinen Endothelzellen nach mechanischer Belastung (Ikeda et al., 1999b)
und in humanen Osteosarkomzellen nach Aktivierung durch einen Phorbolester (Zhang

et al., 1995) gezeigt werden.

In einem weiteren Teilabschnitt des Experimentes konnte nach PKC-Inhibierung der
Zellen und anschliefender EGF-Stimulation eine deutliche Aktivierung von ERK1 und
ERK?2 festgestellt werden.

Dies Ergebnis zeigt, daB3 die ERK-Aktivierung durch EGF (s. Punkt 3.7.1.1) iiber einen
anderen bereits bekannten Mechanismus, nédmlich {liber den der Aktivierung von
Rezeptortyrosinkinasen, ablduft (Ullrich & Schlessinger, 1990), und nicht iiber den
PKC-Mechanismus. Wie in der Arbeit von Zhang festgestellt, erfolgt die ERK-
Aktivierung durch PKC und EGF iiber zwei parallele Signalwege (Zhang et al., 1995).

In einem weiteren Experiment wurden die Osteoblasten zundchst auch inhibiert und
dann mit dem Phorbolester TPA aktiviert (s. Abbildung 15). Dieses Experiment diente
der Uberpriifung der Funktionsfihigkeit des PKC-Inhibitors, da Phorbolester PKCs

aktivieren konnen (Newton, 1995).
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Wiéhrend die ERKI1-Bande in diesem Experiment nicht mehr nachweisbar ist (also
inhibiert wird), ist bei der ERK2-Bande kein Unterschied in der Aktivierung im
Vergleich zur TPA-Stimulierung ohne Inhibierung zu erkennen. Dies Ergebnis konnte
in weiteren Experimenten wiederholt werden.

Auch in anderen Studien konnte eine unterschiedliche Aktivierung von ERK1 und
ERK2 festgestellt werden. Ikeda fand dies bei einem Inhibitorexperiment gegen die
PI;-Kinase (s.u. Diskussion) bei belastungsinduzierten Endothelzellen (Ikeda et al.,
1999a).

Dies Ergebnis ist etwas ungewdhnlich, da sonst immer davon ausgegeangen wurde, daf3
die beiden Isoformen der MAP-Kinase ERK1 und ERK2 in einer ,,gemeinsamen‘
Kaskade, wenn auch nicht immer mit gleicher Konzentration (s.o. Diskussion)
freigesetzt wiirden.

So kénnte man annehmen, daf} die beiden Isoformen entweder durch den PKC-Inhibitor
unterschiedlich gehemmt, oder durch die TPA-Stimulierung unterschiedlich aktiviert
wiirden . Da die TPA-Stimulierung in Vorversuchen gleichstarke ERK1/ERK2-Signale
zeigte (s. Abbildung 12), und auch in den PKC-Inhibitor-Experimenten eine
gleichstarke Abschwichung dieser Signale beschrieben war (s. Punkt 5.1.5), sind

letztere Hypothesen auszuschlielen.

Eine weitere Moglichkeit besteht darin, dal der Phorbolester (TPA) nicht die
Bindungsstellen der Proteinkinase C angreift, sondern iiber eine anderen Mechanismus
die Aktivierung von ERK1 und ERK2 hervorruft. Eine Aktivierung eines PKC-
unabhingigen Signalwegs durch Phorbolester-Stimulation in Osteoblasten konnte

bereits nachgewiesen werden (Rapuano & Bockman, 1997).

Eine Fehlfunktion des PKC-Inhibitors ,,NGIC-1* liegt nicht vor, da dies kontrdr zu den
oben beschriebenen Ergebnissen der vollstindigen Inhibierung von ERK1 und ERK?2

ist.

Die Annahme, da3 der Inhibitor zytotoxisch auf die Zellen reagiert, kommt ebenfalls
nicht in Frage, da sich die Zellen zum einen bei der Inhibitorkonzentration mit der
starksten Blockade von ERK1 und ERK2 und dreifacher Inkubationszeit weder von den

Schalen abldsten, noch ihre Morphologie verdnderten. Zum anderen konnte, wie oben
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beschrieben, nach Inhibierung eine vollstindige Aktivierung von ERK1 und ERK2 nach
EGF-Stimulation erreicht werden (s. Abbildung 13).

Eine weitere Moglichkeit besteht darin, da3 verschiedene Isoformen der Proteinkinase
C fiir die Aktivierung der beiden Isoformen der MAP-Kinase ERK1 und ERK2
verantwortlich sind. TPA wiirde dann zwei unterschiedliche Isoformen der PKC
aktivieren, welche ihrerseits je ERKI1 oder ERK2 aktivieren. Der PKC-Inhibitor
inhibierte in diesem Fall selektiv die Isoform der PKC , die fiir die Aktivierung von
ERKI1 verantwortlich wére.

In diesem Zusammenhang gibt es bereits Studien, die eine bestimmte Isoform der
PKCs, niamlich die PKC-¢, fiir die Aktivierung von ERK1 und ERK2 verantwortlich
machen (Berk et al., 1995; Traub et al., 1997)(s.u. Diskussion). Es bestehen allerdings
noch keine Erkenntnisse dariiber, dal ERK1 und ERK2 von verschiedenen PKC-

Isoformen aktiviert werden.

PLC-Inhibitor:

Es stellt sich nun die Frage, inwieweit die Phospholipase C EinfluB3 auf den Proze3 der
PKC-Aktivierung und nachfolgend der ERK-Aktivierung hat.

Jones und Scholiibers entdeckten einen Anstieg der PLC-Konzentration nach
mechanischer Belastung von Osteoblasten mit der bekannten nachfolgenden Bildung
von PIP, welches sich zu DAG und IP; spaltet. Wihrend IP; Calcium-Ionen aus
intrazelluldren Speichern freisetzt, aktiviert DAG die Proteinkinase C, die die ERK-
Kaskade aktiviert.

Es besteht allerdings die Moglichkeit, das die PKC direkt durch einen mechanischen
Reiz aktiviert wird, ohne den Signalweg PLC-PIP,-DAG bzw. beide PLC und PKC
durch den mechanischen Reiz aktiviert werden.

Bei der Benutzung des PLC-Inhibitors ET-18-OCHj3 (Powis et al., 1992) konnte nach
mechanischer Belastung eine konzentrationsabhingige Verminderung der ERK1/ERK2-
Aktivierung festgestellt werden (keine vollstindige Inhibierung), welche bei einem
Wert von 1 uM begann und bei 10 uM die stirkste Verminderung des Signals zeigte.
Dies Ergebnis zeigt, dal die ERKI1/ERK2-Aktivierung in mechanisch stimulierten
Osteoblasten mdoglicherweise iiber den ,,upstream* liegenden Prozel der aktivierten

Phospholipase C verlauft.
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Allerdings fiihrt die Beobachtung, dal wéhrend der Durchfithrung der PLC-Inhibitor-
Experimente Inhibitorkonzentrationen ab 20 uM zytostatisch bzw. bei noch hoéheren
Konzentrationen zytotoxisch wirkten, zu einer vorsichtigen Interpretation der
Ergebnisse.

Bei einer Konzentration von 10 uM konnte also auch ein zytostatisches Verhalten der
Osteoblasten eine Erkldrung fiir die fehlende Aktivierung sein und als PLC-Inhibierung
fehlgedeutet werden.

In einem weiteren Experiment, bei dem nach PLC-Inhibierung eine Stimulation mit
Parathormon erfolgte, konnte eine sehr starke ERK-Aktivierung ermittelt werden,
welche die Signalintensitdt bei alleiniger Benutzung des Parathormons deutlich {ibertraf.
Im hypothetischen Fall einer ERK-Aktivierung iiber PLC bzw. einer PLC-Aktivierung
durch PTH sollten hier keine ERK1/ERK2-Banden erkennbar sein; zumindest dhnlich
schwache Banden, wie bei der hochsten PLC-Inhibitorkonzentration von 10 uM.

Es liegt also die Vermutung nahe, dal3 entweder die ERK1/ERK2-Aktivierung durch
PTH iiber einen anderen als iiber den Signalweg PLC-PKC-Ras-ERK-Kaskade lauft,
oder dal PLC moglicherweise selbst nicht an der ERK-Aktivierung beteiligt ist.

Der Grund dafiir konnte darin liegen, da3 PTH nicht alleine die PLC, sondern auch die
PKC aktiviert (s.o0. Diskussion), wodurch es trotz PLC-Inhibitor zu einer Aktivierung
von ERK1/ERK2 via PKC kommt.

Die sehr starke Signalintensitdit von ERK1/ERK2 konnte mit einer Potenzierung des
Effekt des Parathormons durch den PLC-Inhibitor erkliart werden. Allerdings kann die
Ursache dafiir nicht gefunden werden.

Der Inhibitor ET-18-OCHj3 zeigte bereits humanen Adenokarzinomzellen eine
Verminderung von ERK1/ERK2 (Zhou et al., 1996). Bei dieser Inhibierung der durch
EGF stimulierten Zellen hatte der Inhibitor keinen EinfiuB3 auf die Bindung von EGF
auf seine Rezeptoren, sondern er verhinderte die Bindung der Raf-Kinase an die
Membran, die bekanntermafBlen fiir die weiteren Phosphorylierungsschritte der ERK-
Kaskade notwendig ist (s. Punkt 3.7.1).

Die Inhibierung von ERK1/ERK2 war also hier ein Effekt der fehlenden Raf-Kinase-
Aktivierung.
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SERCA-Inhibitor:

In diesem Inhibitorexperiment sollte der der EinfluB von Ca’’-Ionen aus dem
Endoplasmatischem Retikulum auf die ERKI1/ERK2-Stimulierung nach Dehnung
untersucht werden.

Es kam der SERCA-Inhibitor Thapsigargin, der die Ca’-ATPase im
Endoplasmatischen Retikulum (Berridge, 1993) hemmt, zur Anwendung

(s. Punkt 4.2.3.8). Der mechanische Reiz wurde also in einem Ca*'-freien intra-
zelluldren Milieu der Osteoblasten gesetzt.

Das Ergebnis zeigt, dal3 es trotz der durch Inhibitoreinsatz fehlenden Calciumionen aus
dem Endoplasmatischen Retikulum zu einer ERKI/ERK2-Aktivierung durch
mechanische Aktivierung der Osteoblasten kam.

Damit ist der Nachweis erbracht, dal die intrazelluldr freigesetzten Calciumionen
keinen EinfluBl auf die ERK1/ERK2-Aktivierung haben.

Dieser Nachweis konnte bereits bei mechanisch stimulierten Endothelzellen gefiihrt
werden (Traub et al., 1997). Andererseits kommt es bei einer erhdhten intrazelluldren
Ca’"-Konzentration zu einer verstirkten ERK1/ERK2-Aktivierung (Hipskind & Bilbe,
1998a).

Im Gegensatz zu fritheren Ergebnissen (Jones D.B. et al., 1991) kommt es in neueren
Experimenten des ,Labors fiir Experimentelle Orthopiddie und Biomechanik der
Philipps-Universitdit Marburg® nicht zu einer unmittelbaren Erhohung der
intrazelluliren Calciumionenkonzentration, aber ein Ca”’-Signal tritt auf. Dies und das
Ergebnis des SERCA-Inhibitorexperimentes sprechen moglicherweise dafiir, da3 nicht
wie bisher angenommen, eine Ca®"-abhingige c-PKC (conventional | s. Punkt 3.6.1),
sondern eine calciumunabhingige PKC an der Aktivierung der ERK-Kaskade beteiligt
ist.

Demnach handelt es sich hier bei den in Frage kommenden PKC-Isoformen nach
Tabelle 1 (Dean, 1997) um die n-PKCs (novell), da bei dieser Gruppe die ERK-

Aktivierung calciumunabhingig und phorbolesterabhéngig verlauft.
Berk vermutet nach mechanischer Belastung von Endothelzellen iiber ,,Fluid-shear-

stress“‘, daB} eine calciumunabhdngige PKC in die MAP-Kinase-Aktivierung (speziell

die Isoformen ERK1 und ERK?2) involviert ist (Berk et al., 1995).
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Fiir Traub ist die Ca’’-unabhingige PKC-g¢ aus der Gruppe der n-PKCs fiir die
Aktivierung von ERK1 und ERK?2 in Endothelzellen veranwortlich (Traub et al., 1997).
Auch hier erfolgte die mechanische Belastung von Endothelzellen tiber ,, Fluid-shear-
stress “, mit einem Maximum an ERKI1/ERK2-Aktivitdt nach 10 Minuten. Durch die
Behandlung der Zellen mit einem Ca®’-Chelator (BAPTA-AM), blieb die ERK1/2-
Aktivierung unbeinflusst. Mit isoformspezifischen Antikdrpern wurde hier
nachgewiesen, das in Endothelzellen die PKC-Isoformen a, € und & vorkommen, von
denen nur die PKC-¢ in der Gruppe der n-PKCs zu finden ist (s. Punkt 3.6.1).

Wenn die PKC-¢ fiir die ERK1/2-Aktivierung auch in mechanisch deformierten
Osteoblasten verantwortlich sein sollte, stellt sich die Frage, wie diese PKC-Isoform
aktiviert wird.

Mechanische Deformation in Osteoblasten fiihrt zu einer Aktivierung der Phospholipase
C (Jones D.B. & Bingmann D., 1991). PLC katalysiert die Spaltung des Membranlipids
Phosphatidyl-Inositol-4,5-Bisphosphat zu den sog. Second Messengern Inositol-1,4,5-
Trisphosphat und Diacylglycerol. DAG aktiviert eine Proteinkinase C vom
calciumabhéngigen c-Typ.

PKC- ¢ kann dhnlich wie die Isoformen vom c-Typ durch Diacylglycerol aktiviert
werden (Newton, 1995).

Desweiteren konnten Phosphatidyl-Inositol-4,5-Bisphosphat und  Inositol-3,4,5-
Trisphosphat fiir die Aktivierung von PKC-¢ verantwortlich sein. Beide Membranlipide
werden durch die PI 3-Kinase generiert (s. Punkt 3.8) und aktivieren selektiv die PKC-
Isoformen der n-Gruppe, wéhrend sie wenig EinfluB auf die Isoformen der
»klassischen* c-Gruppe zeigen (Liscovitch & Cantley, 1994). Andere Studien zeigen,
daB3 die Aktivierung von PKC- & sowohl durch die PI 3-Kinase, als auch durch die
Phospholipase C verlaufen kann; allerdings ahhéingig von der Zellspezifitdt und von der
Art des zugefiihrten mechanischen Reizes (Moriya et al., 1996).

Berk stellt anhand von Untersuchungen an mechanisch. belasteten Endothelzellen
(,, Fluid-shear-stress “) ein Modell auf, in dem sowohl calciumabhingige, als auch
calciumunabhédngige Signalwege involviert sind. Beide Signalwege sind {iber

Integrinmatrix-Interaktionen miteinander verbunden (Berk et al., 1995).
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Hier sollte auch noch speziell auf die PI 3-Kinase (s. Punkt 3.8) im Zusammenhang mit
der ERK-Aktivierung durch mechanische Stimulation eingegangen werden.

Ikeda stellte anhand von Inhibtorexperimenten an Endothelzellen fest, da3 die PI 3-
Kinase an der belastungsinduzierten (,, Fluid-shear-stress*) ERKI1/2-Aktivierung
beteiligt ist (Ikeda et al., 1999a). Als PI 3-Kinase-Inhibitoren kamen hier Wortmannin,
welcher je ERK1 und ERK2 teilweise und in unterschiedlicher Intensitét inhibierte, und
LY294002, der ERK1 komplett und ERK2 teilweise inhibierte, zum Einsatz. Dies zeigt,
dal die belastungsinduzierte ERKI1/2-Aktivierung an Endothelzellen zumindest
teilweise von der PI 3-Kinase abhéngig ist.

Die Spezifitit der PI 3-Kinase in Verbindung mit den PKC-Isoformen der n-Gruppe,
insbesondere die PI 3-Kinase-Aktivitit in Abhéngigkeit der mechanischer Dehnung von

Osteoblasten sollte in der Zukunft Gegenstand von weiteren Untersuchungen sein.

Integrine:

In verschiedenen Studien wurde gezeigt, das auch die Integrine (s. Punkt 3.8) an der

Mechanotransduktion beteiligt sein konnen.

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 MAP-Kinasen sowie den Anstieg der intrazelluliren Konzentration an freiem

Calcium (Rodan & Rodan, 1997).

Schmidt stellte bei der mechanischen Belastung von U-20S-Zellen fest, dafl es zu
einem Anstieg der Tyrosinphosphorylierung bzw. zur Aktivierung der MAP-Kinase
kommt, verbunden mit einem Integrin-Clustering. Die Aktivierung der MAP-Kinase
durch Integrine hdngt von einem intakten Zytoskelett und der Anwesenheit zytoskelett-
assoziierter Signalmolekiile wie FAK ab (Schmidt ez al., 1998).

Die mechanische Belastung erfolgte {iber magnetische Mikrokdérnchen mit einem
Uberzug von Integrinantikdrpern. Diese Koérnchen wurden zur mechanischen Reizung
der Oberflichenrezeptoren auf den Zellen inkubiert und einem magnetischem Feld
ausgesetzt.

Allerdings ist hier der Betrag der Belastung nicht an allen Punkten des Zellmonolayers

gleich, was zu einem ungenauen Ergebnis fithren konnte.
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Salter fand heraus, daB die Rolle der Integrine in mechanisch stimulierten
Knochenzellen von Anderungen des Membranpotentials beeinfluBt wird. Er ist der
Ansicht, daB3 Integrine als Mechanorezeptoren der Knochenzellen agieren, und in
Abhidngigkeit 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
Adhidsionsherde und erhoht die Spannung des Zytoskeletts, iiber das Integrine

mechanische Stimulation vermitteln (Salter ef al., 1997).

Shyy und Chien sind der Meinung, daf Integrine nach Belastung von Endothelzellen
(, Fluid shear-stress“) und von Herzmyozyten (Dehnung) folgendermallen als
Mechanotransduktoren reagieren (Shyy & Chien, 1997):

Durch das ,, Clustering“ (Quervernetzung und Zusammenlagerung der Integrin-
Rezeptoren) kommt es zur Ansammlung von FAK und Src. Die Integrin-EZM-
Interaktion induziert die Autophosphorylierung von FAK, diese Phosphorylierung
unterstiitzt die Bindung von Src an FAK, Src phospholyliert FAK, so daBl das
,,Docking-Protein“ Grb2 gebunden werden kann. Dadurch wird die GTPase Ras

stimuliert was zur Aktivierung von ERK und schlielich zur Gen-Expression fiihrt.

Dehnung

)
4% —F[ Grb2 ] _>[ Ras ] _> —$ Gen Expression
> @

Abbildung 23  Maéglicher Signalweg der Mechanotransduktion als Antwort auf mechanische
Belastung in Endothelzellen und Herzmyozyten (modifiziert nach Shyy & Chien, 1997)
Autophosphorylierung von FAK, diese Phosphorylierung unterstiitzt die Bindung von Src an FAK,
Src phospholyliert FAK, so daB} das ,,Docking-Protein“ Grb2 gebunden werden kann. Dadurch
wird die GTPase Ras stimuliert und ERK aktiviert.
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Als weitere Moglichkeiten zur Aktivierung der ERKs werden Nicht-
Rezeptortyrosinkinasen (NRTKs) diskutiert (s. 3.7.1.3 und Abbildung 1). Uber diesen
Signalweg sollen Mitglieder der Januskinasefamilie (JAK) aktiviert werden, die
Rezeptorsignale der Membran zunédchst umformen, um dann weiter ,,downstream“ in
der ERK-Kaskade zu operieren (Barinaga, 1995). AuBBerdem kommt es in Osteoblasten
durch PTH-Stimulation zu einer Ausschiittung von Interleukin-6 mit nachfolgender
Aktivierung besonders des JAK/STAT-Signalweges, aber auch der ERK-Kaskade
(Bellido et al, 1997). Desweiteren konnen Januskinasen {iber bestimmte
Zytokinrezeptoren an  der  Membran  direkt = STAT-Isoformen  durch
Tyrosinphosphorylierung aktivieren, die dann fiir den Vorgang der Trankription in den

Zellkern translozieren (Hefti et al., 1997).

Die oben beschriebenen Experimente belegen, das die ERK-Aktivierung von der
Aktivierung der Proteinkinase C abhéngig ist. Es stellt sich nun die Frage, ob ERK1 und
ERK2 direkt durch PKC aktiviert wird, oder ob dies, wie hiufig in der Literatur
beschrieben, iiber den Signalweg der ERK-Kaskade Raf-MEK-ERK verliuft
(Chaudhary & Avioli, 1998).

Der Beweis kann {iber die Inhibierung eines der ,, Upstream “-Komponenten der
Kaskade, z.B. von MEK, erfolgen. Der Einsatz des MEK-Inhibitors PD98059 zeigte
eine konzentrationsabhéngige Inhibierung von ERK1 und ERK2, sowohl an durch IGF
stimulierten Osteosarkomzellen (Zhang et al., 1999), als auch an durch EGF
stimulierten Epithelzellen von > 95% (Reiners ef al., 1998). Das heift, das die ERK-
Aktivierung abhingig von MEK (MAP-Kinase-Kinase) ist und das die ERK-
Aktivierung wirklich innerhalb der Kaskade verlduft. Fraglich ist derzeit noch, ob das
Ras-Protein auch Einfluf} auf diese Kaskade hat, oder ob die PKC direkt Raf aktiviert

(s. Punkt 3.6.1 und (Seger & Krebs, 1995)). Dies Problem konnte in der Zukunft mit
einem Ras-Inhibitorexperiment geklart werden.

Im ,,Labor fiir Experimentelle Orthopiddie und Biomechanik der Philipps-Universitit
Marburg™ finden zur Zeit ebenfalls Inhibitorexperimente mit dem MEK-Inhibitor
PD98059 an mechanisch stimulierten Osteoblasten statt (s. unverdffentliche Daten von

Leitsch, J).
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Bisher war in der Literatur bekannt, dal eine MAP-Kinase in Osteoblasten durch
Wachstumsfaktoren aktiviert werden kann.

Diese neuen Ergebnisse zeigen, das die beiden Isoformen der MAP-Kinase ERK1 und
ERK2 in Osteoblasten durch mechanische Belastung der Zellen aktiviert werden
konnen.

Wihrend die Signale ausgeldst durch Wachstumsfaktoren via Rezeptortyrosinkinasen
tiber SHC-Grb2-SOS-Ras an die ERK-Kaskade weitergeleitet werden (Vanderkuur et
al., 1997), ist aus dieser Arbeit hervorgegangen, dal3 zumindest die Proteinkinase C in
die Aktivierung der ERKs durch mechanische Belastung involviert ist. Desweiteren
wurde gekldrt, daB dieser Vorgang unabhingig von der intrazelluliren Ca®'-

Konzentration ist.

Nach der Ergebnisauswertung des Experimentes mit dem PLC-Inhibitor konnte nicht
eindeutig geklart werden, ob die Erstreaktion in den Osteoblasten nach mechanischer
Belastung eine PLC-Aktivierung ist.

In den Studien von Jones (Jones D.B. & Scholuebbers J.G., 1987) und Carvalho
(Carvalho et al., 1994) ist diese Erstreaktion nach mechanischer Belastung eine PLC-
Aktivierung. Letzterer Autor benutzt fiir die Osteoblasten allerdings Dehnungskrifte
von ca. 10.000 uStrain, welche sich also nicht mehr im physiologschen, sondern schon
im hyperphysiologschen Bereich befinden und somit die Interpretation der Ergebnisse
mit Vorsicht betrachtet werden sollte.

Andererseits wird nach mechanischer Belastung von Herzmyozyten zwar ebenfalls eine
Aktivierung von ERK1/ERK2 erreicht (Yamazaki et al., 1995), doch hier wird eine
direkte PKC-Aktivierung nach der mechanischen Belastung vermutet (Hefti ez al., 1997,
Yamazaki et al., 1995).

Zusammenfassend 148t sich folgendes festhalten:
Diese Arbeit konnte beziiglich der Mechanotransduktion in gedehnten Osteoblasten
folgendes aufzeigen (s. Abbildung 24):
Erstens ist in diesem Signalweg eine Proteinkinase C involviert.
Zweitens bendtigt diese Proteinkinase C keine erhdhte intrazellulire Ca®'-
Konzentration.
Drittens ist an diesem Signalweg moglicherweise eine Phospholipase C beteiligt,

auch wenn dies kontrir zum letztgenannten erscheint.
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Diskussion

Grundsitzlich sind nun folgende Modelle beziiglich des Einflusses der PLC und PKC
auf die Aktivierung von ERK1 und ERK?2 denkbar:

I.

II.

I11.

IV.

Die Erstreaktion nach Dehnung der Zellen ist eine unmittelbare PLC-
Aktivierung, welche weiter iiber eine Ca2+-abhéingige PKC in die ERK-Kaskade
eingreift

Nach Dehnung der Zellen folgt die integrinvermittelte Aktivierung der PI 3-
Kinase mit Aktivierung einer calciumunabhingigen PKC (mdglicherweise die
Isoform PKC-¢), welche in die ERK-Kaskade eingreift (s.0. Serca-Inhibitor-
Experiment und Literturhinweise)

Der Erstreaktion nach Dehnung der Zellen folgt sowohl die Aktivierung einer
calciumabhédngigen PKC via PLC, als auch einer calciumunabhédngigen PKC
(eventuell PKC-¢g), welche moglicherweise iiber Integrinmatrix-Interaktionen
miteinander verbunden sind (Berk ez al., 1995).

Der Erstreaktion nach Dehnung der Zellen ist ein Integrin-Clustering mit

Aktivierung der ERK-Kaskade tiber FAK-Grb2-Ras-ERK
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Diskussion

Es ist offensichlich, daf} die mechanische Stimulierung von Osteoblasten, aber auch eine
Vielzahl extrazelluldrer Stimuli essentiell fiir die Aktivierung von MAP-Kinase-
Signalwegen und schlieBlich der Transkriptionsfaktoren im Zellkern ist. Wie gezeigt
spielen PLC, PKC, sowie die einzelnen Komponenten der ERK-Kaskaden hier eine

entscheidende Rolle.

Zukiinftige Forschungsarbeiten sollten die Rolle der PLC in der Mechanotransduktion
klaren, d.h.: ist die PLC wirklich in die Erstreaktion nach mechanischer Belastung
involviert.

Es mufl mit PKC-Isoformspezifischen Antikorpern gezeigt werden, ob die PKC- ¢ auch
in Osteoblasten calciumunabhéngig aktiviert werden kann. In Muskelzellen und
Endothelzellen konnte dies bereits gezeigt werden (s.o. Diskussion).

Die Spezifitit der PI 3-Kinase nach mechanischer Dehnung von Osteoblasten in
Verbindung mit der Aktivierung von PKC-Isoformen der n-Gruppe sollte in der Zukunft
ebenfalls Gegenstand von weiteren Untersuchungen sein (z.B.: Inhibitorexperimente
gegen PI 3-Kinase).

Vielleicht ist aber auch eine ganz andere PKC verantwortlich. Dies konnte man mit dem
Einsatz von spezifischen Inhibitoren der verschiedenen PKC-Isoformen (Ca”"-abhingig/
unabhingig) kléren.

Weiterer Aufklarungsbedarf besteht bei dem EinfluB der Integrine auf die ERK-
Aktivierung.

In bezug auf die Aktivierung der ERK-Kaskade liegen die Feedback-Mechanismen der
ERKs, die teilweise ungekliarten Effektoren der Ras-Familie, sowie die unklare
Aktivierung der Raf-Kinase an der Membran noch im Dunkeln und sollten Ziel der

weiteren Forschung sein.

Da die Versuchsaufbauten zur Zelldehnung bei Muskel- und Endothelzellen in den oben
genannten Studien, bzw. der Osteoblasten mit unserer Methode verschieden sind, sollte
gekliart werden, ob die unterschiedlichen Ergebnisse beziiglich der PLC-PKC-ERK-

Aktivierung nicht nur zellspezifisch, sondern auch versuchsaufbauspezifisch sind.
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Diskussion

Bei Folgearbeiten zu diesem Thema mit dem Western-Blot-Verfahren und
anschliefendem Antikorpernachweis sollte nicht nur eine qualitative, sondern auch eine
quantitative Aussage beziiglich der Ergebnisse gemacht werden. Als quantitative

Detektionsmethode ist hier das Verfahren der Densitometrie sehr hilfreich.

In bezug auf die Dehnungsvorgang der Osteoblasten mit der 4-Punkt-
Dehnungsmaschine, sollten in der Zukunft noch weitere Experimente erfolgen, die eine
Aussage dariliber erlauben, bei welcher minimalen Dehnungskraft noch eine ERK-
Aktivierung stattfindet bzw. ob diese aufzubringende Kraft noch eine physiologische,
oder schon eine hypophysiologischen Dehnungskraft darstellt. Frithere Studien ergaben,
das Osteoblasten in vitro nicht mehr auf Dehnungsreize von 300uStr reagieren (Jones
D.B. et al., 1991) und in vivo ebenfalls bei geringen Dehnungsamplituden eine geringe
Aktivitdt zeigten (Lanyon L.E., 1984). Hyperphysiologische Dehnungsreize von
10000uStrain duBlerten sich in einer De-Differenzierung der Osteoblasten sowie einer
Verdnderung der Zellmorphologie (Jones D.B. et al., 1991).

AuBerdem sollte ermittelt werden, ob die Zellen auf eine geringere Anzhl von
Dehnungszyklen, als die 30 Zyklen wie in den oben beschriebenen Experimenten

angewendet, reagieren.

Wie bereits deutlich wurde besteht der Komplex der Mechanotransduktion aus vielen
einzelnen Signalwegen, die untereinander in Verbindung stehen und sich gegenseitig
beeinflussen konnen (s. Abbildung 24).

Die momentan noch limitierten Kenntnisse iiber diese Mechanismen zeigen, daf3
zukiinftig noch viele Faktoren beziiglich kinaseabhéngiger Signalwege in Osteoblasten

geklirt werden miissen.
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Zusammenfassung

7 Zusammenfassung

Die Applikation mechanischer Krifte auf Zellen fiihrt in einer Vielzahl von Zelltypen
zu einer Steigerung der Proliferation und einer verdnderten Differenzierungsleistung.
Diese Krifte sind der fundamentelle Faktor zur Regulation der Struktur und Funktion in
den verschiedenen Geweben. Im Knochen stimuliert die mechanische Belastung einen
Anstieg der Knochenmasse und spielt eine entscheidene Rolle in der Therapie der
Osteoporose. Die Mechanismen der mechanisch stimulierten Signaltransduktion
(Mechanotransduktion) sind in Osteoblasten groBtenteils noch ungeldst.

Die Signalkaskaden der MAP-Kinase (mitogen activated protein kinase) spielen eine
wesentliche Rolle bei der Antwort von Osteoblasten auf eine Vielzahl aktiver
extrazelluldrer Reize innerhalb des Knochens.

MAP-Kinasen werden unter anderem durch mechanische Belastung, Hormone und
Wachstumsfaktoren stimuliert. Aktivierte MAP-Kinase phosphoryliert genregula-
torische Proteine mit der Folge einer verdnderten Differenzierung und Proliferationsrate
der Zelle.

Die vorgelegte Untersuchung verfolgte das Ziel, darzustellen, wie sich mechanische und
chemische Stimulation oder Inhibition boviner Osteoblasten auf ERK1 und ERK2, zwei
Isoformen der MAP-Kinase, auswirken und welche ,, up-stream  liegenden Reaktionen
dem vorausgehen.

Grundlage dieser Arbeit ist der von Jones D.B. entdeckte Anstieg der PLC direkt nach
mechanischer Stimulation von Osteoblasten mit einer definitiven, physiologischen
Kraft.

Alle Nachweise erfolgten durch die Auftrennung der Proteine im Western-Blot-
Verfahren mit anschlieBendem Immunoblot mittels eines Antikorpers gegen die
Isoformen der MAP-Kinase (ERK1 und ERK?2).

Nachdem bereits bekannt war, dafl bovine Osteoblasten auf mechanische Stimulierung
mit der 4-Punkt-Dehnungsmaschine (4000ustr/30 Zyklen/1 Hz) mit einer Aktivierung
von ERK1 und ERK2 reagieren, wurde mit weiteren Experimenten bestétigt, dall diese
Aktivierung in einem Zeitraum von 2-10 Minuten nach Dehnung erfolgt, mit einem
Maximum nach 5 Minuten.

Dehnungsexperimente der humanen Osteosarkom-Zellinie MG-63 zeigten ebenfalls

nach 5 Minuten eine Aktivierung von ERK1 und ERK2 .

93



Zusammenfassung

Diese Aktivierung konnte in Osteoblasten auch nach Zugabe des Phorbolesters TPA,
des Wachstumshormons EGF (epidermal growth factor) und des Parathormons
nachgewiesen werden (Positivkontrollen der Inhibitorversuche).

Inwieweit die Proteinkinase C in die Aktivierung von ERK1/ERK2 involviert ist, zeigte
sich nach Behandlung der Zellen mit einem PKC-Inhibitor und nachfolgender Dehnung.
Es lieB sich eine konzentrationsabhingige Inhibierung von ERKI1/ERK2 darstellen,
somit erfolgt die Aktivierung von ERK1/ERK?2 f{iber die Proteinkinase C.

In weiteren Experimenten sollte der EinfluB des Membranlipids Phospholipase C,
welche bekanntermalBlen die ,, downstream® liegende Komponente Proteinkinase C
aktiviert, auf die Aktivierung von ERK1/ERK2 untersucht werden. Bei Behandlung der
Osteoblasten mit einem spezifischen PiPLC-Inhibitor und nachfolgender Dehnung
konnte keine vollstidndige Inhibierung, sondern ein abgeschwichtes ERK-Signal gezeigt
werden. Dies beweist moglicherweise, dal der extrazellulire Reiz der mechanischen
Dehnung {iiber die intrazelluldr gelegene und membranstindige Phospholipase C
verlduft.

SchlieBlich wurde mittels eines Inhibitors der Calcium-ATPase des Endoplasmatischen
Retikulums ein EinfluB der intrazelluliren Calciumkonzentration auf die ERK-

Aktivierung nach mechanischer Dehnung ausgeschlossen.

Eine Stimulation der Osteoblasten durch mechanische Deformation, die durch die ERK-
Aktivierung angezeigt wurde, verlduft moglicherweise liber die membranstindige PLC,
wobei die Proteinkinase C in diesem Signalweg involviert ist. Die intrazellulire Ca*"-
Konzentration hat keinen Einflul} auf diese Aktivierung. Dies wiirde dafiir sprechen, das

eine calciumunabhingige Proteinkinase C beteiligt ist.

Die durch eine Reihe moglicher Signalkaskaden untereinander in Verbindung
stehenenden Signalwege konnen sich gegenseitig beeinflussen. Aufgrund dieser
komplexen Zusammenhdnge kann verstindlicherweise eine vollstindige Aufkldrung
tiber die Weiterleitung mechanischer Reize in Osteoblasten nur mit weiteren

Untersuchungen erreicht werden.
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