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Einleitung

1 Einleitung

Durch den demographischen Wandel in Deutschland und der damit verbundenen Alte-
rung der Gesellschaft, kommt es zu einem Anstieg von altersbedingten Erkrankungen
(Frank und Ryll 2015).

Hierunter fallt auch die Osteoporose, welche eine unterschiedlich bedingte, aber ver-
mehrt im Alter auftretende Abnahme der Knochendichte bezeichnet. Im Jahr 2009 wurde
diese Erkrankung bei insgesamt 6,3 Millionen (Mio.) Personen festgestellt, wovon
5,2 Mio. Frauen und 1,1 Mio. Manner waren. Bei tUber 50-Jahrigen fand sich eine Pra-
valenz von 24 % bei Frauen und 6 % bei Mannern. Eine Hochrechnung ergab einen
Wert von 885.000 Neuerkrankungen jahrlich. Die Frakturrate lag bei den Betroffenen
innerhalb von 4 Jahren bei 52 % (Hadji et al. 2013).

Die Frakturbehandlung des osteoporotischen Knochens stellt eine besondere Heraus-
forderung dar. Zur Stabilisierung und Defektflllung wird stets nach besseren kiinstlichen
Knochenersatzmaterialien gesucht. Hierbei werden Stoffe erforscht, die den Knochen-
stoffwechsel positiv beeinflussen und die Frakturheilung beschleunigen mit dem Ziel der
Funktionalisierung des Ersatzmaterials. Dartuber hinaus stellt sich die Frage, wie diese
Stoffe auf die einzelnen Zellen des Knochens wirken und welchen Gesamteffekt sie er-

zielen.

1.1 Osteoporose

Die Ursachen der Osteoporose kdnnen in primare und sekundare eingeteilt werden. Pri-
mare Ursachen bilden vor allem die senile sowie die postmenopausale Osteoporose,
welche bei Frauen die haufigste Form darstellt. Hierbei kommt es zu einem Abfall von
Ostrogen, was zu einer verstarkten Resorption der Knochenmasse fiihrt (Glaser und
Kaplan 1997). Eine sekundare Osteoporose kann beispielsweise medikamentés, z. B.
durch Langzeittherapien mit Glucocorticoiden, Protonenpumpeninhibitoren, Antiepilep-
tika oder Aromatasehemmern ausgelést werden. Dariber hinaus zdhlen andauernde
Immobilisation sowie hormonelle Ursachen (wie Hypercortisolismus, Hypogonadismus
oder Vitamin D-Mangel) zu den sekundaren Ursachen einer Osteoporose (Emkey und
Epstein 2014).

Symptomatisch aulRert sich die Osteoporose lange Zeit nur in unspezifischen Beschwer-
den wie Rickenschmerzen. In fortgeschrittenen Stadien kommt es dann zu pathologi-
schen Frakturen der Wirbelkérper, des Oberschenkelhalses sowie des distalen Radius

(Glaser und Kaplan 1997). Von pathologischen Frakturen wird im Allgemeinen
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gesprochen, wenn ein nicht adaquates Trauma zu einem Frakturereignis fihrt (Maurer
et al. 1995).

Neben der Stellung einer klinischen Verdachtsdiagnose und der Bestimmung von La-
borparametern ist in der Diagnostik der Osteoporose vor allem die Flachendichtebestim-
mung des Knochens weit verbreitet. Von einer Osteoporose wird ab einer Standardab-
weichung (SD) in Relation zu der durchschnittlichen Knochendichte einer jungen Er-
wachsenen von -2,5 oder negativer (T-Score <-2,5 SD) gesprochen. Wenn der T-Score
zwischen -1 SD und -2,5 SD liegt, wird dies als Osteopenie bezeichnet, also eine ver-
minderte Knochendichte (Kanis et al. 2013).

Zur Behandlung der Osteoporose stehen unterschiedliche Medikamente zur Verfligung,
wovon in der Praxis die Anwendung von Bisphosphonaten weit verbreitet ist, insbeson-
dere fur die durch Glucocorticoide induzierte Osteoporose. Bisphosphonate wirken Gber
die Hemmung von knochenresorbierenden Osteoklasten und fiihren dadurch zu einem
verminderten Abbau von Knochenmasse. Fur diese Wirkstoffgruppe konnte eine Reduk-
tion des Frakturrisikos und eine Erhéhung der Knochendichte gezeigt werden (Raterman
et al. 2019). Zur Therapie der postmenopausalen Osteoporose kénnen auf Basis des
oben erwahnten Pathomechanismus selektive Ostrogenrezeptor-Modulatoren verwen-
det werden. Eine weitere Therapieoption ist die Gabe eines Analogons des physiolo-
gisch im Kérper vorkommenden Parathormons (Teriparatid). Dieses entfaltet seine Wir-
kung durch die Stimulierung des Knochenumbaus, indem es sowohl knochenaufbau-
ende Osteoblasten als auch uber diese Osteoklasten aktiviert. Dies resultiert ebenfalls
in einer Erhdhung der Knochendichte (Tella und Gallagher 2014).

Die oben genannten Medikamente konnen teilweise die Heilung osteoporotischer Frak-
turen unterstitzen (Goldhahn et al. 2012). Die operative Therapie osteoporotischer Frak-
turen stellt im Vergleich zu nicht osteoporotischen Frakturen aufgrund der Knochenbe-
schaffenheit eine Herausforderung dar. Hierbei finden beispielsweise bei distalen Radi-
usfrakturen winkelstabile Plattenosteosynthesen Einzug in Behandlungsschemata, da
diese einen verstarkten Halt der Fraktur gewahrleisten (Ostergaard et al. 2019). Ergéan-
zend besteht die Moglichkeiten mit Knochenersatzmaterialien, die sich in den Knochen

integrieren, die Fraktur zu stabilisieren (Van Lieshout und Alt 2016).

1.2 Knochenersatzmaterial

Die Anspriiche an Knochenersatzmaterialien sind aufgrund der Komplexitat des physio-
logischen Knochens sehr hoch, sodass Kriterien fur die Beurteilung von Ersatzmateria-

lien aufgestellt wurden. Diese Kriterien bilden hauptsachlich die Osteokonduktion, die
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Osteoinduktion, die Osteogenese sowie die Osteointegration zusammen. Osteokonduk-
tion meint hierbei die Fahigkeit des Materials als GerUst fur Blutgefae und Zellwande-
rung zu dienen. Ein ideales Material sollte optimalerweise alle Kriterien erflllen, was
bisher synthetisch noch nicht erreicht wurde. Die Osteoinduktion bezeichnet die Stimu-
lierung von Stammzellen zur Proliferation und Differenzierung in knochen- und knorpel-
bildende Zellen. Aktuelle Forschungsarbeiten beschaftigen sich vor allem mit Proteinen,
die die Osteoinduktion vermitteln. Als Beispiel soll hier die Klasse der bone morphogenic
proteins (BMP) dienen, die als Wachstumsfaktoren fungieren. Die Formation des neuen
Knochens durch Stammzellen, Osteoblasten und Osteozyten, die entweder im Ersatz-
material selbst enthalten sind oder sich an der Empfangerstelle befinden, wird Osteoge-
nese genannt. Die Osteointegration meint das Potenzial des Materials, sich mit dem be-
stehenden Knochengewebe zu vereinen (Wang und Yeung 2017). Zuletzt muss der Kno-
chenersatz mechanisch stabil sein, um die Tragerfunktion des Knochens zu erhalten.
Um einen Frakturspalt zu Gberbriicken bieten sich je nach GréRRe des Spalts unterschied-
liche Moglichkeiten des Knochenersatzes an. Haufig wird hierzu auf kérpereigene Kno-
chenbestandteile zurtickgegriffen, wobei das gangigste ein spongiéses Knochentrans-
plantat beispielsweise (bspw.) aus dem Beckenkamm darstellt. Als Spongiosa wird der
schwammartige innere Anteil des Knochens, der das Knochenmark beherbergt, bezeich-
net. Hierdurch werden auch Knochenzellen und Stammzellen transplantiert, die die Frak-
turheilung férdern. Ein solches Transplantat wird bis auf die mechanische Stabilitat allen
oben genannten Kriterien gerecht. Fir grofiere Defekte besteht zudem die Méglichkeit
ein gesamtes Fragment eines Knochens zu transplantieren, inklusive der die Spongiosa
umgebenden Kortikalis. Diese sorgt insbesondere flir eine hohere Stabilitat und deckt
somit auch das letzte Kriterium mit ab. Da diese Formen jedoch nur begrenzt verfliigbar
und moglich sind, ist seit uber 100 Jahren die Entwicklung von kunstlich hergestellten
Knochenersatzmaterialien Gegenstand der Forschung (Hagen et al. 2012).

Unter den synthetischen Knochenersatzmaterialien lassen sich die Biokeramiken in vier
unterschiedliche Typen gliedern. Hierunter fallen Calciumsulfat, welches am langsten
als Ersatz eingesetzt wird, Calciumphosphat, Tricalciumphosphat und Hydroxylapatit.
Die vier Materialien haben gemeinsam, dass sie weder osteoinduktiv noch osteogen
wirken, jedoch insbesondere eine osteokonduktive Funktion erfillen (Fillingham und
Jacobs 2016).

Es besteht die Mdglichkeit Knochenersatzmaterialien mit Wachstumsfaktoren zu verse-
hen, die die Osteoinduktion und teilweise auch die Osteogenese férdern. In einer Studie
aus dem Jahr 2019 wurde Calciumphosphat mit der Desoxyribonukleinsaure (DNA) der
Wachstumsfaktoren vascular endothelial growth factor (VEGF) und BMP-7 funktionali-

siert und zur Defektbehandlung in Kaninchenknochen implantiert. Nach vier Wochen
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konnte im Vergleich zur Kontrollgruppe ein signifikant héheres Knochenvolumen und
eine signifikant héhere Anzahl an Osteoblasten festgestellt werden (Schlickewei et al.
2019). Annliche Effekte konnten fiir viele weitere Proteine nachgewiesen werden, die
zum Grofdteil auch physiologisch eine Rolle im Knochenstoffwechsel einnehmen
(Everding et al. 2019; Hollinger et al. 2008).

1.3 PEK-NP

Um Wirkstoffe an Knochenersatzmaterialien zu binden und diese nach und nach zum
Zweck einer langeren Wirkdauer freizusetzen, wurden spezielle Polyelektrolytkomplex-
Nanopartikel (PEK-NP) entworfen. PEK-NP bestehen aus positiv geladenen Polykatio-
nen und negativ geladenen Polyanionen, die beide als Polyelektrolyte bezeichnet wer-
den. Die Grofie und die innere Struktur der Nanopartikel kann Uber die Auswahl der
Polykationen und -anionen, den pH-Wert im Medium und das Mischverhaltnis der Po-
lyelektrolyte variiert werden. Spharische Nanopartikel kénnen durch ein ungleiches
Mischverhaltnis zwischen Polykation und Polyanion gewonnen werden (Abbildung
(Abb.) 1), wodurch ein Ausfallen der Partikel verhindert wird (Miller 2014).

Primarer PEK Sekundéarer PEK

Abb. 1: Schema der Herstellung sphérischer PEK-NP, PA=Polyanionen; PK=Polykationen (mo-
difiziert nach Miiller et al. 2009)

Als Polykationen und -anionen kénnen verschiedene Polyelektrolyte dienen. Polykatio-
nen stellen beispielsweise Poly(ethylenimin), (N,N-diethylamino)ethyldextran und
Poly(L-Lysin) (PLL) dar, wahrend als Polyanionen vor allem Dextransulfat und Cellulo-
sesulfat (CS) verwendet werden. Diese Ausgangsstoffe werden insbesondere wegen
ihrer leichten Verflgbarkeit und Herstellung benutzt (Woltmann et al. 2014).

Das Ziel, PEK-NP an Knochenersatzmaterialien zu binden, setzt eine Stabilitat der Na-
nopartikelmatrix voraus, damit die Polyelektrolyte sich nicht 16sen und systemisch wirken
kénnen. Dies konnte in vitro unter Beladung mit einem Bisphosphonat und verzégerter
Freisetzung dieses Wirkstoffs unter Einsatz eines PEK-NP aus Poly(ethylenimin) und
CS erzielt werden. Die PEK-NP wurden in diesen Experimenten an eine Oberflache aus

Germanium gebunden (Miller und Kef3ler 2012; Miller et al. 2015). In einer weiteren
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Studie wurden PEK-NP in zwei unterschiedlichen Ansatzen mit einem Bisphosphonat
und dem Antibiotikum Rifampicin funktionalisiert. Diese wurden anschlieRend auf ein
Knochenersatzmaterial aufgebracht und die Freisetzungskinetik wurde untersucht. Die
Vertraglichkeit der eingesetzten Materialien und Wirkstoffe wurde an mesenchymalen
Stammzellen getestet. Nach 48 Stunden (h) konnte kein negativer Effekt der PEK-NP
oder des Knochenersatzmaterials detektiert werden. Diese Zytokompatibilitat der PEK-
NP konnte auch bei Woltmann et al. 2014 gezeigt werden. Lediglich der Einfluss des
Bisphosphonats zeigte nach 48 h eine verringerte Zellzahl, was als Toxizitat des Wirk-
stoffs gewertet wurde. Darlber hinaus konnte in dieser Studie ermittelt werden, dass die
Kombination aus PLL und CS die beste Dispergierbarkeit, also die Fahigkeit sich in ei-
nem Medium zu verteilen, aufweist (Vehlow et al. 2016). Diese wurden ebenfalls fur die
Versuche in der vorliegenden Arbeit verwendet, dabei jedoch nicht an eine Oberflache

gebunden, sondern in das Medium gegeben.

1.4 Knochenstoffwechsel

Um die Stabilitdt der Knochen als Gerust des Menschen zu gewahrleisten, ist es not-
wendig, dass an verschiedenen Stellen alter und schwacher Knochen abgebaut und an-
schliefend neuer Knochen wiederaufgebaut wird. Fiir den Knochenstoffwechsel verant-
wortlich sind vor allem drei Zelltypen: Osteoblasten, Osteozyten und Osteoklasten
(Siddiqui und Partridge 2016).

Osteoblasten sind Knochenmatrix synthetisierende Zellen, die aus mesenchymalen
Stammzellen hervorgehen. Den Hauptanteil der Knochenmatrixproteine stellt Kollagen
Typ | dar, das von Osteoblasten produziert wird und mit Proteoglykanen, Fibronectin und
anderen Knochenproteinen wie Osteocalcin das sogenannte Osteoid bildet. Dieses sorgt
fur die Flexibilitdt des Knochens, gibt jedoch keine Stabilitat. Hierfur sorgt die anschlie-
Rende Mineralisation des Osteoids. Die Mineralbildung erfolgt, indem von Osteoblasten
sezernierte Phosphatasen Phosphat freisetzen und sich dieses mit Calcium, welches
sich in der extrazellularen Flussigkeit befindet, Uber Calciumphosphat zu Hydroxylapatit
formiert (Crockett et al. 2011; Blair et al. 2017). Eine tragende Rolle im Knochenstoff-
wechsel nimmt der Wnt-Signalweg ein. WNT5A und WNT16 sind beides Faktoren, die
von Osteoblasten sezerniert werden, jedoch gegenteilige Effekte haben. So fihrt
WNT5A dazu, dass vermehrt Osteoklasten differenzieren, WNT16 aber hemmt die Os-
teoklastogenese (Han et al. 2018). Fur andere Wnt-Untergruppen konnte ein auf Osteo-
blasten proliferierender und aktivitatsférdernder Effekt nachgewiesen werden (Karner

und Long 2017). Sobald Osteoblasten sich selbst mit Knochenmatrix ummauert haben



Einleitung

und dem organisierten Zelltod, der Apoptose, entgangen sind, wird von Osteozyten ge-
sprochen (Marotti et al. 1990).

Fir den Abbau des alten und schwachen Knochens sind im Knochenstoffwechsel die
Osteoklasten verantwortlich. Diese sind mehrkernige, aus hdmatopoetischen Vorlaufer-
zellen der Monozyten-Makrophagen-Linie hervorgehende Zellen, deren Differenzierung
vor allem von Osteoblasten und Osteozyten gesteuert wird (Boyce und Xing 2008). Um
eine Uberschielfende Resorption des Knochens zu verhindern, gibt es Signalwege, tber

die Osteoklasten Osteoblasten aktivieren (Garimella et al. 2008).

1.4.1 RANK/RANKL/OPG

Pathophysiologisch spielen bei der postmenopausalen Osteoporose aufgrund der er-
niedrigten Ostrogenspiegeln vor allem die Gegenspieler receptor activator of nuclear
factor-k B ligand (RANKL) und Osteoprotegerin (OPG) eine Rolle. Wahrend Ostrogen
normalerweise RANKL hemmt, was zu einer verminderten Differenzierung von knochen-
resorbierenden Osteoklasten flhrt, wird OPG durch Einfluss von Ostrogen vermehrt ex-
primiert (Drake et al. 2015). OPG wirkt auf Osteoklasten, indem es seinen Liganden
bindet, welcher lange als OPGL bekannt war, jedoch mit RANKL identisch ist. Somit
inhibiert OPG die Effekte von RANKL, die normalerweise in einer verstarkten Aktivitat
und einem langeren Uberleben von Osteoklasten bestehen. Durch den Wegfall von Ost-
rogen kommt es also, durch die Wirkung dieser beiden Proteine zu einer verstarkten
Knochenresorption (Hofbauer et al. 1999; Lacey et al. 1998; Aubin und Bonnelye 2000).
Uber diese Schliisselproteine im Knochenstoffwechsel verlauft ebenfalls die Pathophy-
siologie der sekundaren Osteoporose als Nebenwirkung bei Einnahme von Glucocorti-
coiden. Es konnte gezeigt werden, dass Glucocorticoide (insbesondere Prednisolon) die
Synthese von RANKL verstarken, jedoch die Produktion von OPG vermindern
(Humphrey et al. 2006).

Bezlglich der Therapie der Osteoporose steht mit Denosumab ein Antikdrper bereit,
welcher an RANKL bindet und somit die Entwicklung und Aktivitat von Osteoklasten in-
hibiert. Hierdurch kann eine Reduktion der Frakturrate sowie eine Vermehrung der Kno-
chendichte erzielt werden (Cummings et al. 2009; Leipe et al. 2021).

Wahrend sich RANKL auf der Oberflache von Osteoblasten befindet und von Osteozyten
und Osteoblasten sezerniert wird, ist der korrespondierende Rezeptor receptor activator
of NF-xB (RANK) sowohl auf der Oberflache von Vorlauferzellen der Osteoklasten als
auch auf Osteoklasten selbst lokalisiert. Durch die Bindung von RANKL an RANK wird

die Osteoklastogenese gefordert (Honma et al. 2021). Die Expression von RANK wird
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teilweise Uber den extracellular signal-related kinases-Signalweg (ERK-Signalweg) re-
guliert, Gber den es durch Insulin zu einer vermehrten Expression von RANK kommt.
Hierdurch wird der Effekt von RANKL auf die Osteoklastogenese verstarkt (Oh und Lee
2017). Die Regulation der Expression von RANKL verlauft ebenfalls Gber den ERK-Sig-
nalweg (Mine et al. 2014), sodass dieser eine wichtige Rolle in der Regulierung der Os-
teoklastentatigkeit einnimmt. RANKL und RANK sind Teil der Familie der Tumornekro-
sefaktoren und der Tumornekrosefaktor-Rezeptoren. Dies verdeutlicht auch den bei Ent-
zundungen des Knochens vermehrten Knochenabbau (Teitelbaum 2000; Merkel et al.
1999). OPG wirkt an dieser Stelle antagonistisch zu RANKL, indem es RANKL bindet
und somit die Aktivierung von RANK verhindert (Abb. 2).

Osteoblast
Osteozyt

~

Osteoklast

Abb. 2: Schematische Abbildung des Zusammenspiels von RANK (griin), RANKL (orange),
OPG (rot) und der beteiligten Zellen im Knochenstoffwechsel

Daher ist es wichtig, bei der Analyse eines Effektes auf den Knochenstoffwechsel stets
beide Proteine zu beleuchten. Aus diesem Grund wird in der Literatur haufig der
RANKL/OPG-Quotient bestimmt, der eine bessere Einschatzung zulasst. OPG wird von
Osteoblasten produziert, ist jedoch in Osteozyten ebenfalls exprimiert und wird sezer-
niert (Boyce et al. 2012; Rupp et al. 2019). Die OPG-Expression und -Sekretion wird
durch den Wnt-Signalweg in Osteozyten positiv beeinflusst (Kramer et al. 2010).

Uber diese Proteine wird die Wirkung verschiedener den Knochenstoffwechsel beein-
flussende Stoffe wie Hormone oder Vitamine vermittelt. Vitamin D beispielsweise bewirkt
im Knochen einerseits einen katabolen, andererseits jedoch auch einen anabolen Effekt,
um so die Qualitédt des Knochens zu verbessern. Der resorbierende Effekt wird Gber die
Induktion von RANKL und die Suppression von OPG erzielt (Haussler et al. 2013). Auch
die knochenresorptive Wirkung von Parathormon verlauft Gber die vermehrte Expression

von RANKL in Osteozyten und die damit indirekt verstarkte Differenzierung und Aktivitat
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von Osteoklasten. Wie vorher bereits erwahnt fuhrt die Gabe von Parathormon bei Os-
teoporose Uber eine bestimmte Zeit jedoch ebenfalls zum Aufbau von Knochenmasse
(Wein und Kronenberg 2018; Garimella et al. 2008; O’Brien et al. 2008). So spielt das
RANK/RANKL/OPG-System auch klinisch bei Erkrankungen wie verschiedenen Formen
der Osteoporose oder bei einem Hyperparathyreoidismus eine entscheidende Rolle. Ein
Gleichgewicht dieses Systems ist fur einen gesunden Knochen von Bedeutung
(Hofbauer et al. 2004). Osteozyten nehmen in diesem System die Rolle eines Mediators
ein, indem sie RANKL selbst sezernieren und Uber Sclerostin die Expression von OPG
und RANKL regulieren (Robling und Bonewald 2020; Kramer et al. 2010; Shu et al. 2017;
Boyce et al. 2012).

1.5 Osteozyten

Mit 90 bis 95 Prozent (%) der Zellen des Knochens stellen Osteozyten die klare Mehrheit
dar (Feng et al. 2006), die im Knochenstoffwechsel, anders als friiher angenommen,
eine entscheidende Rolle Ubernehmen. Die Funktion von Osteozyten wurde in den letz-
ten Jahren zunehmend erforscht und umfasst hauptsachlich die Rolle als Mechano-
sensoren, als Vermittler der Calciumhomdoostase und der Knochenreparatur. Des Wei-
teren sind Osteozyten endokrin agierende Zellen (Bonewald 2017). Die Erfullung dieser
Aufgaben ist vor allem durch die ausgepragte Verbindung der Osteozyten untereinander
und mit anderen Zellen des Knochens und des Knochenmarks tber Auslaufer, Dendriten
genannt, moglich (Bonewald und Johnson 2008). Im Prozess der Transformation von
Osteoblasten zu Osteozyten andern Osteoblasten ihre Form, indem das Zellvolumen
sich reduziert und das Zytoplasma Auslaufer bildet. Die Relation von Zellkern zu Zyto-
plasma nimmt dadurch zu (Marotti et al. 1990). Wahrend der Transformation von Oste-
oblasten zu Osteozyten werden diese Dendriten zuerst in Richtung der Mineralisations-
front ausgebildet. Daraufhin bilden Osteozyten ebenfalls Dendriten bis hin zu den Blut-
gefalten, um Botenstoffe in das Blutsystem abzugeben (Palumbo 1986). Darlber hinaus
verlieren Osteoblasten wahrend dieser Wandlung einen Teil ihrer Zellorganellen (Aarden
et al. 1994).

Um die Kommunikation unter den Knochenzellen zu ermdglichen, sind sogenannte gap
junctions notwendig. Diese Kanale liegen beispielsweise zwischen zwei Zellen oder an
den Enden der Dendriten, wo sie den Dendriten mit einer anderen Zelle verbinden. Durch
die Verbindung von zwei Zellen tber gap junctions kénnen Nahrstoffe, Botenstoffe oder
lonen ausgetauscht werden ohne einen aktiven Transporter zu benétigen (Zhang et al.

2020). Unter Ausschaltung dieser Kanale in Osteozyten und Osteoblasten konnte eine
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protrahierte Knochenheilung beobachtet werden (Chen et al. 2019). Die Dendriten der
Osteozyten verlaufen durch kleine Kanale im Knochen, Kanalikuli genannt. Zusammen
mit den Lakunen, in denen die Osteozyten eingebettet sind, bilden die Kanalikuli das
lakuno-kanalikulare Netzwerk.

In diesem sind die Dendriten sowie die Zellkdrper der Osteozyten von Knochenflussig-
keit umgeben, dessen Fluss unter Belastung des Knochens zunimmt und der zur Ernah-
rung der Osteozyten und zur Entsorgung von Abfallprodukten dient (Weinbaum et al.
1994; Piekarski und Munro 1977; Cardoso et al. 2013). Die Flusszunahme der Knochen-
flussigkeit fuhrt unter Belastung aulRerdem zu einer Verformung der Zellmembran von
Osteozyten, woraufhin es zur Freisetzung von Prostaglandin E; kommt. Hierdurch wird
uber Zwischenschritte der Wnt-Signalweg aktiviert, welcher letztendlich zu einer vermin-
derten Apoptose von Osteozyten, also zu einem léangeren Uberleben fiihrt (Bonewald
und Johnson 2008; Kamel et al. 2010; Ajubi et al. 1996).

Es konnte gezeigt werden, dass bei Entlastung des Knochens vor allem das von Osteo-
zyten sezernierte und auf Osteoklasten wirkende RANKL fiir den Knochenabbau verant-
wortlich ist. Bisher wurde angenommen, dass dieses hauptsachlich von Osteoblasten
exprimiert und sezerniert wird (Xiong et al. 2011). Zu einem ahnlichen Ergebnis kommen
auch Tatsumi et al. 2007, die durch Ausschaltung des Grofteils der Osteozyten in einem
Mausmodell einen verringerten Knochenabbau unter Entlastung des Knochens beo-
bachtet haben.

Daruber hinaus gibt es Studien, die eine direkte Beteiligung der Osteozyten am Kno-
chenauf- und -abbau vermuten lassen. Unter anderem konnte unter dem Einfluss von
Parathormon eine VergréRerung der Lakunen um Osteozyten beobachtet werden, was
sich durch eine direkte Resorption von Knochen durch Osteozyten erklaren lasst. An die
Behandlung mit Parathormon anschlieRend konnte in den Lakunen unreife, unminerali-
sierte Knochenmatrix nachgewiesen werden, was fur die Synthese von Knochenmatrix
durch Osteozyten spricht (Teti und Zallone 2009; Tazawa et al. 2004; Robling und
Bonewald 2020). Bereits von Baylink und Wergedal (1971) konnte eine knochenbildende
Eigenschaft von Osteozyten gezeigt werden, auch wenn im Vergleich zu Osteoblasten
dieser Anteil sehr gering ist.

Die endokrine Aktivitat von Osteozyten beeinflusst einerseits den Phosphathaushalt und
die Produktion von Vitamin D3, andererseits den Parathormon-Spiegel im Blut. Bei er-
héhten Phosphatspiegeln, wie zum Beispiel beim chronischen Nierenversagen hemmen
Osteozyten durch Sekretion von Botenstoffen die Reabsorption von Phosphat in der
Niere und die Synthese von Vitamin Ds. Ein inhibierender Einfluss konnte zudem auf die

Expression der messenger ribonucleic acid (mnRNA) und der Sekretion von Parathormon



Einleitung

nachgewiesen werden. Hieran kann die Beteiligung der Osteozyten Uiber den Knochen-

stoffwechsel hinaus gesehen werden (Krajisnik et al. 2007; Tresguerres et al. 2020).

1.5.1 Sclerostin/SOST

Ein weiteres Protein, das von Osteozyten sezerniert wird, stellt Sclerostin dar, welches
ein Produkt des SOST Gens ist (Weivoda et al. 2017). Dieses lasst sich jedoch erst in
reifen Osteozyten nachweisen, die weiter von der Knochenoberflache entfernt sind. In
frisch eingemauerten Osteozyten ist die Expression noch gering (Poole et al. 2005).
Sclerostin nimmt eine weitere Schlusselrolle im Knochenstoffwechsel ein, indem es die
Formation neuen Knochens hemmt. Diese Funktion bt Sclerostin hauptsachlich Gber
die Inhibierung des Wnt-Signalwegs aus, der sowohl die Apoptoseregulierung von Os-
teozyten als auch die Differenzierung und Proliferation von Osteoblasten und Osteoklas-
ten reguliert (Bonewald und Johnson 2008; Tanaka und Matsumoto 2021). Unter Aus-
schaltung des Wnt-Signalweges konnte eine verringerte Expression von OPG in Osteo-
zyten erreicht werden, was in einer verstarkten Osteoklastentatigkeit mindete (Kramer
et al. 2010). Unter exogener Zugabe von Sclerostin konnte ein Effekt auf die OPG-Ex-
pression in Osteozyten bei Shu et al. (2017) jedoch nicht nachgewiesen werden. In der
Studie von Shu et al. (2017) zeigte sich allerdings ein direkter positiver Einfluss von
Sclerostin auf die Expression von RANKL in Osteozyten, was ebenfalls zu einer hdheren
Aktivitat der Osteoklasten flhrt (Shu et al. 2017). Der hemmende Effekt von Sclerostin
auf den Knochenaufbau wird nicht alleine Gber den Wnt-Signalweg vermittelt, sondern
ebenfalls Uber die Inhibierung von BMP-Untergruppen. Als Beispiel sei hier vor allem
das bereits erwahnte BMP-6 genannt, welches von Osteoklasten ausgeschiittet wird und
die Proliferation und Differenzierung von Osteoblasten férdert. Durch die Hemmung von
BMP-6 wirkt Sclerostin inhibierend auf die Differenzierung von Osteoblasten und damit
auf den Knochenaufbau. Der Effekt ist auch im Pathomechanismus der Sklerosteose
von Bedeutung, bei der den Betroffenen Sclerostin durch eine Mutation im SOST-Gen
fehlt (Winkler et al. 2003; Jagga et al. 2021). Die Sklerosteose ist eine autosomal-rezes-
siv vererbte, seltene Erkrankung, die durch vermehrtes Knochenwachstum charakteri-
siert ist. Dies fuhrt bereits im Kindesalter zu Symptomen, die vor allem durch das ver-
mehrte Schadelwachstum zu erklaren sind und aus Kopfschmerzen und Schwindel be-
stehen (Sebastian und Loots 2018).

Die Regulierung der Sclerostinfreisetzung geschieht vorrangig iber Hormone. In der Me-
nopause konnte beispielsweise ein erhdhter Sclerostinspiegel nachgewiesen werden,

der somit ebenfalls eine Rolle im Pathomechanismus der postmenopausalen
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Osteoporose spielt (Mirza et al. 2010). Unter einer Ostrogentherapie der Osteoporose
wurde dieser Effekt als reversibel beobachtet, was die Regulierung von Sclerostin Gber
Ostrogen wahrscheinlich macht (Médder et al. 2011). Testosteron hingegen hat den ge-
genteiligen Effekt auf Sclerostin (Di Nisio et al. 2015; Drake und Khosla 2017). Auch der
Knochenabbau bei langerer Entlastung des Knochens verlauft teilweise direkt Gber eine
vermehrte Sekretion von Sclerostin durch Osteozyten. Friiher wurde angenommen, dass
dies mit einem erniedrigten Parathormonspiegel zusammenhangt (Spatz et al. 2015).
Parathormon beeinflusst jedoch ebenfalls die Ausschittung von Sclerostin. Bei Patien-
ten mit primarem Hyperparathyreoidismus, also einer vermehrten Ausschittung von Pa-
rathormon in den Nebenschilddriisen, konnten erniedrigte Sclerostinspiegel gemessen
werden. Diese normalisierten sich nach Entfernung der Nebenschilddrisen. Unter Be-
ricksichtigung dieses Zusammenhangs kann ein knochenanaboler Effekt von Parathor-
mon angenommen werden, der sich auch bei der Osteoporosetherapie zu Nutze ge-
macht wird (Ardawi et al. 2012; Leder 2017).

Ein neuer Ansatz zur Osteoporosetherapie besteht in der direkten Antagonisierung von
Sclerostin durch den Antikdrper Romosozumab. Erste Studien an Mannern und Frauen
konnten bereits fir beide Geschlechter eine Erhéhung der Knochendichte sowohl der
Hifte als auch der Lendenwirbelsaule zeigen. Dieser Effekt fiel starker aus als bei der
vergleichenden Therapie mit einem Parathormon-Analogon (McClung 2017).

Auler im Knochen konnte das SOST Gen auch in anderen Geweben wie im Knorpel, in
der Leber und der Niere detektiert werden (Brunkow et al. 2001). In einer anderen Studie
wurde zudem SOST mRNA im Herzen, der Lunge und im Pankreas nachgewiesen
(Balemans et al. 2001; Wang et al. 2021). Bei Patienten mit primar biliarer Cholangitis
(PBC), einer chronischen Erkrankung der Gallenwege, konnten sogar signifikant héhere
Sclerostinspiegel im Blut und ein vemehrt exprimiertes SOST Gen in mit PBC befallenen
Leberzellen als in gesunden Zellen der Kontrollgruppe festgestellt werden. Diese Erkran-
kung geht aulerdem mit einem Verlust der Knochenmasse einher, was durch die erhdh-

ten Sclerostinwerte erklart werden kdnnte (Guafiabens et al. 2016).

1.5.2 MLO-Y4

Die Osteozytenzelllinie murine long bone osteocyte Y4 (MLO-Y4) wurde im Jahr 1997
aus murinen Osteozyten langer R6hrenknochen gewonnen, um die bis dahin unklare
Rolle der Osteozyten im Knochenstoffwechsel besser untersuchen zu kénnen. Hierfur
wurden transgene Mause generiert, bei denen an die fiir Osteozyten typische Osteocal-

cin-Promotorregion ein onkogenes T-Antigen gekoppelt wurde, um die in vivo nicht
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proliferationsfahigen Osteozyten zu immortalisieren. Dadurch konnten die proliferieren-
den Osteozyten isoliert und kultiviert werden. In nachfolgenden Untersuchungen zeigten
sich die erhaltenen Eigenschaften von in vivo Osteozyten. Zudem wurde gezeigt, dass
die Morphologie der Zellen auch nach 45 Passagen noch homogen ist. In den ersten
Stunden nach Kultivierung zeigten die Zellen eine sternférmige Morphologie auf, nach

ein bis zwei Tagen vergroRerten sich die Zellen, werden langlicher und bilden dendriti-

sche Auslaufer. Untereinander konnten so Kontakte ausgebildet werden (Abb. 3) (Kato
et al. 1997).

Abb. 3: Morphologie der MLO-Y4 in der Studie von Kato et al. (1997) auf einer Collagen-1-Bes-
chichtung zwischen 3 h und 7 Tagen. Nach 3 h zeigt sich eine sternférmige und kleine Morpho-
logie. Mit der Zeit nimmt die Ldnge der dendritischen Ausldufer zu und die Zellkérper werden
gréBer. (A) 3 h; (B) 6 h; (C) 24 h; (D) 58 h; (E) 4 Tage; (F) 7 Tage. (Mit freundlicher Genehmigung
von Kato et al. 1997)

Sowohl in der Morphologie als auch in der Genexpression ist die Osteozytenzelllinie
MLO-Y4 den primaren Osteozyten ahnlich. Bezlglich der Schlisselproteine RANKL und
OPG konnte sowohl in primaren Osteozyten (Nakashima et al. 2011; Bellido 2014) als
auch in MLO-Y4 (Yao et al. 2017; Zhao et al. 2002) in mehreren Studien eine Expression
nachgewiesen werden. Auch fur andere fir Osteozyten charakteristische Proteine wie
E11, welches fir die Ausbildung der Dendriten in frihen Osteozyten verantwortlich ist
(Bellido 2014), konnte eine Expression in MLO-Y4 nachgewiesen werden (Zhang et al.
2006).
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Das vorherig beschriebene Gen SOST, welches in Osteozyten fur die Synthese von
Sclerostin zustandig ist, konnte in MLO-Y4 ebenfalls mehrfach nachgewiesen werden
(Mabilleau et al. 2010; Shu et al. 2017).

1.6 BDNF/TrkB/p75NTR

Die Frakturheilung des menschlichen Knochens wird von vielen verschiedenen Faktoren
beeinflusst. In der Arbeit von Kilian et al. (2014) konnte zum ersten Mal brain-derived
neurotrophic factor (BDNF) wahrend der Frakturheilung im Frakturspalt detektiert wer-
den (Kilian et al. 2014). Dieser war bisher insbesondere durch seine Funktion im Gehirn
von Bedeutung. BDNF gehort neben dem nerve growth factor (NGF), NT-3 und NT-4/5
zu der Gruppe der Neurotrophine (NT) (Hallbéok 1999), die fir das Uberleben und die
Differenzierung von Neuronen verantwortlich sind (Alderson et al. 1990). Dies spielt vor
allem in der Gedachtnisbildung im Hippocampus eine Rolle, die schon haufig in Studien
nachgewiesen wurde (Egan et al. 2003; Kang et al. 1997). Ein direkter Einfluss von
BDNF besteht hier beispielsweise in der vermehrten Ausbildung von Dendriten von im
Hippocampus lokalisierten Neuronen, was in einer verstarkten Vernetzung unter den
Neuronen resultiert (Tolwani et al. 2002). Der Effekt von BDNF in Bezug auf die Ge-
dachtnisbildung wird auch von der Erkenntnis gestutzt, dass sich bei Alzheimer-Patien-
ten eine verminderte Expression von BDNF mRNA herausgestellt hat (Phillips et al.
1991).

Die Wirkung von BDNF und anderen Neurotrophinen wird Uber zwei Rezeptorarten ver-
mittelt. Diese sind einerseits die tropomyosin receptor kinase (Trk) Rezeptoren, die zu
den Rezeptor-Tyrosinkinasen zahlen, und andererseits der p75 neurotrophin receptor
(p75NTR), an den die Neurotrophine mit einer geringen Affinitat binden. Bezuglich der
Trk-Rezeptoren wird noch einmal in TrkA, TrkB und TrkC unterteilt, wobei BDNF seine
Effekte lediglich Uber TrkB entfaltet (Klein et al. 1991; Carter et al. 1996). Sobald Neuro-
trophine an den entsprechenden Trk-Rezeptor binden, dimerisiert dieser und eine Tyro-
sinkinase-Domane des Rezeptors wird aktiviert, durch die eine Autophosphorylierung
ausgeldst wird (Schlessinger und Ullrich 1992). Uber die Aktivierung des Trk-Rezeptors
konnte eine Inhibierung der Jun-Kinase-Kaskade nachgewiesen werden, die in Neuro-
nen fur die Einleitung der Apoptose verantwortlich ist (Yoon et al. 1998). Hieran kann
der Effekt von Neurotrophinen bei Bindung an Trk als Uberlebenssignal exemplarisch
gesehen werden. Durch Bindung an den p75NTR wird jedoch der gegenteilige Effekt
ausgeldst, indem der Jun-Kinase-Signalweg aktiviert und dadurch die Apoptose einge-

leitet wird (Casaccia-Bonnefil et al. 1996; Yang et al. 2021). In weiteren Studien konnte
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gezeigt werden, dass eine proapoptotische Wirkung an p75NTR und dem Korezeptor
Sortilin vor allem durch die Bindung von proBDNF (Abb. 4) erzielt wird (Teng et al. 2005;
Yang et al. 2021).

‘ BDNF

O
e ¢
Y

proBDNF

extrazellular TrkB p75NTR

intrazellular

ERK-Signalweg > Jun-Kinase <

Uberlebenssignal Apoptose

Abb. 4: Schematische Darstellung der Wirkweise von BDNF (grtin) und proBDNF (gelb) auf die
Rezeptoren TrkB (blau) und p75NTR (rot) sowie intrazellulér auf einzelne Signalwege

Die Synthese von BDNF wird teilweise von sensorischen Neuronen Gbernommen, die
dadurch andere Neurone beeinflussen (Brady et al. 1999). Hier zu nennen seien vor
allem Neurone der Spinalganglien (englisch dorsal root ganglia, DRG), die sensible Qua-
litaten an das Rickenmark vermitteln. In diesen Nervenzellen konnte eine hohe Expres-
sion von BDNF detektiert werden (Wetmore und Olson 1995). In Schwannzellen, den
Zellen, die fur die Synthese der Myelinscheide im peripheren Nervensystem verantwort-
lich sind, konnte ebenfalls BDNF mRNA ausgemacht werden. Diese scheinen in einer
Kokultur mit Osteoblasten die Proliferation und Differenzierung dieser zu férdern, indem
sie BDNF sezernieren (Cai et al. 2010; Meyer et al. 1992). Jedoch konnte zudem in
Fibroblasten eine Expression von BDNF mRNA ermittelt werden (Cartwright et al. 1994).
Neuere Studien wiesen eine Produktion von BDNF durch Endothelzellen von Lungenar-
terien nach. Eine vermehrte Sekretion konnte bei erniedrigten Sauerstoffwerten im Blut
festgestellt werden, weshalb eine Beteiligung von BDNF bei Erkrankungen der Lungen-
gefale wie der pulmonalen Hypertonie diskutiert wird (Helan et al. 2014).

Kilian et al. (2014) haben darlber hinaus eine verstarkte Expression von BDNF im hu-
manen Knochen wahrend der Knochenheilung entdeckt. Schon vorher konnten BDNF,
andere Neurotrophine und die zugehoérigen Rezeptoren im Kallus wahrend der Fraktur-
heilung im Mausmodell detektiert werden. Die Expression von BDNF mRNA wurde hier-

bei insbesondere in osteoblasten-ahnlichen Zellen vorgefunden, wobei diese wahrend
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der Knochenheilung noch anstieg. TrkB, als Rezeptor von BDNF, konnte jedoch in keiner
der beteiligten Zellen entdeckt werden (Asaumi et al. 2000). Sowohl im gesunden als
auch im frakturierten Knochen konnten hingegen Kilian et al. (2014) TrkB mRNA nach-
weisen. Eine Expression von BDNF mRNA im gesunden spongidésen Knochen konnte
nicht ermittelt werden, jedoch im Frakturspalt von Patienten nach Osteosynthesebe-
handlung in der Phase der Bildung der Fibrinmatrix und des Osteoids detektiert werden
(Kilian et al. 2014). Eine weitere Studie konnte in Osteoblasten eine BDNF-abhangige
Expression und Sekretion von VEGF feststellen. VEGF dient wahrend der Frakturheilung
dem Einsprossen von neuen Gefallen und somit dem Einschwemmen von Zellen und
Stoffen zur Knochenheilung (Zhang et al. 2017). Dartber hinaus exprimieren Osteoblas-
ten unter dem Einfluss von BDNF vermehrt osteoblastentypische Marker wie Osteocal-
cin. Im Tiermodell konnte zudem eine schnellere Bildung von neuem Knochen nach ei-
ner Osteotomie des Unterkieferknochens bei exogener Zugabe von BDNF beobachtet
werden. In Osteozyten konnte hierbei immunhistochemisch eine Hochregulierung von
TrkB unter Zugabe von BDNF festgestellt werden (Ida-Yonemochi et al. 2017). Die Rolle
von BDNF im Knochenstoffwechsel wurde ebenfalls in einer Studie erortert, bei der Ath-
letinnen mit einer funktionellen Amenorrhoe, also dem Ausbleiben der Menstruation und
niedrigen Ostrogen-Spiegeln, untersucht wurden. Bei ihnen konnte im Vergleich zu Ath-
letinnen mit einem normalen Menstruationszyklus ein signifikant erniedrigter BDNF-
Spiegel nachgewiesen werden. Auch die Knochenmasse lag bei den amenorrhoischen
Athletinnen deutlich niedriger als bei der Kontrollgruppe. Unter einer Ostrogentherapie
erhdhte sich der BDNF-Spiegel wiederum, anders als in der unbehandelten Gruppe, in
der der Spiegel weiter fiel (Nose et al. 2019). Dies wird auch von der Erkenntnis gestutzt,
dass eine Promotorregion des BDNF-Gens durch Ostrogen beeinflusst und hieriiber die
Sekretion von BDNF hochreguliert wird (Fortress et al. 2014). Diese Annahmen weisen
auf eine mogliche Rolle von BDNF bei der Osteoporose hin.

Um BDNF nicht dem gesamten Kdrper exogen zuzugeben und dadurch mdgliche Ne-
benwirkungen auszulésen, bestand die Idee bei Kauschke et al. (2018B) darin, BDNF
lediglich an dem Ort zu applizieren, an dem es wirken soll. Hierfir wurde die Knochen-
heilung von osteoporotischen Mausen mit der von Wildtyp-Mausen nach Osteotomie des
Femurs verglichen. In den Frakturspalt wurde jeweils ein Knochenersatzmaterial auf der
Basis von Tricalciumphosphat, welches mit mesopordsen, bioaktiven Glaspartikeln ver-
sehen war, gegeben. Die Glaspartikel wurden vorher entweder mit BDNF beladen oder
ohne BDNF hinzugegeben. Dadurch sollte ein Freisetzen von BDNF aus dem Ersatz-
material ermdglicht werden. In den Wildtyp-M&usen konnte eine verstarkte Formation
neuen Knochens unter Zugabe von BDNF im Vergleich zu Wildtyp-Mausen ohne Zugabe

von BDNF zum Ersatzmaterial detektiert werden (Kauschke et al. 2018B).
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1.7 BDNF-funktionalisierte PEK-NP

Mit der Funktionalisierung von PEK-NP mit BDNF soll erreicht werden, dass sich die
positiven Effekte von BDNF mit der Funktion von PEK-NP als Bindemdglichkeit von
Wirkstoffen an Knochenersatzmaterialien vereinen.

Bisher wurde der Effekt von BDNF-funktionalisierten PEK-NP lediglich auf die Differen-
zierung und Aktivitat von Osteoklasten gepruft. Die PEK-NP bestanden bei dieser Studie
aus PLL und CS. Durch einen héheren Einsatz des negativ geladenen Polyanions CS
im Vergleich zu dem positiv geladenen Polykation PLL in die Synthese der PEK-NP
konnte eine negative Nettoladung erzielt werden. Diese ist wichtig, da unter physiologi-
schen Bedingungen BDNF positiv ist (Sasi et al. 2017) und somit die Bindung von BDNF

an PEK-NP Uber eine lonenbindung erreicht werden kann (Abb. 5).

Abb. 5: Schematische Darstellung der Bindung von BDNF (griin) an PEK-NP, bestehend aus
PLL (rot) und CS (blau)

Hierbei stellte sich heraus, dass eine hohe Konzentration von PEK-NP, unabhangig da-
von, ob diese mit oder ohne BDNF vorlagen, die Osteoklastogenese und die Aktivitat
von Osteoklasten hemmt. Dies zeigte sich auch in einer verminderten Resorption der
Knochenmatrix. Bei einer Konzentration von 80 umol/L wurde die geringste Aktivitat und
Knochenresorption beobachtet. BDNF selbst schien keinen Einfluss auf die Osteoklas-
tentatigkeit zu haben, was den knochenaufbauenden Effekt von BDNF untermauert
(Kauschke et al. 2019). Weitere Studien, bei denen PEK-NP eingesetzt wurden, existie-

ren bisher nicht.
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1.8 Fragestellung

BDNF scheint sowohl im physiologischen Knochenstoffwechsel als auch bei der Frak-
turheilung und bei Erkrankungen des Knochens wie der Osteoporose eine wichtige Rolle
einzunehmen. Um die Frakturheilung osteoporotischer Knochen zu verbessern und zu
beschleunigen, wird weiterhin nach Wirkstoffen gesucht, mit denen Knochenersatzma-
terialien funktionalisiert werden kénnen. Die Kopplung solcher Wirkstoffe mit Ersatzma-
terialien kann beispielsweise Uber PEK-NP geschehen, die vorher mit den entsprechen-
den Wirkstoffen versehen werden und diese verzdgert freisetzen. Der Einfluss von PEK-
NP ohne Wirkstoffe auf unterschiedliche Zelltypen des Knochenstoffwechsels wurde be-
reits in einigen Studien behandelt, wobei nach diesen Studien der Effekt von der Zellart
abzuhangen scheint. Osteozyten fanden dabei als Zellart bisher noch keine Beriicksich-
tigung. Auch der genaue Wirkmechanismus von BDNF auf den Knochenstoffwechsel
und auf die einzelnen Knochenzellen ist Gegenstand aktueller Forschungsarbeiten. Die-
ser wurde bisher insbesondere in Bezug auf Osteoblasten und Osteoklasten untersucht
(Abb. 6). Osteozyten nehmen allerdings im Knochenstoffwechsel eine immer deutlicher

werdende Stellung ein.

Osteozyt

BDNF _+> - Osteoblast

Osteoklast

Abb. 6: Schema der bisher erforschten Wirkung von BDNF auf die Zelltypen des Knochens
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Aus diesen Erkenntnissen ergeben sich folgende Fragen, die dieser Arbeit zu Grunde
liegen:
- Welchen Effekt hat BDNF auf die Proliferation und die Aktivitat der Osteozyten-
zelllinie MLO-Y47?
- Wirken sich PEK-NP auf die Vitalitat von MLO-Y4 aus?
- Haben BDNF funktionalisierte PEK-NP einen abweichenden Effekt von der exo-
genen Zugabe von BDNF ohne PEK-NP?
- Beeinflussen DRG-Neurone als endogene Quelle von BDNF MLO-Y4 in ihrer
Proliferation oder Aktivitat?
- Wie wirkt sich BDNF auf die Expression des Osteozytenmarkers SOST und die
knochenstoffwechselregulierenden Proteine RANKL und OPG aus?
- Werden BDNF, TrkB und p75NTR in Osteozyten exprimiert und beeinflusst die
Zugabe von BDNF die Expression?
Durch die Erorterung des Effektes von BDNF auf Osteozyten kann der Knochenstoff-
wechsel besser verstanden werden und ein eventueller Benefit fur die Knochenheilung
abgeleitet werden. Die Erforschung der Zytokompatibilitdt der PEK-NP spielt hierbei
ebenfalls eine wichtige Rolle, die bisher in Bezug auf Osteozyten noch nicht getestet

wurde.
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2 Material und Methoden

21 Zellkultur

2.1.1 Monokultur muriner DRG-Neurone

Zur Etablierung der murinen DRG-Neuronenkultur wurden die Spinalganglien von
C57BL/6 Mausen (Alter: 17-20 Wochen, Gewicht: 25,18 Gramm (g) - 33,13 g) entnom-
men. Nach Betdubung der Mause durch Isofluran wurden diese anschliefend durch Ge-
nickbruch getotet und umgehend prapariert. Die Praparation erfolgte unter einem Pra-
parationsmikroskop unter Zuhilfenahme einer Federschere, einer groben Schere, eines
Skalpells und einer Pinzette. Nach Freilegung der autochthonen Riickenmuskulatur und
der Wirbelsaule wurde diese mithilfe der groben Schere im Bereich der Lendenwirbel-
saule abgetrennt und entlang der Processi spinosi nach kranial eréffnet. Nach Freile-
gung des Ruckenmarks wurden durch Zug mit der Pinzette an den Radices posteriores
die Spinalganglien aus den Foramina intervertebrales gezogen und mithilfe der Feder-
schere distal abgetrennt. Daraufhin wurde die proximale Radix posterior ebenfalls mit
der Federschere entfernt und das jeweilige Spinalganglion direkt in 25 mL, auf Eis ge-
stelltes Hibernate-A Medium (life technologies, Praisley, GroR3britannien) gegeben. Die
Praparation dauerte pro Versuchsansatz - also pro Maus - ungefahr 30 Minuten. Nach
der Praparation wurde der Verdauprozess begonnen, um die Neuronen aus den Spinal-
ganglien herauszulésen. Hierfiur wurde zunachst die Spinalganglien-Suspension zentri-
fugiert (300 rounds per minute (rpm), 90 Sekunden (s), 20°C) und vorsichtig der Uber-
stand abpipettiert. Hierauf wurden 2 mL auf 37°C vorgewarmte Verdauldsung [3 mg Col-
lagenase (SIGMA, Steinheim, Deutschland) und 3 mg Dispase Il (Roche, Mannheim,
Deutschland), gel6st in 3 mL komplementiertem Hibernate-A Medium] hinzugegeben.
Das komplementierte Hibernate-A Medium bestand aus Hibernate-A Medium, versetzt
mit 1 % N1 Medium-Supplement (SIGMA), 1 % GlutaMax (life technologies, Darmstadt,
Deutschland), 1 % Penicillin/Streptomycin (life technologies) und 5 % hitzeinaktiviertem
fotalem Rinderserum (hiFBS, Biochrom, Berlin, Deutschland), welches auf 37°C vorge-
warmt wurde. Die Hitzeinaktivierung erfolgte durch Erwarmen von FBS fur 30 Minuten
bei 56°C im Wasserbad.

Die Suspension aus Spinalganglien und Verdauldsung wurde zunachst fir 30 Minuten
bei 37°C im Brutschrank auf einem Schattler zur stetigen Durchmischung inkubiert. Eine
nachfolgende mechanische Auftrennung der Spinalganglien wurde durch mehrmaliges

Auf- und Abpipettieren in unterschiedlich weit geschmolzenen, nicht silikonisierten
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Pasteurpipetten erreicht. Dadurch bot sich fir die Verdaulésung in der Inkubationszeit
bei 37°C zwischen den Pipettierschritten eine groRere Angriffsflache.
Die Suspension wurde daraufhin durch ein Zellsieb mit einer Porengré3e von 100 uym
(100 um Cell Strainer steril, Falcon, Corning, Wiesbaden, Deutschland) gegeben, um
die Neurone von den bindegewebigen Anteilen zu trennen. Nach der Zugabe von 4 mL
komplementiertem Hibernate-A Medium und abzentrifugieren der Suspension
(1000 rpm, 3 Minuten, 25°C), wurde der Uberstand vorsichtig abgeschiittet. Danach
wurde das Pellet zweimal in 14 mL komplementiertem Hibernate-A Medium gewaschen
(1000 rpm, 3 Minuten, 25°C).

Das gewaschene Pellet wurde im letzten Schritt in 2 mL komplementiertem Neurobasal-
Medium (life technologies) suspendiert. Die Komplementierung war hierbei dieselbe wie
die des Hibernate-A Mediums, lediglich ergdnzt um die Zugabe des Mitoseinhibitors Ara-
binosylcytosin (AraC, SIGMA) in einer Konzentration von 10 nmol/L. Dieser sollte dazu
dienen, das Wachstum der schnell proliferierenden Fibroblasten, sowie der langsamer
proliferierenden Schwannzellen zu inhibieren.

Die Suspension aus Zellen und komplementiertem Neurobasal Medium wurde gleich-
maRig auf insgesamt zwolf Wells einer 96-Well Platte (96-Well Platte PS TC steril, Ep-
pendorf, Hamburg, Deutschland) aufgeteilt. Pro Well wurden 100 uL komplementiertes
Neurobasal-Medium hinzugegeben und die 96-Well-Platte im Brutschrank [37°C, 5 %
Kohlendioxid (COz)] inkubiert.

Die Beschichtung der 96-Well-Platte erfolgte am Vortag pro Well mit 50 yL eines Gemi-
sches aus Poly-L-Lysin (0,1 mg/mL), Specialty-Media, Darmstadt, Deutschland) und 1 %
Laminin (Specialty Media). Vor Zugabe der Neuronensuspension wurden die Wells drei-
mal mit sterilem Wasser (Braun, Melsungen, Deutschland) gewaschen. Als Vitalitatszei-
chen der DRG-Neurone konnte die Ausbildung von Auslaufern (pseudounipolares Axon
und Dendriten, Abb. 7) sowie die Formation eines Netzwerkes zwischen Neuronen und
Schwannzellen beobachtet werden. Daruber hinaus diente das Anwachsen am be-
schichteten Untergrund als Indikator der Vitalitat, sodass beim Mediumwechsel avitale
Neurone oder Schwannzellen entfernt wurden. Ein Mediumwechsel fand alle drei Tage
statt.
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Abb. 7: Lichtmikroskopische Lebendzellbeobachtung der DRG-Neurone (Pfeil) mit ausgebilde-
tem pseudounipolarem Axon (gestrichelter Pfeil) und umgebenden Schwannzellen in der Mono-
kultur, Ma3stab 50 um.

2.1.2 Monokultur der MLO-Y4

Die Osteozytenzelllinie MLO-Y4 (LGC Standards GmbH, ATCC, Wesel, Deutschland)
wurde als Passage 10 erworben. In den folgenden Experimenten wurde mit Passagen
zwischen 16 und 23 gearbeitet. Zur Kultivierung wurden beschichtete 10 cm Zellkultur-
schalen verwendet, die jeweils einen Tag vorher mit Collagen-1 (Corning, Bedforf, MA,
USA) in 0,02 normaler (N) Essigsaure beschichet wurden (15 Mikrogramm (ug) Colla-
gen-1 pro Quadratzentimeter (cm?) Wachstumsflache). Diese wurden vor Kultivierung
der MLO-Y4-Zellen zweimalig mit phosphatgepufferter Saline (PBS, life technologies)
gewaschen. Als Kultivierungsmedium fand a-MEM Medium (life technologies) Anwen-
dung, welches mit 5 % hiFBS, 5 % fotalem Kélberserum (NCS, PAN Biotech, Aidenbach,
Deutschland), sowie 0,2 % Gentamicin/Amphotericin B (life technologies) versetzt
wurde. Die Kultur wurde ebenfalls im Brutschrank bei 37°C und 5 % COzinkubiert. Auf-
grund der hohen Proliferationsrate wurde die Kultur alle drei bis vier Tage passagiert,
wobei die Zellen mit Trypsin (TrypLE Express, life technologies) vom Untergrund geldst
wurden.

Mittels lichtmikroskopischer Beobachtung wurde die Morphologie der Zellen dokumen-
tiert. Auch hier galt das Ausbilden von Auslaufern und von Kontakten unter den MLO-Y4
sowie die Proliferation der Zelllinie als Vitalitdtsparameter. Darliber hinaus diente als
Anzeichen einer adaquaten Differenzierung eine GréRRenzunahme der Zellen Gber die
Zeit sowie eine Veranderung der Form von rundlich mit kurzen Auslaufern bis hin zu

langlich mit spitzen und langen Auslaufern (Abb. 8).
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Abb. 8: Lichtmikroskopische Lebendzellbeobachtung der MLO-Y4-Monokultur 2 h (A) und 24 h
nach BrdU-Zugabe (B). Sichtbar ist die Differenzierung der MLO-Y4 unter Zunahme des Zellvo-
lumens als auch der Lénge der Osteozytenausléufer, Mal3stab 100 um.

Nicht bendtigte Zellen wurden in 5-prozentigem Dimethylsulfoxid (DMSO, ATCC) in
hiFBS (Biochrom) zunachst im Isopropanolkihler (Nalgene, Neerijse, Belgien) auf -80°C
abgekuhlt und anschlieend in flissigem Stickstoff gelagert.

2.1.3 Kokultur DRG-Neurone/MLO-Y4

Die Etablierung der DRG-Neuronen/MLO-Y4-Kokultur geschah in modifizierter Form un-
ter Anpassung an die hiesigen Laborbedingungen und -erfahrungen nach dem Vorbild
von Boggs et al. 2011.

Da ein Gemisch aus Poly-L-Lysin und Laminin als eine geeignete Beschichtung fur die
Neuronenkultur im Labor bereits standardmafig verwendet wurde, wurde diese in einem
Vorversuch ebenfalls fur die MLO-Y4-Monokultur untersucht. Hierbei wurde beobachtet,
dass MLO-Y4 auf einer mit Poly-L-Lysin/Laminin beschichteten Wellplatte ahnliche mor-
phologische und proliferative Eigenschaften aufwiesen wie auf einer mit Collagen-1 be-
schichteten Wellplatte (Abb. 9).
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Abb. 9: Lichtmikroskopische Lebendzellbeobachtung der MLO-Y4-Monokultur nach 48 Stunden
(h) auf kollagenbeschichtetem (A) und lamininbeschichtetem Zellkulturplastik (B). Sowohl die
Morphologie als auch die Zelldichte der MLO-Y4 betreffend, lassen sich zwischen den Beschi-
chtungen keine Unterschiede feststellen, Mal3stab 100 um.

Anhand dessen wurde die Poly-L-Lysin/Laminin-Beschichtung als geeignet fir eine Ko-
kultur aus DRG-Neuronen und MLO-Y4 befunden.

Zuerst wurde eine Monokultur von DRG-Neuronen wie oben beschrieben mit einer un-
gefahren Dichte von 500 Zellen/cm? angelegt. Um ein Anwachsen der Zellen und die
Wirkung des Mitoseinhibitors AraC auf Fibroblasten und Schwannzellen zu erméglichen,
wurde die Kultur unter oben genannten Bedingungen flir 22 h inkubiert. AnschlieRend
wurden die Kulturen zur Entfernung von AraC zweimal mit PBS gewaschen, da AraC
das Uberleben der proliferierenden MLO-Y4 verhindert. Der proliferationshemmende Ef-
fekt von AraC auf MLO-Y4 bestatigte sich in Vorversuchen. Pro Well wurden ahnlich wie
bei Boggs et al. (2011) 200 pL komplementiertes DMEM/F12 Medium (life technologies),
welches vorher mit 1 % N1, 0,2 % Gentamicin/Amphotericin B und 5 % hiFBS versetzt
wurde, vorgelegt.

Fir die Zugabe der MLO-Y4 zu der DRG-Neuronen-Kultur wurden die Osteozyten aus
einer Zellkulturschale zunachst mit Trypsin (TrypLE Express, 6 Minuten Inkubation) ge-
I6st und danach in einem 50 mL Réhrchen abzentrifugiert (1200 rpm, 5 Minuten, 25°C).
Nach vorsichtigem Abschiitten des Uberstands wurde das Zellpellet in 1-2 mL komple-
mentiertem DMEM/F12 Medium resuspendiert. Die Zelldichte dieser Suspension wurde
mit einem Zellzahler (CASY, innovatis, Bielefeld, Deutschland) bestimmt und pro Well
anschlielend die entsprechende Menge der Suspension zugegeben, um eine Zelldichte
von 5000 MLO-Y4/cm? zu erreichen. Die Entnahme dieser entsprechenden Menge
wurde unter standigem Schitteln der Zellsuspension vorgenommen. Die Dichte von
5000 MLO-Y4/cm? stellte sich in Vorversuchen als geeignet heraus. Die Entwicklung der
Kokultur wurde in den folgenden Tagen lichtmikroskopisch beobachtet und fotogra-
phisch  dokumentiert. Ein Mediumwechsel fand alle drei Tage statt.
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Im Anschluss wurde der Einfluss von exogenem BDNF und BDNF-funktionalisierten

PEK-Nanopartikeln auf dieses Kokulturmodell Gberpruft.

2.2 BDNF ELISA

In Kooperation mit dem Leibniz-Institut fir Polymerforschung Dresden e.V. stellte David
Vehlow aus der Arbeitsgruppe PD Dr. Martin Muller fir dieses Experiment mit BDNF
(humanes rekombinantes BDNF, SIGMA) die erwahnten BDNF-funktionalisierten PEK-
Nanopartikel (PEK-NP+BDNF) her. Sowohl die Produktbeschreibung des BDNF als

auch die Proteindatenbanken (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi) ergaben identi-

sche Aminosauresequenzen von humanem und murinem BDNF sowie eine volle Kreuz-
reaktivitat unter den Spezies, sodass in dieser Arbeit humanes BDNF fir murine Zellkul-
turen verwendet wurde. Die Konzentration des gebundenen BDNFs belief sich in der
PEK-NP Dispersion auf 0,008 ug/uL. Da bisher nicht untersucht war, welche Menge
BDNF aus den Partikeln freigesetzt wird, wurde dies in einem Freisetzungsversuch na-
her beleuchtet. In vorherigen Arbeiten mit BDNF wurde wiederholt mit der Konzentration
von 40 ng/mL gearbeitet (Kauschke et al. 2018A; Kauschke et al. 2019), sodass diese
als Referenz galt. Um zuséatzlich die Aufrechterhaltung der Konzentration im Medium zu
Uberprifen, wurde ein Versuch mit drei Messzeitpunkten und sechs unterschiedlichen
Mengen BDNF-funktionalisierten PEK-NP durchgefiihrt. Die eingesetzten, an PEK-NP
gebundenen Mengen BDNF beliefen sich auf 400, 200, 100, 60, 40 und 20 ng, die in
600 pyL komplementiertes DMEM-Medium gegeben wurden. Die eingesetzten BDNF-
Mengen wurde Uber die Menge der PEK-NP gesteuert, sodass fir alle Ansatze eine Art
PEK-NP+BDNF (PLL/CS 0,002 M) verwendet wurde. Die Konzentration des an PEK-NP
gebundenen BDNF in der in Dresden hergestellten Losung betrug nach der Funktionali-
sierung 0,008 pg/pL. 10 uL des Mediums wurden jeweils nach 1, 24 und 32 h entnom-
men und eingefroren, um alle Proben demselben Durchlauf des ELISA zu unterziehen.
Im Anschluss daran folgte ein weiterer Freisetzungsversuch, in dem der Verlauf von mit
40 ng BDNF funktionalisierten PEK-NP und von 8 ng reinem BDNF (Zielkonzentration
40 ng/mL) verglichen wurde. Diese wurden jeweils in 200 pL komplementiertes
DMEM/F12-Medium gegeben, woraufhin nach 1, 24, 32 und 48 h 10 pL des Mediums
fur die spatere Bestimmung der BDNF-Konzentration eingefroren (-80°C) wurden. Fur
den Ansatz mit Zugabe von PEK-NP+BDNF errechnete sich eine Konzentration der
PEK-NP im Medium von 32 umol/L.

Zur Quantifizierung der freigesetzten Menge BDNF aus den PEK-NP+BDNF wurde das
Human Free BDNF ELISA Kit (Quantikine, R&D Systems, Abingdon, Grof3britannien)
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verwendet. Bei diesem Versuch handelte es sich um einen Sandwich-ELISA unter Ver-
wendung einer mit anti-BDNF-Antikdrpern vorbeschichteten Platte. Vor der Durchfiih-
rung des ELISAs wurden der Waschpuffer (Kit-Bestandteil) und die Substratlésung (Kit-
Bestandteil) nach den Angaben des mitgelieferten Protokolls, sowie eine Verdinnungs-
reihe eines BDNF Standards (Kit-Bestandteil) angesetzt. Der Bereich der Verdiinnungs-
reihe und damit die bestimmbaren Konzentrationen lagen in einem Bereich zwischen
62,5 Pikogramm pro Milliliter (pg/mL) und 2000 pg/mL. Die Proben wurden in Eis scho-
nend aufgetaut und entsprechend ihrer zu erwartenden Maximalkonzentration vorher mit
DMEM-Medium (life technologies) verdiinnt. AnschlieRend wurde gemaf der Anzahl der
Proben in jedes Well 100 pyL Assay Diluent RD1S (Kit-Bestandteil) gegeben. Nach Zu-
gabe von 50 pL der jeweiligen Proben, der Standardreihe sowie einer Negativkontrolle
mit Medium wurde die Wellplatte nach Abdeckung mit einer Folie fir 2 h inkubiert. Da-
raufhin wurden 100 pL des Detektionsantikdrpers (Kit-Bestandteil) hinzugegeben und
fur 1 h inkubiert. Der Inhalt der Wells wurde anschliefend dekantiert und dreimal mit
ungefahr 400 uL Waschpuffer (Kit-Bestandteil) gewaschen. Nach Zugabe von 200 uL
Substratlésung pro Well wurde die Platte fir 30 Minuten im Dunkeln inkubiert. Hierauf
folgte der Zusatz von 50 pL Stopplésung (Kit-Bestandteil) pro Well. Im Anschluss wurde
die Absorption im ELISA Reader (BioTek, Bad Friedrichshall, Deutschland) bei 450 nm
mit einer Referenz von 540 nm gemessen. Die Standardreihe diente Uber eine Aus-
gleichsgerade zur Bestimmung der Konzentration der jeweiligen Probe. Die im ELISA
gemessenen Konzentrationen wurden im Anschluss mit der anfanglichen Verdinnung
der jeweiligen Probe multipliziert. Zudem wurde eine Probe mit Nanopartikeln ohne
BDNF-Zusatz als Kontrolle mitgefuhrt.

2.3 Proliferationsassay BrdU

Um den Einfluss von BDNF auf das Proliferationsverhalten der MLO-Y4-Zelllinie zu un-
tersuchen, wurde ein Proliferationsassay (Cell Proliferation ELISA BrdU, Roche) durch-
gefuhrt. Dieser basiert darauf, dass zu einem bestimmten Zeitpunkt das Pyrimidinanalo-
gon 5-Brom-2"-Desoxyuridin (BrdU) zu dem Zellkulturmedium gegeben wurde und die-
ses anschlieRend bei jedem Mitosevorgang anstelle des Nukleosids Desoxythymidin in
die DNA eingebaut wurde. Daraufhin war es mdglich zu bestimmten Messzeitpunkten
den Vorgang durch Absaugen des Mediums zu stoppen und die Zellen durch FixDenat
(Kit-Komponente) zu denaturieren. Diese Denaturierung ist notwendig, um das in die
DNA eingebaute BrdU fiir die im Folgenden zugegebenen Antikérper zuganglich zu ma-

chen. Durch Zugabe der anti-BrdU-Antikérper (Kit-Komponente), die bereits den
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Detektionsantikorper enthalten, der wiederum mit einer Meerrettichperoxidase (HRP)
gekoppelt ist, konnte nach einem Waschvorgang die Peroxidase das zugegebene Sub-
strat umsetzen. Je mehr Mitosen also stattfanden, desto mehr BrdU befand sich in der

DNA, was im letzten Schritt zu einer schnelleren Umsetzung des Substrats fuhrte (Abb.

10).
BrdU
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Abb. 10: Schematische Darstellung des Ablaufs des Proliferationsassays BrdU: DNA (schwarz),
BrdU (gelbe Kreise), anti-BrdU-Antikérper (blauer Antikérper), Detektionsantikérper mit HRP
(orangener Antikérper).

Der Umsatz des Substrats wurde nach 30 Minuten durch Schwefelsaure (H.SO4) ge-
stoppt. Der Farbumschlag fand zunéachst von farblos nach blau statt, durch Zugabe von
Schwefelsdure schlug die Substratlésung in gelb um (Abb. 11).

Daher wurde im Anschluss die Absorption im ELISA Reader (BioTek) bei 450 nm mit

einer Referenz von 690 nm gemessen.
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Abb. 11: Proliferationsassay BrdU nach Farbumschlag bei Zugabe der Schwefelséure (verglei-
che Schema Abb. 13).

Um die Reproduzierbarkeit der Proliferation der MLO-Y4-Monokultur bezogen auf die
initial ausgesate Zelldichte zu Uberprifen, wurden im Rahmen eines Vorversuches vier
Zelldichten untersucht. Hierfir wurde eine 96-Well-Platte (Eppendorf) wie oben besch-
rieben mit Poly-L-Lysin/Laminin beschichtet und MLO-Y4 in Zelldichten von 1500
Zellen/cm? (n = 3), 3000 Zellen/cm? (n = 3), 5000 Zellen/cm? (n = 3) sowie 10000
Zellen/cm? (n = 6) ausgesat. Die Zusammensetzung des Mediums wurde wie bei der
Kokultur gewahlt. Nach 24 h wurde allen Ansatzen BrdU hinzugegeben sowie 20 h
spater der BrdU-Assay durchgefuhrt. Hierbei zeigten sich nur geringe Schwankungen
innerhalb der einzelnen Zelldichten, sodass von einer reproduzierbaren Proliferation der

MLO-Y4 ausgegangen werden konnte (Abb. 12).
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Abb. 12: Proliferation im BrdU-Assay einer MLO-Y4-Monokultur nach 20 h Inkubationszeit im
Vergleich der initialen Aussaat von 1500 Zellen/cm? (blau), 3000 Zellen/cm? (griin),
5000 Zellen/cm? (rot); n = 3, sowie 10000 Zellen/cm? (orange); n = 6. Der Fehlerbalken zeigt das
95 % Konfidenzintervall an. Hierbei ergeben sich keine starken Schwankungen im BrdU-Wert
unter Ansétzen mit der gleichen Zelldichte.

Fir den Hauptversuch des Proliferationsassays wurde zunachst, wie in Kapitel 2.1.3 be-
schrieben, die DRG-Neurone/MLO-Y4-Kokultur sowie als Referenz jeweils DRG-Neu-
rone- beziehungsweise (bzw.) MLO-Y4-Monokulturen angelegt. Da die Osteozyten in
diesem Prozess erst spater hinzugegeben wurden, wurden auch die Wells, die fir die
MLO-Y4-Kultur vorgesehen waren, wie die der Neurone behandelt. Dadurch wurde die
Vergleichbarkeit vor allem zwischen der Kokultur und der Osteozytenkultur sicherge-
stellt. Die Kulturen wurden anschlieend 24 h nach Zugabe der Osteozyten inkubiert.
Nach dieser Zeit wurde sowohl BrdU zu jeder Kultur als auch die einzelnen Zusatze in
das Medium gegeben. Zum einen handelte es sich hierbei um den Zusatz von 8 ng BDNF
zu 200 yL Medium, sodass eine Konzentration von 40 ng/mL erreicht wurde. Der zweite
Zusatz bestand in den PEK-NP+BDNF, die mit einer Menge von 40 ng BDNF versetzt
waren. Zur Kontrolle des Einflusses der Nanopartikel ohne BDNF auf die einzelnen Kul-
turen, wurden diese zudem als Kontrolle in der gleichen Konzentration wie im Ansatz der
PEK-NP+BDNF (32 pymol/L) mitgefuhrt. Als weitere Kontrolle dienten Ansatze ohne Zu-
satz (Abb. 13). Pro Versuchsansatz wurden drei Wellplatten mit den Neuronen derselben
Maus angesetzt, um die Proliferation anhand des Assays nach 8 h, 24 h und 32 h zu

quantifizieren. Alle Zellkulturansatze wurden einer Doppelbestimmung unterzogen, die
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DRG-Neuronenkultur ausgenommen. Dieser Versuch wurde insgesamt funfmal mit je-

weils Neuronen einer anderen Maus durchgefiihrt (n = 5).
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Abb. 13: Plattenlayout der 96 Well-Platte des BrdU-Proliferationsassays.
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2.4 Real-time RT-PCR

2.4.1 Versuchsaufbau

Im weiteren Verlauf stellte sich die Frage, welche Auswirkungen BDNF auf die Expres-
sion der mRNA bestimmter Zielgene in den Osteozyten hat. Um dies naher zu untersu-
chen, wurde sowohl die Expression von BDNF und den zugehorigen Rezeptoren Trk-B
und p75NTR als auch von SOST, welches die Apoptose von Osteozyten reguliert sowie
Osteoblasten und Osteoklasten beeinflusst, ndher betrachtet. Des Weiteren wurden die
Genabschnitte des Osteoklastenregulators RANKL, sowie dessen Gegenspieler OPG
untersucht. Hierdurch sollte ein méglicher Einfluss des BDNF auf den Knochenstoff-
wechsel Uber diese Regulatoren eruiert werden.

Um die nétige Menge RNA fiir die real-time Reverse Transkriptase Polymerase Ketten-
reaktion (real-time RT-PCR) zu gewinnen, wurde eine 24 Well-Platte (Falcon, Corning,
Wiesbaden, Deutschland) verwendet und spater jeweils drei Wells gepoolt. Um den Auf-
bau ahnlich dem des Proliferationsassays zu gestalten, wurde die 24-Well-Platte ein Tag
vor Zugabe der Zellen mit Poly-L-Lysin/Laminin beschichtet. Hierfur wurden 3 mL Poly-
L-Lysin mit 30 yL Laminin versehen und pro Well 275 uL des Gemisches zugegeben.
Am darauffolgenden Tag wurden die Wells dreimalig mit destilliertem Wasser vorsichtig
gewaschen und pro Well 1,1 mL komplementiertes DMEM/F12-Medium vorgelegt. Die
Komplementierung bestand ebenfalls in der Beigabe von 1 % N1, 0,2 % Gentamicin/Am-

photericin B und 5 % hiFBS. Damit eine Genanalyse der MLO-Y4 mdglich war, mussten
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diese in einer Monokultur angelegt werden, was erneut mit einer Zelldichte von 5000
Zellen/cm? am Tag nach der Beschichtung geschah. Nach der Zellzahlbestimmung mit-
tels CASY-Zellzahler, wurden pro Well 10.000 Zellen hinzugegeben. Die Zellen wurden
fir 22 h im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO: inkubiert, woraufhin eine Zugabe von
44 ng BDNF zu der Halfte der Kulturen erfolgte (Zielkonzentration 40 ng/mL). Die andere
Halfte der Ansatze wurde ohne Zugabe von BDNF als Kontrolle gefuihrt. Nach weiteren
24 h Inkubationszeit wurde die RNA extrahiert. Der Versuch wurde insgesamt finfmal
wiederholt (n = 5).

2.4.2 RNA-Extraktion

Die RNA-Extraktion erfolgte mit dem Qiagen RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutsch-
land). Nach einmaligem Waschen der Zellen mit PBS wurden diese durch Zugabe von
200 yL RLT-Puffer (Kit-Komponente) pro Well und Auf- und Abpipettieren lysiert. An-
schliefend wurden jeweils drei Wells gepoolt, wodurch sich ein Gesamtvolumen von
600 pL Zell/Puffer-Gemisch ergab. Dieses wurde anhand einer Qiashredder-Saule me-
chanisch zerkleinert (14.000 rpm, 2 Minuten). Durch Zugabe von Ethanol (70 %) wurde
erzielt, dass die RNA sich im nachsten Schritt optimal an die Spin-Saule haften konnte.
Im Anschluss wurde die RNA auf die Spin-Saule aufgetragen und mittels verschiedener
Pufferlédsungen des Kits (RW1 und RPE) in drei Schritten gereinigt. Die gebundene RNA
wurde im letzten Schritt in 30 yL RNase-freiem Wasser eluiert und die RNA-Konzentra-
tion anhand eines Photometers (Nano Drop 1000 Spectrophotometer, Thermo Fisher
Scientific, Wisconsin, USA) bestimmt. Hierbei wurde darauf geachtet, dass der Protein-
anteil der Proben nicht zu hoch war, was Uber den Absorptionsquotienten A260/A280
Uberprift wurde. Dieser sollte stets zwischen den Werten 1,8 und 2,2 liegen, was bei
allen Proben gegeben war (2,00 - 2,18). Die erhaltenen RNA-Konzentrationen befanden
sich im Bereich von 31,2 - 68,1 Nanogramm pro Mikroliter (ng/pL). Die RNA-Proben
wurden anschlie3end bei -80°C bis zur complementary deoxyribunucleic acid (CDNA)-

Synthese aufbewahrt.

2.4.3 cDNA-Synthese und real-time RT-PCR

Die Synthese der cDNA erfolgte mithilfe des Quantitect Kit (Qiagen). In die cDNA-Syn-
these sollten pro Probe 500 ng RNA und fiir einen Reverse Transkriptase-negativen [RT
(-)] - Ansatz 250 ng RNA eingesetzt werden. Der RT (-) - Ansatz war vor allem fir den

BDNF-Primer notwendig, da dieser nicht intronspannend ist. Die weiteren verwendeten
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Primer waren intronspannende Primer. Die RNA wurde zunachst einer Elimination der
genomischen DNA unterzogen, was anhand eines gDNA Wipeout Puffers erfolgte. Hier-
fur wurden jeweils teils mit RNase-freiem Wasser verdinnte 18 yL RNA mit 3 uL des
gDNA Wipeout Puffers versehen. Da maximal mit 18 yL der RNA-Proben gearbeitet
werden konnte, ergab sich fur drei Proben eine geringere Menge RNA als 750 ng (min-
destens 561,6 ng). Die gDNA-Eliminierung erfolgte fur funf Minuten bei 42°C.
Darauffolgend wurde fir alle Proben ein Reverse Transkriptase-positiver (RT (+)) - Mas-
termix angesetzt, jeweils bestehend aus 1 pL Quantiscript Reverse Transkriptase, 4 uL
eines Desoxynukleosidtriphosphat-Mixes sowie 1 uL eines RT-Primer-Mixes. Fir den
RT (-) - Mastermix wurde die Quantiscript Reverse Transkriptase durch RNase-freies
Wasser ersetzt. Die RNA wurde anschlieend jeweils mit dem RT (+) - bzw. dem RT (-)
- Mastermix fur 30 Minuten bei 42°C inkubiert. Fur den RT (+) - Ansatz wurden je 14 yL
RNA jeder Probe mit 6 uL RT (+) - Mastermix, fir den RT (-) - Ansatz 7 yL RNA mit 3 uL
RT (-) - Mastermix versetzt. Durch weitere drei Minuten Inkubation bei 95°C wurde die
Reverse Transkriptase inaktiviert. AnschlieRend wurden alle Proben fir beide Ansatze
im Verhaltnis 1:4 mit RNase-freiem Wasser verdinnt.

Bei der nachfolgenden real-time RT-PCR diente B-Actin als Referenzgen. Die PCR
wurde mit dem QuantiFast SYBR Green RT-PCR Kit (Qiagen) durchgefiihrt. Dieses be-
ruht darauf, dass wahrend der PCR gebildete doppelstrangige DNA von dem im Master-
mix vorliegenden Farbstoff SYBR Green gebunden wird und dieser daraufhin ein Fluo-
reszenzsignal emittiert. Die Emissionsmaxima dieses Farbstoffes liegen bei 494 nm und
521 nm.

4 uL der cDNA einer Probe wurden pro Durchlauf mit 0,2 uL des jeweiligen Primers,
sowie 5 pL des vorgefertigten Mastermixes (bestehend aus HotStart Taq Plus DNA-Po-
lymerase, Pufferlésung, dNTP-Mix, sowie SYBR Green und ROX Farbstoffe) versehen
und mit 0,8 uL RNase-freiem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 10 pL erganzt. Dieser
Ansatz wurde in eine Glaskapillare gegeben und zentrifugiert (2000 rpm, 20°C, 40 Se-
kunden). Pro Durchlauf wurde jeweils eine negative Kontrolle angesetzt, in der die cDNA
durch RNase-freies Wasser ersetzt wurde. Nach Zentrifugation wurden die Proben im
Lightcycler (Roche) mit folgendem PCR-Programm analysiert. Die anfangliche Aktivie-
rung der HotStarTaqg Plus DNA-Polymerase fand bei 95°C Uber finf Minuten statt, wo-
rauf 40 PCR-Zyklen folgten. Ein Zyklus setzte sich aus 10 Sekunden Denaturierung bei
95°C, sowie Anlagern des Primers und Polymerisation flr 30 Sekunden bei 60°C zu-
sammen. Um die Spezifitat der PCR-Reaktion sicherzustellen, wurde anschlief3end eine
Schmelzkurvenanalyse durchgeflhrt, indem die Temperatur kontinuierlich von 60°C auf

95°C erhoht wurde. Dadurch konnten gebildete Primerdimere oder unterschiedliche
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PCR-Produkte detektiert bzw. ausgeschlossen werden. Alle PCR-Proben wurden einer
Doppelbestimmung unterzogen.

Zur Berechnung der relativen (rel.) Genexpression wurden zunachst die Mittelwerte der
crossing point (cp)-Werte der Doppelbestimmungen fir 3-Actin jedes Ansatzes und flr
das jeweilige Gen jedes Ansatzes bestimmt. AnschlieBend wurde fir jeden Ansatz die
Differenz aus dem cp-Wert des betreffenden Gens und dem cp-Wert des B-Actins gebil-
det (Acp). Daraufhin wurde ein Mittelwert aus den Acp-Werten aller Kontrollansatze
(ohne BDNF-Zusatz) fur das jeweilige Gen gebildet und dieser von den jeweiligen Acp-
Werten subtrahiert (AAcp). Nun wurde eine Potenz mit der Basis 2 und dem Exponenten

-AAcp gebildet, was die rel. Genexpression ergab.

2.4.4 Primer

Die Primer der Zielgene waren bis auf p75NTR im Labor der Experimentellen Unfallchi-
rurgie GielRen bereits etabliert. Fir das Primerdesign wurde voerst aus der 6ffentlichen
pubmed Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) die entsprechende Sequenz fiur das
Zielgen ermittelt. Anhand eines Programms (http://frodo.wi.mit.edu/) wurden die Primer
entworfen und anschlieftend auf ihre Genspezifitat getestet
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Alle Primer wurden von der Firma Eu-
rofins Genomics (Ebersberg, Deutschland) hergestellt.

Fir die Etablierung des p75NTR-Primers wurde zuerst eine real-time RT-PCR mit einer
p75NTR-positiven cDNA (Gehirn Maus) zum Einen mit dem p75NTR-Primer (murin,
98 bp), den es zu etablieren galt, zum Anderen mit einem zweiten p75NTR-Primer
(murin, 636 bp) durchgefihrt und das Produkt der PCR des zweiten Primers zur Etab-
lierung verwendet. Dieses Produkt wurde daraufhin auf 1:10.000 und 1:1.000.000 mit
reinem Wasser verdinnt und mit diesen Verdunnungen eine weitere PCR mit dem zu
etablierenden p75NTR-Primer durchgefihrt. Fir die Verdiunnung 1:10.000 ergab sich
ein cp-Wert von 10,92. Um eine Standardkurve fiir den Primer zu erreichen, sollte eine
Verdinnung entsprechend einem cp-Wert von ungefahr 16 entstehen. Da die Differenz
zwischen diesen beiden cp-Werten bei ungefahr 5 lag, musste eine Verdinnung von
1:2°, also 1:32 gewahlt werden, um einen cp-Wert von 16 zu erzielen. Hierfiir wurden 5
ML cDNA einer p75NTR-negativen Probe zu 43,3 uL RNase-freiem Wasser gegeben,
um die Wand des PCR-Rohrchens zu beschichten und eine Bindung des p75NTR-Pro-
duktes zu vermeiden. AnschlieBRend wurden 1,7 uL des PCR-Produktes hinzugegeben,
was zu einer Verdinnung von ungefahr 1:32 fuhrte. Diese neu entstandene Probe wurde

daraufhin in eine Verdiinnungsreihe eingesetzt, wobei jeweils 4 puL der Probe zu 36 pL

32



Material und Methoden

reinem Wasser gegeben wurden. Somit entstanden Verdinnungen von 1:10, 1:100,
1:1.000 und 1:10.000. Mit diesen Verdiinnungen wurde daraufhin eine real-time RT-PCR
mit dem Primer fur p75NTR (murin, 98 bp) durchgeflhrt, vorerst in Einzelbestimmung,
dann in technischer Doppelbestimmung. Hierbei wurde darauf geachtet, dass der Primer
einerseits reproduzierbare Ergebnisse lieferte, andererseits die cp-Werte sich entspre-
chend der logarithmischen Skalierung von Verdiinnung zu Verdiinnung um ungefahr 3,3
unterschieden. Dieser Wert kommt dadurch zustande, dass eine Verzehnfachung der
DNA-Menge in der Probe einer Erhdhung des cp-Wertes um ungefahr 3,3 (233 = 10)
entspricht. Im Durchschnitt lag die Differenz unter den jeweiligen Verdiinnungen bei
3,44, womit der Primer als etabliert galt. In Tabelle 1 sind die Primerinformationen auf-
gefuhrt.

Tabelle 1: Ubersicht der verwendeten Primer

Zielgen Sequenz Produkt- Genbankkennung
(5’-3") lange
(bp)

for. TGTTACCAACTGGGACGACA

-Acti 1 NM 007393,
B-Actin - GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA 65 0073933

for. GCCTCCTCCTGAGAACAACC
SOST 143 NM_024449.6
rev. GGCCTGGGCCGTCTGTC

for. TCCTGTACTTTCGAGCGCAG
RANKL 136 NM_011613
rev. TCAGGTAGTGTGTCTTCACTCTC

for. ACTTCATCGAAAGCACCCTGT
OPG 181 NM_008764
rev. TGGTAGGAACAGCAAACCTGA

for. GACGACATCACTGGCTGACAC
BDNF 100 NM_007540.4
rev. GTCCGCGTCCTTATGGTTTTC

for. ATCTCCGCTCACTTCATGGG
TrkB 99 NM_001025074.1
rev. AATGTCAGTTGGCGTGGTC

for. TGTGCGAGGACACTGAGC
p75NTR 98 NM_033217
rev. GGGCGTAGACCTTGTGATCC

for.: forward primer; rev.: reverse primer. Modifiziert nach Loy et al. (2020)
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245 Kapillargelelektrophorese

Im Anschluss an die real-time RT-PCR wurde fir TrkB und SOST, die keine eindeutige
Expression in der PCR zeigten, eine Kapillargelelektrophorese durchgefiihrt. Die PCR-
Produkte inklusive Positiv- und Negativkontrollen wurden durch Zentrifugation
(1600 rpm, 15 Sekunden) aus den PCR-Kapillaren in 0,5 mL Réhrchen tberfihrt. An-
schlieBend wurden in der entsprechenden Anzahl Réhrchen jeweils 10 yL QX DNA Di-
lution Buffer (Qiagen) vorgelegt und daraufhin 5 pL jedes PCR-Produktes zugegeben.
Um die Verdunstung zu reduzieren, wurde ein Tropfen Wei3dl (QX Mineral Oil, Qiagen)
auf die Proben gegeben. Ein Ausrichtungsmarker (QX Alignment Marker 15 bp/3 kb,
Qiagen) diente zur spateren Skalierung der entstandenen Banden. Die Kapillargelelekt-
rophorese wurde mit dem QIAxcel Advanced System (Qiagen) durchgefiihrt. Das Ver-
fahren verlief durch eine an das Gel angelegte Spannung, durch die die DNA-Produkte
je nach GréRe unterschiedlich schnell das Gel durchwanderten. Anschlie®Rend wurde der
vorher in der DNA interkalierte Farbstoff detektiert und graphisch dargestellt. Hieraus
ergaben sich fur die DNA-Produkte Banden, denen mittels des mitgelaufenen Ausrich-

tungsmarkers eine Produktgrofie zugeordnet werden konnte.

2.5 Statistik

Die statistische Auswertung und die Erstellung der Graphen des BDNF-Freisetzungs-
tests fur PEK-NP, des BrdU-Proliferationsversuches sowie der real-time RT-PCR wurde
mit dem Programm IBM SPSS Statistics 23 durchgefiihrt. Zur Uberpriifung der Vertei-
lung wurde der Kolmogorov-Smirnov-Test angewendet. Zeigte sich hier eine Normalver-
teilung, wurde mit dem T-Test fortgefahren, wie bei der Statistik der real-time RT-PCR.
Ergab sich hier keine Normalverteilung, wurde fur die Analyse des BrdU-Proliferations-
assays bezuglich der Zusatze zur Varianzanalyse zunachst der Kruskal-Wallis-Test
durchgefuhrt. Wurden hierbei Signifikanzen festgestellt, wie in der Analyse des BrdU-
Proliferationsassays bezogen auf die Zusatze, wurde der Wilcoxon-Vorzeichenrangtest
vollzogen.

Far den Vergleich der BrdU-Werte im Proliferationsassay bezogen auf die Inkubations-
zeiten wurde zunachst die Anova-Varianzanalyse fur verbundene Stichproben mit Mess-
wiederholungen genutzt. Nachdem sich mittels Huynh-Feldt-Test keine Spharizitat fand,

wurde der Bonferroni-Test fur einen paarweisen Vergleich angewendet.
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Nachfolgend werden Signifikanzniveaus p < 0,05 mit einem Stern gekennzeichnet und
als signifikant, p < 0,01 mit zwei Sternen versehen und p < 0,001 mit drei Sternen mar-

kiert als hoch signifikant bezeichnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Zellkultur

3.1.1 Monokultur muriner DRG-Neurone

Nach der Kultivierung der Zellsuspension konnten sowohl DRG-Neurone, als auch
Schwannzellen beobachtet werden. Bei Zugabe von AraC als Mitoseinhibitor blieb die
Zellzahl der Schwannzellen unter lichtmikroskopischer Beobachtung annahernd kon-
stant. Zudem konnte durch Betrachtung der DRG-Neurone die Ausbildung von Axonen
als Vitalitatsparameter detektiert werden. Auch Schwannzellen entwickelten Auslaufer,
die bis zu den Neuronen reichten und untereinander ein Netzwerk entwickelten. In der

lichtmikroskopischen Beobachtung der DRG-Neuronenkultur wahrend des Proliferation-

sassays zeigten sich morphologisch keine Unterschiede zwischen der Kultur unter Zu-
satz von PEK-NP und der Kultur ohne Zusatz (Abb. 14).

Abb. 14: Lichtmikroskopische Lebendzellbeobachtung der DRG-Neurone (schwarzer Pfeil) und
Schwannzellen (Stern) im Vergleich ohne Zusatz (A) und mit PEK-NP (B). Morphologisch un-
terscheiden sich Neurone und Schwannzellen unter Zugabe von PEK-NP nicht verglichen mit der
Kontrolle ohne Zusatz, Ma3stab 50 um.

3.1.2 Monokultur der MLO-Y4

Die rein lichtmikroskopische Beobachtung zeigte bereits eine héhere Dichte der MLO-
Y4- Zelllinie bei Zusatz von geléstem BDNF (40 ng/mL) im Vergleich zu der Zelldichte
ohne Zusatze. Diese Beobachtung lie® sich nach 8 und 24 h feststellen, nicht jedoch
nach 32 h. Wie in Abb. 15 sichtbar, duf3erte sich dieser Effekt am starksten nach 24 h.
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Die Morphologie der Zellen inklusive der Lange der Auslaufer wurde durch die Zugabe
von BDNF in der lichtmikroskopischen Beobachtung nicht beeinflusst (Abb. 15).

MLO-Y4 +BDNF
S

8h

Abb. 15: Lichtmikroskopische Lebendzellbeobachtung der MLO-Y4 im BrdU-Versuch
Vergleich MLO-Y4 ohne Zusatz vs. MLO-Y4 mit BDNF 40 ng/mL geldst nach 8 h, 24 h und 32 h.
Nach 24 h féllt eine vermehrte Dichte der MLO-Y4-Monokultur auf. Nach 8 und 32 h lasst sich
dieser Unterschied nicht beobachten, Mal3stab 100 um.

3.1.3 Kokultur MLO-Y4/DRG-Neurone

In der angelegten Kokultur aus MLO-Y4 und DRG-Neuronen traten beide Zellarten licht-
mikroskopisch sichtbar tber Auslaufer in Kontakt (Abb. 16, Einsatz 32 h). Morphologisch

zeigten sich beide Zellarten vital. Ein reiner Einfluss von Neuronen/Schwannzellen in der
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Funktion als endogene BDNF-Quelle auf die Zellzahl von MLO-Y4 liel3 sich unter licht-
mikroskopischer Lebendzellbeobachtung nicht nachweisen.

Die Wirkung des I6slichen BDNF auf die beobachtete Zelldichte der MLO-Y4 in der Ko-
kultur lieR sich hingegen erneut in der Kokultur detektieren. Dieser Effekt zeigte sich
insbesondere 24 h nach BrdU-Zugabe (Abb. 16). Nach 8 und 32 h fand sich lichtmikro-
skopisch kein eindeutiger Unterschied in der Zelldichte zwischen dem Ansatz ohne Zu-
gabe und der Zugabe von geldéstem BDNF. Auch die Morphologie der Zellen und die
Lange der Auslaufer unterschied sich zwischen den Ansatzen nicht sichtbar.

+BDNF
AT % |

Abb. 16: Lichtmikroskopische Lebendzellbeobachtung der DRG-Neurone/MLO-Y4-Kokultur im
BrdU-Versuch nach 8, 24 und 32 h, links ohne Zusatz, rechts mit BDNF (gel6st),
Malstab 100 um. Nach 24 h féllt eine vermehrte Dichte der MLO-Y4 in der Kokultur auf. Nach 8
und 32 h lasst sich dieser Unterschied nicht beobachten. Einsatz (E): Ausbildung eines Kon-
taktes zwischen MLO-Y4 (Pfeil) und DRG-Neuron (Stern), Mal3stab 50 um.
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Wahrend des Proliferationsassays zeigten sich unter lichtmikroskopischer Beobachtung
keine Unterschiede zwischen den Kokulturen, denen PEK-NP zugegeben wurden und

den Kokulturen, die ohne Zusatz inkubiert wurden (Abb. 17).

Abb. 17: Lichtmikroskopische Lebendzellbeobachtung der Kokultur im Vergleich ohne Zusatz (A)
und mit PEK-NP (B) nach 24 h Inkubationszeit. Morphologisch lassen sich keine Unterschiede
zwischen den Ansétzen feststellen, Ma3stab 100 um.

3.2 BDNEF-Freisetzung aus PEK-NP

Im BDNF-Freisetzungsversuch mit sechs verschiedenen Mengen BDNF, gebunden an
PEK-NP, zeigten sich die in Abb. 18 dargestellten Konzentrationsverlaufe. Da die funk-
tionalisierten Nanopartikel mit BDNF-Mengen von 400, 200, 100, 60, 40 und 20 ng in ein
Verteilungsvolumen von 600 pL Medium gegeben wurden, konnte eine theoretische Ma-
ximalkonzentration bei vollstandiger und sofortiger Freisetzung des BDNFs ermittelt wer-
den. Im unten abgebildeten Graphen entsprechen 100 % jeweils den errechneten Maxi-
malkonzentrationen, also beispielsweise fur den Ansatz mit 400 ng BDNF einer Maxi-
malkonzentration in einem Verteilungsvolumen von 600 pL von ungefahr 667 ng/mL.

Die prozentuale Freisetzung des BDNFs unterschied sich je nach Beladung der Nano-
partikel mit verschiedenen BDNF-Mengen. Eine Stunde nach Zugabe der Nanopartikel
zum Medium liel3 sich eine Freisetzung von 19,1 % bis hin zu 49,4 % der errechneten
Maximalkonzentration ermitteln. Die absoluten Konzentrationen lagen in einem Bereich
zwischen 5,6 und 173,7 ng/mL. Nach 24 h liel3 sich eine prozentuale Freisetzung zwi-
schen 6,9 und 33,6 % messen. Auffallig war hierbei, dass eine niedrige prozentuale Frei-
setzung vor allem bei Nanopartikeln mit niedrigen BDNF-Mengen auftrat. Die absoluten
BDNF-Konzentrationen nach 24 h befanden sich in einem Bereich zwischen 2,1 und
225 ng/mL. Bei allen eingesetzten Nanopartikeln fiel die Konzentration zwischen 1 h und
24 h ab, mit Ausnahme der héchsten eingesetzten BDNF-Menge von 400 ng, bei der ein
Anstieg von durchschnittlich 9 % der Maximalkonzentration zu verzeichnen war. 32 h
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nach Zugabe der Nanopartikel lie® sich im Vergleich zu 24 h ein Gber alle Nanopartikel
durchschnittlicher Abfall von 5 % der Maximalkonzentration errechnen. AusschlieRlich
bei Zugabe des Nanopartikels mit einer Beladung von 400 ng BDNF war auch nach 32 h
ein leichter Anstieg der prozentualen Freisetzung im Vergleich zu 24 h von durchschnitt-
lich 1 % der errechneten Maximalkonzentration messbar. Die Werte der prozentualen
Freisetzung nach 32 h lagen zwischen 3,7 und 36,9 % der Maximalkonzentration. Die
gemessenen absoluten BDNF-Konzentrationen bewegten sich zwischen 2 und
247,3 ng/mL. Sowohl die Negativkontrolle mit Medium als auch die Kontrolle mit Zugabe
von PEK-NP ohne BDNF ergaben keine messbaren BDNF-Konzentrationen (Abb. 18).
Der Stichprobenumfang betrug n = 2.

100 — Beladung der Nanopartikel
mit BDNF [ng]
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I 200
< 80— 100
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Abb. 18: Vergleich der BDNF-Freisetzung aus PEK-NP+BDNF, beladen mit 20, 40, 60, 100, 200
und 400 ng BDNF mittels Human Free BDNF ELISA nach 1 h, 24 h und 32 h. Prozentuale Darste-
llung der tatséchlichen Konzentration geteilt durch die maximal mégliche Konzentration bei vo-
lIstédndiger Freisetzung des BDNF. Je nach Beladungsmenge zeigt sich eine unterschiedliche
Freisetzungskinetik, wobei eine Beladung von 400 ng BDNF einen initial steigenden Konzentra-
tionsverlauf darstellt; n = 2. Modifiziert nach Loy et al. (2020)

Da die Zielkonzentration von BDNF im Medium in dem spater durchgefiihrten Prolifera-
tionsassay 40 ng/mL betragen sollte, dienten die Ergebnisse des Freisetzungstests
dazu, eine geeignete Beladung der Nanopartikel auszumachen. Das Verteilungsvolu-

men im Proliferationsassay betrug 200 yL. Um bei diesem Volumen eine Konzentration
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von 40 ng/mL zu erhalten, missen 8 ng BDNF hinzugegeben werden. Auf Grundlage
der Ergebnisse des Freisetzungstests der sechs Nanopartikel lie® sich aus der prozen-
tualen Freisetzung der unterschiedlichen Mengen funktionalisierter Nanopartikel ermit-
teln, welche der Mengen am ehesten zur einer Zielkonzentration von 40 ng/mL fihrt. Die
Nanopartikel entsprechend einer Beladungsmenge von 40 ng BDNF wiesen eine durch-
schnittliche prozentuale Freisetzung von 32 % nach einer Stunde und von 14 % nach
24 h auf. Die freigesetzten Mengen berechneten sich mit 12,8 ng BDNF nach einer
Stunde und 5,6 ng nach 24 h. Dies wirde bei einem Verteilungsvolumen von 200 uL
eine Konzentration von 64 ng/mL nach einer Stunde und 28 ng/mL nach 24 h bedeuten,
weshalb sich diese Beladung als am besten geeignet zur Erreichung der gewlnschten
Zielkonzentration herausstellte.

Um den Konzentrationsverlauf von geléstem BDNF ohne Nanopartikel in einer Konzent-
ration von 40 ng/mL mit dem des Nanopartikels mit einer Beladung von 40 ng BDNF zu
vergleichen, wurde ein zusatzlicher Versuch durchgefihrt.

Im Vergleich des Konzentrationsverlaufes von mit 40 ng BDNF funktionalisierten PEK-
NP und dem gelésten BDNF (40 ng/mL) zeigten sich tber 48 h dhnliche Konzentrationen
freien BDNFs beider Ansatze. Da bei diesem Versuch mit 200 yL Medium gearbeitet
wurde, ergibt sich flr den Ansatz mit Zugabe von PEK-NP als theoretische Maximalkon-
zentration freien BDNFs 200 ng/mL. Der tatsachliche Wert nach einer Stunde Inkubati-
onszeit lag bei durchschnittlich 30,7 ng/mL. Dies entspricht einer prozentualen Freiset-
zung von ungefahr 15,4 % der theoretischen Maximalkonzentration. Die Konzentration
freien BDNFs im Ansatz BDNF lag nach einer Stunde bei durchschnittlich 38,2 ng/mL.
Nach 24 h war die Konzentration in beiden Ansatzen in ahnlichem Ausmalf} abgefallen,
im Ansatz mit PEK-NP+BDNF um durchschnittlich 19,4 ng/mL auf 11,3 ng/mL, im Ansatz
BDNF um durchschnittlich 24,3 ng/mL auf 13,9 ng/mL.

Nach 48 h betrug die Konzentration freien BDNFs im Ansatz PEK-NP+BDNF noch
durchschnittlich 8,1 ng/mL, vergleichend im Ansatz BDNF durchschnittlich 9,7 ng/mL
(Abb. 19).
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Abb. 19: Vergleich der freien BDNF-Konzentrationen zwischen BDNF und PEK-NP+BDNF im
Zeitverlauf nach 1, 24, 32 und 48 h. Der Konzentrationsverlauf im Medium unter Zugabe von
BDNF (40 ng/mL) verlduft &hnlich zu dem Konzentrationsverlauf nach Zugabe von PEK-
NP+BDNF 40 ng, n = 2. Modifiziert nach Loy et al. (2020)

3.3 Proliferationsassay BrdU

Im Proliferationsverhalten der drei Kulturen zeichnete sich nach 8 h fur keinen der Zu-
satze ein signifikanter Unterschied ab. Bezlglich der Kokultur lagen die BrdU-Werte
nach 8 h flr alle Zusatze durchschnittlich bei 1,5. Nach 24 h betrug der BrdU-Wert flr
die Kokultur und die MLO-Y4-Monokultur bei Zugabe von BDNF durchschnittlich mehr
als das Doppelte. Die Zunahme des BrdU-Wertes von 8 h auf 24 h war fir alle Zusatze
sowohl in der Kokultur als auch in der MLO-Y4-Monokultur hoch signifikant (p < 0,001).
Im Vergleich war dieser Proliferationsanstieg fur die Kokultur ebenso wie fur die MLO-
Y4-Monokultur unter Zugabe von BDNF hoch signifikant starker ausgepragt als bei den
dbrigen Ansatzen. Die Signifikanzniveaus und detailliertere Darstellung der Differenzen
sind im Text unter Abb. 20 aufgefuhrt. Zwischen 24 und 32 h Inkubationszeit proliferier-
ten die Zellen der Kokultur und der MLO-Y4-Monokultur wieder langsamer, was durch
die nur geringe Zunahme der BrdU-Werte widergespiegelt wird. Auch die BrdU-Werte
zum Zeitpunkt 32 h waren verglichen mit den Werten nach 8 h in der Kokultur und der
MLO-Y4-Monokultur hoch signifikant angestiegen (p < 0,001).
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Die sehr niedrigen Absorptionswerte im BrdU-Proliferationsassay der DRG-Neuronen-
kultur sprechen fir eine geringe Proliferationsrate der Schwannzellen, die vorher mit A-
raC in der Neuronenkultur behandelt wurden (Abb. 20).

Der Stichprobenumfang betrug jeweils n = 5.
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Abb. 20: Proliferation im BrdU-Assay der Kokultur, der MLO-Y4-Monokultur, sowie der DRG-
Monokultur unter Einfluss von PEK-NP mit BDNF, PEK-NP ohne BDNF, BDNF gel6st 40 ng/mL
sowie als Kontrolle ohne Zusatz. Der Proliferationsanstieg zeigte sich in der Kokultur und der
MLO-Y4-Monokultur zwischen 8 und 24 h sowie zwischen 8 und 32 h hoch signifikant unter Ein-
fluss aller Zusétze. In der DRG-Monokultur lieBen sich keine Signifikanzen nachweisen. Drei
Sterne in der Grafik markieren einen hoch signifikanten Unterschied (p < 0,001), n = 5. Modifiziert
nach Loy et al. (2020)

Anhand der Absorptionswerte nach 8 h lieen sich keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen den Ansatzen feststellen.

Bei Betrachtung der MLO-Y4-Monokultur stieg die Proliferationsrate nach 24 h unter ge-
|6stem BDNF um 15,8 % im Vergleich zum Kontrollansatz. Vergleichend zu der Mono-
kultur mit PEK-NP liel3 sich sogar ein Anstieg um 17,9 % feststellen. Zwischen der MLO-
Y4 Kultur mit gelostem BDNF und der Kultur mit Zugabe von PEK-NP+BDNF betrug
dieser Unterschied lediglich 13,7 %.
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Ahnliches fand sich bei der Kokultur, wobei hierbei die Differenzen etwas geringer aus-
fielen. Unter Zugabe von geléstem BDNF stieg die Proliferation um 14 % gegenuber der
Beigabe von PEK-NP (13,9 % gegenuber der Kultur ohne Zusatz). Bezuglich der Kokul-
tur lie® sich ebenfalls die geringste Differenz der Proliferationsraten zwischen BDNF und
der Zugabe von PEK-NP+BDNF (12,2 %) feststellen.

Sowohl flr die Kokultur als auch fiir die MLO-Y4-Monokultur lie® sich nach Applikation
von geléstem BDNF nach 24 h mittels BrdU-Assay ein hoch signifikanter positiver Effekt
auf die Proliferationsrate im Vergleich zur Kontrolle und den weiteren Versuchsgruppen
messen. Anhand des Wilcoxon-Rangsummentest ergaben sich fir die Kokultur mit ge-
I6stem BDNF nach 24 h vergleichend zur Kokultur ohne Zusatz Signifikanzniveaus von
p < 0,001, zum Zusatz von PEK-NP+BDNF p < 0,001 und zum Zusatz von PEK-NP
p = 0,001.

Bezlglich der MLO-Y4-Monokultur errechneten sich Signifikanzniveaus fir geldstes
BDNF von p < 0,001 (im Vergleich zu ,ohne Zusatz*), p = 0,001 (im Vergleich zu ,PEK-
NP+BDNF*) und p < 0,001 (im Vergleich zu ,PEK-NP*) fir den Messzeitpunkt 24 h.

Die Kokultur zeigte im Vergleich zur MLO-Y4-Monokultur keine signifikant erhéhten
Proliferationswerte auf.

Ein signifikant negativer Einfluss von BDNF liel sich zusatzlich auf die Proliferationsrate
der DRG-Neuronenkultur gegentiber den anderen Ansatzen zum Zeitpunkt 24 h erken-
nen (Abb. 21).

Fir die Werte nach 32 h ergaben sich in keinem Kulturansatz Signifikanzen.

In keiner der Zellkulturansatze konnte ein negativer Effekt von PEK-NP (32 ymol/L) auf
die Proliferation nach 8, 24 oder 32 h festgestellt werden. Gleiches gilt fur die Zugabe
von PEK-NP, die mit BDNF funktionalisiert waren (Abb. 21).
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Abb. 21: Proliferation im BrdU-Assay der Kokultur, der MLO-Y4-Monokultur, sowie der DRG-
Monokultur unter Einfluss von PEK-NP mit BDNF, PEK-NP ohne BDNF, BDNF gel6st 40 ng/mL
sowie als Kontrolle ohne Zusatz. Nach 24 h liel3 sich unter Zugabe von ,BDNF gel6st“ sowohl in
der Kokultur als auch in der MLO-Y4-Monokultur eine hoch signifikant héhere Proliferationsrate,
jeweils verglichen mit den anderen Zusétzen, nachweisen. In der DRG-Monokultur zeigte sich
eine signifikant reduzierte Proliferationsrate nach 24 h unter Zusatz von ,BDNF geldst” im Ver-
gleich zu den anderen Zusétzen. Nach 8 und 32 h lie3en sich keine Signifikanzen nachweisen.
Ein Stern markiert einen signifikanten Unterschied (p < 0,05), drei Sterne in der Grafik markieren
einen hoch signifikanten Unterschied (p < 0,001). Farbige Kreise und farbige Sterne markieren
Ausrei3er, n = 5. Loy et al. (2020)
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3.4 Real-time RT-PCR

3.41 B-Actin

B-Actin diente in der real-time RT-PCR als Referenzgen. Die cp-Werte aller Proben la-
gen in einem Bereich zwischen 15,2 und 16,9. Die rel. Genexpression der nachfolgen-
den Zielgene wurde, wie im Teil ,Material und Methoden® beschrieben, ins Verhaltnis zu

der Expression von B-Actin gesetzt, um die Proben untereinander zu vergleichen.

3.42 SOST

Obwohl in anderen Studien die Genexpression von SOST in MLO-Y4 nachgewiesen
wurde (York et al. 2016; Yu et al. 2017), zeigten sich in der real-time RT-PCR sowohl fur
die Zellkulturen ohne BDNF als auch fiir jene mit BDNF cp-Werte von tber 35. Hierdurch
erschien eine zu geringe Expression von SOST wahrscheinlich, was zudem eine Be-
rechnung der rel. Genexpression unmdglich machte. Die Uberprifung des Primers mit
einer positiven cDNA-Probe zeigte an, dass der Primer funktionsfahig war und ergab
einen Schmelzpunkt des PCR-Produktes von 86,8°C. Bei Betrachtung der Schmelz-
punkte der Proben fand sich in keinem der Ansatze ein Wert in der Nahe von 86,8°C. In
der Negativkontrolle mit RNase-freiem Wasser konnte kein PCR-Produkt ermittelt wer-

den.

3.4.3 RANKL

Sowohl in den Ansatzen mit BDNF-Zusatz als auch in den Kontrollansatzen ohne BDNF
liel® sich eine Expression von RANKL nachweisen. Die PCR ergab cp-Werte zwischen
19,1 und 21,9. Ein Hinweis eines Einflusses von BDNF auf die Knochenresorption iber
die Expression von RANKL konnte in der real-time RT-PCR nicht nachgewiesen werden.
In der statistischen Auswertung ergab sich kein signifikanter Unterschied in der rel. Ge-
nexpression zwischen den Kontrollansatzen ohne BDNF-Zugabe und den mit BDNF be-
handelten Zellen (Abb. 22). In der Schmelzkurvenanalyse der PCR-Produkte aller Pro-
ben fanden sich Schmelzpunkte zwischen 81,54 und 81,87°C. Als Negativkontrolle

wurde RNase-freies Wasser verwendet, was zu einem negativen Ergebnis fuhrte.
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Abb. 22: Darstellung der rel. Genexpression flir RANKL im Boxplot, Ansétze mit (blau) und ohne
Applikation von BDNF (griin) im Vergleich. Es lie3en sich keine signifikanten Unterschiede in der
Genexpression zwischen den Ansétzen nachweisen. Der farbige Punkt stellt einen Ausrei3er dar,
n = 5. Modifiziert nach Loy et al. (2020)

3.44 OPG

In allen Zellkulturen lie® sich eine Expression von OPG ermitteln, wobei die cp-Werte
zwischen 23,6 und 25,3 lagen. Der Vergleich ergab fir die Ansatze mit BDNF-Zusatz in
der statistischen Auswertung keinen signifikanten Unterschied zu den Kontrollansatzen
ohne BDNF-Zugabe (Abb. 23). Die Schmelzpunkte der PCR-Produkte schwankten zwi-
schen 83,06 und 83,31°C. Die Negativkontrolle mit RNase-freiem Wasser ergab keinen

Nachweis eines PCR-Produktes.
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Abb. 23: Darstellung der rel. Genexpression fiir OPG im Boxplot, Ansétze mit (blau) und ohne
Applikation von BDNF (griin) im Vergleich. Es lieBen sich keine signifikanten Unterschiede in der
Genexpression zwischen den Ansétzen nachweisen. Der farbige Stern stellt einen AusreilSer dar,
n = 5. Modifiziert nach Loy et al. (2020)

3.4.5 BDNF

In der real-time RT-PCR fiir BDNF lief3 sich fir alle Zellkulturansatze eine im Vergleich
zu den anderen Zielgenen starke Expression von BDNF ermitteln. Die cp-Werte
schwankten zwischen 18,6 und 19,8. Die rel. Genexpression von BDNF unterschied sich
in der statistischen Auswertung nicht signifikant zwischen den Zellen, denen BDNF (I6s-
lich) zugefiuihrt wurde und denen, die ohne BDNF kultiviert wurden (Abb. 24). Die
Schmelzpunkte der PCR-Produkte lagen in einem Bereich zwischen 83,77 und 83,99°C.
Da es sich bei dem BDNF-Primer nicht um einen Intron-Gberspannenden Primer han-
delte, wurden alle Proben ebenfalls ohne die RT in der PCR analysiert. Hierbei zeigten
sich fur alle Proben negative Ergebnisse. Die Negativkontrolle mit RNase-freiem Wasser

war ebenfalls negativ.
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Abb. 24: Darstellung der rel. Genexpression fiir BDNF im Boxplot, Ansétze mit (blau) und ohne
Applikation von BDNF (griin) im Vergleich. Es lieBen sich keine signifikanten Unterschiede in der
Genexpression zwischen den Ansétzen nachweisen. Der farbige Punkt stellt einen Ausrei3er dar,
n = 5. Modifiziert nach Loy et al. (2020)

3.4.6 TrkB

Far den Primer TrkB ergaben sich sowohl fur die Kontrollansatze als auch fur die mit
BDNF behandelten Ansatze cp-Werte von Uber 31,5, sodass von einer geringen Genex-
pression ausgegangen werden kann. Zum Grof3teil lagen die cp-Werte jedoch im unbe-
stimmbaren Bereich von Uber 35, womit die rel. Genexpression nicht berechnet werden
konnte. Daraufhin wurde der Primer zusatzlich mit einer TrkB-positiven Probe iberprift.
Dies zeigte bei unterschiedlichen Verdinnungen der Probe cp-Werte zwischen 19,5 und
29,8, was zeigte, dass der Primer seine Funktion erfillte. Bei Betrachtung der Schmelz-
punkte der PCR-Produkte zeigten sich bei sieben von insgesamt elf Proben Werte, die
sehr nah am Schmelzpunkt des PCR-Produkts der Positivkontrolle lagen (ca. 83°C). Der

Ansatz mit RNase-freiem Wasser fiel negativ aus.
3.4.7 Pp75NTR

In der real-time RT-PCR fur p75NTR zeigten sich bei Einsatz der cDNA aller Proben cp-
Werte von Uber 30,7, welches fiir eine geringe, jedoch vorhandene Expression von

p75NTR sprach. Zwischen den Zellkulturansatzen mit Zusatz von BDNF und den
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Kontrollansatzen ohne BDNF konnte kein signifikanter Unterschied in der Expression
von p75NTR errechnet werden (Abb. 25). Die Negativkontrolle mit RNase-freiem Wasser

zeigte kein Fluoreszenzsignal in der PCR.

rel. Genexpression p7SNTR
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Abb. 25: Darstellung der rel. Genexpression fiir p756NTR im Boxplot, Ansétze mit (blau) und ohne
Applikation von BDNF (griin) im Vergleich. Es lieBen sich keine signifikanten Unterschiede in der
Genexpression zwischen den Ansétzen nachweisen. Der farbige Punkt stellt einen Ausrei3er dar,
n = 5. Modifiziert nach Loy et al. (2020)

3.4.8 Kapillargelelektrophorese
3.4.8.1 SOST

Die PCR-Produkte der real-time RT-PCR fur SOST wurden exemplarisch fir drei der
funf vergleichenden Ansatze zwischen Kontrollansatz und Ansatz mit BDNF-Zusatz ei-
ner Kapillargelelektrophorese zugeflhrt. Hierbei konnte bei einer der sechs Proben, die
von einer Zellkultur ohne BDNF-Zusatz stammte, eine Bande auf gleicher Hohe wie die
Positivkontrolle fir SOST zwischen 140 und 150 Basenpaaren (bp) detektiert werden
(Abb. 26). Das PCR-Produkt des SOST-Primers ist laut Herstellerangaben 143 bp lang.
Bei den restlichen Proben lieRen sich keine Banden auf dieser Héhe beobachten. Die

Negativkontrolle zeigte ebenfalls keine Bande.
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Abb. 26: Ergebnisse der Kapillargelelektrophorese der PCR-Produkte der real-time RT-PCR mit
dem Primer fiir SOST (Kapitel 3.4.2). In einer von sechs Proben liel3 sich ein PCR-Produkt auf
Héhe der Positivkontrolle (Knochen Maus) nachweisen. Das PCR-Produkt des SOST-Primers
hat eine Gré3e von 143 bp. Es konnte kein Unterschied zwischen den Kontrollansétzen (- BDNF)
und den Ansétzen mit BDNF-Zusatz (+ BDNF) beobachtet werden. Die Negativkontrolle bestand
aus reinem Wasser (H20). Ein Ausrichtungsmarker (M) zur Gré3enskalierung wurde mitgefiihrt.
Modifiziert nach Loy et al. (2020)
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3.4.8.2 TrkB

Da sich in der real-time RT-PCR eine geringe Expression von TrkB zeigte, wurden die
PCR-Produkte einer Kapillargelelektrophorese unterzogen. In der Analyse der Kapillar-
gelelektrophorese aller Ansatze zeigte sich bei insgesamt neun von elf Proben eine
Bande bei ungefahr 100 bp. Das PCR-Produkt des TrkB-Primers ist 99 bp lang. Bei den
negativ getesteten Proben handelte es sich um eine Probe mit Zusatz von BDNF zum
Medium und um einen Kontrollansatz ohne Zusatz von BDNF. Bei der Probe ,+ BDNF
(0)* handelte es sich um einen Ansatz, bei dem mit Zugabe der MLO-Y4 bereits BDNF
zum Medium gegeben wurde und nicht, wie bei den anderen Ansatzen, nach einer An-
wachsphase von 22 h. Bei der Positivkontrolle lied sich eine Bande ebenfalls auf Hohe
von ungefahr 100 bp feststellen, der PCR-Ansatz mit RNase-freiem Wasser zeigte keine
Bande (Abb. 27).
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Abb. 27: Ergebnisse der Kapillargelelektrophorese der PCR-Produkte der real-time RT-PCR mit
dem Primer fiir TrkB (Kapitel 3.4.6). In neun von elf Proben liel3 sich ein PCR-Produkt auf Hbhe
von ca. 100 bp nachweisen. Dies entsprach der Positivkontrolle (Gehirn Maus). Das PCR-Produkt
des TrkB-Primers hat eine Gr68e von 99 bp. Es konnte kein Unterschied zwischen den Kontro-
llansétzen (- BDNF) und den Ansétzen mit BDNF-Zusatz (+ BDNF) beobachtet werden. Die
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Negativkontrolle (H20) bestand aus reinem Wasser. Ein Ausrichtungsmarker (M) zur Gré3ens-
kalierung wurde mitgefiihrt. Modifiziert nach Loy et al. (2020)
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4 Diskussion

4.1 Zellsystem und Proliferationsassay BrdU

411 MLO-Y4 als Osteozytenmodell

MLO-Y4 wurden als Modell zur Untersuchung des Einflusses von BDNF und PEK-NP
auf Osteozyten verwendet. Zur Gewinnung der immortalisierten Osteozytenlinie wurden
transgene Mause hergestellt, bei denen die Promotorregion fir Osteocalcin an den Gen-
abschnitt des Simian-Viruses 40 fur T-Antigen, welches als Transgen fungierte, gebun-
den wurde. AnschlieRend wurden Osteozyten aus den langen Réhrenknochen isoliert,
anhand ihrer Morphologie selektiert und kultiviert (Kato et al. 1997). Ein ahnliches Ver-
fahren wurde bereits in anderen Studien benutzt, um beispielsweise eine immortalisierte
Osteoblastenzelllinie herzustellen (Ghosh-Choudhury et al. 1996). Die Genexpression
von MLO-Y4 entspricht groRtenteils derer von Osteozyten (Kato et al. 1997), sodass
diese regelmaRig in der Forschung verwendet wurde, um Osteozyten genauer zu unter-
suchen (Yao et al. 2017; Zhao et al. 2002; Ai et al. 2012). Am Beispiel von RANKL und
OPG konnte eine Expression fur diese Schlisselproteine im Knochenstoffwechsel in
MLO-Y4 detektiert werden (Yao et al. 2017; Zhao et al. 2002). Da in anderen Zellen
teilweise eine Hochregulierung von RANKL durch den Einfluss von BDNF erreicht wurde
(Ai et al. 2012) und die Mechanismen der Beeinflussung des Knochenstoffwechsels
durch BDNF noch weitgehend unbekannt sind, wurde dies beziiglich der Expression von
RANKL und OPG in MLO-Y4 unter dem Einfluss von BDNF Uberprift.

Fir BDNF, TrkB und p75NTR gab es bisher keine Nachweise, dass diese in MLO-Y4
exprimiert werden. In Osteozyten konnte jedoch in einem Rattenosteotomiemodell eine
Expression von TrkB nachgewiesen werden, die unter Einfluss von BDNF sogar hoch-
reguliert wurde (Ida-Yonemochi et al. 2017). Eine mdgliche Expression von TrkB und ein
Einfluss von BDNF auf die TrkB-Expression in MLO-Y4 wurde daher in dieser Arbeit
untersucht.

Als Marker fur reife Osteozyten diente Sclerostin, das tUber den Wnt-Signalweg eine
wichtige Rolle als Inhibitor des Knochenaufbaus einnimmt. Auch in MLO-Y4 wurde in
mehreren Studien eine Expression des Proteins Sclerostin bzw. des SOST-Gens ohne
eine exogene Stimulation nachgewiesen. Durch exogene Stimulation wie Erhéhung der
interzellularen Kontakte lief3 sich die Expression in den jeweiligen Studien steigern (York
et al. 2016; Yu et al. 2017). Da Sclerostin jedoch erst spét in Osteozyten exprimiert wird

und MLO-Y4 eine frihe Osteozytenlinie ist, wird SOST teilweise als niedrig exprimiert
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(Holdsworth et al. 2019; Poole et al. 2005), teilweise als nicht exprimiert beschrieben
(Papanicolaou et al. 2009). Dies konnte erklaren, warum in dieser Arbeit keine auswert-
bare Expression von SOST in den meisten Ansatzen in MLO-Y4 nachgewiesen werden
konnte. Die Genexpression von SOST wird in einem separaten Kapitel (4.4.1) naher
betrachtet und diskutiert.

Die Eigenschaft der MLO-Y4 als proliferationsfahige Zellen kdnnte als nicht geeignet zur
Beurteilung der in vivo nicht teilungsfahigen Osteozyten angesehen werden. Ma et al.
untersuchten jedoch die Proliferation von MLO-Y4 unter dem Einfluss von Acetylcholin
und erreichten dabei reproduzierbare und signifikante Ergebnisse (Ma et al. 2014). Auch
andere Studien beschaftigten sich mit der Teilungsrate von MLO-Y4 als Vitalitatspara-
meter fur Osteozyten (Wei et al. 2015). Des Weiteren zeigte sich in einem der Vorversu-
che, dass der BrdU-Wert nach 20 h Inkubation bei gleicher Zellzahl MLO-Y4 keinen star-
ken Schwankungen unterliegt (Abb. 12). Dies deutet darauf hin, dass die Proliferation
von MLO-Y4 nicht willkurlich ablauft und von duf3eren Einflissen abzuhangen scheint.
Daher wurde die Proliferationsrate als eine der ZielgroRen in dieser Arbeit gewahlt.

Bei den Versuchen wurde bei der Aussaat eine Zelldichte von 5000 Zellen/cm? gewahilt,
da der Kontakt der Osteozyten untereinander die Wachstumsbedingungen verbessert
(Zhang et al. 2006). DartUber hinaus wurde diese Zelldichte ebenfalls von anderen Ar-
beitsgruppen fur MLO-Y4 verwendet (Boggs et al. 2011). Fir eine Zelldichte von
2000 Zellen/cm? wurde zudem herausgefunden, dass die meisten MLO-Y4 keinen Kon-
takt zueinander haben (Randhawa et al. 2005). Hinzu kommt, dass eine geringe Anzahl
an Zell-Zell-Kontakten die Genexpression in MLO-Y4 beeinflusst (York et al. 2016). Da-
her musste eine Dichte gewahlt werden, die zum einen ein Wachstum zulie3, zum an-
deren jedoch eine ausreichende Nahe der Zellen untereinander garantierte. Hierbei
stellte sich 5000 Zellen/cm? als geeignet heraus.

Im Proliferationsversuch schien die Proliferationsrate jedoch nach 32 h abzunehmen. Da
die Zellen lichtmikroskopisch bereits sehr dicht beieinander lagen, kénnte dies platzbe-
dingt gewesen sein (Abb. 15). Mit Passagen zwischen 16 und 23 zu arbeiten erwies sich
als zielfihrend, da, wie bereits bei Kato et al. (1997) erértert wurde, MLO-Y4 auch nach
45 Passagen noch Osteozytenmorphologie aufweisen und sich in den vorliegenden Ver-
suchen die Proliferation und Genexpression unter den Passagen nicht deutlich unter-

schied.

55



Diskussion

4.1.2 DRG-Neurone/Schwannzellen als endogene BDNF-Quelle

Um eine endogene Quelle fir BDNF ohne eine exogene Zugabe zu schaffen, wurden
Neurone aus Spinalganglien von Mausen isoliert. Es wurden hierfir Mause mit einem
Alter von 20 Wochen oder jlinger gewahlt, um Uberlebensfahigere Neurone zu erhalten.
Bereits 1985 wurde entdeckt, dass gealterte DRG-Neurone im Vergleich zu denen jun-
gerer Mause eine verminderte Uberlebensrate und Morphologie aufwiesen (Fukuda
1985). Der in der vorliegenden Arbeit zur Isolation von DRG-Neuronen verwendete
C57BL/6 Wildtyp ist der am haufigsten verwendete Mausestamm in der Forschung, mit
deren Spinalganglien bereits andere Arbeitsgruppen Experimente durchflhrten (Lisi et
al. 2017; Ma et al. 2009; Matsuoka et al. 2015).

Pro Versuchsansatz wurden die Spinalganglien einer Maus eingesetzt. Die Praparati-
onsweise war stets die gleiche, um eine dhnliche Neuronenzahl zu erzielen. Bei der Pra-
paration und Isolierung der DRG-Neurone wurde stets auf zligige, jedoch schonende
Weise gearbeitet, um ein Uberleben mdglichst vieler Neurone zu erreichen. Das Uber-
leben wurde anhand lichtmikroskopischer Beobachtung festgestellt und an der Ausbil-
dung von Auslaufern (Dendriten und Axon) festgemacht. In Vorversuchen bestand die
Intention darin, Neurone von in Spinalganglien vorkommenden Schwannzellen und Fib-
roblasten anhand eines Dichtegradienten zu separieren. Hierbei wurde die Ausbeute an
Neurone jedoch als nicht ausreichend beurteilt oder trotz des Gradienten andere Zellar-
ten beobachtet. Daher wurde schlie8lich mit einem Zellsieb gearbeitet, um den Grofiteil
des Bindegewebes mit Fibroblasten verwerfen zu kénnen. Mit der anschlieRenden Zu-
gabe von AraC zu der Zellkultur wurde daraufhin die Proliferation von Schwannzellen
und Fibroblasten verhindert. Darliber hinaus exprimieren und sezernieren Schwannzel-
len ebenfalls BDNF (Meyer et al. 1992; Luo et al. 2014), was der Funktion von DRG-

Neuronen als endogene BDNF-Quelle gleichkommt.

4.1.3 Kokultur DRG-Neurone/MLO-Y4

Zur Untersuchung des Effekts von BDNF-exprimierenden Zellen auf die Proliferation und
Vitalitat von Osteozyten wurde nach dem Vorbild von Boggs et al. (2011) eine Kokultur
aus DRG-Neuronen/Schwannzellen und MLO-Y4 etabliert. Bei Boggs et al. (2011) hat
sich zur optimalen Kokultivierung eine alternierende Beschichtung der Petrischalen von
Perlecan Doméane IV (PInDIV) und Laminin herausgestellt. Diese wurde durch soge-
nanntes micro-contact printing erreicht. Der Vorteil von PInDIV gegenlber Collagen-1,
welches die Ubliche Beschichtung fur MLO-Y4 darstellt (Kato et al. 1997), wurde darin
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gesehen, dass MLO-Y4 auf einer Beschichtung mit PInDIV vermehrt dentin matrix pro-
tein 1 (DMP1) und matrix extracellular phosphoglycoprotein (MEPE) exprimierten. Bei-
des sind Marker zur Identifizierung von reifen Osteozyten, die von diesen sezerniert wer-
den. DMP1 spielt insbesondere eine Rolle bei der Differenzierung von Osteoblasten zu
Osteozyten, MEPE hingegen reguliert den Knochenmetabolismus (Lu et al. 2004; Qin et
al. 2007). Boggs et al. (2011) fanden daruber hinaus heraus, dass MLO-Y4 bevorzugt
auf PInDIV oder Collagen-1 gegenuber einer Beschichtung mit Laminin anwachsen,
wenn beide Beschichtungen nebeneinander vorliegen (Boggs et al. 2011). Da die Me-
thode des micro-contact printings in unserem Labor nicht verfliigbar war, musste eine
alternative Form der Beschichtung gefunden werden. Bei der Suche nach einer optima-
len Beschichtung zur Kokultivierung wurden einerseits Collagen-1 als typische Beschich-
tung fir MLO-Y4 (Kato et al. 1997), andererseits Poly-L-Lysin/Laminin als etablierte Be-
schichtung fur DRG-Neurone in Erwagung gezogen (Francis et al. 2013; Sango et al.
2002). Laminin unterstiitzt hierbei das Uberleben von Neuronen und die Formation von
Neuronenauslaufern (Fudge und Mearow 2013; Stabenfeldt und LaPlaca 2011). In Vor-
versuchen wurde gepruft, ob sich Poly-L-Lysin/Laminin entgegen der Erkenntnisse aus
Boggs et al. (2011) als Beschichtung fur MLO-Y4 ebenfalls eignet. Hierunter zeigten die
Zellen morphologisch und proliferativ ahnliche Eigenschaften wie auf einer Collagen-1
Beschichtung. Fur primare Osteozyten, die aus Kikenschadeln isoliert wurden, konnten
bereits in anderen Arbeiten gute Adh&sionsbedingungen auf einem Lamininsubstrat
nachgewiesen werden (Aarden et al. 1996). Es wurde in dieser Arbeit jedoch nicht tUber-
prift, ob sich die zur Kultivierung der Kokultur in der Proliferationsanalyse und der MLO-
Y4-Monokultur in der Genexpressionsanalyse verwendete Poly-L-Lysin/Laminin-Be-
schichtung auf die Genexpression von MLO-Y4 im Vergleich zu einer Collagen-1-Be-
schichtung auswirkt.

Bei der Wahl des Mediums fiur die Kokultur wurde sich ebenfalls an Boggs et al. (2011)
orientiert und ein DMEM/F12-Medium gewahlt, welches mit 1 % N1, 0,2 % Gentami-
cin/Amphotericin B und 5 % hiFBS komplementiert wurde. Der Unterschied zu Boggs et
al. (2011) bestand lediglich in der Wahl des Antibiotikums/Antimykotikums mit Gentami-
cin/Amphotericin B anstelle der Antibiotikakombination Penicillin/Streptomycin.

Zur Vermeidung eines Effekts des Mitoseinhibitors AraC, der zur Reduktion der Zellzah-
len von Schwannzellen und Fibroblasten eingesetzt wurde, auf die proliferierenden
MLO-Y4, wurde dieser vor Zugabe der MLO-Y4 zu der Neuronenkultur zweimalig aus-
gewaschen. Da sich im Anschluss hohe Proliferationsraten der MLO-Y4 zeigten und sich
in einem Vorversuch der negative Einfluss von AraC auf die Proliferation von MLO-Y4
detektieren liel3, schien AraC durch den Waschschritt entfernt worden zu sein. Hierdurch

konnte eine Beeinflussung des Proliferationsassays durch AraC vermieden werden. Die
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Verwendung von AraC als Mitoseinhibitor zur Reduktion der Zellzahl von Schwannzellen
und die Konzentration von 10 nmol/L im Medium erzielte bei Boggs et al. (2011) den

gewtnschten Effekt.

4.1.4 Proliferationsassay BrdU

Da eine untersuchte ZielgroRe in dieser Studie die Proliferationsrate von MLO-Y4 war,
musste eine Methode zur objektiven Messung dieser Grolke gefunden werden. Hierfur
gibt es unterschiedliche Assays, die speziell fur diesen Zweck entworfen wurden. In die-
ser Arbeit wurde der BrdU-basierte Proliferationsassay genutzt, der anhand der Inkor-
poration von BrdU in die DNA von sich teilenden Zellen arbeitet. AnschlieRend wurde
die DNA denaturiert, um die BrdU-Inkorporation mit Antikérpern zu detektieren und an-
hand der Absorptionswerte im ELISA die Proliferation zu quantifizieren. Dieses ist ein
haufig angewandtes Verfahren, welches sich durch eine hohe Sensitivitat und Spezifitat
auszeichnet. In der Vergangenheit wurde der BrdU Proliferationsassay vor allem im Ver-
gleich zu anderen Proliferationsassays (s. nachster Abschnitt) als sensitiver bezeichnet
(Maghni et al. 1999). Des Weiteren werden durch den Einbau von BrdU in neu syntheti-
sierte DNA nur sich teilende Zellen dargestellt, sodass beispielsweise Neurone hierbei
keinen Einfluss auf das Ergebnis haben. Die Bedeutung der Teilungsrate von Schwann-
zellen und Fibroblasten in der DRG-Neuronenkultur wird durch die Vorbehandlung mit
AraC und anhand der Ergebnisse im BrdU-Proliferationsassay als gering eingeschatzt
(Abb. 20 und 21).

Ma et al. (2014) untersuchten bei der Messung des Einflusses von Acetylcholin auf Os-
teozyten die Proliferation von MLO-Y4 anhand eines 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium (MTT)-Assays. Dieser wird normalerweise zur Bestimmung der Vi-
talitat verwendet, kann dartber hinaus jedoch ebenfalls zur Messung der Proliferation
eingesetzt werden. Das Prinzip des MTT-Assays beruht darauf, dass gelbes Tetra-
zolium-Salz in Mitochondrien vitaler Zellen zu violettem Formazan umgesetzt wird und
dieser Farbumschlag anhand von Absorptionsmessungen quantifiziert werden kann
(Isaian et al. 2003). Berucksichtigt werden hierbei alle vitalen Zellen, auch diejenigen,
die sich noch nicht geteilt haben. Bezlglich der Sensitivitat zur Messung der Proliferation
wurde gezeigt, dass der BrdU-Proliferationsassay dem MTT-Assay Uberlegen ist
(Bergler et al. 1993). Ein weiteres Verfahren zur Proliferationsmessung ist der neuere,
jedoch dem BrdU-Assay ahnliche 5-Ethinyl-2’-desoxyuridin (EdU)-Proliferationsassay,
welcher ohne die Denaturierung der DNA funktioniert. Hierin besteht im Allgemeinen ein

Vorteil gegeniber dem BrdU-Assay (Zeng et al. 2010). Der BrdU-Assay gilt in unserem
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Labor allerdings als Standard zur Messung der Proliferation, sodass die Erfahrung mit
diesem groRer ist. AuBerdem ist dieser kostengunstiger als der EdU-Assay. Der feh-
lende Schritt der DNA-Denaturierung im EdU-Assay hatte eine direkt anschliefende Un-
tersuchung der Genexpression moglich gemacht. Der Plan einer Messung der Expres-
sion wurde jedoch erst aufgrund der Ergebnisse im Proliferationsassay konkretisiert.
Daruber hinaus existiert zur Untersuchung der Proliferation von Zellen der friher haufig
angewendete 3H-Thymidin Test, der mittels radioaktiv markiertem Thymidin arbeitet. Die
Detektion der Radioaktivitdt kann anschlieBend zur Bestimmung der Proliferation die-
nen. Eine Studie zeigte jedoch, dass das radioaktiv markierte Thymidin die DNA-Syn-
these inhibiert und Ergebnisse, die mit dieser Methode entstanden sind, mit Vorsicht zu
genieflRen sind (Hu et al. 2002). Die Sensitivitat wird als ahnlich zu der des BrdU-Assays
angesehen (Gratzner 1982; Hawker 2003). Vor diesem Hintergrund stellte sich der
BrdU-Proliferationsassay als eine geeignete Methode zur Quantifizierung der Prolifera-
tionsrate von MLO-Y4 heraus. Laut Produkthinweis des BrdU-Assays ist die empfohlene
Dauer der Einwirkung von BrdU fir maximal 24 h vorgesehen. In der vorliegenden Arbeit
wurde jedoch mit 32 h ein spaterer Untersuchungszeitpunkt gewahlt. Dies konnte eine
erganzende Erklarung zu dem vorher bereits erwdhnten Platzmangel sein, warum die
BrdU-Werte nach 32 h im Vergleich zu 24 h nicht mehr signifikant anstiegen. Da in Vor-
versuchen ein Anstieg zu verzeichnen war, wurde dieser Untersuchungszeitpunkt in die

Versuche inkludiert.

4.1.5 BDNF-Freisetzung aus PEK-NP

Um die Freisetzung von BDNF aus PEK-NP zu quantifizieren wurde der Human Free
BDNF ELISA verwendet. Da dieser ELISA BDNF-Konzentrationen nur in einem Bereich
von 62,5 bis 2000 pg/mL detektieren kann, wurden die Proben entsprechend der be-
rechneten Hochstkonzentration verdiinnt. Die Ergebnisse befanden sich daher stets in
diesem Rahmen. Der Intra-Assay-Variationskoeffizient wird mit unter 6,2 % angegeben,
der Inter-Assay-Variationskoeffizient unter 11,3 %. Hierbei schlie3t dieser ELISA etwas
schlechter ab als andere kommerzielle BDNF ELISAs (Vrijen et al. 2017). Die Durchfuh-
rungszeit des Assays ist jedoch im Vergleich zu anderen Tests relativ kurz (Polacchini
et al. 2015). Weil es bei der Suche nach einer geeigneten Beladung von PEK-NP mit
BDNF nicht auf sehr genaue Werte, sondern lediglich auf eine Annaherung an die ge-
wiinschte BDNF-Konzentration von 40 ng/mL ankam, wurden die etwas schlechteren
Variationskoeffizienten toleriert und dafiir ein bereits im Labor etabliertes Verfahren ge-

nutzt.
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Da vorerst mit einer geringen Freisetzung von BDNF aus den PEK-NP gerechnet wurde,
wurde in Vorversuchen teilweise mit relativ hohen Mengen BDNF funktionalisierter PEK-
NP von 100, 200 und 400 ng BDNF gearbeitet. Dartber hinaus sollten jedoch im Falle
einer geringen Freisetzung auch niedrigere Mengen BDNF beladener PEK-NP von 20,
40 und 60 ng BDNF untersucht werden. Im BDNF ELISA zeigte sich fur die Gruppe der
héheren Beladungsmengen der Nanopartikel nach 1 h eine BDNF-Freisetzung zwischen
durchschnittlich 22,3 und 47,6 % der gesamten BDNF-Menge. Der Freisetzungstest der
sechs unterschiedlichen Mengen funktionalisierter PEK-NP wurde anders als der Prolife-
rationsassay in einem Volumen des Mediums von 600 uL durchgefihrt, um durch die
Entnahme von 10 pL Medium pro Untersuchungszeitpunkt das Ergebnis der spateren
Zeitpunkte mdglichst wenig zu verfalschen. Da der Proliferationsassay in einem Volu-
men von 200 pL durchgefiihrt wurde, konnte anhand der prozentualen Freisetzung eine
theoretische Konzentration in einem anderen Verteilungsvolumen errechnet werden. Die
Konzentrationen hatten somit fir die hdheren Beladungen in einem Volumen von 200 uL
Uber der Zielkonzentration von 40 ng/mL gelegen (zwischen 95 ng/mL und 519 ng/mL).
Bei Betrachtung der niedrigeren Beladungsmengen der Nanopartikel lag die prozentuale
Freisetzung im Durchschnitt zwischen 19,1 und 40,3 % und damit in einem ahnlichen
Bereich wie bei den hohen Mengen. Im Durchschnitt nahm die prozentuale Freisetzung
jedoch bei niedrigeren Mengen funktionalisierter PEK-NP starker im Zeitverlauf ab als
bei Beladung mit héheren Mengen, bei denen die Freisetzung teilweise noch zunahm.
Eine mdgliche Erklarung hierfur ist, dass ein Teil des BDNFs vom Plastik des Wells ad-
sorbiert wurde und dies bei niedrigen Konzentrationen einen starkeren Effekt hat als bei
hohen Konzentrationen, bei denen der adsorbierte Anteil prozentual nur wenig aus-
macht. Nichtsdestotrotz ergab sich fur die funktionalisierten PEK-NP entsprechend einer
Beladung von 40 ng BDNF eine Konzentration in einem Verteilungsvolumen von 200 L
von 64,5 ng/mL (prozentuale Freisetzung: 32,2 %) nach 1 h und von 27,1 ng/mL (pro-
zentuale Freisetzung: 13,6 %) nach 24 h, weshalb diese Menge des PEK-NP im Ver-
gleich mit gelostem BDNF in einem weiteren Versuch getestet werden sollte.

Bei der Funktionalisierung von PEK-NP mit 40 ng BDNF ergab sich im Vergleich zum
Vorversuch mit einem Verteilungsvolumen von 600 pL eine prozentual geringere Frei-
setzung von durchschnittlich 15,4 % nach 1 h in einem Verteilungsvolumen von 200 pL.
Trotz der geringen Freisetzung fiel die Konzentration in einem ahnlichen Verlauf wie
diejenige von exogen zugesetztem BDNF ohne PEK-NP in einer Konzentration von
40 ng/mL (Abb. 19). Dies lasst vermuten, dass im Zeitverlauf nach einer Stunde keine
weitere Freisetzung von BDNF aus PEK-NP stattgefunden hat.

Innerhalb von 32 h, dem Untersuchungsintervall des BrdU-Assays lagen die BDNF-Kon-

zentrationen bei exogener Zugabe von BDNF ohne PEK-NP zwischen 38,2 ng/mL und
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10,5 ng/mL. Fur die Zugabe von PEK-NP+BDNF lagen diese Konzentrationen etwas
niedriger, jedoch in einem ahnlichen Bereich zwischen 30,7 ng/mL und 9,9 ng/mL. Auf-
grund dieses Ergebnisses der ahnlichen Konzentrationsverlaufe, erwies sich diese
Menge BDNF zur Funktionalisierung der PEK-NP fur den Proliferationsassay als geeig-
net. Unklar bleibt hierbei, ob der ELISA tatsachlich nur freies BDNF oder ebenfalls an
PEK-NP gebundenes BDNF detektiert. Hieraus ergab sich zudem die Frage, ob an PEK-
NP gebundenes BDNF an seine Rezeptoren binden kann und somit einen Effekt auf
Zellen ausubt oder die Bindestelle durch die PEK-NP blockiert ist. Dies sollte als Gegen-
stand einer weiterfuhrenden Arbeit ndher beleuchtet werden.

Bei Muller and Kefler (2012) zeigte sich fur die Beschichtung einer Oberflache mit Bis-
phosphonat-beladenen PEK-NP, dass im Vergleich zur Beschichtung ohne PEK-NP
durch die Funktionalisierung eine verzdgerte Freisetzung erreicht werden konnte. Die
Beschichtung mit dem Bisphosphonat ohne PEK-NP war bereits nach einer Minute fast
vollstéandig in das Medium Ubergegangen. Das Verhindern eines Abfalles der Konzent-
ration von BDNF durch eine verzogerte Freisetzung konnte in der vorliegenden Arbeit
nicht durch die Funktionalisierung erzielt werden. Eventuell wirde sich hierfur eine Be-
schichtung wie bei Miller und KeRler (2012) besser eignen als funktionalisierte PEK-NP
in Dispersion. Eine Beschichtung ware in dem Versuchsmodell in dieser Arbeit jedoch
problematisch gewesen, da zuerst die DRG-Neurone und daraufhin die MLO-Y4 an-
wachsen mussten und erst danach die Nanopartikel bzw. BDNF hinzugegeben werden
sollte. Bei einer Beschichtung ware zu diesem Zeitpunkt vermutlich bereits ein GroRteil

des BDNFs freigesetzt worden.

4.2 Zytokompatibilitit von PEK-NP

Generell gelten PEK-NP als ein geeignetes System, um Wirkstoffe an Knochenersatz-
materialien zu binden und diese freizusetzen (Mdiller et al. 2018). Durch die Funktionali-
sierung werden die PEK-NP lokal appliziert, was die Wirkstoffkonzentration einerseits
am gewunschten Ort erhoht, andererseits einen systemischen Effekt mit einhergehen-
den Nebenwirkungen weitgehend verhindert (De Witte et al. 2018). In der Arbeit von
Wang et al. (2015) wurden beispielsweise BMP-2 funktionalisierte PEK-NP, die an Kno-
chenersatzmaterial gebunden waren, in vivo untersucht. Hierbei wurde die Osteoinduk-
tivitat durch die Funktionalisierung des Knochenersatzmaterials erhoht und im Vergleich
zum Ansatz ohne Funktionalisierung vermehrt Knochen gebildet. Im Gegensatz zu
Wang et al. (2015), die PEK-NP nutzten, um den Wirkstoff zu inkorporieren, wurde in
dieser Arbeit der Wirkstoff an PEK-NP durch die negative Nettoladung der NP gebunden.
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Wang et al. (2015) und andere Arbeiten (Petzold et al. 2017) zeigten, dass PEK-NP als
Tragersystem die Wirkung des Wirkstoffes nicht mildern und somit bezulglich des Kno-
chens gut vertraglich scheinen. Allerdings konnte bei Kauschke et al. (2019) ein kon-
zentrationsabhangiger negativer Effekt der PEK-NP auf die Osteoklastenaktivitat und die
Osteoklastogenese detektiert werden. In Bezug auf mesenchymale Stammzellen wurde
bei Woltmann et al. (2014) ein konzentrationsabhangiger negativer Effekt, vor allem der
unkomplexierten Polyanionen, aber auch der unkomplexierten Polykationen, nachge-
wiesen. Die Verwendung der komplexierten PEK-NP und hierbei ebenfalls der auch in
dieser Arbeit verwendeten PLL/CS PEK-NP zeigten diese ausgepragten negativen Ef-
fekte jedoch nicht. Lediglich bei sehr hohen Konzentrationen wurde ein leichter negativer
Einfluss auf die metabolische Aktivitdt mesenchymaler Stammzellen gemessen. Im All-
gemeinen wurden bei Woltmann et al. (2014) sowie auch bei Vehlow et al. (2016) bezo-
gen auf mesenchymale Stammzellen PEK-NP als zytokompatibel bezeichnet.

Zur Einschatzung der Zytokompatibilitat bezuglich Osteozyten bzw. MLO-Y4, kénnen die
Ergebnisse des BrdU-Proliferationsassays sowie der lichtmikroskopischen Beobachtung
herangezogen werden. Hierbei zeigte sich durch die puren PEK-NP im Vergleich zur
Kontrolle kein negativer Einfluss auf die Proliferation von MLO-Y4 (Abb. 20 und 21). Bei
beiden Ansatzen belief sich die Konzentration der PEK-NP auf 32 umol/L. Bei Kauschke
et al. (2019) konnte fir eine Konzentration von 40 uymol/L der gleichen PEK-NP zwar
kein signifikant negativer Effekt auf die Genexpression der Osteoklasten festgestellt wer-
den, wohl aber auf die Morphologie der Osteoklasten. Unter lichtmikroskopischer Be-
obachtung konnte bezlglich der MLO-Y4 und der DRG-Neurone morphologisch kein
negativer Effekt von PEK-NP in einer Konzentration von 32 ymol/L festgestellt werden
(Abb. 17). Dieser Hinweis auf eine Zytokompatibilitat lie3 sich im Hinblick auf die DRG-
Neurone und Schwannzellen ebenfalls beobachten (Abb. 14, 20 und 21). Diese Erkennt-
nisse bestatigen die Moglichkeit eines Einsatzes von PEK-NP als Tragersystem und
erstmals den Hinweis auf eine gute Zytokompatibilitat in Bezug auf Osteozyten. Der Ein-
fluss von PEK-NP auf die Genexpression in Osteozyten wurde in dieser Studie nicht
analysiert. Daher sind weitere Studien notwendig, um den genauen Einfluss von PEK-

NP auf Osteozyten und den Knochenstoffwechsel zu erforschen.

4.3 BDNEF fordert die Proliferationsrate von MLO-Y4

Da in vorigen Arbeiten nachgewiesen werden konnte, dass BDNF eine Rolle wahrend
der Frakturheilung einnimmt und durch exogene Zugabe von BDNF die Knochenheilung

unterstutzt werden kann (Kauschke et al. 2018B; Kilian et al. 2014), wurde in dieser
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Arbeit der Einfluss von BDNF auf Osteozyten untersucht. Bislang konnte in anderen Stu-
dien vor allem ein positiver Effekt von BDNF auf Osteoblasten detektiert werden, was in
einer verstarkten Expression von osteogenen Differenzierungsmarkern und einer ver-
mehrten Sekretion des VEGF bestand (Ida-Yonemochi et al. 2017; Zhang et al. 2017).
Im BrdU-Proliferationsassay zeigte sich durch Zugabe von BDNF (40 ng/mL) eine hoch
signifikant erhdhte Proliferationsrate sowohl der MLO-Y4-Monokultur als auch der Ko-
kultur mit DRG-Neuronen nach 24 h im Vergleich zu den Ansatzen PEK-NP, BDNF funk-
tionalisierte PEK-NP und ohne Zusatz. Da, wie bereits erlautert, die Proliferationsrate
von MLO-Y4 als Vitalitatsparameter herangezogen werden kann, zeigt sich hierdurch
ein positiver Einfluss von BDNF auf die Vitalitat von MLO-Y4. Der Einfluss von BDNF
auf Osteozyten wurde in dieser Studie erstmalig in vitro untersucht.

Die BDNF-Konzentration von 40 ng/mL stellte sich in friiheren Arbeiten als optimal fur
die Beeinflussung von mesenchymalen Stammzellen, den Vorlauferzellen von Osteo-
blasten, heraus (Kauschke et al. 2018A). In anderen Studien wurde gezeigt, dass fur
osteoblastenahnliche Zellen (MC3T3-E1) eine BDNF-Konzentration von 80 ng/mL die
besten Bedingungen liefert (Ida-Yonemochi et al. 2017) und bei einer Konzentration von
100 ng/mL den Osteoblasten ahnliche Zellen (HPL-Zellen) die starkste Expression os-
teoblastentypischer Marker aufzeigten. Darliber hinaus konnte in HPL-Zellen bei einer
Konzentration von 50 ng/mL die hoéchste BrdU-Inkorporation nachgewiesen werden
(Takeda et al. 2005). Bei Sun et al. (2006) forderte eine BDNF-Konzentration von
100 ng/mL in vitro am starksten die Formation von Blutgefalen durch Endothelzellen.
Auch die Genexpression wurde durch die BDNF-Konzentration beeinflusst. Hierbei liel
sich bei einer Konzentration von 50 ng/mL ein positiver Effekt feststellen. Die physiolo-
gischen Konzentrationen im menschlichen Serum liegen bei etwa 32,69 + 8,33 ng/mL
(Naegelin et al. 2018). Da in dieser Arbeit jedoch mit murinen Zellen gearbeitet wurde,
war die BDNF-Serumkonzentration in Mausen von Interesse. Mit diesem Thema be-
schaftigten sich Klein et al. (2011), in deren Studie zwar BDNF im Frontalkortex und im
Hippocampus der Maus nachweisbar war, im Blut jedoch nicht bestimmt werden konnte.
Im Vergleich hierzu lag die BDNF-Konzentrationen im Plasma von Ratten bei ungeféhr
2,7 ng/mL. In der Studie von Klein et al. (2011) sollte eine Korrelation zwischen BDNF-
Serumspiegeln und den BDNF-Konzentrationen in Frontalkortex und Hippocampus ge-
zeigt werden (Klein et al. 2011). In einer Studie, in der der Einfluss von BDNF auf
Schwannzellen aus Ratten untersucht wurde, hat sich eine BDNF-Konzentration von
50 ng/mL als die wirksamste in Bezug auf die Proliferationsrate von Schwannzellen her-
ausgestellt (Hou et al. 2013). All diese Erkenntnisse zusammengenommen, wurde eine
Konzentration von 40 ng/mL als sinnvoll angesehen, da viele der Studien diesbeziiglich

zwar an humanen Zellen durchgefiihrt wurden, jedoch beispielsweise bei Ida-Yonemochi

63



Diskussion

et al. (2017) und Hou et al. (2013) auch bei Ratten ein positiver Effekt ahnlicher BDNF-
Konzentration gezeigt werden konnte. Zukinftig gilt es, die in dieser Arbeit gewonnenen
Ergebnisse auch an humanen Osteozyten nachzuvollziehen und hierbei die BDNF-Kon-
zentrationen zu variieren, um eine optimale Wirkstoffkonzentration zu evaluieren. Die
vorliegende Studie diente jedoch zum erstmaligen Nachweis, dass Uberhaupt ein Ein-
fluss von BDNF auf Osteozyten existiert.

Im Gegensatz zu geléstem BDNF im Zellkulturmedium konnte dieser positive Effekt nicht
fur BDNF funktionalisierte PEK-NP gemessen werden, obwohl eine negative Wirkung
von PEK-NP auf MLO-Y4 im Proliferationsassay ausgeschlossen wurde. Hiernach stellt
sich die Frage, warum BDNF funktionalisierte PEK-NP diesen Einfluss trotz der vorher
nachgewiesenen BDNF-Freisetzung nicht zeigen. Ein Erklarungsversuch wurde bereits
genannt, wonach der ELISA zum Nachweis von freiem BDNF auch an PEK-NP gebun-
denes BDNF detektiert haben konnte. Hierzu gibt es keine Daten in der Literatur. Das
an PEK-NP gebundene BDNF kdnnte dann entweder aus sterischen Grunden oder
durch Blockade des Bindungszentrums nicht an seinen Rezeptor gebunden haben. Ein
weiterer Erklarungsansatz ware, dass PEK-NP nicht direkt die Proliferation von MLO-
Y4, wohl aber anderweitig Einfluss auf MLO-Y4 nehmen und somit den positiven Einfluss
von BDNF relativieren. Daruber hinaus konnte im BDNF-Freisetzungsversuch von PEK-
NP, die mit 40 ng BDNF beladen waren, zwar ein ahnlicher Konzentrationsverlauf wie
bei geléstem BDNF festgestellt werden. Die BDNF-Konzentrationen der BDNF funktio-
nalisierten PEK-NP lagen allerdings stets geringfiigig unter denen des Ansatzes mit ge-
I6stem BDNF. Dieser geringe Unterschied kdnnte ebenfalls eine Erklarung fur das ab-
weichende Proliferationsverhalten unter Einfluss von funktionalisierten PEK-NP liefern.
Daher gilt es weiterhin zu eruieren, an welcher Stelle BDNF an PEK-NP gebunden ist
und inwiefern PEK-NP Osteozyten beeinflussen.

Ein Effekt der Kokultivierung von MLO-Y4 mit DRG-Neuronen/Schwannzellen auf die
Proliferationsrate der osteozytenahnlichen Zellen konnte nicht wahrgenommen werden,
obwonhl beide Zellarten sichtlich in Kontakt traten. Im Kokulturmodell sollten Neurone und
Schwannzellen als endogene BDNF-Quelle dienen. In der Studie von Cai et al. (2010)
konnte ein positiver Effekt von Schwannzellen aus Ratten auf die Proliferation, Differen-
zierung und Mineralisation von Osteoblasten nachgewiesen werden. Die BDNF-Kon-
zentration, die von den Schwannzellen synthetisiert wurde, wurde zu verschiedenen
Zeitpunkten im Kulturmedium gemessen und stieg stetig an. Nach drei Tagen lag diese
bei ungefahr 50 pg/mL und unterschied sich auch durch Zugabe der doppelten Menge
Schwannzellen nicht signifikant (Cai et al. 2010). Hieran lasst sich verdeutlichen, dass
die Konzentration, die durch Schwannzellen aufgebaut werden kann, sehr gering ist. Die

exogene Zugabe von BDNF 40 ng/mL lag im Vergleich zur Konzentration bei Cai et al.
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(2010) fast tausendfach hoher. Offen bleibt hierbei, welche Menge BDNF von DRG-Neu-
ronen produziert und sezerniert wurde und ob sich murine Neurone und Schwannzellen
stark in der sezernierten Menge BDNF von Ratten unterscheiden. Die BDNF-Konzent-
ration im Hippocampus ist allerdings in Ratten ungefahr so hoch wie in Mausen (Klein et
al. 2011), sodass grundsatzlich von ahnlichen Wirkkonzentrationen in Ratten und Mau-
sen ausgegangen werden kann. Grundsatzlich konnte der positive Effekt von BDNF auf
die Proliferation von MLO-Y4 durch die Kokultivierung mit Neuronen und Schwannzellen
jedoch weiterhin nachgewiesen werden, dieser wurde nicht durch die Kokultivierung ge-
mildert. Die Kokultur kommt der in vivo Situation naher als eine Monokultur, da der Kno-
chen ebenfalls durch sensorische Neurone innerviert und beeinflusst wird (Ding et al.
2010).

4.4 Einfluss von BDNF auf die Genexpression in MLO-Y4

Da BDNF nachgewiesenermalien die Proliferation von MLO-Y4 positiv beeinflusste,
stellte sich die Frage, inwiefern BDNF Einfluss auf die Genexpression verschiedener
osteozytentypischer Proteine austbt. Hierflir wurden vor allem der Osteozytenmarker
Sclerostin sowie die Schlisselproteine im Knochenstoffwechsel RANKL und OPG als
geeignet angesehen. Zudem sollte die Expression von BDNF und den Rezeptoren fur
BDNF, TrkB und p75NTR, bestimmt werden. Da die Ergebnisse des Proliferationsas-
says nach 24 h Inkubationszeit unter Zugabe von BDNF 40 ng/mL hoch signifikant wa-
ren, sollte auch zur Bestimmung der Genexpression in MLO-Y4 diese Inkubationszeit
angewandt werden. Als Beschichtung wurde, wie im Proliferationstest, Poly-L-Lysin/La-
minin verwendet. Hierdurch sollten die gleichen Versuchsbedingungen geschaffen wer-
den, die ebenfalls zu den signifkanten Ergebnissen beztiglich der Proliferation von MLO-
Y4 fuhrten.

4.41 Sclerostin/SOST

In dieser Arbeit konnte keine Expression von SOST in der real-time RT-PCR nachge-
wiesen werden, obwohl diese in friiheren Studien in MLO-Y4 festgestellt und die Expres-
sion als ZielgroRe fur verschiedene Einflussgrofien genutzt wurde (Tanaka et al. 2015).
Bei der exemplarischen Untersuchung der PCR-Produkte von drei der insgesamt funf
Ansatzen liel3 sich in der Kapillargelelektrophorese lediglich in einer Probe ohne Zusatz
von BDNF eine Bande auf Héhe der Positivkontrolle fir SOST detektieren. Somit konnte

kein Einfluss von BDNF auf die Expression von SOST festgestellt werden. Sclerostin
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und das zugehorige Gen SOST wurden als Untersuchungsobjekt ausgewahlt, da es ei-
nerseits ein Marker fir spate Osteozyten ist und andererseits eine wichtige Rolle im
Knochenstoffwechsel einnimmt (Lerner und Ohlsson 2015; Poole et al. 2005). Vor allem
die Beeinflussung der Apoptose von Osteozyten Uber den Wnt-Signalweg wurde als re-
levant angesehen, da dies den Effekt von BDNF auf die Proliferation von MLO-Y4 Uiber
die Regulierung der Genexpression von SOST hatte erklaren kénnen. Der Wnt-Signal-
weg flhrt normalerweise zu einer Inhibierung der Apoptose von Osteozyten. Durch ein
Ausschalten der Inhibierung dieses Signalweges konnte eine verringerte Apoptose von
Osteozyten erreicht werden (Bodine et al. 2004). Da Sclerostin ebenfalls den Wnt-Sig-
nalweg inhibiert (Seménov et al. 2005), kann von einer indirekten Regulierung der
Apoptose durch Sclerostin ausgegangen werden. Dieser Einfluss von Sclerostin auf das
Uberleben von Osteozyten war dariiber hinaus Teil einer Studie, in der nachgewiesen
wurde, dass durch Ausschalten des SOST-Gens eine verminderte Apoptose von Oste-
ozyten erzielt wurde (Lin et al. 2009). In der Arbeit von Sun et al. wurde der Einfluss
mechanischer Vibrationen auf die Proliferation und Genexpression von MLO-Y4 unter-
sucht. Hierbei zeigte sich ein positiver Einfluss der Vibrationen auf die Proliferation und
ein negativer Einfluss auf die SOST-Expression, was einen Zusammenhang zwischen
Proliferation und SOST-Expression nahelegt (Sun et al. 2020). Da die MLO-Y4 in der
vorliegenden Arbeit eine hohe Proliferationsrate aufwiesen, kénnte dies eine Erklarung
fur die ausbleibende SOST-Expression sein. Zudem scheint Sclerostin ebenfalls die Ex-
pression von RANKL zu steuern (Wijenayaka et al. 2011), was es umso bedeutender fur
den Knochenstoffwechsel macht und daher Bestandteil dieser Studie wurde.

Wie bereits erwahnt, ist ein weiterer Erklarungsversuch fur das Ausbleiben einer SOST-
Expression die Charakterisierung der MLO-Y4 als friilhe Osteozytenzelllinie, wahrend es
sich bei Sclerostin um einen spaten Osteozytenmarker handelt (Poole et al. 2005). In
anderen Studien konnte in MLO-Y4 ebenfalls kein SOST nachgewiesen werden
(Papanicolaou et al. 2009). Andererseits wurde SOST in weiteren Studien in den MLO-
Y4 nachgewiesen (Mabilleau et al. 2010; Shu et al. 2017). Mabilleau et al. (2010) stellten
fest, dass nach einer gewissen Anzahl an Passagen die MLO-Y4 kein Sclerostin im
Western Blot mehr aufwiesen. Eine genaue Angabe, ab welcher Passage diese Be-
obachtung gemacht wurde, konnte nicht gefunden werden. In der vorliegenden Arbeit
wurde mit Passagen zwischen 16 und 23 gearbeitet. Vincent et al. (2009) zeigten, dass
die SOST-Expression in MLO-Y4 durch einen Induktor der Apoptose erst induziert wird
und die Expression ohne diesen Induktor in einem sehr niedrigen Bereich liegt. Bei Be-
trachtung der Dauer der Kultivierung von MLO-Y4 in den unterschiedlichen Studien fallt
auf, dass SOST teilweise bereits nach 1 h, teilweise nach 24 h nachgewiesen wurde.
York et al. (2012) stellten die These auf, dass MLO-Y4 erst nach vier Tagen
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Inkubationszeit ihre phanotypischen Merkmale ausbilden. Die Experimente wurden je-
doch zur Evaluierung einer bestimmten Beschichtung im Vergleich zu einer Glasbe-
schichtung durchgeflhrt. Sclerostin wurde immunhistochemisch in der Studie von York
et al. (2012) bereits nach 4 h detektiert, jedoch in geringerem Ausmalf} als nach 72 Stun-
den (York et al. 2012). Auch bei Sun et al. (2020) wurde vor Messung der SOST-Gen-
expression die MLO-Y4-Kultur vier Tage kultiviert. Gupta et al. (2010) wiesen nach 24,
48 und 72 h eine Expression von SOST in MLO-Y4 nach. In der vorliegenden Arbeit
wurde die Genexpression von SOST nach insgesamt 46 h bestimmt. Die kontroversen
Ergebnisse in der Literatur bezuglich der Expression von SOST in MLO-Y4 suggerieren,
dass eine Expression nur unter bestimmten Bedingungen nachweisbar ist.

Eine weitere Mdglichkeit, warum eine Expression von SOST nicht nachgewiesen werden
konnte, stellt die Wahl der Beschichtung dar. Da im Proliferationsassay aufgrund der
Kokultivierung mit Neuronen eine von der tblichen Beschichtung fir MLO-Y4 (Collagen-
1) abweichende Beschichtung (Poly-L-Lysin/Laminin) gewahlt wurde, sollten diese Be-
dingungen auch im Versuch der Genanalyse geschaffen werden. In Vorversuchen wurde
diese Beschichtung bereits bezuglich Morphologie und Proliferation als geeignet fur
MLO-Y4 befunden (Abb. 9). Ein Einfluss auf die Genexpresson wurde jedoch nicht un-
tersucht. Daher besteht die Mdglichkeit, dass SOST als typisches Osteozytenmerkmal
aufgrund dieser unublichen Beschichtung nicht exprimiert wurde. Boggs et al. beschrie-
ben, dass die MLO-Y4 eine Collagen-1 oder PInDIV Beschichtung gegentber einer La-
minin-Beschichtung bevorzugten. Dies wurde jedoch nicht an der Genexpression fest-
gemacht, sondern anhand des Vergleichs, auf welcher Beschichtung sich vermehrt Zel-
len ansiedeln (Boggs et al. 2011). Auch York et al. (2012) beschaftigten sich mit alterna-
tiven Beschichtungen zur Kultivierung von MLO-Y4. In der Studie von York et al. (2012)
zeigten sich immunhistochemisch zwischen dem Wachstum auf Glas und auf Polydime-
thylsiloxan keine signifikanten Unterschiede in der Expression von SOST und eine Ex-

pression wurde zwischen 4 und 120 h stets nachgewiesen (York et al. 2012).

4.4.2 RANKL/OPG

Da RANKL und OPG wichtige Schlusselproteine im Knochenstoffwechsel sind, tUber die
die Resorption und der Aufbau von Knochenmasse gesteuert wird (Simonet et al. 1997;
Quinn et al. 2001), sollte ein Effekt von BDNF auf die Expression der Gene dieser Pro-
teine untersucht werden. In der vorliegenden Studie zeigte sich sowohl fur RANKL als
auch fur OPG eine nachweisbare Expression in MLO-Y4. Ein signifikanter Unterschied

in der Genexpression zwischen dem Ansatz mit BDNF (40 ng/mL) und dem

67



Diskussion

Kontrollansatz konnte allerdings nicht ausgemacht werden. Die Expression der beiden
Gene wurde bereits in vorigen Studien (Kramer et al. 2010; Shu et al. 2017; Ai et al.
2012) sowohl in Osteozyten als auch speziell in MLO-Y4 nachgewiesen. Darlber hinaus
konnte nachgewiesen werden, dass Sclerostin eine Induktion der RANKL-Expression
bewirkt. In der Arbeit von Kramer et al. (2010) konnte durch eine Ausschaltung des Wnt-
Signalwegs, der durch Sclerostin ebenfalls gehemmt wird, eine Suppression von OPG
erzielt werden. Shu et al. (2017) konnten einen direkten Effekt von Sclerostin auf die
Expression von OPG jedoch nicht detektieren. Da Sclerostin in der vorliegenden Arbeit
nicht exprimiert wurde, bleibt auch die Frage offen, ob BDNF Uber Sclerostin die Expres-
sion von RANKL und OPG beeinflusst. Jedoch scheint eine direkte Wirkung von BDNF
auf die Expression von RANKL und OPG in MLO-Y4 auf Grundlage der real-time RT-
PCR-Ergebnisse dieser Arbeit unwahrscheinlich, was die Regulierung des Knochen-
stoffwechsels durch BDNF Uber andere Mechanismen wahrscheinlich macht. In Studien
von Ai et al. (2012) konnte in Bezug auf andere Zelltypen ein Einfluss von BDNF auf die
Expression von RANKL bewiesen werden. In humanen Stromazellen des Knochen-
marks wurde eine Hochregulierung von RANKL durch Zusatz von BDNF (25 ng/mL)
nachgewiesen (Ai et al. 2012). In derselben Studie konnte gezeigt werden, dass Zellen
des Multiplen Myeloms, ein Lymphom, welches von Plasmazellen im Knochenmark aus-
geht, BDNF produzieren, dariiber RANKL in Stromazellen induzieren und so die Osteo-
klastogenese anregen. Dies kdnnte ein Pathomechanismus sein, durch den es zur Kno-
chendestruktion beim Multiplen Myelom kommt (Ai et al. 2012). Ein Jahr spater verof-
fentlichten Ai et al. eine Studie, in der ein dosisabhangig hemmender Effekt von BDNF
auf die Sekretion von OPG und ein induktiver Einfluss auf die Sekretion von RANKL
durch Osteoblasten detektiert wurde. Durch die Ausschaltung des BDNF/TrkB-Signal-
wegs konnte die Knochenresorption verringert werden (Ai et al. 2013). Da eine Bindung
von BDNF an TrkB zu einer Aktivierung des ERK-Signalweges flihrt (Kajiya et al. 2008)
und der ERK-Signalweg auch die Expression von RANKL (Mine et al. 2014) reguliert,
kdénnte hiertber die bei Ai et al. (2013) festgestellte verminderte Knochenresorption er-
klart werden. Auch Camerino et al. (2012) konnten durch Ausschaltung des zentralner-
vosen BDNF eine Zunahme der Knochenmasse feststellen. Im Knochen blieb die Ex-
pression von BDNF allerdings erhalten. Die Ergebnisse der Studien von Ai et al. (2012
und 2013) stehen im Gegensatz zu den Studien, die BDNF als fordernd auf den Kno-
chenaufbau herausstellten (Ida-Yonemochi et al. 2017; Kauschke et al. 2018B). Bei Ai
et al. (2012 und 2013) wurden die in vivo Studien am Krankheitsmodell des Multiplen
Myeloms durchgefiihrt, wodurch der physiologische Knochenstoffwechsel gestort ist. In
vitro Studien zeigen allerdings einen positiven Effekt von BDNF auf die Expression von

RANKL in Stromazellen und Osteoblasten, der in der vorliegenden Arbeit beziglich
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Osteozyten nicht nachgewiesen werden konnte, obwohl Osteozyten ebenfalls RANKL
exprimieren und sezernieren (Xiong et al. 2011). Dieser Unterschied zwischen Osteo-
blasten und Osteozyten wirft die Frage auf, ob die Expression von RANKL und OPG in
Osteozyten durch andere Mechanismen gesteuert werden als in Osteoblasten. Mit der
Regulierung der RANKL Expression in Osteoblasten und Osteozyten beschaftigten sich
mehrere Studien, die zu unterschiedlichen Ergebnissen fuhrten. In der Signaltransduk-
tion scheint vor allem die Janus-Kinase, sowie vorgeschaltet Interleukin-6 und der Sig-
naltransduktor Glykoprotein 130 eine Rolle zu spielen. Dieser Signalweg findet sich so-
wohl in Osteozyten als auch in Osteoblasten in vitro zur Regulierung der Expression von
RANKL (Murakami et al. 2017; Wu et al. 2017; Heinrich et al. 1998). In einer weiteren
Studie zeigte sich jedoch fiir die Ausschaltung von Glykoprotein 130 in Osteoblasten in
vivo kein Effekt im physiologischen Knochenstoffwechsel, fur die Ausschaltung in Oste-
ozyten hingegen schon (Johnson et al. 2014). Zur Regulierung der OPG-Expression in
Osteozyten und Osteoblasten scheint der Wnt-Signalweg eine entscheidende Rolle zu
spielen. In Osteoblasten induziert vor allem Wnt16 die OPG-Expression (Kramer et al.
2010; Glass et al. 2005; Movérare-Skrtic et al. 2014). Fraglich bleibt jedoch, warum in
der vorliegenden Arbeit in vitro die Expression von RANKL und OPG durch BDNF trotz
der ahnlichen Signalwege nicht wie in Osteoblasten hochreguliert wurde. Eine mdgliche
Erklarung waren bislang unbekannte Signalwege in MLO-Y4, die sich von denen in Os-

teoblasten unterscheiden und zu einer anderen Wirkweise von BDNF fiihren.

4.4.3 BDNF/TrkB/p75NTR

Bereits 1996 wurde vermutet, dass BDNF eine Rolle im Knochenstoffwechsel einnimmt.
In der Studie von Jehan et al. (1996) konnte eine NGF- und BDNF-Genexpression in
einer Osteoblastenzelllinie detektiert werden (Jehan et al. 1996). Eine Expression von
BDNF wurde bisher im Knochen auch in anderen Arbeiten vor allem in Osteoblasten
nachgewiesen (Asaumi et al. 2000; Yamashiro et al. 2001). Da in Neuronen BDNF an
TrkB gebunden ein Uberlebenssignal vermittelt (Huang und Reichardt 2003; Rose et al.
2004) und die Proliferation der MLO-Y4 durch BDNF positiv beeinflusst wurde, bestand
die Vermutung, dass dieser Effekt Gber den TrkB-Rezeptor vermittelt wird. TrkB konnte
bisher nur in einer Studie immunhistochemisch in Osteozyten nachgewiesen werden.
Hierbei wurde durch die exogene Zugabe von BDNF TrkB hochreguliert (Ida-Yonemochi
et al. 2017). Die Expression von TrkB sollte in dieser Arbeit in vitro an MLO-Y4 reprodu-
ziert werden. In der vorliegenden Studie konnte zum ersten Mal eine BDNF-Expression

in der murinen Osteozytenzelllinie MLO-Y4 detektiert werden. Ob Osteozyten sogar
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BDNF sezernieren und hierliber den Knochenstoffwechsel beeinflussen, wurde in dieser
Arbeit nicht untersucht.

Eine Expression von TrkB konnte in der real-time RT-PCR nicht quantifiziert werden, da
die cp-Werte fir ein Grofteil der Ansatze in einem Bereich von Uber 35 lagen. In der
Schmelzkurvenanalyse zeigten sich jedoch bei der Mehrheit der Proben dem PCR-Pro-
dukt des TrkB-Primers ahnliche Schmelzpunkte. Daher wurde im Anschluss eine Kapil-
largelelektrophorese mit den gewonnenen PCR-Produkten durchgefihrt, welche bei den
meisten Proben eine Bande auf Hohe der Positivkontrolle flr TrkB ergab. Bisher wurde
in keiner anderen Studie TrkB speziell in MLO-Y4 nachgewiesen, jedoch, wie oben er-
wahnt, bereits einmal in nicht immortalisierten Osteozyten (lda-Yonemochi et al. 2017).
Somit ware die positive Beeinflussung der Proliferation durch BDNF tGber den TrkB-Re-
zeptor denkbar. Ob TrkB wie in Neuronen auch in Osteozyten ein Uberlebenssignal ver-
mittelt, ist bisher nicht bekannt. In Zementoblasten, den Osteoblasten in mancher Hin-
sicht ahnliche Zellen (Bosshardt 2005), konnte eine Aktivierung des ERK-Signalweges,
ahnlich wie in Neuronen (Lim et al. 2008), durch BDNF Uber die Bindung an TrkB bewie-
sen werden. Die Vermittlung des Effektes von BDNF auf den ERK-Signalweg tber TrkB
fihrte in Zementoblasten zu einer Induktion von BMP-2, welches ein Stimulator fir die
Knochenbildung ist (Kajiya et al. 2008). Somit kdnnte auch die férdernde Wirkung von
BDNF auf den Knochenstoffwechsel Gber TrkB, den ERK-Signalweg und letztlich tGber
die Hochregulierung von BMP-2 ablaufen. Eine Hochregulierung von TrkB durch die Zu-
gabe von BDNF, wie bei Ida-Yonemochi et al. (2017) mittels Immunhistochemie in Os-
teozyten nachgewiesen, konnte in der vorliegenden Arbeit fir MLO-Y4 in vitro nicht dar-
gestellt werden.

Der zweite fir BDNF bekannte Rezeptor ist der p75NTR. In Neuronen wird Uber eine
Aktivierung des p75NTR ein proapoptotischer Effekt erzielt (Bamiji et al. 1998). Die bei-
den Rezeptoren fur BDNF, TrkB und p75NTR, scheinen sich in Neuronen gegenseitig
zu beeinflussen. Dies fuhrt dazu, dass einerseits durch die Aktivierung von TrkB die Sig-
nalwege, die durch p75NTR normalerweise aktiviert werden, inhibiert werden und an-
dersherum. So konnte in vielen Studien gezeigt werden, dass der proapoptotische Ef-
fekt, der Uber p75NTR vermittelt wird, vor allem unter Ausschaltung des Trk Rezeptors
in Erscheinung tritt (Kaplan and Miller 2000). Ein anderer Name fir den p75NTR ist der
nerve growth factor receptor (NGFR). Dessen Expression wurde bereits in mesen-
chymalen Stammzellen, den Vorlauferzellen von Osteoblasten und damit auch von Os-
teozyten, detektiert (Quirici et al. 2002). In einer weiteren Arbeit wurde sogar die Regu-
lierung der Proliferation und Differenzierung einer humanen Osteoblastenzelllinie
(MG63) durch p75NTR aufgezeigt (Akiyama et al. 2014). Dieses Ergebnis wurde mittels

Herstellung einer p75NTR-exprimierenden Osteoblastenzelllinie erzielt, die
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normalerweise kein p75NTR exprimiert. Die Expression von p75NTR in MLO-Y4 wurde
in der vorliegenden Arbeit unter Einfluss von BDNF mittels real-time RT-PCR untersucht,
da ein moglicher Einfluss von BDNF auf die Proliferation von MLO-Y4 iber den p75NTR
aufgezeigt werden sollte. Hierbei konnte p75NTR zum ersten Mal in MLO-Y4 und damit
in einer Osteozytenzelllinie nachgewiesen werden. Es wurde jedoch kein signifikanter
Unterschied in der p75NTR-Expression nach Zugabe von BDNF im Vergleich zur Kon-
trolle ermittelt. Nichtsdestotrotz konnte BDNF die Proliferation von MLO-Y4 einerseits
Uber die Bindung an TrkB und andererseits Uber die Bindung an p75NTR beeinflusst
haben, da beide in MLO-Y4 exprimiert sind. Durch den Einsatz der gleichen Menge
cDNA in die real-time RT-PCR fir TrkB und p75NTR lasst sich schlussfolgern, dass
p75NTR starker in MLO-Y4 exprimiert ist als TrkB. In der vorliegenden Arbeit wurde dem
Zellkulturmedium jedoch das vor allem an TrkB bindende BDNF zugegeben, wahrend-
dessen p75NTR insbesondere durch proBDNF aktiviert wird (Teng et al. 2005; Yang et
al. 2021). Hieraus ergibt sich ein Erklarungsversuch, obwohl trotz der héheren Expres-
sion von p75NTR das zugegebene BDNF einen positiven Einfluss auf die Proliferation
der MLO-Y4 hatte. Dartber hinaus konnte dies den fehlenden Einfluss der DRG-Kokul-
tivierung auf die Proliferation der MLO-Y4 begriinden, da DRG-Neurone sowohl das an-
tiapoptotisch wirkende mature BDNF als auch das proapoptotisch wirkende proBDNF

exprimieren (Sun et al. 2012).

4.5 Ausblick

Die vorliegende Arbeit konnte den positiven Einfluss von BDNF auf die Proliferation einer
Osteozytenzelllinie nachweisen. Hinzu kommen neue Erkenntnisse bezlglich der Ex-
pression von BDNF-Rezeptoren in diesen Zellen, welche die Basis fiir weitere Arbeiten
hinsichtlich dieses Themas liefern. Im Zuge dessen sollte der Einfluss von BDNF auf
Osteozyten bezuglich der Expression anderer Gene Uberpruft werden. Als Beispiel bietet
sich hierfur VEGF, welches einerseits in Osteozyten wahrend der Frakturheilung expri-
miert zu sein scheint (Chu et al. 2008), andererseits in Osteoblasten durch BDNF, vor
allem ab einer Konzentration von 50 ng/mL, hochreguliert und vermehrt sezerniert wird
(Zhang et al. 2017). Es konnte gezeigt werden, dass dieser férdernde Einfluss auf VEGF
Uber die Stimulation von TrkB vermittelt wird (Zhang et al. 2017). In vivo fungiert VEGF
als Stimulator der Angiogenese wahrend der Frakturheilung und somit der Frakturhei-
lung selbst (Beamer et al. 2010). Zu Uberprifen ware daher, ob BDNF auch in Osteozy-
ten zu einer starkeren Expression von VEGF fuhrt und Osteozyten wahrend der Fraktur-

heilung neben Osteoblasten ebenfalls als Regulatoren der Angiogenese dienen.
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Die am Anfang dieser Arbeit vorgestellte Notwendigkeit neuer Therapiemdglichkeiten
osteoporotischer Frakturen wirft zudem die Frage auf, ob die Erkenntnisse dieser Arbeit
zu einer Verbesserung der Therapie beitragen konnten. Da sich BDNF in vorherigen
Arbeiten bereits als Stimulator der Knochenheilung herausgestellt hat (Ida-Yonemochi
et al. 2017; Kauschke et al. 2018B), ist ein Einsatz in der Therapie osteoporotischer
Frakturen grundsatzlich denkbar. In den genannten Arbeiten (Ida-Yonemochi et al. 2017;
Kauschke et al. 2018B) wurde BDNF stets lokal appliziert, um systemische Nebenwir-
kungen des Wirkstoffs weitgehend zu verhindern. Dieser Gedanke bestand in der vor-
liegenden Arbeit ebenfalls, weshalb die Funktionalisierung von PEK-NP untersucht
wurde. PEK-NP dienen als Tragersystem fir Wirkstoffe, die zur Funktionalisierung von
Knochenersatzmaterialien eingesetzt werden kénnten (Muller et al. 2018). Die in der
vorliegenden Arbeit nachgewiesene Zytokompatibilitdt der PEK-NP in Bezug auf Osteo-
zyten ist ein weiterer Schritt in Richtung eines mdglichen Einsatzes zur Funktionalisie-
rung von Knochenersatzmaterialien. In einer friiheren Arbeit wurde beziiglich der Zyto-
kompatibilitat auf Osteoklasten ein konzentrationsabhangiger negativer Effekt detektiert
(Kauschke et al. 2019). In Bezug auf die Therapie der Osteoporose kann ein solcher
negativer Effekt auf die knochenresorbierenden Osteoklasten von Vorteil sein, wenn
eine Restaktivitdt gegeben ist. Fur Vorlauferzellen von Osteoblasten (humane mesen-
chymale Stromazellen) konnte eine Kompatibilitat von PEK-NP (z.B. PLL/CS) in einem
gewissen Konzentrationsbereich bereits mehrfach gezeigt werden (Woltmann et al.
2014; Vehlow et al. 2016). Die Zytokompatibilitat der Nanopartikel bezogen auf ausge-
reifte Osteoblasten wurde bisher nicht erforscht und sollte daher zur Komplettierung un-
tersucht werden.

Bei Betrachtung der Funktionalisierung der PEK-NP mit BDNF in dieser Arbeit fallt auf,
dass die BDNF-Konzentrationen bei den meisten Beladungsmengen recht schnell abfie-
len. Daher musste zur Freisetzung von BDNF tber mehrere Wochen bis zur Frakturhei-
lung eine andere Art der Funktionalisierung gefunden werden, die die Wirkstoffkonzent-
ration von 40 ng/mL langer aufrechterhalten kann. Eventuell wiirde sich fur diesen Zweck
eine Inkorporation des Wirkstoffes wie bei Wang et al. (2015) oder eine Beschichtung
wie bei Muller and Keller (2012) besser eignen. Wang et al. (2015) nutzten hierbei Na-
nopartikel, die aus Chitosan und Chondrotinsulfat bestanden. Zunachst wurde der Wirk-
stoff BMP-2 an Chondrotinsulfat gebunden, woraufhin die Zugabe der Komplexe zu einer
azidotischen (pH = 5) Chitosan-Lésung erfolgte. Hieraus bildeten sich spharische Nano-
partikel mit inkorporiertem BMP-2 (Wang et al. 2015). In der Arbeit von Muller und KeRler
(2012) wurden Komplexe aus dem Wirkstoff Pamidronat und dem Polykation Poly(ethy-
lenimin) hergestellt und diese zu CS gegeben. Diese Wirkstoff-beladenen PEK-NP wur-

den anschlieRend auf ein Germaniumsubstrat gegeben und getrocknet. Somit entstand
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eine Beschichtung aus PEK-NP, die den Wirkstoff verzogert freisetzte (Miller und Kel3ler
2012). Daruber hinaus sollte die Frage, warum das an PEK-NP gebundene BDNF nicht
denselben Effekt erzielte wie das dem Medium zugegebene BDNF, obwohl die erreich-
ten Konzentrationen sehr ahnlich waren, naher untersucht werden.

Bei Kauschke et al. (2018B) konnte anhand eines osteoporotischen Mausmodells der
Effekt von BDNF auf osteoporotische Frakturen bereits beobachtet werden. Der for-
dernde Effekt von BDNF auf die Knochenheilung konnte jedoch nur im Wildtyp-Modell
nachgewiesen werden. Hierbei wurde diskutiert, ob die BDNF-Konzentration von
40 ng/mL im osteoporotischen Knochen nicht ausreicht, um die Knochenheilung zu for-
dern. Dies mlsste bei einem Einsatz von BDNF zur lokalen Férderung der Frakturhei-
lung bei osteoporotischem Knochen bertcksichtigt werden. Interessant ware zudem, ob
ein positiver Einfluss auf die Frakturheilung von der Form der Osteoporose abhangt. Wie
in der Einleitung erwahnt gibt es sowohl priméare als auch sekundare Ursachen fur die
Osteoporose.

Durch die Arbeit von Kauschke et al. (2018B) wird jedoch klar, dass der Einsatz von mit
BDNF funktionalisiertem Knochenersatzmaterial sich nicht auf die Therapie osteoporo-
tischer Frakturen beschranken muss. Allgemein konnte dies bei der Behandlung von
Knochendefekten wie beispielsweise zum Aufflllen von Knochenzysten von Vorteil sein.
Die osteokonduktiven Eigenschaften der synthetischen Knochenersatzmaterialien war-
den somit um die Eigenschaft der Osteoinduktivitat erganzt werden. Auch bei korperei-
genen Knochenersatzverfahren wie der Verwendung eines Beckenkammspans konnte
ein Einsatz von BDNF sinnvoll sein, um die Integration zu beschleunigen. Zur verzéger-
ten Freisetzung ware hierbei ebenfalls eine Inkorporation des Wirkstoffs in PEK-NP
denkbar, sodass bei lokaler Applikation eine Wirkung Uber langere Zeit erreicht werden

wiurde.

73



Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Obwohl die Vielfalt an Medikamenten zur Behandlung der Osteoporose zunimmt, gibt es
weiterhin Bedarf die Therapie osteoporotischer Frakturen zu verbessern. Brain-derived
neurotrophic factor (BDNF), welcher bisher vor allem durch seine Funktion als Neurotro-
phin in der Forderung des Nervensystems bekannt ist, spielt nach neueren Erkenntnis-
sen zusatzlich eine Rolle im Prozess der Frakturheilung. Bei exogener Zugabe fordert
BDNF die Frakturheilung gesunden Knochens im Mausmodell nach einer Osteotomie
(Kauschke et al. 2018B). Um Wirkstoffe direkt am Ort der Frakturheilung freizusetzen,
gibt es die Mdglichkeit diese Uber Polyelektrolytkomplex-Nanopartikel (PEK-NP) an Kno-
chenersatzmaterialien zu binden. Diese Studie wurde zur Erforschung des Einflusses
von BDNF und PEK-NP auf Osteozyten durchgefiihrt. Spinalganglien (DRG) wurden
hierbei als endogene BDNF-Quelle eingesetzt.

Als Osteozytenmodell diente die murine Zelllinie murine long bone osteocytes-Y4 (MLO-
Y4), die als Monokultur und als Kokultur mit aus Mausen isolierten DRG-Neuronen un-
tersucht wurde. Die Kulturen wurden lichtmikroskopisch unter Zugabe von BDNF
(40 ng/mL), PEK-NP und PEK-NP+BDNF im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle be-
obachtet. Die Proliferationsrate der MLO-Y4 wurde mittels eines BrdU Proliferationsas-
says nach 8, 24 und 32 Stunden (h) gemessen. Die Genexpressionanalyse in MLO-Y4
wurde anhand einer real-time Reverse Transkriptase Polymerase Kettenreaktion (real-
time RT-PCR) durchgefiihrt und teilweise durch eine Kapillargelelektrophorese erganzt.
Im Proliferationsversuch lie® sich nach 24 h Inkubationszeit ein hoch signifikant positiver
Einfluss von BDNF (40 ng/mL) auf die Proliferationsrate von MLO-Y4 sowohl in Mono-
kultur als auch in der Kokultur mit DRG-Neuronen nachweisen. Im Gegensatz hierzu
zeigten weder BDNF funktionalisierte PEK-NP, pure PEK-NP noch die Kokultivierung
mit DRG einen signifikanten Effekt auf die Proliferation von MLO-Y4. In der Genexpres-
sionsanalyse mittels real-time RT-PCR liel3 sich nach 24 h Inkubationszeit von BDNF
(40 ng/mL) fur receptor activator of nuclear-factor k B ligand (RANKL) und Osteoprote-
gerin (OPG) kein signifikanter Unterschied zur Kontrolle detektieren. Dieses Ergebnis
zeigt, dass BDNF den Knochenstoffwechsel nicht Gber eine Induktion oder Inhibition die-
ser Schlusselproteine im Knochenstoffwechsel beeinflusst. Darliber hinaus wurde eine
Expression von BDNF sowie der korrespondierenden Rezeptoren von BDNF, Tropomy-
osin receptor kinase B (TrkB) und p75 neurotrophin receptor (p75NTR) zum ersten Mal
in MLO-Y4 und teilweise Uberhaupt in Osteozyten nachgewiesen. Eine Expression von
TrkB konnte in einer Arbeit bereits in primaren Osteozyten gezeigt werden (Ida-
Yonemochi et al. 2017). Des Weiteren konnte eine Expression des Apoptoseregulators
SOST in den MLO-Y4 nicht nachgewiesen werden.
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Zusammenfassung

Der positive Einfluss von BDNF auf die Proliferation und die Zytokompatibilitat der PEK-
NP in MLO-Y4-Zellkulturen zeigt unter Berlicksichtigung vorheriger Arbeiten die Mog-
lichkeit eines Einsatzes von BDNF und PEK-NP zur Beschichtung von Knochenersatz-

materialien, um die Knochenheilung zu stimulieren.
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6 Summary

Although the variety of drugs for treating osteoporosis is increasing, there is still need for
improvement of the treatment of osteoporotic fractures. Brain-derived neurotrophic factor
(BDNF), known as a neurotrophin to support neuronal development, was found to play
a role in fracture healing. When added exogenously, BDNF promoted fracture healing
after osteotomy of non-osteoporotic bone (Kauschke et al. 2018B). One option to apply
drugs directly to the required location in fractured bone, is to bind them to bone substitute
materials via PEC-NP. The present study was performed to investigate the effect of
BDNF and PEC-NP on osteocytes. Dorsal root ganglia (DRG) neurons were used as an
endogenous source of BDNF.

The murine osteocyte-like cell line, MLO-Y4 and murine DRG, isolated previously, were
cultured as monocultures as well as coculture. Cells were observed by light microscopy
after adding either BDNF (40 ng/mL), PEC-NP or BDNF functionalised PEC-NP. The
proliferation rate of MLO-Y4 was measured by BrdU proliferation assay after 8, 24 and
32 hours (h). The mRNA expression was determined by real-time reverse transcriptase
polymerase chain reaction (real-time RT-PCR) that was expanded for some targets by
capillary gel electrophoresis.

BDNF had a highly significant positive effect on the proliferation rate of MLO-Y4 in mon-
oculture and in coculture with DRG after 24 h of incubation. In contrast, neither BDNF-
functionalised PEC-NP nor pure PEC-NP or DRG showed any significant influence. We
suppose that the BDNF release rate from PEC-NP was too low. Furthermore, there was
no significant difference in gene expression of receptor activator of nuclear factor-k B
ligand (RANKL) and osteoprotegerin (OPG) after 24 h of incubation time with BDNF
(40 ng/mL). This result suggests that BDNF does not affect bone remodelling or prolifer-
ation through induction or inhibition of these key proteins. In the present study, BDNF
expression and expression of its receptors tropomyosin receptor kinase B (TrkB) and
p75 neurotrophin receptor (p75NTR) was detected in MLO-Y4 for the first time. TrkB
expression was detected once in primary osteocytes before (Ida-Yonemochi et al. 2017).
Furthermore, expression of the regulator of apoptosis SOST couldn’t be detected in the
majority of the samples.

Our results show that BDNF stimulated the proliferation of MLO-Y4. Additionally, the
PEC-NP presented a good cytocompatibility. Thus, we suppose that PEC-NP are a suit-

able drug-delivery system and BDNF a promising medication for bone pathologies.
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7 Verzeichnisse

7.1 Abkiirzungsverzeichnis

% Prozent

al. alii/aliae

AraC Arabinosylcytosin

bp Basenpaare

BDNF brain-derived neurotrophic factor
BMP bone morphogenic protein

BrdU 5-Brom-2°-Desoxyuridin

bspw. beispielsweise

bzw. beziehungsweise

cDNA complementary DNA

cp crossing point

CS Cellulosesulfat

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

DRG dorsal root ganglia

EdU 5-Ethinyl-2’-desoxyuridin

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay
ERK extracellular signal-related kinases

h Stunde

hiFBS hitzeinaktiviertes fétales bovines Serum
HRP Meerrettichperoxidase

Mio Millionen

MLO-Y4 murine long bone osteocyte Y4
MRNA messenger ribonucleic acid

MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
N Normalitat

NGF nerve growth factor

NT Neurotrophin

OPG Osteoprotegerin

p75NTR p75 neurotrophin receptor

PBC primar biliare Cholangitis

PBS phosphatgepufferte Saline

PEK-NP Polyelektrolytkomplex-Nanopartikel
PLL Poly(L-Lysin)

PInDIV Perlecan Domane IV

RANK ' receptor activator of nuclear factor-xB
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RANKL receptor activator of nuclear factor-k B ligand

rel. relative

rom rounds per minute

RT-PCR Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion
s Sekunden

s. siehe

SD Standardabweichung

Trk tropomyosin receptor kinase

VEGF vascular endothelial growth factor

VS. Vversus
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