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1. Einleitung

Osteoporose ist eine systemische Skeletterkrankung, die durch eine Abnahme der
Knochendichte und eine Verminderung der Knochenqualitdt gekennzeichnet ist (World
Health Organization, 2007). Die Hauptkomplikation der Osteoporose ist die erhohte
Anfélligkeit fur Frakturen, die sich negativ auf die Lebensqualitat und Lebenserwartung
auswirkt (Center et al., 1999; Hallberg et al., 2009). Es wird geschatzt, dass etwa ein Drittel
aller Frauen und jeder flinfte Mann Uber 50 Jahre an Osteoporose leidet (Melton et al., 1998).
Zurzeit wird davon ausgegangen, dass weltweit tber 200 Millionen Menschen von
Osteoporose betroffen sind (Stzen et al., 2017). Mit dem demografischen Wandel und der
damit einhergehenden Alterung der Bevélkerung ist in den kommenden Jahren mit einem
drastischen Anstieg dieser Zahl zu rechnen. Die Erkrankung entsteht oft schleichend und
symptomlos, wodurch eine Diagnose haufig erst nach einem Knochenbruch erfolgt (Liu et
al., 2016). Obwohl es diverse Medikamente zur Behandlung der Osteoporose gibt, wie
Bisphosphonate oder Parathormon-Derivate, ist die Compliance gering und die
Heilungschancen begrenzt (Ziller et al., 2012; Fardellone et al., 2019). So fuhrt allein in
Deutschland nur jeder sechste Patient nach einem Jahr seine medikamentdse Therapie fort
(Hadji et al., 2013).

Vor diesem Hintergrund sind evidenzbasierte Strategien zur Prévention von Osteoporose
von besonderer Notwendigkeit. Eine solche Strategie ist ein nutritiver Ansatz, der mit
weniger Nebenwirkungen und einer erhohten Compliance einhergeht (Hubbard et al., 2012).
In jiingster Zeit haben Kollagenpeptide als ergdnzende Behandlungsoption fiir verschiedene
Erkrankungen an Bedeutung gewonnen. Aktuelle Studien deuten darauf hin, dass die orale
Einnahme von Kollagenpeptiden positive Auswirkungen auf die Wundheilung (Miyab et al.,
2020), die Gelenkfunktion (Kumar et al., 2015), die Hautbeschaffenheit (Lee et al., 2023)
und die Knochendichte bei postmenopausalen Frauen (Koénig et al., 2018; Adamidou et al.,
2022) hat. Dennoch bleibt die bioaktive Wirkung sowie die Interaktionen auf zellulérer und

molekularer Ebene ein Schwerpunkt aktueller Forschung.

Ziel dieser Arbeit ist es, einen Uberblick tber die aktuelle Forschungslage zu geben und die
molekularen Mechanismen von Kollagenpeptiden bei der Pravention von Osteoporose zu
untersuchen. Die Fragestellung der Thesis lautet dabei: ,,Welche Auswirkungen haben
Kollagenpeptide auf die Genexpression in Knochenzellen im Kontext der Osteoporose-
pravention?* Dazu werden im Hauptteil dieser Thesis aktuelle Studien hinsichtlich ihrer

Methodik, Ergebnisse und Schlussfolgerungen prasentiert und verglichen.



2. Knochen

2.1 Aufbau und Mikroarchitektur
Die Mikroarchitektur des Knochens spielt eine Schlisselrolle fir das Verstandnis der

komplexen Strukturen und Funktionen des menschlichen Knochens. Die Struktur l&sst sich
in zwei Hauptkomponenten unterteilen, die Knochenrinde und den Schwammknochen (Abb.
1). Die Knochenrinde bildet die dufl3ere, kompakte Schicht des Knochens und zeichnet sich
durch ihre dichte Anordnung von Osteonen aus. Jedes Osteon stellt die funktionelle Einheit
der Knochenrinde dar und verfugt Gber eine zylindrische Struktur aus konzentrisch
angeordneten Lamellen (Rho et al., 1998). Die Lamellen selbst sind aus fein organisierten
Kollagenfibrillen zusammengesetzt, deren Anordnung fur die mechanische Stabilitat und
Elastizitdt des Knochens essentiell ist (Fratzl et al., 1998). Die in den Kollagenfibrillen
eingelagerten Kristallpartikel verleihen dem Knochen seine charakteristische Harte und
Kompressionsfestigkeit (Weiner et al., 1991; Ulian et al., 2021). Im Zentrum jedes Osteons
befindet sich der Havers-Kanal, der sowohl BlutgeféaRe als auch Nervenfasern enthdlt. Diese
zentrale Struktur ist fir die N&hrstoffversorgung und Kommunikation der Knochenzellen
unerlésslich (Curtis et al., 1985). Der Schwammknochen hingegen, ist weniger dicht und hat
eine pordse Struktur, dessen Hohlrdume teilweise durch das Knochenmark gefiillt werden.
Im Knochenmark erfolgt unter anderem die Bildung von mesenchymalen Stammzellen, die
zu Knochen-, Knorpel- oder Fettgewebszellen differenzieren konnen (Minguell et al., 2001).

Schwammknochen Kolllagenmolekul

/

Kollagenfibrille

LD Kollagenfaser
Knochenrinde —
-
Havers- \[\& Kristall-
Osteon Kanal partikel

10-500 pm

3-7 um
Abbildung 1: Mikroarchitektur des Knochens (In Anlehnung an Rho et al., 1998).

2.2 Dynamik des Knochengewebes
Das Knochengewebe stellt ein hoch dynamisches System dar, das hauptséchlich aus

Knochenzellen und einer mineralisierten Knochenmatrix besteht. Die Knochenmatrix setzt
sich neben Wasser zu etwa einem Drittel aus Kollagen Typ 1 (KOL-1) und Nicht-Kollagen-
Proteinen wie Sialoprotein (SP), Osteopontin (OPN), Osteocalcin (OCN) und Osteonectin
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(ON) zusammen (Feng, 2009; Na et al., 2021). Der Grofteil der Knochenmatrix, Uber zwel
Drittel, besteht aus anorganischen Calcium-Phosphat-Verbindungen, in Form von
kristallinem Hydroxylapatit (Wang et al., 2010). Die Festigkeit und Elastizitat des Knochen-
gewebes beruhen auf den Wechselwirkungen zwischen den funktionellen Gruppen der

Knochenmatrix-Proteine und den Calcium- oder Phosphat-lonen (Farbod et al., 2014).

Im Laufe des Lebens unterliegt das Knochengewebe einem kontinuierlichen Umbauprozess,
der als Knochenremodellierung bekannt ist. Dieser dynamische Prozess gewdhrleistet die
Instandhaltung des Skeletts und beinhaltet die Anpassung an mechanische Belastungen
(Tanne et al., 1990) und Mikroschaden (Burr et al., 1985). Als gréRtes Calcium-Phosphat-
Reservoir des Korpers dient die Resorption des Knochens der Mobilisierung von Mine-
ralstoffen und der Aufrechterhaltung der Calciumhomd@ostase (Maimoun et al., 2011). Es
wird geschétzt, dass jahrlich etwa 3% der Knochenrinde und 30% des Schwammknochens
erneuert werden (Jimi et al., 2012).

2.3 Phasen der Knochenremodellierung
Die Aufrechterhaltung der Knochenremodellierung erfolgt durch ein fein abgestimmtes

Gleichgewicht zwischen Knochenabbau und Knochenneubildung. Die Osteoblasten (OB)
sind fur die Synthese und Ablagerung neuer Knochenmatrix verantwortlich, wéhrend die
Osteoklasten (OK) den Abbau und die Resorption durchfiihren (Robling et al., 2006). Die
enge Zusammenarbeit der verschiedenen Knochenzellen erfolgt innerhalb der knochen-
remodellierenden Einheiten, die entlang des Knocheninneren oder entlang der Knochen-
oberflache wandern (Hernandez et al., 1999). Der Knochenumbau besteht aus einem
sequenziellen Ablauf von vier aufeinanderfolgenden Phasen, der Aktivierung, Resorption,
Umkehr und Bildung (Siddiqui et al., 2016).

2.3.1 Aktivierungsphase

Die Sekretion von Makrophagen-Kolonie-stimulierenden Faktoren (M-CSF) und Rezeptor-
Aktivator-von-NF-kB-Liganden (RANKL) ist fur die Migration und Differenzierung von
OK aus den Vorlauferzellen des Makrophagensystems essentiell (Yamashita et al., 2012).
M-CSF bindet spezifisch an CSF1-Rezeptoren und unterstiitzt sowohl das Uberleben als
auch die Aktivitat ausgereifter OK (Hodge et al., 2011). Wahrenddessen bereiten Linien-
zellen, die normalerweise die Knochenoberflache auskleiden, die Knochenremodellierungs-
stelle vor (Everts et al., 2002). Sie entfernen die iberstehenden Kollagenstrukturen und I6sen
sich anschlieRend von der darunter liegenden Knochenoberfléche.



2.3.2 Resorptionsphase
In der Resorptionsphase bilden OK eine Bindung zur mineralisierten Knochenmatrix tber

den Vitronectin-Rezeptor avp3 Integrin, was eine isolierte Mikroumgebung zwischen den
OK und dem Knochen schafft (Nakamura et al., 1999). Diese Bindung wird durch die
Expression von OPN erleichtert, was die Zelladhasion der OK weiter unterstitzt (Dodds et
al., 1995). Durch den aktiven Transport von Protonen tiber H+-ATPasen in die lakunére
Umgebung erzeugen die OK ein saures Milieu (Anderson et al., 1986). Die Phosphat-
verbindungen in der Knochenmatrix werden durch Tartrat-resistente S&urephosphatasen
(TRAP) abgebaut, die auf der Oberflache der OK exprimiert werden (Harada et al., 2013).
Im weiteren Verlauf kommen proteolytische Enzyme wie Matrix-Metalloproteinasen
(MMPs) und Cathepsin K um Einsatz, um die organischen Bestandteile der Knochenmatrix
abzubauen (Bossard et al., 1996; Geoffroy et al., 2004). OB und Osteozyten (OZ) regulieren
zusétzlich den Abbau der organischen Substanz durch die eigene Synthese von MMP oder
ihre Gewebsinhibitoren (Hatori et al., 2004).

2.3.3 Umkehrphase
Wihrend der Umkehrphase bereiten Linienzellen und osteoblastische Vorlauferzellen die

Knochenoberflache fur die anschlieRende Phase der Knochenneubildung vor. Linienzellen
spielen dabei eine wichtige Rolle bei der Bereinigung ubrig gebliebener Kollagen-
Fragmente in der Howships-Lakune, wobei sie spezifische Enzyme wie MMP einsetzen
(Everts et al., 2002). Gleichzeitig sind auch osteoblastische Vorlauferzellen in diesen
Prozess involviert. Sie synthetisieren eine dunne Schicht aus fibrillirem Kollagen und
anderen Matrixkomponenten, die eine entscheidende Rolle bei der Adhdsion und
Differenzierung von OB spielen (Domon et al., 2001; Mulari et al., 2004).

2.3.4 Bildungsphase
Reife OB, die aus mesenchymalen Stammzellen (MSZs) hervorgehen, beginnen mit der

Produktion der nicht-mineralisierten Knochenmatrix, auch bekannt als Osteoid (Okumura et
al., 1997). Diese Knochenmatrix umfasst die Synthese verschiedener Komponenten wie
KOL-1, OCN, ON und knochenmorphogenetischen Proteine (BMP) (Cowles et al., 1998).
Bei der nachfolgenden Kalzifikation des Osteoids, bei der kristallines Hydroxyapatit
entsteht, sind Annexine und alkalische Phosphatase (ALP) beteiligt (Balcerzak et al., 2003).
Die ALP tbernimmt die Hydrolyse von Phosphatsubstraten, wéhrend Annexine den Ca2+-

Transport und die Bildung von Mineralkomplexen beeinflussen. AnschlieRend erfolgt die



Differenzierung der OB zu OZ, die mit der terminalen Expression von Podoplanin und
Sclerostin sowie der Bildung dendritischer Verlangerungen einhergeht (Kaur et al., 2019).

Osteoklasten-
vorlauferzelle Osteoblasten- Knochen-
: voriauferzelle remodel-
Osteoklast  Aktiver Osteoklast ‘J Osteoblast  jierende
Linienzellen = ) iR Einhoit
B () L
Ruhende
Knochen- -
oberflache” ~ Resorption
/X Aktivierung X Umkehr Knochenbildung Mineralisierung
Oste/ozyt -

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Knochenumbaus (Bringhurst et al., 2005).

2.4 Kommunikation zwischen den Knochenzellen

2.4.1 Gap-Junctions
Gap Junctions sind spezialisierte Proteinkanéle, die hauptsachlich aus Connexin-43 bestehen

und sich in den Zellmembranen benachbarter Zellen zu Connexonen anordnen (Yellowley
et al., 2000). Diese spezifische Anordnung ermdglicht den direkten Austausch von Calcium-
lonen zwischen den Knochenzellen. Calcium-lonen spielen eine entscheidende Rolle bei der
Differenzierung von Knochenzellen, indem sie die Expression der Transkriptionsfaktoren c-
Fos in OB-Vorlauferzellen (Barradas et al., 2012) und Kernfaktor-der-aktivierten-T-Zellen-
1 (NFATcL) in OK-Vorléuferzellen (Kang et al., 2020) regulieren.

2.4.2 Parakrine Signalisierung
Die parakrine Signalisierung im Knochengewebe wird durch verschiedene Faktoren

bestimmt. Ein relevanter Faktor ist Osteoprotegerin (OPG), ein von OB produziertes Protein.
OPG fungiert hauptsachlich als I6slicher Decoy-Rezeptor fir RANKL und unterbindet
dessen Bindung an den RANK-Rezeptor auf OK-Vorléauferzellen (Simonet et al, 1997).
Insbesondere das Verhaltnis von RANKL zu OPG reguliert dabei die Osteoklastogenese in
der Resorptionsphase der Knochenremodellierung (Tanaka et al., 2011). In reifen OK erhoht
die Exposition gegenuber OPG die Aktivitat von Caspase-3, was zur Induktion von
Apoptose fiihrt (Lacey et al., 2000). Ein weiterer relevanter Faktor ist Sclerostin, das von
OZ produziert wird. Sclerostin hemmt den Wnt-Signalweg in OB durch seine inhibitorische
Bindung an den Lrp5-Rezeptor, was zu einer Verlagerung des Knochenstoffwechsels
zugunsten der Knochenresorption fiihrt (Robling et al., 2008). Zusétzlich konkurriert
Sclerostin um die Bindung an die BMP-Rezeptoren und hemmt dadurch die Mineralisierung
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der OB (Winkler et al., 2003). Auch die Knochenresorptionsstelle enthalt eine Vielzahl von
Wachstumsfaktoren, die eine koordinierte Wirkung auf OK und OB austiben. Wéhrend des
Prozesses der Knochenbildung werden unter anderem Transformierender-Wachstumsfaktor-
beta (TGF-B), BMP-2 und der insulindhnliche Wachstumsfaktor-1 (IGF-1) in die
Knochenmatrix eingelagert (Hyc et al., 2021). Dort fungieren sie als zeitlich verzogerte
parakrine Signalmolekile, die den spéteren Knochenabbau regulieren. TGF-beta und IGF-1
fordern die Differenzierung von OK (Quinn et al., 2001, Wang et al., 2006). Matrix-IGF-1
reguliert zudem die Knochenmasse tber den mTOR-Signalweg in OB-Vorlauferzellen
(Xian et al., 2012).

2.4.3 Zell-Zell-Kontakte
Die Interaktionen zwischen Knochenzellen erfolgen auch Uber verschiedene Ober-

flachenproteine (Sakamoto et al., 2004). So ist etwa die EphrinB2/EphB4-Signalisierung an
der bidirektionalen Kommunikation zwischen OK und OB beteiligt. Hierbei binden Ephrin-
B2-Liganden in OK-Vorlauferzellen an Ephrin-B4-Rezeptoren in OB. Die rlckwaértige
Signalubertragung hemmt die Differenzierung von OK, indem sie den c-Fos-NFATcl-
Signalweg unterdriickt, wahrend die vorwartige Signallibertragung durch Ephrin-B4 in OB

die Knochenmasse in transgenen Mausen erhoht (Zhao et al., 2006).

2.4.4 Mechanotransduktion
Die Umwandlung mechanischer Reize in biochemische Signale, wird durch berlappende

Mechanismen der lonenkanale, Integrine, G-Proteine und des Zytoskeletts bestimmt (Scott
et al., 2008). OZ reagieren dabei auf mechanische Stimuli mit einem Anstieg der
Cyclooxygenase-2 (Cox-2) Expression, sowie einer verringerten Freisetzung von
Prostaglandin-2 (PG-2) und RANKL (Lau et al., 2010). Mechanische Belastung flhrt in OB
zu interstitiellem Flussigkeitsscherstress, der Gber den PI3K/Akt-Signalweg die
Genexpression von B-Catenin, c-Fos und Cox-2 reguliert und die Proliferation fordert
(Rangaswami et al., 2012). Daruiber hinaus tragt der Wnt-Signalweg, vermittelt durch Lrp-
5, zur Aufrechterhaltung der Reaktionsfahigkeit auf mechanische Belastung bei (Zhao et al.,
2013).



3. Osteoporose

3.1 Definition und Haufigkeit
Osteoporose ist eine systemische Skeletterkrankung, die durch eine Abnahme der

Knochendichte und eine Verminderung der Knochenqualitat gekennzeichnet ist (World
Health Organization, 2007). Die Hauptkomplikation der Osteoporose ist die erhdhte
Anfélligkeit fur Frakturen, die sich negativ auf die Lebensqualitat und Lebenserwartung
auswirkt (Center et al., 1999; Hallberg et al., 2009). Es wird geschétzt, dass etwa ein Drittel
aller Frauen und jeder flinfte Mann Uber 50 Jahre an Osteoporose leidet (Melton et al., 1998).
Zurzeit wird davon ausgegangen, dass weltweit Gber 200 Millionen Menschen von

Osteoporose betroffen sind (S6zen et al., 2017).

3.2 Diagnose
Die Basisdiagnostik der Osteoporose beinhaltet die Erfassung der Patientenanamnese, eine

Klinische Untersuchung, eine Knochendichtemessung, labormedizinische Untersuchungen
und bei Verdacht auf osteoporotische Wirbelkorperfrakturen eine bildgebende Diagnostik
(Czerwinski et al., 2007). Die radiologische Diagnose der Osteoporose erfolgt durch die
Bestimmung der Knochendichte (BMD) mittels Dual-Energy-Rontgenabsorptiometrie
(DEXA). Obwohl eine quantitative Ultrasonographie das Frakturrisiko vorhersagen kann,
korreliert dieses Verfahren bei Schwellenwerten weniger prazise mit der genaueren DEXA-
Messung (Nayak et al., 2006). Die Schweregrade der Osteopenie und Osteoporose
beschreiben, inwieweit der Knochenmineralgehalt im Vergleich zu einer gesunden 30-
jahrigen Person abgenommen hat (T-Wert) und ob Knochenbriiche aufgetreten sind. Ein T-
Wert zwischen -1 und -2,5 Standardabweichungen (SD) kennzeichnet eine Osteopenie. Eine
Osteoporose liegt ab einem T-Wert von -2,5 SD oder niedriger vor. Im Falle einer schweren
Osteoporose liegt ein T-Wert unter -2,5 SD vor, begleitet von Knochenbriichen in den

Extremitaten oder Lendenwirbeln (Rossini et al., 2016).

3.3 Formen der Osteoporose

3.3.1 Primére Osteoporose
Primare Osteoporose ist eine Knochenerkrankung, die durch eine altersbedingte Abnahme

der Knochendichte gekennzeichnet ist und keine zugrunde liegende Krankheit als Ursache
aufweist (Orimo et al., 2001). Im Verlauf des Lebens kommt es zu einer Zunahme der
Knochenmasse, die bis zum Erreichen der sogenannten "Peak Bone Mass" in der Mitte des
dritten Lebensjahrzehnts ihren Hochstwert erreicht (Baxter-Jones et al., 2011). Danach setzt
eine Phase des langsamen Knochenabbaus ein, die sich bis hin zu einem beschleunigten

Knochenverlust steigern kann. Méanner erreichen ihren Hochstwert deutlich spéater als
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Frauen, was unter anderem die hohere Frakturh&dufigkeit bei Frauen erklart (Avdagic et al.,
2009). Die Phase des beschleunigten Knochenabbaus tritt bei Frauen im Rahmen der
Menopause friher ein als bei Mannern. Bei Frauen liegt daher haufig eine postmenopausalen
Osteoporose vor. Der Knochenschwund betrégt in den ersten 10 Jahren nach der Menopause
etwa -1,8 bis -2,3 % pro Jahr und pendelt sich anschlieRend bei -1 % bis -2 % pro Jahr ein
(Finkelstein et al., 2008). Bei Mannern liegt die altersbedingte Verlustrate bei ungefahr -
0,59 % bis -1 % pro Jahr (Tuck & Datta et al., 2007). Nach dem 50. Lebensjahr kann es zu
einem beschleunigten Verlust kommen, der einem exponentiellen Muster folgt (Liang et al.,
2016). Zusatzlich nehmen die positiven Effekte von Ausdauer- und Widerstandstraining auf
den Knochenstoffwechsel mit dem Alter ab (Stunes et al., 2022). Ab dem 65. Lebensjahr
erhoht sich auch bei Ménnern die Rate an Wirbelbrtichen erheblich (Riggs et al., 1982). Eine
Osteoporose, die erst im hohen Alter auftritt, wird als senile Osteoporose bezeichnet. Die
Symptome der priméren Osteoporose sind hdufig unspezifisch und umfassen in manchen
Fallen Knochenschmerzen, Riickenschmerzen und einen Verlust der KorpergroRe (Peris et
al., 1995; Kontor et al., 2004). Eine seltene Sonderform der priméaren Osteoporose stellt die
idiopathische Osteoporose dar, die durch einen ungewdéhnlich friihen Krankheitsbeginn
charakterisiert ist (Stover et al. 1974; Gennari & Bilezikian 2013)

3.3.2 Sekundére Osteoporose
Sekundére Osteoporose entsteht infolge anderen Erkrankungen oder unerwiinschter

Nebenwirkungen von Medikamenten, die sich negativ auf das Gleichgewicht der
Knochenhomd@ostase auswirken. Die h&ufigsten Ursachen sekundérer Osteoporose sind
endokrine Storungen, Autoimmunerkrankungen, Nierenerkrankungen, medikamenten-
induzierte Osteoporose, hamatologische Erkrankungen und gastrointestinale Erkrankungen
(Colangelo et al., 2019). Insbesondere eine Langzeittherapie mit Immunsuppressiva,
Heparin oder Glukokortikoiden kann zu einer deutlichen Verringerung der
Knochenmineraldichte fihren (Thiébaudet al., 1996; McKenzie et al., 2000; Yang et al.,
2020). Jedoch gelten entziindungshemmende Glukokortikoide als die Hauptursache fir

medikamenteninduzierte Osteoporose (Bouvard et al., 2010).

3.4 Risikofaktoren

3.4.1 Genetische Risikofaktoren
Zwillingsstudien haben gezeigt, dass genetische Faktoren zur Entstehung von Osteoporose

beitragen, indem sie die Knochendichte und das Frakturrisiko beeinflussen (Slemenda et al.
1991, Sosa et al. 2014). Analysen mit univariaten Modellen ergaben eine Hereditat von 63%
fur die knochenspezifische alkalische Phosphatase (k-ALP) und 72% fiir die Knochendichte
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der Lendenwirbelsdule und des Oberschenkelhalses. Gene, die speziell die k-ALP
beeinflussen, trugen zu 16% der gesamten genetischen Variabilitat der Knochendichte der
Lendenwirbelséule bei (Harris et al. 1998). Nach Berlicksichtigung der KorpergroRRe und Ca-
Zufuhr konnte gezeigt werden, dass 18 - 37% der Knochenmerkmale durch die maternale
Abstammung bestimmt werden (Ferrari et al. 1998). Diverse Gene tragen zur Regulation
dieser Merkmale bei, indem sie mit Umweltfaktoren wie dem Erndhrungsstatus und der
sportlicher Aktivitat interagieren. Mutationen am Genlocus des Vitamin-D-Rezeptors tragen
zu einem Teil der Heriditat der Knochendichte der Lendenwirbelsdule bei (Gennari et al.
1999). Auch COLIA1-Spl-Polymorphismen Kkorrelieren mit der Frakturhaufigkeit
(Efstathiadou et al. 2001). Insbesondere unter Asiaten und Kaukasiern erhoht der LRP5-
rs3736228-Polymorphismus das Osteoporose- und Frakturrisiko (Xu et al. 2014). Des
Weiteren gibt es Hinweise darauf, dass Populationen asiatischer und afrikanischer Herkunft
seltener Frakturen erleiden und eine hohere Knochendichte aufweisen (Morin et al. 2022;
Bao et al. 2023). Individuen mit dem homozygoten Genotyp TT (C677T) des
Methylentetrahydrofolat-Reduktase (MTHFR)-Gens haben im Vergleich zum hetero-
zygoten Genotyp CT ein deutlich erhdhtes Risiko fir Wirbelbriiche (Bai et al. 2013). Die
OPG-A163G- und T245G-Mutationen sind Risikofaktoren fiir osteoporotische Frakturen,
wahrend die T950C-Variation protektiv wirkt (Ding et al. 2021). Derzeit erklaren diese
Polymorphismen nur einen kleinen Prozentsatz des Osteoporoserisikos und sind weiterhin

Bestandteil intensiver Forschung.

3.4.2 Lebensstil

3.4.2.1 Sportliche Inaktivitat
Korperliche Betatigung korreliert mit einem erhohten Knochenumsatz. Personen mit

geringer korperlicher Aktivitdt zeigen eine gesteigerte Knochenresorption, wéhrend bei
aktiven Personen keine derartige Verénderung beobachtet wurde (Brooke-Wavell et al.,
2001). Es wurde festgestellt, dass sitzende Tatigkeiten bei Frauen unabhangig von ihrer
sonstigen korperlichen Betatigung einen negativen Einfluss auf die Knochendichte der
Oberschenkel- und Huftknochen hat (Chastin et al., 2014). Progressives Krafttraining
hingegen erhoht auch bei &lteren Erwachsenen die Muskelkraft und die Mineraldichte der
Femur- und Hiiftknochen (O’Bryan et al., 2022).

3.4.2.2 Geringes Korpergewicht
Ein niedriger Kdrpermasseindex (BMI) ist ein etablierter Risikofaktor fir Frakturen. Im

Vergleich zu Individuen mit einem BMI von 25 kg/m? wurde bei einem BMI von 20 kg/m?
ein nahezu doppelt so hohes Risiko fiir Hiftfrakturen beobachtet (Laet et al., 2005). Dieser
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Effekt wird auf eine verminderte mechanische Belastung und hormonelle Unterschiede
zuriickgefuhrt, die mit einem erhohten Osteoporoserisiko einhergehen (Ravn et al., 1999).

3.4.2.3 Inadequate Nahrstoffversorgung
Eine angemessene Versorgung mit Mikro- und Makronghrstoffen ist von entscheidender

Bedeutung fir die Aufrechterhaltung gesunder Knochen, was sich durch die signifikante
Abnahme der Knochendichte bei unterernahrten Patienten zeigt (Hubel et al., 2019).
Insbesondere Nahrstoffe wie Calcium (Ca), Phosphor, Vitamin D, Vitamin K und
Magnesium wirken sich positiv auf die Knochengesundheit aus. In Bezug auf den
Zusammenhang zwischen dem Verzehr spezifischer Nahrstoffe und dem Frakturrisiko ist
die Evidenz nicht ausreichend gesichert, mit Ausnahme von Ca und Vitamin D (Bonjour et
al., 2009). Eine Meta-Analyse randomisierter Kontrollstudien zeigte, dass die Erganzung
von Ca und Vitamin D mit einem 15%igen Rickgang des allgemeinen Frakturrisikos und

einem 30%igen Ruckgang des Huftfrakturrisikos einherging (Weaver et al., 2016).

3.4.2.4 Konsum von Genussmitteln
In beiden Geschlechtern wurde ein Zusammenhang zwischen dem Konsum von Tabak und

einer Verringerung der Knochenmineraldichte um 5-8 % festgestellt. Diese Beziehung
zeigte sich unabhéngig von der Ca-Zufuhr oder dem Korpergewicht. Bei ehemaligen
Rauchern scheint dieser Effekt nicht mehr vorhanden zu sein (Nguyen et al. 1994). Auch
zwischen Alkoholkonsum und Osteoporose besteht ein positiver Zusammenhang. Im
Vergleich zu Alkoholabstinenzlern hatten Personen, die 1-2 Getrdnke pro Tag
konsumierten, ein 1,34-fach erhohtes Risiko, an Osteoporose zu erkranken (Cheraghi et al.
2019)

3.5 Pathogenese
Die Dysregulation der Knochenhomdostase ist ein hochgradig komplexer Prozess, der von

einer Vielzahl von zelluldaren und molekularen Mechanismen abhéngig ist. Neben der
Interaktionen der Knochenzellen selbst, wie in Kapitel 2 beschrieben, hat insbesondere der
Einfluss  calcitroper Hormone, Geschlechtshormone  und nicht-kodierende
Ribonukleinsduren im Kontext regulatorischer Signalwege zunehmendes Interesse erfahren.
Die genauen Mechanismen, hinter der Pathogenese der Osteoporose, sind jedoch noch

Gegenstand intensiver Forschung.

3.5.1 Calcium-Homdostase
Um die Mineralisierung des Skeletts zu gewahrleisten und eine Verkalkung wvon

Weichgeweben zu vermeiden, unterliegt die Aufnahme und Ausscheidung von Ca der

hormonellen Regulation des Calciumstoffwechsels (Garmeliet et al., 2003). Bei einem
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Abfall der Serum Ca-Konzentration erkennen Ca-sensitive Rezeptoren (CaSR) in den
Nebenschilddriisen die Veranderung im extrazellularen Milieu und stimulieren die
Freisetzung von Parathormon (PTH). PTH wiederum férdert die Freisetzung von Ca aus den
Knochen, verbessert die Absorption von Ca im Darm und hemmt die Ausscheidung tber die
Nieren (Goltzman et al., 2018). In OB stimuliert PTH die Freisetzung von RANKL, was
uber die Differenzierung von OK-Vorldauferzellen zu einer erhohten Bereitstellung von Ca
und Phosphat aus dem Knochengewebe fiihrt (Reid & Bristow, 2020). PTH hat
unterschiedliche Wirkungen auf OB, abhé&ngig von deren Differenzierungsstadium. Es kann
die Differenzierung unreifer OB stimulieren, wahrend es bei ausgereiften OB hemmend
wirkt (Isogai et al., 1996). Die Wirkung von PTH h&ngt auch von der Dauer der Exposition
ab. Die Intermittierende Gabe von PTH fuhrt zu osteoanabolen Effekten, wéhrend eine
kontinuierliche Exposition die Knochenresorption fordert (Pettway et al., 2008). Die
altersbedingte Abnahme der Nierenfunktion scheint mit einem allgemeinen Anstieg der
PTH-Spiegel verbunden zu sein (Marcus et al., 1984). Copp et al. (1962) entdeckten, dass
ein hoher Kalziumspiegel im Blut die Freisetzung von Calcitonin aus den Nebenschilddriisen
verursacht, was wiederum den Kalziumspiegel im Blut senkt und der Wirkung von PTH
entgegenwirkt. In OB fordert Calcitonin die Expression von ERKs Uber den MAPK-
Signalweg und schiitzt dadurch vor Glucocorticoid-induziertern Zelltod (Plotkin et al.,
1999). Darlber hinaus fuhrt Calcitonin in OB zu einer dosisabhéngigen Erhéhung der
Wachstumshormone IGF-1 und IGF-2 (Farley et al., 2000). Ein weiteres Hormon, das die
Calciumhomdostase reguliert, ist 1,25-Dihydroxyvitamin D3 (Calcitriol). Calcitriol fordert
die Aufnahme von Ca im Darm und die Wiederaufnahme von Ca in den Nieren, um den Ca-
Spiegel im Blut aufrechtzuerhalten (Cromphaut et al., 2001; Beggs et al., 2017). Die
Verabreichung von Calcitriol erhoht die Aufnahme von markiertem Ca-45 und senkt die
PTH-Konzentration sowie Knochenresorptionsmarker (Brown et al., 2003). Durch Bindung
an Vitamin-D-Rezeptoren (VDR) in Knochenzellen reguliert Calcitriol direkt den
Knochenumbau, indem es die Expression von RANKL, OCN und OPN steuert (Haussler et
al., 2012). Mit zunehmendem Alter nimmt die Expression von VDR und CYP27B1-
Enzymen ab, die fir die Umwandlung inaktiver Vitamin-D-Metaboliten zu Calcitriol
verantwortlich sind (Jiang et al., 2020). Dartiber hinaus wird eine Abnahme der Plasma-
Vitamin-D-Spiegel im Alter beobachtet, was insbesondere bei &lteren Menschen zu einer
erhohten Prévalenz von Vitamin-D-Mangelzustdnden fihrt (Baker et al.,, 1980). Ein
Vitamin-D-Spiegel von unter 12 ng/ml stellt einen unabh&ngigen Risikofaktor fiir die

Entstehung von osteoporotischen Frakturen dar (Van Schoor et al., 2008).
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3.5.2 Ostrogen und Testosteron
Die Geschlechtshormone Ostrogen und Testosteron, die zur Klasse der Steroidhormone

gehoren, spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation des Knochenstoffwechsels. Es wird
vermutet, dass der allgemeine Rickgang der Geschlechtshormone, in Verbindung mit
anderen hormonellen Veranderungen, zu einem altersbedingten Verlust der Knochendichte
beitragt (Khosla et al., 2008). Obwohl der Gesamt-Testosteronspiegel bei Mannern im Alter
haufig im Normbereich bleibt, gibt es Hinweise darauf, dass der Anteil des ungebundenen
Testosterons allmahlich abnimmt. Eine Studie an gesunden Probanden zeigte, dass die
Prévalenz eines niedrigen freien Testosteronspiegels nach dem 50. Lebensjahr auf etwa 30%
anstieg und nach dem 70. Lebensjahr etwa 45% erreichte (Li et al., 2005). Bei Frauen kommt
es bereits vor Beginn der Menopause zu einer signifikanten Abnahme des Ostrogenspiegels
(Overlie et al., 1999). Ostrogen wirkt hauptsachlich durch Bindung an die Ostrogen-
rezeptoren ER-a und ER-f in Knochenzellen und reguliert dadurch die Knochenhomdostase
(Monroe et al., 2003). Es fordert die Differenzierung von MSCs zu OB und hemmt die
RANKL-induzierte Differenzierung von OK (Khosla et al., 2012). Daruber hinaus wirkt
Ostrogen dem Knochenschwund entgegen, indem es die apoptose-fordernde Induktion von
Fas-Liganden in OK fordert (Nakamura et al., 2007). In weiteren Studien wurde beobachtet,
dass Ostrogen zu einer Abnahme von Sklerostin und Wise-Protein fiihrt, die wichtige
Inhibitoren der Signallbertragung von Wnt- und BMP-Proteinen sind (Modder et al., 2011;
Fujita et al., 2014). Durch die Umwandlung von Testosteron in Ostrogen mittels des Enzyms
Cytochrom P450 Aromatase kann Testosteron indirekt dieselben Auswirkungen auf den
Kdorper entfalten (Heidrich et al., 2001). Testosteron bindet zudem direkt an den
Androgenrezeptor und stimuliert dadurch die Expression von OPG in OB (Chen et al., 2004).
Studien haben gezeigt, dass die Verabreichung von Testosteron bei dlteren Mannern mit und
ohne Testosteronmangel zu einer Erhéhung der volumetrischen Knochendichte fuhrt (Fui et
al., 2021; Cauley et al., 2021).

3.5.3 Proinflammatorische Zytokine
Die proinflammatorischen Zytokine Interleukin-1 (IL-1), Interleukin-6 (IL-6) und Tumor-

nekrosefaktor-alpha (TNF-a) spielen eine wesentliche Rolle bei der Entstehung von Osteo-
porose. In verschiedenen Studien wurde eine positive Korrelation zwischen steigenden
Konzentrationen von IL-6 und IL-1 im Blutplasma und dem Alter festgestellt (Wei et al.,
1992; Roubenoff et al., 1998). Bei postmenopausalen Frauen wurde zudem eine erhohte
Aktivitat von IL-1 in Monozyten beobachtet, was auf eine verminderte Expression des IL-

1-Antagonisten IL-1ra zuriickgefihrt wird (Pacifici et al., 1993). Bei Osteoporosepatienten
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wurde auch eine erhohte Konzentration von TNF-a festgestellt (Zha et al., 2018). Die
proinflammatorischen Zytokine IL-1, IL-6 und TNF-a wirken teilweise iiber &hnliche
Mechanismen. TNF-a bindet an OK-Vorlauferzellen tiber den TNF-Rezeptor I/11 und férdert
uber den Transkriptionsfaktor NF-xkB die Osteoklastogenese, vermittelt durch TRAF2
(Kanazawa & Kudo, 2005). Hingegen aktiviert IL-1 NF-kB Uber TRAF6, wobei die
Aktivierung von TRAF bei beiden Zytokinen tiber die Proteinkinase p62 erfolgt (Sanz et al.,
2000). IL-6 hingegen aktiviert Janus-Kinase-Tyrosinkinasen (JAK) durch Bindung an den
IL-6-Rezeptor/gp130, die wiederum Transkriptionsfaktoren der STAT-Familie aktivieren.
Alternativ kann auch der MAPK-Signalweg sowie die Aktivierung von Src und der
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) involviert sein (Kwan et al., 2004). Es wird
angenommen, dass IL-6 die Effekte von IL-1 und TNF-a auf die Osteoklastenbildung
vermittelt, da IL-6-Antagonisten wie Sant5 in der Lage sind, die stimulierenden Effekte auf
OK zu hemmen (Devlin et al., 1998). Des Weiteren fordern IL-1 und TNF-a in OB die
Produktion von weiteren entziindlichen Mediatoren und RANKL (Cheung et al., 2003). Eine
Erhohung der proinflammatorischen Zytokine verschiebt somit das Gleichgewicht der

Knochenhomdostase zugunsten der Knochenresorption.

3.5.4 MicroRNAs
MicroRNAs sind nicht-codierende Ribonukleinséuren, die eine wichtige Rolle bei der

Regulation der Genexpression in Knochenzellen spielen. Als bedeutende Akteure der
posttranskriptionalen Regulation beeinflussen sie die Expression funktionaler Proteine (Jing
et al., 2015). Eine Fehlregulation zahlreicher miRNAs steht in Verbindung mit der
Entwicklung verschiedener Knochenerkrankungen, einschliel3lich Osteoporose. MiR-21,
MiR-29a und MiR-363-3p fordern die Knochenresorption, indem sie die Aktivitat von OK
fordern und somit den Knochenabbau begiinstigen (Vazquez et al., 2021). Darlber hinaus
haben MiR-23a, MiR-30c, MiR-34c, MiR-137, MiR-205, MiR-217 und MiR-338 negative
Auswirkungen auf die Runx2-Expression und fordern teilweise die Adipogenese uber den
transkriptionellen Repressor TRPS1 (Wildman et al., 2019). Eine Uberexpression von miR-
133a flhrt zu einer reduzierten Differenzierung in osteoblastenahnliche Zellen, was mit einer
Abnahme der ALP-Aktivitat, der OC-Sekretion und der Runx2-Expression einhergeht (Liao
et al., 2013). Hinsichtlich der Knochenbildung wirken sich die MicroRNAs MiR-101, MiR-
433-3p, MiR-203, MiR-15b und MiR-29b positiv auf die Differenzierung von OB aus (Gao
et al., 2020). MiR-335-5p ist in der Lage die Osteogenese zu fordern, indem es den Whnt-
Antagonisten DKK1 herunterreguliert (Zhang et al., 2011).

13



3.5.5 Osteoregulatorische Signalwege

3.5.5.1 RANKL/RANK-Signalweg
Die Signalubertragung im RANKL/RANK-Signalweg spielt eine entscheidende Rolle bei

der Regulation der Knochenresorption. Nach der Rezeptoroligomerisierung von RANK
werden intrazelluldre Tumornekrosefaktor-Rezeptor-assoziierte-Faktoren (TRAFs) frei-
gesetzt, wobei TRAF6 als Schlisselregulator des RANKL/RANK-Signalwegs fungiert
(Armstrong et al., 2002). TRAF6 fiihrt zur Aktivierung der Phosphoinositid-Phospholipase
C Gamma 1 (PLC-yl1), die wiederum eine Calcium-lonen-abhangige Aktivierung der
Phosphatase Calcineurin bewirkt. Calcineurin dephosphoryliert den Transkriptionsfaktor
NFATcl (Ye et al., 2017), was zur Induktion der Expression einer Reihe von Genen fihrt,
die an der Differenzierung von Vorlauferzellen der OK beteiligt sind (Takayanagi et al.,
2002). In reifen OK reguliert NFATc1 unter anderem die Expression von Cathepsin K
(Matsumoto et al., 2004) und TRAP (Yu et al., 2009). Gleichzeitig erhoht NFATc1 iber den
RANK-Promotor die Expression des RANK-Rezeptors in OK (Kitazawa et al., 2021).

Im Rahmen des NF-kB-Signalwegs aktiviert TRAF6 die IkappaB-Kinase in Reaktion auf
proinflammatorische Zytokine. Dies fuhrt zur Phosphorylierung des Inhibitorproteins
IxappaB durch die IkappaB-Kinase und ermdglicht die Translokation von NF-kB in den
Zellkern, indem der NF-kB-Komplex aufgeldst wird (Deng et al., 2000). Die Hemmung des
IxB-Kinase/NF-kB-Signalwegs konnte den osteoporotischen Knochenverlust bei
ovarektomierten Mdusen verhindern (Chang et al., 2009). Zusétzlich zeigt die Hemmung der
TRAF6-Signaltransduktion vielversprechendes Potenzial als potenzieller Ansatz zur
Behandlung der postmenopausalen Osteoporose. Die Hemmung von TRAF6 unterdriickt die
NF-kB-, MAPK/AP-1- und ROS-Signalwege sowie die Expression von NFATc1, was die
Osteoklastogenese hemmt (Tan et al., 2017).

3.5.5.2 WNT/B-Catenin-Signalweg
Der kanonische WNT-Signalweg spielt eine zentrale Rolle in der Regulation der OB-

Differenzierung und Mineralisierung (Zhang et al., 2012). Die Aktivierung des kanonischen
WNT/B-Catenin-Signalwegs beginnt durch die Liganden-Rezeptor-Interaktion von WNT-
Proteinen mit dem Frizzled-Rezptor und Co-Rezeptor LRP5/6 an der Zelloberflache.
AnschlieRend 16st sich der "Zerstérungskomplex™ auf, der unter anderem aus den Proteinen
Axin, Adenomatous Polyposis Coli, Glykogen-Synthase-Kinase 3 und Casein-Kinase 1
besteht (Kim et al., 2013). Daraufhin wird die Phosphorylierung von 3-Catenin aufgehoben,
wodurch B-Catenin in den Zellkern transloziert, wo es sich mit den Transkriptiosnfaktoren

TCF und LEF verbindet, um die Genexpression zu modulieren (Schuijers et al., 2014). In
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OB und MSC reguliert der kanonische WNT-Signalweg die Expression des Runt-
assoziierter-Transkriptionsfaktors 2 (Runx2) und Osterix (SP7-Gen), die fir die MSC-
Differenzierung und OB-Matrixbildung entscheidend sind (Gauer et al., 2005; Felber et al.,
2015). Eine gestorte Aktivitat des WNT-Signalwegs, in B-Catenin-defizienten Méause, fuhrt
zu einer drastischen Verringerung der Knochendichte (Kramer et al., 2010). Der WNT-
Signaltransduktion wird von WNT-Signalantagonisten wie Sclerostin (SOST) und
Dickkopf-verwandtes Protein 1 (DKK1) gehemmt, weshalb SOST/DKK1-Hemmer fir die

Prévention und Behandlung von Knochenverlust erforscht werden (Rossini et al., 2013).

3.5.5.3 p38/MAPK-Signalweg
Der p38/MAPK-Signalweg ist ein wichtiger Regulator verschiedener zellulérer Prozesse,

wie Entzindungsreaktionen, Umstrukturierung des Zytoskeletts, Zellwachstum und
Apoptose (Obata et al., 2000). Innerhalb der Familie der mitogen-aktivierten Proteinkinasen
(MAPK) stellt das Protein p38 eine bedeutende Untergruppe dar, zu der auch ERK und JNK
gehoren (Qin et al., 2015). Die Rezeptoraktivierung fihrt direkt oder indirekt tber die
Aktivierung von GTPasen aus der Rho-Kinase-Familie zur Aktivierung der TGF-beta-
aktivierten Kinase 1 (TAK1), einem Mitglied der MAP3K-Familie (Zhang et al., 1995).
TAK1 und andere Kinasen der MAPK (MKKKSs) phosphorylieren und aktivieren daraufhin
MKK3 und MKK®6, die zur Gruppe der MAP2Ks gehdren. MKK3/6 wiederum
phosphorylieren und aktivieren die MAPK p38, die durch Phosphorylierung von Runx2 und
dessen Assoziation mit dem CRE-Bindungsprotein die Expression von Genen in OB
reguliert (Greenblatt et al., 2010). Liganden wie IGF-1, TGF-beta und BMP-2 kénnen die
Aktivierung von TAK1 in OB bewirken. Dadurch reguliert der p38-Signalweg neben Runx2
auch die Expression von Fibromodulin und Sialoprotein Uber den Transkriptionsfaktor
Osterix (Ortufio et al., 2010). In OK und deren Vorléuferzellen aktivieren TNF-o. und
RANKL die TAK1-Signalkaskade tiber TRAF2 bzw. TRAF6. Der p38/MAPK-Signalweg
flhrt anschliellend zur verstérkten Aktivierung von NFATc1, MITF und STATL1 (Thouverey
& Caverzasio 2015). Dieser Signalweg reguliert sowohl das Uberleben von OK als auch,
zusammen mit ERK und JNK, deren knochenresorbierende Aktivitat (Yamashita et al.,
2008; Wu et al., 2018). Zudem wird das Uberleben von mesenchymalen Stammzellen
ebenfalls unter anderem durch den p38/MAPK-Signalweg reguliert (Liu et al., 2018).
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3.5.5.4 Smad-Signalweg
Der SMAD-Signalweg spielt eine bedeutende Rolle bei der Regulation der Knochenbildung

und -regeneration und ist insbesondere an der Signaliibertragung von Liganden wie TGF-3
und BMP beteiligt (Song et al., 2009). Nach der Ligandenbindung erfolgt die Phospho-
rylierung und Aktivierung von transmembranen Serin/Threonin-Kinase Rezeptoren vom
Typ 1 und Typ Il. Diese aktivierten Rezeptoren phosphorylieren daraufthin SMAD-Proteine,
welche als intrazellulére Signaltransduktoren agieren (Souchelnytskyi et al., 2001). Bei dem
TGF-B werden Smad2 und Smad3 phosphoryliert, wihrend BMP die Aktivierung von
Smadl, Smad5 und Smad8 bewirkt (Nakao et al., 1997; Caddy et al., 2020). Die aktivierten
R-SMADs bilden anschlieRend zusammen mit SMAD4 einen heterodimeren
Rezeptorkomplex. Rezeptor 1l phosphoryliert Rezeptor | in einer juxtamembranen GS-
Doméne an Serin- und Threoninresten und aktiviert diesen, um das Signal weiterzuleiten.
Der R-Smad/Co-Smad-Komplex transloziert dann in den Zellkern und bindet dort an Smad-
Bindungselemente (Zawel et al., 1998). Ahnlich wie bei den WNT/beta-Catenin- und
p38/MAPK-Signalwegen fihrt eine Hemmung des Smad-Signalwegs zu einer
Beeintrachtigung der Knochenbildung, da die Expression von Runx2 und Osterix (Sp7)
verringert wird (Yan et al., 2018). Umgekehrt férdert eine erhdhte Aktivitat des BMP-
2/Smad-Signalwegs die Heilung von Knochenbriichen bei Mdusen (Liu et al., 2018).
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4. Kollagen

4.1 Struktur
Kollagen ist das haufigste Strukturprotein des menschlichen Korpers und besteht aus drei

miteinander verdrillten, linksdrehenden alpha-Polypeptidketten, die eine Triplehelix bilden
(Berisio et al., 2002). Die Aminosauren der alpha-Polypeptidketten sind in (Glycin-X-Y)n-
Sequenzen geordnet, wobei die Position-X hdufig von Prolin und die Position-Y von
Hydroxyprolin belegt wird (Long et al., 1993).

Glycine Proline Hydroxyproline
o o o (8) ‘ \D\.’
HoN
\/\OH OH OH
NH, NH,
(a) H

(Gly—Pro—Hyp),

N
H 0

(b) ‘x ) £ 4 |
Abbildung 3: Kollagenbestandteile: (a) Die Aminosauren Glycin, Prolin und Hydroxyprolin. (b)

Peptidstruktur aus zwei (Gly-Pro-Hyp)-Peptiden (A) Alpha-Polypeptidkette (B) Kollagen-Triplehelix
(Dunsmore 2006; Alberts 2022).

Die Seitenketten der Aminosauren Prolin und Hydroxyprolin befinden sich an der
Aulienseite des Molekiils, wahrend die Peptidbindungen zwischen den Aminoséuren (Abb.1
blau) im Inneren der Kollagen-Triplehelix liegen. Zwischen der HN-Gruppe von Glycin und
der Carbonylgruppe-Gruppe der Aminosédure in Position-X stabilisieren Wasserstoffbri-
ckenbindungen (Abb. 1b; grtin) die Kollagen-Triplehelix (Qi et al., 2022; Dunsmore 2006).
AnschlieBend sind Kollagenmolekiile in der Lage sich selbststandig und lateral zu
hohergeordneten Kollagenfibrillen zu organisieren (Rasheeda et al.,, 2019). Zu den
spezialisierten Zellen die in der Lage sind Kollagenmolekiile zu synthetisieren gehdren

Fibroblasten, Chondrozyten und Osteoblasten (Fuss et al., 2000).
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4.2 Biologische Funktion
Derzeit sind 28 verschiedene Typen von Kollagen bekannt, wobei Kollagen Typ I, I1 und 111

zu den héufigsten Vertretern gehoren (Bielajew et al., 2020). Typ | Kollagen wird von den
Genen COL1A1 und COL1AZ2 codiert und ist ein Hauptbestandteil von Knochen und Haut,
wo es zur Festigkeit beitragt, indem es eine stabile Kollagen-Fibrillen-Matrix bildet (Slack
et al., 1993). Typ | Fasern sind die stabilsten, dichtesten und mit 90 % die h&ufigsten
Vertreter (Fratzl et al., 1998). Typ Il Kollagen wird von dem Gen COL2AL1 codiert und ist
in hohen Konzentrationen im Knorpel vorhanden, wo es die Elastizitdt des Gewebes
unterstutzt (Cheah et al., 1991). Typ Il Kollagen, welches tber das COL3A1-Gen codiert
wird, ist ein wichtiger Bestandteil von retikuldren Fasern in BlutgefaRen, Muskeln und der
Haut (Liu et al., 1997). Insbesondere wéhrend der Geweberegeneration erhoht sich die
Produktion von Typ Il Kollagen in der Anfangsphase und wird im Verlauf durch festere
Typ | Fasern ersetzt (Merkel et al., 1988).

4.3 Gewinnung bioaktiver Peptide
Kollagenpeptide (KP) werden typischerweise aus den kollagenhaltigen Fasern von Rinder-

haut, Schweinehaut oder Fischschuppen hergestellt (Fu et al., 2019). Der Prozess zur
Gewinnung von KP beginnt mit der Vorbehandlung des Rohmaterials, wobei nicht-
kollagene Substanzen entfernt und Kollagen angereichert wird (Ahmed et al., 2020). In
dieser Phase kommt Natriumhydroxid (NaOH) zur Entfernung von nicht-kollagenen
Proteinen, organische Ldsungsmittel zur Lipidentfernung und Ethylendiamintetraessigsaure
(EDTA) zur Entkalkung zum Einsatz. Hong et al. (2021) stellten fest, dass das Hinzufiigen
von alpha-Amylase in der Vorbehandlung zu einer vermehrten Spaltung von glykosidischen
Bindungen der Quervernetzungen fiihrt. Nach der Vorbehandlung erfolgt die Extraktion des
Kollagens. Diese umfasst unter anderem die Anwendung von sauren L&sungen,
mechanischen Extraktionsverfahren und eine Hitzebehandlung tber 40 °C (Mohammad et
al., 2014). Das gewonnene Kollagen in seiner nativen Form besitzt aufgrund seiner
komplexen Triple-Helix-Struktur noch nicht die gewinschten funktionalen Eigenschaften.
Daher wird eine nachfolgende enzymatische oder chemische Hydrolyse durchgefiihrt, um
das Kollagen in Kollagenhydrolysate mit niedrigerem Molekulargewicht und hoher
Hydrophilie zu fragmentieren (Hema et al., 2017). Die abschlieBende Trocknung der KP
kann auf verschiedene Weisen erfolgen. Wahrend die Methode der Spruhtrocknung aus
Kostensicht am effizientesten ist, gewéahrleistet die Gefriertrocknung die beste Erhaltung der

funktionalen Eigenschaften der Peptide (Zeng et al., 2013).
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4.4 Physikochemische Eigenschaften
Die physikalisch-chemischen Eigenschaften von KP sind von mehreren Faktoren abhangig,

einschlieBlich dem Hydrolysierungsverfahren, der Aminosaurezusammensetzung und der
MolekulargroRenverteilung. Generell weisen glycinhaltige Peptide eine hohe chemische
Stabilitat auf und bendétigt Temperaturen ber 100 °C, in saurer LOosung, bei langerer
Exposition von etwa 24 Stunden, um in freie Aminoséuren zu zerfallen (Shock 1992). Dabei
besteht bei HK ein positiver Zusammenhang zwischen der thermischen Stabilitdt und dem
Gehalt an Hydroxyprolin (Zhang et al., 2020). Die hydrophilen Eigenschaften und die
geringe Viskositat ergeben sich aus dem niedrigen Molekulargewicht und der Polaritét der
Hydroxylgruppen (Bella et al. 1995; Li et al., 2014). Bei einem pH-Wert von 7,0 besitzen
KP eine gute Wasserloslichkeit und bilden eine klare Ldsung (Li et al., 2020). Die
Emulgieraktivitat von KP, wie durch Schmidt et al. (2020) berichtet, zeichnet sich durch
einen hohen Emulgieraktivitatsindex von etwa 130 m? /g aus. Es wird angenommen, dass
diese hohe Emulgierungsfahigkeit auf eine gute Loslichkeit und ein geringes
Molekulargewicht zurlickzufuhren ist, was eine erleichterte Verteilung der Peptide an die
Ol-Wasser-Grenzflache ermdglicht. Ein weiterer Aspekt ist der isoelektrische Punkt (pl) von
Peptiden, der den pH-Wert darstellt, bei dem die Nettoladung neutral ist. Dieser wird durch
saure und basische Aminoséurereste sowie andere ionisierbare Gruppen bestimmt. Fu et al.
(2017) dokumentierten eine Bandbreite des pl zwischen 3,12 und 5,71, abhéngig vom
Hydrolyseprozess. Eine zusatzliche Eigenschaft von KP stellt ihre antioxidative Kapazitat
dar. Je niedriger das Molekulargewicht, desto groRer ist die Fahigkeit, ein Elektron oder

Wasserstoff zur Neutralisierung von freien Radikalen abzugeben (Ledn-Lo6pez et al., 2019).

4.5 Anwendungsgebiete
Die Verwendung von KP erstreckt sich auf verschiedene Anwendungsgebiete. In der

Dermatologie werden KP topisch in Cremes eingesetzt, um die Hautelastizitat und
Feuchtigkeitsbindung zu verbessern (Trookman et al., 2009). Darlber hinaus werden KP als
Nahrungserganzungsmittel in der Schonheitsindustrie vermarktet. Studien zeigen
zunehmend, dass die orale Einnahme von KP das Erscheinungsbild feiner Linien und Falten
reduziert (Proksch et al., 2014; Kim et al., 2018). In der Lebensmittelindustrie dienen KP als
Zusétze in verarbeiteten Lebensmitteln wie Fleisch- und Backwaren, um die sensorischen
Eigenschaften zu verbessern und den Proteingehalt zu erh6hen (Sousa et al., 2017; Kumar
et al.,, 2019). Darlber hinaus zeigen KP ein erhebliches Potential in der regenerativen
Medizin, insbesondere in der Geweberegeneration. Sie fordern die Produktion

extrazelluldrer Matrix und stimulieren die Migration von Hautzellen, was zu einer
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beschleunigten Wundheilung flhrt (Wang et al., 2015; Steiner et al., 2021). Des Weiteren
werden KP als "diatetische Lebensmittel fir besondere medizinische Zwecke™ im Kontext
von Osteoarthritis und postmenopausaler Osteopenie eingesetzt (DAZ, 2019).
Randomisierte Kontrollstudien deuten darauf hin, dass die orale Einnahme von KP die
Progression beider Krankheiten verringern kann (Kumar et al., 2015; Konig et al., 2018).
Daruber hinaus finden KP Anwendung als ergdnzender Bestandteil spezifischer
Kulturmedien, um das Zellwachstum zu fordern (Edgar et al., 2018). Im Bereich des Tissue
Engineering koénnen hochmolekulare KP als Scaffolds verwendet werden, um die
dreidimensionale Struktur von Geweben wie Haut, Knochen oder Knorpel nachzuahmen
(Song et al., 2023).

4.6 Metabolismus
Die Absorption von KP ist abhéngig von der Grofl3e und Struktur der Peptide, die je nach

Quelle und Hydrolisierungsverfahren unterschiedlich ausfallen (Kleinnijenhuis et al., 2020).
Kleinere KP mit niedrigerem Molekulargewicht weisen in der Regel eine hdhere
Bioverfugbarkeit auf (Yamamoto et al., 2016). Grundséatzlich werden KP im Magen-Darm-
Trakt durch endogene Proteasen in Kleinere Peptide gespalten und durch die
membrangebundenen Peptidtransporter (PEPT) enterischer Zellen absorbiert und in den
Blutkreislauf abgegeben (Smith et al., 2013; Rohm et al., 2019). Uber den Portalkreislauf
gelangen KP in die Leber, wo sie teilweise in weitere Peptidfraktionen hydrolisiert werden
(Osawa et al., 2018). Es wird angenommen, dass KP relativ stabil gegeniber Serum-
peptidasen sind und zuséatzlich tber passive Diffusion der Zell-Gap-Junctions transportiert
werden kénnen (Osawa et al., 2018). Eine Besonderheit von KP ist hierbei, dass sie im
Vergleich zu anderen Proteinquellen primar in Peptidform anstatt als Aminosauren
absorbiert werden. Die orale Einnahme von KP fuhrt in-vivo zu einer Anreicherung von Gber
17 verschiedenen Oligopeptiden in humanem Blutserum, insbesondere von Gly-Pro-Hyp
und von Pro-Hyp in der Haut von Mausen (Yazaki et al., 2017). Eine Reihe von Studien
haben gezeigt, dass oral eingenommene KP neben der Haut auch weitere Zielgewebe wie
Knorpel und Knochen erreichen und dort ihre biologische Aktivitét entfalten (Oesser et al.,
1999; Taga et al., 2014).
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4.7 Sicherheit
KP gelten allgemein als sicher und werden rechtlich als Lebensmittel klassifiziert (EFSA

2005). Aktuell existiert keine festgelegte tolerierbare Obergrenze fir die tagliche Gesamt-
aufnahme. Toxikologische Tierstudien zeigten, dass die langfristige Aufnahme von KP zu
keinen signifikanten Nebenwirkungen fuhrt (Liang et al., 2012; Seo et al., 2023). Ein
potenzielles Risiko fir Bovine Spongiforme Enzephalopathie (BSE), das von Rinder-
kollagen und -gelatine ausgehen kénnte, wurde in einem probabilistischen Modell als extrem
gering eingestuft (Koutsoumanis et al., 2020). Seltene allergische Reaktionen, kdnnen nicht
ausgeschlossen werden (Mullins et al., 1996). Insbesondere hochmolekulares Kollagen aus
Fisch wurde als potentielles Allergen identifiziert und sollte bei Vorliegen einer Fisch-

allergie vermieden werden (Hamada et al., 2001).
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5. Auswirkungen von Kollagenpeptiden auf Knochenzellen

5.1 Osteogene Differenzierung von OB-Vorléauferzellen tiber Runx2

In einer Studie von Liu et al. (2014) wurde untersucht, ob hydrolisiertes Kollagen (HK) aus
Fischschuppen ohne zusatzliche induktive Substanzen die multidirektionale Differenzierung
von MSZ foérdert. Im Rahmen der Untersuchung wurden MSZ aus den Femora und Tibiae
von 4 Wochen alten Sprague-Dawley Ratten isoliert und in einem L-DMEM-Medium mit
10% fotalem Rinderserum, Penicillin und Streptomycin kultiviert. HK (700-1300 Da) wurde
aus den Schuppen von Tilapia-Fischen extrahiert, indem es mit Salzsaure behandelt, mit
Wasser gewaschen und mit einem Proteasegemisch bei 60 °C fur 6 h hydrolysiert wurde.
Die Zellviabilitat wurde mit einem MTT-Assay bestimmt, indem die Zellen in 96-Well-
Platten bei 1 x 10"4 Zellen/Vertiefung ausgesét und mit verschiedenen Konzentrationen von
HK (2, 0.2 oder 0.02 mg/ml) fur 24 h inkubiert wurden. Die optische Dichte wurde bei 570
und 630 nm mit einem Mikroplattenleser gemessen. Der MTT-Assay zeigte, dass HK in den
getesteten Konzentrationen keinen signifikanten Einfluss auf die Zellviabilitat von MSZ hat.
Die Zellmorphologie wurde ebenfalls nicht beeinflusst. Um zu tberpriifen, ob HK einen
Einfluss auf die Differenzierung von MSZ hat, wurde die Expression von osteogenen
Markern (Runx2, ALP, OCN und OPN), endothelialen Markern (CD31, VE-Cadherin und
vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor-Rezeptor 2 (VEGFR?2)), adipogenen Markern
(Lipoproteinlipase und Adipozytendifferenzierung-assoziiertes Protein (ADFP)), chondro-
genen Markern (Aggrecan und COL-II) und neuralen Markern (Mikrotubuli-assoziiertes
Protein 2 (MAP2); 3-Tubulin) untersucht. MSZ wurden mit 2, 0.2 oder 0.02 mg/ml HK fiir
3 oder 10 Tage behandelt. Danach wurde die Gesamt-RNA mit Trizol extrahiert und in
cDNA umgeschrieben. Die Expression wurde mit einem Bio-Rad-Sequenz-
Detektionssystem und einer Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) quantifiziert.
Das Kontrollgen GAPDH wurde als Referenz verwendet. Es wurde beobachtet, dass HK die
Expression von osteogenen Markern (Runx2, ALP, OPN und OCN) sowie endothelialen
Markern (CD31, VE-cadherin und VEGFR2) signifikant erhohte. Die erhdhte Expression
war bei den am langsten behandelten Zellen (10 Tage) und einer Konzentration von 0.2
mg/ml HK am héchsten. Zudem wurde beobachtet, dass HK die Expression von adipogenen
Markern (LPL und ADFP) und chondrogenen Markern (Aggrekan und COL-II) bei allen
getesteten Konzentrationen und nach 3 Tagen deutlich reduzierte. Keine Auswirkungen
wurden auf neurale Differenzierungsmarker (MAP2 und B3-tubulin) festgestellt, bis auf eine
Abnahme der MAP2-Expression bei einer Konzentration von 2 mg/ml. Um zu uberprifen,
ob im Rahmen der osteogenen Differenzierung Osteoblasten (OB) entstanden sind, wurde
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ALP als charakteristischer Marker untersucht. Die ALP-Farbung wurde mit einem
BCIP/NBT-ALP-Kit durchgefiihrt. Die Zellen wurden mit einer Mischung aus Nitroblau-
Tetrazolium (NBT) und 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat (BCIP) geféarbt. Die ALP-
Farbung zeigte, dass HK bei einer Konzentration von 0,2 mg/ml die ALP-Aktivitat
signifikant erhohte. Nach der Behandlung mit 2, 0.2 oder 0.02 mg/ml HK fur 3 Tage wurde
die Proteinexpression von p-ERK, ERK und Runx2 mittels Western Blot analysiert. Die
Zellen wurden fur 30 Minuten mit einem Lysepuffer und einem Phosphatase-Inhibitor-
Cocktail lysiert. AnschlieRend wurden die Zelllysate auf SDS-Polyacrylamid-Gele geladen
und auf Nitrocellulose-Membranen Ubertragen. Die verwendeten priméren Antikorper
waren gegen p-ERK/ERK, Runx2 und B-Aktin als Referenz. Die Blots wurden mit einem
ECL-Chemilumineszenz-Reagenz visualisiert. Um die Hypothese zu bestétigen, dass der
MAPK/ERK-Signalweg an der osteogenen Differenzierung Uber Runx2 beteiligt ist,
verwendeten die Autoren zusétzlich PD98059, einen spezifischen ERK-Inhibitor. Wie in
Abbildung 4 dargestellt, fuhrte die Behandlung mit 0,2 mg/ml HK zu einer signifikanten
Steigerung der ERK1/2-Phosphorylierung und der Expression von Runx2 in MSZ. Ebenso
wurden in den Gruppen, die mit 2 bzw. 0,02 mg/ml HFC behandelt wurden, eine Erhéhung
der p-ERK- und Runx2-Expression festgestellt. Der ERK-Inhibitor PD98059 flihrte zu einer
signifikanten Verringerung der Expression von P-ERK und Runx2.

P-ERK1/2
ERK1/2

RUNX2
B-actin
PD98059 —_— - + - + - +

HFC 0 2 2 0.2 0.2 0.02 0.02(mg/ml)

Abbildung 4: Expressionsprofil relevanter Proteine des MAPK/ERK-Sighalwegs in MSZ, die mit
verschiedenen Konzentrationen von HK kultiviert wurden, mit oder ohne PD98059. Die Zellen, die in einem
L-DMEM-Medium kultiviert wurden, sind als Kontrollgruppe festgelegt (Liu et al., 2014)

Die Ergebnisse legen nahe, dass HK die Osteogenese in MSZ uber den MAPK/ERK-
Signalweg und die Expression des Transkriptiosnfaktors Runx2 beeinflusst. Die Ergebnisse
dieser Studie zeigen, dass HK ohne zusétzliche induktive Substanzen die multidirektionale
Differenzierung von MSZ férdern kann. HK erhdht dabei insbesondere die Expression von
osteogenen und endothelialen Markern, was auf die gezielte Differenzierung zu OB und
Endothelzellen hindeutet.
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Elango et al. (2019) untersuchen das osteogene Potential von HK aus Fischgraten der
Goldmakrele. Ziel der Studie war es, Kollagenpeptide aus Fischgraten zu extrahieren und
das osteogene Potential anhand von Maus-MSZ zu testen. Die Extraktion von Kollagen
umfasste mehrere Schritte, darunter die Behandlung mit NaOH zur Entfernung von nicht-
kollagenem Protein, die Behandlung mit Butylalkohol zur Entfernung von Fettmolekilen
und die Behandlung mit EDTA zur Entfernung von Aschegehalt. Die vorbehandelten Graten
wurden dann in Wasser mit Alcalase inkubiert und bei 45 °C, pH 8,0 fir 2 Stunden
hydrolysiert. Die hydrolysierten Peptide wurden mit einer Cut-off-Membran filtriert. Das
Molekulargewicht der Peptide wurde durch Tricin-SDS-PAGE bestimmt und ergab einen
Wert von ~1 kDa. Die Studie verwendete mehrere Methoden zur Bewertung des osteogenen
Potenzials von HK. Der Effekt von HK auf die Proliferation von MSZ wurde durch die
Bestimmung der Anzahl lebensfahiger Zellen mit einem Invitrogen-Zellzéhler untersucht.
Die Zellzahl wurde nach 7 Tagen Behandlung mit verschiedenen Konzentrationen von HK
(10, 50, 100, 500 und 1000 ng/ml) gemessen. Es wurde beobachtet, dass die Prolifera-
tionsrate der MSZ in dosisabhéngiger Weise anstieg. Im Vergleich zu den unbehandelten
Zellen fuhrte eine Konzentration von 50 ng/ml HK zu einem signifikanten Anstieg der
Zellzahl, wohingegen der beobachtete Anstieg mit hoheren Konzentrationen nicht mehr
statistisch signifikant war. Der Effekt von HK auf die Differenzierung von MSZ (1 x 10"5
Zellen/Vertiefung) wurde anhand der Kultivierung in einem Wachstumsmedium mit 50
ng/ml HK fur 21 Tage und anschlieRender Messung der ALP-Aktivitat Gberprift. Die
Ergebnisse zeigten, dass die ALP-Aktivitat in HK-behandelten Zellen signifikant hoher war
als in Kontrollzellen, was auf die gesteigerte Differenzierung zu OB hindeutet. Die
osteogene Differenzierung wurde durch CP insgesamt um das 1,8-fache erhéht (p < 0,05).
Die Ergebnisse wurden zusatzlich durch Héamatoxylin- und Eosin-Farbung der MSZ
bestatigt und mit einer ImageJ Software quantifiziert. Die ALP-Farbung zeigte, dass HK-
behandelte MSZ im Vergleich zu Kontrollzellen hohe ALP-Werte aufwiesen, insbesondere
nach 21 Tagen Behandlung. Zusétzlich wurde in einem weiteren Versuch die Expression
von Col-102 als Marker fiir OB untersucht. MSZ wurden mit einem priméren AntikOrper
gegen Col-102 iiber Nacht inkubiert und mit einem sekundaren Antikorper, der mit DyLight
594 gekoppelt war, fur 2 Stunden bei 37°C inkubiert. Die Bilder wurden mit einem
konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop aufgenommen. Die Ergebnisse bestétigen, dass Col-
lo2 im Vergleich zu Kontrollzellen nach 21 Tagen Behandlung signifikant erhoht war.
Elango et al. untersuchten auch die mRNA- und Proteinexpression osteogener Marker (Col-
la2, ALP und OC) und Signalmodulatoren (Runx2 und p38MAPK) in MSZ, die mit 50
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ng/ml HK kultiviert wurden. Die mRNA-Expression wurde durch eine RT-PCR bestimmt,
wobei die Gene anhand des Referenzgens GAPDH normalisiert wurden. Die
Proteinexpression wurde durch Western Blot bestimmt, wobei die Proteine mit priméren
Antikorpern gegen GAPDH, Runx2, p38MAPK, Colla2 und OC und einem sekundéren
Antikorper, der mit einer Meerrettichperoxidase gekoppelt war, detektiert wurden. Die
Banden wurden mit einem Chemilumineszenz-Reagenz visualisiert. Die Ergebnisse zeigen,
dass die mMRNA- und Proteinwerte dieser Gene in HK-behandelten Zellen signifikant héher

waren als in Kontrollzellen nach 21 Tagen Behandlung (p < 0,05).
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Abbildung 5: Osteogene mRNA-Expression von MSZ, die mit HK behandelt wurden. Das Symbol * steht fiir
p < 0,05 im Vergleich zur Kontrollgruppe (Elango et al., 2019).

Zusammenfassend zeigten Elango et al., dass HK aus Fischgraten der Goldmakrele die
Differenzierung von MSZ zu OB fordert und die osteogene Wirkung mit p38MAPK und

dem Transkriptionsfaktor Runx2 im Zusammenhang steht.

Chotphruethipong et al. (2021) untersuchten die Wirkung von HK aus Seebarschhaut auf die
Proliferation und Differenzierung von praosteoblastischen MC3T3-E1 Zellen. Um HK
herzustellen, wurde Seebarschhaut verwendet, die durch die Anwendung von gepulsten
elektrischen Feldern (PEF) vorbehandelt wurden, um die Zellmembranen aufzubrechen und
die Extraktion zu erleichtern. Die Seebarschhaut wurde mit Natronlauge behandelt, mit
Zitronensdure aufgequollen und mit einem Gemisch aus Pankreaslipasen entfettet. Die
entfettete Seebarschhaut wurde anschlieRend mit Papain bei 40°C fur 90 min und mit
Alcalase bei 50°C fir 90 min behandelt. Die resultierende Losung wurde gefiltert und
lyophilisiert. Die Molekulargewichtsverteilung von HK wurde mittels Matrix—assistierter
Laser—Desorption—lonisierung-Massenspektrometrie mit Flugzeitanalyse (MALDI-TOF-
MS) bestimmt und entsprach einem Molekulargewicht von < 3 kDa. Die Wirkung von HK
auf MC3T3-E1 Zellen (5 x 1073 Zellen/Vertiefung) wurde mit verschiedenen Konzen-
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trationen (50, 100, 200, 400 und 800 pg/ml) in einem a-MEM Medium mit 10% oder 1%
FBS getestet. In den Versuchen wurden die Messungen jeweils nach 7, 14 und 21 Tagen
durchgefuhrt. Die Zellproliferation wurde mit dem MTT-Assay gemessen und die
Zellmorphologie mikroskopisch analysiert. Die ALP-Aktivitit wurde mit dem p-
Nitrophenylphosphat-Assay (p-NPP-Assay) und der BCIP/NBT-Farbung gemessen. Es
wurde festgestellt, dass HK keine zytotoxischen Eigenschaften auf MC3T3-E1 Zellen hatte
und die Zellproliferation bis zu einer Konzentration von 200 pg/ml férderte. Zudem erhohte
HK die ALP-Aktivitdt der préosteoblastischen Zellen mit zunehmender Kulturdauer. Die
hochste ALP-Aktivitat wurde bei einer Konzentration von 100 pg/ml HK nach 21 Tagen
festgestellt. In einem weiteren Versuch wurde die Proteinexpression von Runx2, Akt und p-
Akt in MC3T3-E1 Zellen (1 x 1076 Zellen/35 mm) mittels Western Blot analysiert. Um zu
untersuchen, ob der Akt-Signalweg mit der Differenzierung der OB-Vorldauferzellen
zusammenhangt, wurde die Wirkung von HK in Verbindung mit einem Akt-Inhibitor
(Perifosin) auf die ALP-Aktivitat und Kalziumablagerung untersucht. Es wurde beobachtet,
dass die Runx2-Expression in den mit HK behandelten Zellen bis zum 10. Tag der Kulturzeit
anstieg (p < 0,05). AnschlieBend wurde am 14. Tag der Kulturperiode ein Riickgang der
Runx2-Expression beobachtet. Die Expression von Akt wurde im Vergleich zur Kontrolle
uber alle Kulturzeiten erhoht. Die hochste Expression von p-Akt wurde nach 14 Tagen
festgestellt. Die niedrigste ALP-Aktivitat wurde bei den unbehandelten Kontrollzellen
festgestellt. In Gegenwart von HK war die ALP-Aktivitat deutlich erhoht (p < 0,05). Bei der
Verwendung von HK in Kombination mit Perifosin wurde die ALP-Aktivitat signifikant
gesenkt (p < 0,05), was auf eine Hemmung des Akt-Signalwegs schlieBen l&sst. Die
Ergebnisse legen nahe, dass der Akt-Signalweg an der Differenzierung und Mineralisierung
von OB beteiligt ist. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Behandlung von
praosteoblastischen MC3T3-E1-Zellen mit HK aus Seebarschhaut eine stimulierende
Wirkung auf Proliferation und die Differenzierung von OB-Vorl4uferzellen hat. Diese
gesteigerte Differenzierung wurde von einer erhdhten Expression von Runx2 begleitet, was

auf eine Aktivierung des Akt-Signalwegs hindeutet, die durch HK verursacht wurde.

Die in-vitro Untersuchungen liefern konsistente Ergebnisse, die darauf hindeuten, dass HK
die Proliferation und Differenzierung von OB-Vorléauferzellen férdert. Die Studien von Liu
& Sun, Elango et al. und Chotphruethipong et al. verwendeten verschiedene Zelltypen,
darunter MSZ aus Rattenfemora und -tibiae, MSZ aus dem Knochenmark von Mdusen und
praosteoblastische MC3T3-E1-Zellen. Kollagen wurde jeweils aus Fischschuppen oder -

graten extrahiert und enzymatisch hydrolysiert. Chotphruethipong et al. verwendeten
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zusatzlich die PEF-Methode zur Vorbehandlung des Kollagens. Das Molekulargewicht der
hydrolysierten Peptide lag bei 1-3 kDa. Zellproliferation und -viabilitdt wurden mittels
MTT-Assays gemessen, wohingegen Elango et al. einen Invitrogen-Zellzéhler verwendeten.
Die ALP-Aktivitat diente als primarer Marker fiir osteoblastische Zellen. Zusétzlich
verwendeten Liu & Sun OCN und OPN sowie Elango et al. OCN als OB-Marker. Die
Ergebnisse zeigen, dass mit steigender Konzentration von HK eine Zunahme der
Zellproliferation beobachtet wurde. Jedoch war dieser Effekt bei Chotphruethipong et al. bei
Konzentrationen tber 200 pg/ml und bei Elango et al. tiber 50 ng/ml nicht mehr statistisch
signifikant. Dies deutet darauf hin, dass die Steigerung der Zellproliferation begrenzt ist und
von den experimentellen Bedingungen abhéngt. Interessanterweise fanden Liu & Sun
heraus, dass eine Behandlung mit 0,2 mg/ml die Proliferation von MSZ am stérksten
forderte, wéhrend eine deutlich héhere Konzentration von 2 mg/ml die Proliferation
signifikant reduzierte (p < 0,05). Dies lasst auf einen negativen Ruckkopplungsmechanismus
in den Zellen schlieRen, der zu einer Unterdriickung der Proliferation fuhrt. Ein &hnliches
Muster wurde bei der Untersuchung der mRNA- und Proteinexpression von osteogenen
Markern, wie Runx2, ALP, OCN und OPN, mittels RT-PCR und Western Blot beobachtet.
Bei allen Studien fuhrte die Verwendung der Konzentrationen, die zu den hdchsten
Proliferationsraten fuhrten, zu einer signifikanten Erhohung osteogener Marker. Liu & Sun
fanden heraus, dass bei Verwendung einer hdheren Konzentration (2 mg/ml) die Expression
dieser Marker im Vergleich zu einer Konzentration von 0,2 mg/ml signifikant niedriger war
(p < 0,05). Zusatzlich wurde der Einfluss unterschiedlicher Signalwege auf die Expression
von Runx2 und die osteogene Differenzierung untersucht. Elango et al. stellten eine erhdhte
MRNA- und Proteinexpression von p38MAPK fest, die mit der osteogenen Differenzierung
in Zusammenhang gebracht wird. Desweiteren beobachteten Liu & Sun eine erhohte
ERK1/2 Expression. Die Verwendung des ERK-Inhibitors PD98059 fiihrte zu einer
statistisch signifikanten Reduktion der p-ERK und Runx2 Expression, was darauf hindeutet,
dass die Runx2-Expression und die damit einhergehende Differenzierung von MSZ durch
den MAPK/ERK-Signalweg beeinflusst wird. Bei Chotphruethipong et al. wurde eine
erhohte p-Akt Expression im Vergleich zur Kontrolle festgestellt. Die Hemmung der Akt-
Expression durch den PI3K-Inhibitor Perifosin verringerte die ALP-Aktivitat signifikant.
Die Ergebnisse legen nahe, dass der PI3K/Akt-Signalweg an der Osteogenese beteiligt ist.
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5.2 Zellzyklusprogression der S-Phase in OB-Vorlauferzellen
Es konnte in Studien, die in Kapitel 5.1 vorgestellt wurden, gezeigt werden, dass die

Differenzierung von Vorlauferzellen zu reifen OB durch HK gefordert wird. Der
MAPK/ERK-Signalweg sowie der PI3K/Akt-Signalweg scheinen dabei an der

Differenzierung tber den Transkriptionsfaktor Runx2 beteiligt zu sein.

Li et al. (2016) untersuchten die Wirkung von HK-Typ 1 aus Sika-Hirschgeweih auf den
Zellzyklus und die Osteogenese von MSZ. Die Autoren vermuteten, dass HK-Typ 1 die
Proliferation und Differenzierung von MSZ stimuliert und den Smad-Signalweg aktiviert.
Li et al. isolierten das Kollagen aus dem Hirschgeweih durch eine Trypsin-
Hydrolysemethode und analysierten die Molekulargewichtsverteilung mittels HPLC. MSZ
wurden aus den Femora von 12 Wochen alten mannlichen Sprague-Dawley-Ratten isoliert.
Fiir die Versuche wurden MSZ (5 x 10”4 Zellen/Vertiefung) in einem a-MEM mit 10% FKS
und verschiedenen HK-Konzentrationen (0.5, 1.0, 2.5, 5.0, und 10.0 ug/uL) oder 10 nM
Dexamethason (Dex) als positiver Kontrolle fiir 14 Tage kultiviert. Die Zellviabilitat wurde
mittels MTT-Assay bestimmt. Es konnte beobachtet werden, dass die Peptide aus dem HK-
Typ 1 ein mittleres Molekulargewicht von etwa 9-14 kDa aufwiesen. Zudem zeigte HK-Typ
1 keine zytotoxischen Effekte auf MSZ und férderte die Proliferation in einer dosis- und
zeitabhéngigen Weise. Der hochste Effekt flhrte zu einer 20%igen Erhéhung bei 5 ug/ul
HK-Typl nach 14 Tagen. Eine Zellzyklusanalyse wurde mittels Durchflusszytometrie
(FACSAria) nach Propidiumiodid (PI)-Féarbung durchgefiihrt. Die Zellen wurden mit 0,05%
Trypsin fur 3 Minuten bei Raumtemperatur abgeldst, mit Ethanol bei 4°C flr 4 Stunden
fixiert und anschlieBend mit 50 pg/mL PI geféarbt. Die Zellzyklusphasen jeder Probe wurden
mit einer ModFit-LT-Software bestimmt. Der Versuch zeigte, dass HK-Typ 1 den Zellzyklus
dosisabhéngig beeinflusste und die S-Phase um etwa das 1,8-fache bei einer Konzentration
von 5,0 pg/ul hochregulierte (Abb. 6). Die Ergebnisse deuten auf eine erhohte DNA-
Synthese durch die Exposition mit HK-Typ 1 hin.
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Abbildung 6: Zellzyklusanalyse von mit hydrolisiertem Kollagen Typ | (HK-Typ 1) behandelten MSZs. 4 x

1075 Zellen wurden 14 Tage lang in Gegenwart von 0,5-10 ug/uL HK-Typ 1 oder 10 nM Dexamethason (Dex)
kultiviert (Li et al., 2016).

In einem weiteren Versuch wurde die ALP- und OCN-Expression mittels RT-PCR und
Western Blot untersucht. HK-Typ 1 induzierte die Expression beider osteogener Marker fur
die Differenzierung, sowohl auf mMRNA- als auch auf Proteinebene. Der beobachtete Effekt
war ebenfalls bei 5 ug/uL HK-Typ 1 am stéarksten und fuhrte zu einer 1.4-fachen Erh6hung
im Vergleich zu Kontrollzellen. Hohere Konzentrationen unterdriickten die ALP-Expression
und forderten die Lipidtropfchenbildung, die durch eine Olrot-O-Férbeldsung nachgewiesen
wurde. Die Akkumulation der Lipidtropfchen deutet auf eine erhdhte Adipogenese hin. Um
die Hypothese zu tberpriifen, dass sich die Exposition auf den Smad-Signalweg auswirkt,
wurden BMP2 und Smad2/3/4 mittels RT-PCR und Western Blot analysiert. Die Expression
von BMP2 und Smad2, Smad3 und Smad4, die an dem BMP/Smad-Signalweg beteiligt sind,
wurden sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene erhohte. Die Effekte waren
konzentrationsabhédngig und fiihrten zu einer 30-45%igen Erh6hung bei 10 ug/uL HK-Typ
1. Zudem stellte sich heraus, dass HK-Typ 1 eine starkere Wirkung Expression des
BMP/Smad-Signalwegs hatte als Dex.

In einer weiteren Studie untersuchten Ye et al. (2020) die Wirkung von HK aus den Knochen
von Yak-Rindern auf den Zellzyklus und die osteogene Differenzierung von MC3T3-E1
Zellen. Ziel der Studie war es die molekularen Mechanismen hinter der osteogenen Wirkung
zu identifizieren. Fir die Versuche wurden praosteoblastische MC3T3-E1-Zelle in einem a-
MEM-Medium kultiviert, das 10% FKS und 1% Penicillin-Streptomycin-Mischung enthélt.
MC3T3-E1-Zellen wurden bei 90% Konfluenz und Behandlung mit 0,25% Trypsin
passagiert. Die Anzahl der Zellen wurde mit einer Z&hlkammer gezahlt und auf eine

Zelldichte von 1,25 x 104 Zellen pro ml eingestellt. Fiir die Assays wurden 200 pL
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Zellmedium in 96-Well-Platten gegeben. Um herauszufinden, welche Peptide die hochste
proliferationsfordernde Aktivitat aufweisen, wurde HK (~3 kDa) aus Yak-Rinderknochen
mittels GroRenausschluss-Chromatographie (SEC) in vier Subfraktionen aufgeteilt.
AnschlieRend wurden die Subfraktione mit dem MTT-Assay untersucht und die Subfraktion
HK-111 ausgewdhlt. Mittels Umkehrphasen-Hochleistungsflissigkeitschromatographie
(HPLC) und Massenspektrometrie wurden 35 Peptide identifiziert. Ein erneutes MTT-Assay
ergab, dass das Kollagenpeptid-12 (KP-12) zu der hdchsten Zunahme der Proliferation von
42,7 +1,82% bei einer Konzentration von 0,05 mg/ml fiihrte. Die folgenden Untersuchungen
wurden jeweils dreimal bei Konzentrationen von 0, 0,02 und 0,05 mg/mL KP-12
durchgefthrt. In einem weiteren Versuch wurde die Verteilung der Zellen in verschiedenen
Phasen des Zellzyklus durch Durchflusszytometrie bestimmt. Wie in Tabelle 1 zu sehen, gab
es nach Exposition gegentber 0,02 und 0,05 mg/ ml KP-12 eine signifikante Zunahme der
Zellen in der G2/M-Phase von 7,17 % bzw. 7,92 % im Vergleich zu 5,96 % in der
Kontrollgruppe (p < 0,05). Daruber hinaus war der Prozentsatz der Zellen in der S-Phase
nach der Behandlung mit 0,05 mg/ml KP-12 signifikant hoher als in der 0,02 mg/ml KP-12-
Gruppe (p < 0,05).

Tabelle 1: Auswirkungen von KP-12 in Konzentrationen von jeweils 0.02 mg/ml oder 0.05
mg/l auf die Zellzyklusverteilung von OB. Die Kontrollgruppe wurde mit einem Basismedium
behandelt (Ye et al., 2020).

Different treatments

0.02 mg mL™" 0.05 mg mL™"
Phase Control GP-12 GP-12
G0/G1 72.26 + 061 69.74 + 068 6758 + 1.04
S 21.79 + 0.43 23.09 + 047 2454 + 0.70
G2/M 5.96 + 0.62 717 +£0.30 7.92 + 0.51

Die Ergebnisse von Yi et al. deuten darauf hin, dass die Zellzyklusprogression nicht auf eine
bestimmte Zellzyklusphase beschrankt war. Die Zunahme des Prozentsatzes von Zellen in
den am stérksten proliferativen Phasen S und G2/M stimmt mit den Ergebnissen der héheren

Proliferationsrate Uberein.

In einem weiteren Versuch untersuchten Ye et al. den Einfluss von KP-12 auf die mRNA-
und Proteinexpression der Gene, die an der Osteoblastenproliferation und -differenzierung

beteiligt sind, mittels RT-PCR und Western Blot. Im Vergleich zur Kontrollgruppe konnte
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festgestellt werden, dass KP-12 die mRNA- und Proteinexpression von Cyclin D1, Runx 2,
Osterix und Col 1 signifikant hochregulierte (p < 0,05). MC3T3-E1-Zellen, die mit 0,05
mg/mL KP-12 behandelt wurden, wiesen eine deutlich hohere Expression dieser Marker auf
als die Gruppe, die mit 0,02 mg/mL KP-12 behandelt wurde. Diese Ergebnisse legen nahe,
dass Cyclin D1, Runx 2, Osterix und Col I an der durch KP-12 geforderten Proliferation und
Differenzierung von OB beteiligt waren und dass eine Dosis-Wirkungs-Beziehung vorliegt.
Cyclin D1 diente als Marker, der mit dem Ubergang in die G2/M-Phase in Verbindung steht.
Um die Hypothese zu tberprifen, dass die Wirkung von KP-12 mit dem WNT/beta-Catenin-
Signalweg in Verbindung steht, wurde ebenfalls die mRNA und Proteinexpression von beta-
Catenin, Frizzled-5, Wnt5a und GSK-3beta untersucht. Laut den Autoren fuhrt GSK-3 zum
Abbau von beta-Catenin. Sein phosphorylierter Marker deutet dabei auf die Hemmung der
GSK-3-Aktivitat hin. Zusatzlich wurde der Inhibitor XAV-939 untersucht, der den
Wht/beta-Catenin-Signalweg blockiert, um zu bestétigen, dass KP-12 seine Wirkung durch
diesen Signalweg auslbt. Ye et al. stellten fest, dass KP-12 im Vergleich zur Kontrollgruppe
die mRNA- und Proteinexpression von beta-Catenin, Frizzled-5, Wnt5a und GSK-3beta
signifikant erhéhte (p < 0,05). MC3T3-E1-Zellen, die mit 0,05 mg/ml KP-12 behandelt
wurden, zeigten eine signifikant hohere mMRNA- und Proteinexpression als bei 0,02 mg/ml.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass beta-Catenin, Frizzled-5, Wnt5a und GSK-3beta
in einer dosisabhangigen Weise an der durch KP-12 gefoérderten Proliferation und
Differenzierung beteiligt waren. Wie erwartet wurde die mRNA- und Proteinexpression der
Marker nach der Behandlung mit 20 pumol/l XAV-939 deutlich reduziert, was darauf
hinweist, dass der Inhibitor die durch KP-12 verursachte Hochregulierung signifikant
reduzieren konnte (p < 0,05). Zusammenfassend lasst diese Studie vermuten, dass KP-12 die
Proliferation und Differenzierung von OB unter anderem durch Aktivierung des WNT/beta-
Catenin-Signalwegs fordert. Einen Teil der proliferativen Wirkung lasst sich durch eine

verstarkte S- und G2/M-Phase des Zellzykluses begrinden.

Die Studien von Li et al. (2016) und Ye et al. (2020) untersuchten die Auswirkungen von
HK auf den Zellzyklus von OB-Vorlauferzellen sowie molekulare Signalwege, die dafiir
verantwortlich sein konnten. Die Proliferation und Differenzierung von OB-Vorlauferzellen
wurden ebenfalls untersucht, wie bereits in Kapitel 5.1 ausfihrlich beschrieben. In den
Studien wurden verschiedene Zelltypen verwendet, darunter MSZ aus Rattenfemora und
murine MC3T3-E1-Zellen. Das Kollagen wurde entweder aus Hirschgeweih oder Yak-

Rinderknochen extrahiert und enzymatisch hydrolysiert, wobei das Molekulargewicht der
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Peptide bei 9-14 kDa bzw. 3 kDa lag. Die Zellproliferation und -viabilitdt wurde mittels
MTT-Assays gemessen. Die Ergebnisse legen nahe, dass HK die Zellproliferation und -
differenzierung in einer dosis- und zeitabhéngigen Weise stimuliert. Die hochste Wirkung
wurde bei Li et al. bei einer Konzentration von 5 pg/ml HK-Typ 1 und bei Ye et al. von 0,05
mg/ml KP-12 beobachtet. VVergleichbar mit den Beobachtungen von Liu&Sun in Kapitel 5.1,
stellten Li et al. bei h6heren Konzentrationen einen gegenteiligen Effekt fest. Hohere
Konzentrationen (> 0.05 mg/ml) fihrten zu einer verringerten ALP-Expression und
verstarkten die Akkumulation von Lipidtropfchen, was auf eine gesteigerte Adipogenese
hinweist. In beiden Studien wurde die mRNA- und Proteinexpression von osteogenen
Markern mittels RT-PCR und Western Blot untersucht. Li et al. stellten eine erhohte
Expression von ALP und OPN fest, wahrend Ye et al. eine Erhéhung von Runx2, Col I und
Osterix beobachteten. Eine interessante Beobachtung war, dass HK in beiden
Untersuchungen zu einer Zellzyklusprogression in der S-Phase flihrte, wobei Ye et al.
zusétzlich eine Erhohung des Anteils von Zellen in der G2/M-Phase feststellte. Dartiber
hinaus wurde der Einfluss unterschiedlicher Signalwege auf die Osteogenese untersucht. Li
et al. stellten eine erhohte Expression von BMP2 und Smad2/3/4 fest, die jeweils
Bestandteile des BMP/Smad-Signalwegs sind. Ye et al. beobachteten eine gesteigerte
Expression von beta-Catenin, Frizzled-5, Wnt5a und GSK-3beta, die mit dem WNT/beta-
Catenin-Signalweg assoziiert sind. Interessanterweise filhrte die Hemmung des WNT-
Signalwegs durch XAV-939 zu einer signifikanten Reduktion osteogener Marker (p < 0,05).
Insgesamt legen die Ergebnisse nahe, dass HK die Osteogenese durch Aktivierung weiterer
Signalwege, wie den BMP/Smad- und WNT/beta-Catenin-Signalweg, fordert. Die

proliferativen Effekte gehen dabei mit einer Zellzyklusprogression in der S-Phase einher.

5.3 Einfluss auf die Expression apoptose-regulierender Proteine in OB

In einer Studie von Zhu et al. (2020) wurde die osteogene Wirkung von HK aus
Schweineknochen auf MC3T3-E1-Zellen untersucht. Zusétzlich wurde die Expression von
zellzyklus- & apoptose-assoziierten Proteinen untersucht. Ziel der Studie war es, die
zugrunde liegenden molekularen Mechanismus zu erforschen. Die Autoren hydrolysierten
Schweineknochen-Kollagen enzymatisch mit einem Gemisch aus Alcalase und Trypsin bei
pH 8,0 und 50 °C fir 6 h. Uber Ultrafiltrationsmembranen wurden die Peptide in
unterschiedliche Molekulargewichte (<1, 1-3, 3-5 und >5 kDa) fraktioniert. Anschliel3end
wurde die Zellviabilitat der jeweiligen Fraktionen in unterschiedlichen Konzentrationen
(0.05, 0.1, 0.5, 1 und 5 mg/ml) mit dem MTT-Assay analysiert. Die Fraktion mit dem nie-

drigsten Molekulargewicht zeigte eine dosisabhéangie Erhohung der Zellviabilitét, die bereits
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bei einer Konzentration von 0.1 mg/ml HK einen signifikanten Einfluss hatte (p < 0,05). Der
grofite Effekt wurde bei einer Konzentration von 0.5 mg/ml HK festgestellt, der zu einer 1,4-
fach hoheren Proliferation fiihrte (p < 0,01). Die Behandlung mit einer hohen Dosis (5
mg/mL) hemmte die Zellproliferation. Fiir die folgenden Versuche wurde daher die “< 1
kDa*“-HK-Fraktion mit der hdchsten proliferativen Aktivitat gewéhlt. Um den Effekt von
HK (0.05, 0.5, 5 mg/ml) auf den Zellzyklus in MC3T3-E1-Zellen zu untersuchen, wurden
zellzyklus-assoziierte Proteine wie Cyclin-abhangige Kinasen (CDKSs) und Cycline mittels
Western Blot untersucht. CDKs dienen als Marker fir einen gesteigerten Zellzyklus. Es
konnte beobachtet werden, dass die Expression von CDK-2, CDK-4, Cyclin B1 und Cyclin
D1 durch die Behandlung mit HK zeit- und dosisabhangig erhoht wurde. Der grote Effekte
wurde nach 72h und einer Konzentration von 5 mg/ml HK beobachtet (p < 0.01). Die
Expression des inhibitorischen Regulators p21 wurde durch alle getesteten Konzentrationen
signifikant reduziert (p < 0,01). In einem weiteren Versuch wurden die Effekte von HK auf
die Expression von osteogenen Markern wie Osterix, COL1AL, Runx2 und ALP mittels
Western Blot untersucht. MC3T3-E1-Zellen wurden fur 24, 48 und 72 h in Gegenwart von
0, 0,05, 0,5 und 5 mg/ml HK kultivierten. Es wurde beobachtet, wie HK die Expression von
Osterix, COL1A1 und Runx2 zeitabhingig erhohte. Uber alle osteogenen Marker hinweg
hatte eine Dosis von 0.5 mg/ml HK den grofiten Einfluss (p < 0,01). Es konnte gezeigt
werden, dass HK mit niedrigem Molekulargewicht die osteogene Aktivitidt von MC3T3-E1-
Zellen forderte. Um die Hypothese zu bestétigen, dass HK tber den PI3K/Akt-Signalweg
Signalweg wirkt, wurde die Expression von Akt, p-Akt und PTEN mittels Western Blot
gemessen. Um zu uberprifen, ob der PI3K/Akt-Signalweg an der durch HK induzierten
Proliferation beteiligt ist, wurden die Effekte in Kombination mit dem PI3K-Inhibitor
LY294002 untersucht. Es wurden keine signifikanten Unterschiede in der Expression von
Akt beobachtet, wéhrend die aktive Form (p-Akt) dosis- und zeitabhangig erhéht wurde.
Gleichzeitig wurde der naturliche Inhibitor PTEN signifikant reduziert (p < 0,01). Die
Behandlung mit dem PI3K-Inhibitor reduzierte die Erhdhung der Zellviabilitat von 122,63
% auf 108,80 %. Darlber hinaus hob LY294002 die durch HK induzierte Aktivierung von
Akt auf. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die proliferationssteigernde Wirkung von
HK teilweise von dem PI3K/Akt-Signalweg ausgeht. In einem weiteren Versuch
untersuchten Zhu et al. den Einfluss von HK auf apoptose-assoziierte Marker wie Bcl-2-
assoziiertes X Protein (Bax), Bcl-2 und aktive Caspase-3 mittels Western Blot. Die
Apoptoserate wurde mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die Ergebnisse zeigten, dass
HK die Apoptoserate von MC3T3-E1-Zellen nach 72 Stunden von 7,77 % auf 2,23 %
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signifikant reduziert (p < 0,05). Nach 72h wurde die hochste Abnahme von Bax, Bcl-2 und
Caspase-3 beobachtet (Abb. 7; p < 0,01). Insbesondere eine hohe Konzentration von 5 mg/ml
HK fuhrte zu einer deutlichen Abnahme der Werte. Obwohl die Proteinexpression von
sowohl Bax als auch Bcl-2 fiir unterschiedliche Zeitradume abnahm, wurde das Bax/Bcl-2-
Verhéltnis zeit- und dosisabhangig reduziert (p < 0,05). Die Ergebnisse deuten auf eine

verringerte Apoptose hin.
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Abbildung 7: Proteinexpression von P21, Bax, Bcl-2 und aktiver Caspase-3 sowie das Verhéltnis von Bax zu
Bcl-2 in Abhéngigkeit der Zeit (links) und der Konzentration (recht). MC3T3-E1-Zellen wurden flr
unterschiedliche Zeitraume (0, 24, 48 und 72 h) bzw. fiir 72 h mit mit verschiedenen Dosen (0, 0,05, 0,5 und 5
mg/ml HK) behandelt. Die Daten werden als Mittelwerte + SD ausgedrtickt. *p < 0,05 und **p < 0,01 (Zhu et
al., 2020).

Die Ergebnisse deuten zusammengefasst darauf hin, dass die Behandlung mit HK den
PI3K/Akt-Signalweg in MC3T3-E1-Zellen aktivieren kann, indem es die Phosphorylierung
von Akt erhéht und die Expression von PTEN verringert. Zusétzlich hat HK eine

regulatorische Wirkung auf die Expression apoptose-assoziierter Proteine.

Liu et al. (2020) untersuchten die anti-apoptotische Wirkung von HK aus Heilbutthaut auf
OB, die oxidativen Stress ausgesetzt waren. Ziel der Studie war es zudem, die anti-
osteoporotischen Mechanismen von HK zu untersuchen. Die Autoren verwendeten die
menschliche OB-Zelllinie Saos-2 und kultivierte diese in einem alpha-MEM mit 10% FKS,
100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin bei 37°C. Die Zellen wurden mit
verschiedenen Konzentrationen von HK (200 bis 1000 pug/ml) vorbehandelt. Anschliel3end
wurden die Zellen oxidativen Stress durch Wasserstoffperoxid (H202) ausgesetzt. Das
Antioxidans N-Acetyl-L-Cystein (NAC) diente als positive Kontrolle. Die Zellviabilitat
wurde unter normalen Bedingungen und nach H202-Behandlung mittels MTT-Assay
gemessen. HK erhohte die Zellviabilitdt von Saos-2-Zellen in einem Bereich von 200 bis
1000 pg/ml signifikant (p < 0,05). Unter H202 wurde die Zellviabilitét signifikant verringert
(p <0,01). Es wurde beobachtet, dass die Behandlung mit HK Saos-2-Zellen signifikant vor
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durch H202 verursachte Apoptose bei Konzentrationen von 400 und 800 pg/ml schutzte.
Die jeweils niedrigste (200 pg/ml HK) und hochste (1000 pg/ml HK) Konzentration hatten
keinen signifikanten Einfluss. Diese Ergebnisse legen nahe, dass HK die Zellviabilitat
fordert und H202-induzierte Apoptose unterdriickt. In einer anschliefenden Untersuchung
wurden die Zelllysate der jeweiligen Versuchsreihen hinsichtlich der ALP-Aktivitat und
oxidativer Marker mittels standardisierter Nachweis-Kits untersucht. Die intrazelluléren
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) wurden mit einem ROS-Assay-Kit und einem
Fluoreszenz-Mikroplatten-Lesegerat bestimmt. Die Fluoreszenz-Intensitaten der jeweiligen
Gruppen wurden anschliefend verglichen. Die Superoxiddismutase (SOD) diente in dem
Versuch als Marker der antioxidativen Abwehr der Zellen. H202 fiihrte zu einer deutlichen
Abnahme der ALP-Aktivitat, wahrend HK die H202-induzierte Abnahme in einer
konzentrationsabhangigen Weise abschwachte (p < 0,05 bei 200 pg/ml und p < 0,01 bei 400
bzw. 800 pg/ml HK). H202 flihrte ebenfalls zu einer deutlichen Erhéhung der ROS- und
Malondialdehyd (MDA)-Werte, die mit einer eingeschréankten SOD-Aktivitat einhergingen.
Es zeigte sich, dass die Vorinkubation mit HK die ROS- und MDA-Spiegel in einer
konzentrationsabhdngigen Weise unterdriickte, wahrend die SOD-Aktivitat im Vergleich
zur H202-behandelten Gruppe signifikant erhéht wurde (p < 0,01). Die Ergebnisse deuten
darauf hin, dass HK oxidative Schaden, die durch H202 induziert wurden, abschwachen
kann. Um die Hypothese zu Uberpriifen, dass die protektive Wirkung mit dem Nf-kB-
Signalweg in Verbindung steht, wurde in einem weiteren Versuch der Effekt von HK auf F-
Box-Protein 7 (FBXW?7), p100 und NF-kB untersucht. Die mRNA- und Proteinexpression
wurde mittels Western Blot und RT-PCR bestimmt. Wie in Abbildung 8 gezeigt, erhthte
H202 die mRNA-Expression von FBXW?7, was darauf hinweist, dass oxidativer Stress mit
FBXW?7 in Verbindung steht. Die erhohte FBXW?7-Expression wurde durch HK
dosisabhéngig reduziert, wobei eine Konzentration von 800 pg/ml den gréften Effekt hatte
(p < 0,01). Zudem konnte beobachtet werden, dass H202 zu einer deutlichen Abnahme der
p100-Expression fuhrte, die ab einer Konzentration von 400 pg/ml HK wieder angehoben
wurde, wobei 800 pg/ml HK einen in etwa doppelt so groRen Effekt hatte (Abb. 8; p <0,01).
Die regulatorischen Effekte von NAC und 800 pg/ml HK waren hinsichtlich der
Auswirkungen auf die FBXW?7- und p100-Expression vergleichbar. Dartber hinaus fiihrte
die Behandlung mit HK bei Konzentrationen von 400 und 800 pg/ml in Saos-2-Zellen zu
einer signifikanten Reduktion der NF-kB-Expression (p < 0,01).
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Abbildung 8: MRNA-Expression von FBXW7 (links) und p100 (rechts) in Saos-2-Zellen, die jeweils mit H202, NAC und HK
(200-800 pg/ml) behandelt wurden.*p < 0,05 und **p < 0,01 vs. Kontrolle. #p < 0,05 und ##p < 0,01 vs. H202, und &p <
0,05 and &&p < 0,01 vs. HK (800 pg/ml) (Liu et al., 2020).

Um die molekularen Interaktionen hinter der protektiven Wirkung von HK zu untersuchen,
wurden Saos-2-Zellen verwendet, die FBXW?7 uUberexprimierten, NF-kB unterexprimierten
oder p100 unterexprimierten. Die Protein- und mRNA-Expression wurde erneut mittels
Western Blot und RT-PCR untersucht. Die Uberexpression von FBXW?7 verminderte die
Expression von p100 und erhohte die Expression von NF-kB. HK reduzierte die Expression
von FBXW7 und NF-kB signifikant und forderte die Expression von pl00. Die
Beobachtungen deuten darauf, dass HK die negativen Auswirkungen einer FBXW?7-
Uberexpression aufheben konnte. Dariiber hinaus fiihrte das Ausschalten von p100 zu einer
Hochregulation der NF-kB-Expression. Die Daten legen nahe, dass zwischen FBXW?7, p100
und NF-kB eine wechselseitige regulatorische Beziehung besteht. FBXW?7 scheint dabei ein
aufwarts gerichteter regulatorischer Faktor von p100 und NF-kB zu sein. P100 scheint dabei
ein negativer Regulator des NF-kB-Signalwegs zu sein. Die Uberexpression von FBXW7
sowie das Ausschalten von p100 verringerte zudem die protektiven Effekte von HK auf die
Zellviabilitat, ALP- und ROS-Aktivitat signifikant (p < 0,05). Die Ergebnisse zeigten, dass
HK Uber eine eine verringerte FBXW?7- und gesteigerte p100-Expression den Nf-kB-

Signalwegs reguliert und Saos-2-Zellen vor oxidations-induzierter Apoptose schiitzt.

Die Studien von Zhu et al. (2020) und Liu et al. (2020) untersuchten die Auswirkungen von
HK auf apoptose-assoziierte Proteine sowie die molekularen Interaktionen, die dafur
verantwortlich sein kénnten. Dabei untersuchten Zhu et al. die Auswirkungen von HK unter
Normalbedingungen, wohingegen Liu et al. die Effekte unter H202-induziertem,
oxidativem Stress untersuchte. Fur die Studien wurden murine MC3T3-E1-Zellen (Zhu et
al.) und humane Saos-2-Zellen (Liu et al.) verwendet. Das Kollagen wurde aus

Schweineknochen oder Heilbutthaut extrahiert und enzymatisch hydrolysiert. Zhu et al.
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waéhlte die Peptidfraktion mit einem Molekulargewicht unter 1 kDa. Liu et al. machten keine
Angaben zum Molekulargewicht der Peptide. Zellviabilitat und -proliferation wurden durch
MTT-Assays gemessen. Die Ergebnisse zeigten, dass HK die Zellviabilitdat und
Differenzierung in einer dosis- und zeitabhangigen Weise stimuliert. Die hdchste Wirkung
wurde von Zhu et al. bei einer Konzentration von 0,5 mg/ml HK und von Liu et al. bei 800
pg/ml HK beobachtet. Zhu et al. und Liu et al. beobachtete einen entgegengesetzten Effekt
bei hdéheren Konzentrationen (> 5 mg/ml bzw. 1000 pg/ml HK), der die Zellproliferation
reduzierte. Zhu et al. untersuchten zusétzlich die mRNA- und Proteinexpression osteogener
Marker mittels RT-PCR und Western Blot. Zhu et al. beobachteten eine erhéhte Expression
von Osterix, Runx2, COL1A1 und ALP. Uber alle osteogenen Marker hinweg hatte eine
Dosis von 0.5 mg/ml HK den groBten Einfluss (p < 0,01). Interessanterweise wurde ebenfalls
eine Erhoéhung zellzyklus-assoziierter Proteine CDK-2, CDK-4, Cyclin B1 und Cyclin D1
festgestellt, was die Ergebnisse aus Kapitel 5.2 unterstreicht. Dartiber hinaus wurde der
Einfluss verschiedener Signalwege untersucht. Zhu et al. stellten eine erhohte p-Akt-
Expression und eine Reduktion von PTEN fest, die mit einem aktiven PI3K/Akt-Signalweg
in Verbindung stehen. Liu et al. beobachteten eine durch H202 gesteigerte Expression von
FBXW?7 und NF-kB sowie eine Reduktion von p100, die durch HK deutlich reduziert wurde.
Zudem konnte HK die Apoptoserate der Saos-2-Zellen signifikant reduzieren (p < 0,05).
Zusétzlich fuhrte die Hemmung des PI3K/Akt-Signalwegs durch LY?294002 bei Zhu et al.
zu einer signifikanten Reduktion der HK-assoziierten Effekte. Insgesamt deuten die
Ergebnisse darauf hin, dass HK die Zellviabilitdt fordern kann, indem es das Bax/Bcl-
Verhéltnis zeit- und dosisabhangig reduziert. Dartiber hinaus scheint HK vor oxidations-
induzierter Apoptose zu schitzen, indem es den NF-kB-Signalweg herunterreguliert, was

mit einer erhdhten p100-Expression und einer verminderten FBXW?7-Expression einhergeht.

5.4 Erhohte Mineralisierung und Expression osteogener Proteine in OB
Zusétzlich zu der geforderten OB-Differenzierung wurde in den Studien aus Kapitel 5.2 eine

hohere Zellviabilitat festgestellt, die mit einer Zellzyklusprogression der S-Phase einher-
ging. Die Effekte wurden mit dem BMP2/Smad- sowie dem Wnt/pB-Catenin-Signalweg in
Verbindung gebracht.

In einer Studie von Kim et al. (2014) wurden humane OB der Zelllinie MG-63 verwendet.
Ziel der Studie war es, die Wirkung von HK auf die Expression osteogener Proteine und den
MAPK-Signalweg zu untersuchen. Fir die Untersuchungen wurde Schweinehautgelatine
mit einem Gemisch aus Protamex & Aromazym bei 50 °C flr 12 Stunden hydrolysiert.

Mittels Ultra-zentrifugalfiltration wurden die Peptide auf ein Molekulargewicht von 3 kDa
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normiert. Die humanen MG-63 OB wurden in einem Dulbecco Eagle Medium (DMEM) bei
37 °C kultiviert, das 10% FKS und 100 U/ml einer Penicillin-Streptomycin-Mischung
enthielt. In einem ersten Verusch wurden die Auswirkung von HK auf die Proliferation von
OB (iber ein BrdU-Zell-Proliferationsassay untersucht. Die Proliferation der MG-63-Zellen
wurde dosisabhéngig gesteigert und zeigte einen signifikanten 1,2-fachen Anstieg, bei einer
Konzentration von 100 mg/ml HK (p < 0,05). Um die stimulierenden Effekte von HK auf
OB zu untersuchen, wurde die ALP-Aktivitat mittels p-Nitrophenol-Farbung ermittelt. Eine
Picro-Sirius-Rot-Farbung diente als Kollagennachweis und ein Alizarin-Rot-S-Assay fir die
Bestimmung der Mineralisierung. Kim et al. konnten beobachten, dass die Behandlung mit
HK zu einer signifikanten Steigerung der ALP-Aktivitat fiihrte (p < 0,05). Die ALP-Aktivitat
zeigte eine dosisabhangige Erhéhung (4,9%, 7,9%, 7,4% bzw. 8,1%) bei 10, 25, 50 bzw. 100
mg/ml HK. Die hdchste ALP-Aktivitat wurde bei der Behandlung mit 25 mg/ml HK erreicht.
Der Kollagengehalt und die Calciumablagerung, wurden ebenfalls im Vergleich zur
Kontrollgruppe dosisabhéngig erhoht (p < 0,05). In einem weiteren Versuch, wurden
molekulare Signalwege untersucht die fir die Effekte von HK auf OB verantwortlich sein
konnten. Drei verschiedenen MAPKSs (ERK1/2, INK1/2 und p38) sowie ihre Downstream-
Proteine JUN und ELK1 wurden mittels Western Blot analysiert. HK flihrte bei einer
Konzentration von 100 mg/ml zu einer deutlichen Expressionssteigerung aller drei MAPKSs
innerhalb der ersten Stunde, die nach 2 Stunden wieder auf auf den Ausgangswert zuriickfiel.
Bei der Messung nach 0,5 Stunden betrug die Erhéhung das 1,63-fache fiir ERK1/2 und das
1,98-fache flr p38, im Vergleich zum Ausgangswert (p < 0,05). Die Expression des
phosphorylierten INK1/2-Proteins erhéhte sich auf das 1,55-fache bzw. 1,64-fache nach 0,5
bzw. 1 Stunde Behandlung (p < 0,05). Um die Hypothese zu bestétigen, dass der MAPK-
Signalweg involviert ist, wurden unterschiedliche MAPK-Inhibitoren verwendet, um die
hochregulierte Phosphorylierung der MAPKSs zu unterdriicken. Die Exposition mit 100
mg/ml HK fuhrte zu einer in etwa doppelten Erhéhung der MAPKs ERK1/2, JNK1/2 und
p38, im Vergleich zur Kontrolle (p < 0,05). Die expressionsfordernden Effekte von HK auf
die jeweiligen MAPKs wurden durch den ERK-Inhibitor PD98059, JNK-Inhibitor
SP600125 und p38-Inhibitor SB203580 volistandig aufgehoben. Die Expression des
phosphorylierten ELK1-Proteins wurde nach 0,5 Stunden HK-Behandlung um das 1,47-
fache erhoht (p < 0,05). Nur die Expression von JUN blieb durch die HK-Behandlung
unveréndert. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass der MAPK-Signalweg durch HK
aktiviert wird. Um die Auswirkungen von HK auf die Expression osteogener Gene zu
untersuchen, wurde die mRNA-Expression von COL1Al, ALP, OC (BGLAP-Gen) und
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OPN (SPP1-Gen) in MG-63-Zellen mittels RT-PCR gemessen (Abb. 9). HK fiihrte zu einer
deutlichen Hochregulierung der mRNA-Expression von COL1A1, ALP und OPN. Die
erhdhte COL1AL- und ALP-Expression blieb fir 8 Stunden erhalten (p < 0,05). Die OPN-
Expression nahm nach 15 min zu und blieb Gber 2 Stunden signifikant erhoht (p < 0,05).

Interessanterweise wurde die OC-Expression durch HK nicht signifikant beeinflusst.
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Abbildung 9: Zeitverlauf der Expression osteogener Gene in MG-63 Zellen. (A) COL1A1; (B) ALP (ALPL-Gen);
(C) OCN (BGLAP-Gen); (D) OPN (SPP1-Gen). Alle Daten werden als Mittelwert + Standardabweichung
angegeben. * p < 0,05 (Kim et al., 2015).

Kim et al. beobachteten zudem, dass die erhohte COL1AL-Expression durch die Inhibitoren
PD98059, SP600125 und SB203580 deutlich beintrachtigt wurde. Die durch HK erhéhte
ALP- und OPN-Expression wurde jeweils durch PD98059 bzw. SB203580 blockiert.
Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass HK die Expression osteogener Protein in OB fordert
und zu einer gesteigerten Mineralisierung beitragt. Ein Grofteil dieser Effekte I&sst sich
durch die Aktivierung von MAPKSs erklaren.

In der vorliegenden Studie untersuchten Yamada et al. (2013) die biologischen Effekte von
HK aus Kabeljau auf humane OB. Der Schwerpunkt der Studie lag auf der Erforschung der
Auswirkungen auf die Expression osteogener Proteine und die Mineralisierung. Das fir die
Untersuchung verwendete HK wurde aus den Gréten und der Haut von Kabeljau-Fischen
gewonnen und wies ein Molekulargewicht von 3 kDa auf. Fir die Versuche wurde die
humane OB-Zelllinie NOS-1, welche aus einem Osteosarkom stammt, verwendet. Die

Zellen wurden in 60 mm Kulturschalen bei einer Dichte von 2 x 10"5 Zellen ausgesat und
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sieben Tage lang in einem a-MEM mit 10% FKS und 1% Penicillin-Streptomycin-Mischung
bei 37°C kultiviert. Zunéchst wurde die optimale HK-Konzentration durch die Auswirkung
auf die ALP-Aktivitdt ermittelt. Die ALP-Aktivitit wurde mittels einer p-Nitro-
phenylphosphat-Farbung in Kombination mit einem quantitativen Mikro-Lowry-Test
bestimmt. Die ALP-Aktivitat der 0,1% HK-Gruppe war signifikant hoher als die der anderen
Gruppen (p < 0,05). Nach sieben Tagen Inkubation betrugen die ALP-Aktivitaten der
Kontroll- und 0,1% HK-Gruppen 3,06 bzw. 2,63 umol pNPP/mg Protein. Daher wurde die
0,1% HK Konzentration fiir die weiteren Untersuchungen verwendet. AnschlieRend wurde
der Einfluss von HK auf die Zellproliferation mittels MTT-Assay und der DNA-Gehalt
durch ein PicoGreen-Assay analysiert. Obwohl sich die Zellcluster in beiden Gruppen
wahrend des Experiments vergroRerten, war die Zelldichte in der HK-Gruppe ab dem dritten
Tag der Inkubation signifikant hoher als in der Kontrollgruppe (p < 0,05). Auch der DNA-
Gehalt war nach finf Tagen Inkubation signifikant hoher im Vergleich zur Kontrolle (p <
0,01). Die Ergebnisse lassen darauf schlie3en, dass HK die Proliferation von NOS-1-Zellen
fordert. In einem weiteren Versuch wurden die Auswirkungen von HK auf die Gen- und
Proteinexpression von OCN, OPN, BMP-2 und Integrin 3 mittels RT-PCR und Western
Blot untersucht (Abb. 10). Die ausgewdahlten Proteine stehen mit der OB-Aktivitat und
Mineralisierung in Verbindung. Die Ergebnisse zeigten, dass die Expression aller vier
Proteine nach drei Tagen Kultur mit HK anstieg. Die mMRNA-Expression von OCN und
BMP-2 fiel nach sieben Tagen Kulturdauer wieder auf das Ausgangsniveau. Im Gegensatz
dazu blieb die OPN- und Integrin B3-Expression nach sieben Tagen Kultur immer noch
erhoht. Die Ergebnisse der Western Blot Analyse zeigten, dass die Proteinexpression von
BMP-2 und Integrin B3 nach drei Tagen Kultur mit HK erhdht waren (p < 0,01 bzw. p <
0,05). Bei OCN und OPN konnte nach drei Tagen noch keine signifikante Zunahme im
Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden. Die erhéhte BMP-2-Expression nahm nach
sieben Tagen Kultur mit HK wieder ab (p < 0,01). Die Proteinexpression von OCN, OPN
und Integrin B3 war nach sieben Tagen Kultur mit HK hoher als in der Kontrollgruppe.
Insgesamt fihrte HK zu einer erhdhten und teilweise zeitversetzten Expression osteogener
Proteine in NOS-1-Zellen.
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Abbildung 10: Auswirkungen von HK auf die Proteinexpression von OCN, BMP-2, OPN und Integrin B3 in NOS-
1-Zellen. Die Ergebnisse der Western Blot Analysen wurde jeweils nach 3 d (weiRe Saule) und 7d (graue Saule)
Kultur mit oder ohne Inkubation mit 0,1% HK grafisch dargestellt.*p < 0.05 im Vergleich zur Kontrolle; **p <
0.01 im Vergleich zur Kontrolle (Yamada et al., 2013).

Um die Hypothese zu bestatigen, dass die osteogene Wirkung von HK die Mineralisierung
von NOS-1-Zellen fordert, wurden diese in 35-mm-Kulturschalen bei einer Dichte von 2 x
10"5 Zellen kultiviert und nach Konfluenz mit 5 mM Natrium-p-Glycerophosphat
behandelt. Nach 7, 14 und 21 Tagen wurden die Zellen einer Kossa-Féarbung unterzogen,
fixiert und unter Anwendung eines Phasenkontrastmikroskops analysiert. Die Kossa-
Farbung ermdoglichte die Visualisierung von dunkelbraun gefarbten, mineralisierten
Knotchen. Es wurde beobachtet, dass die Dichte der mineralisierten Knétchen in beiden
Gruppen zeitabhangig zunahm. Bereits nach sieben Tagen zeigten die Zellen, die mit HK
inkubiert wurden, eine signifikant héhere Mineralisierung im Vergleich zur Kontrolle (p <
0,01). Die Mineralisierung nahm in beiden Gruppen weiterhin zu und war auch nach 14 und
21 Tagen in der HK-Gruppe im Vergleich zur Kontrolle signifikant erhéht (p < 0,05 bzw. p
< 0,01). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die osteogene Wirkung von HK die
Mineralisierung von NOS-1-Zellen stimuliert und somit zu einer erhohten Bildung
mineralisierter Knotchen fihrt. Die Beobachtungen unterstiitzen die Hypothese, dass HK
positive Effekte auf die osteogene Differenzierung und Mineralisierung von NOS-1-Zellen
hat.

In einer zweiten Studie von Yamada et al. (I1) aus demselben Jahr wurden die Auswirkungen
von HK auf Enzyme der Kollagenquervernetzung und die Mineralisierung in
osteoblastischen Zellen untersucht. Das in der Studie verwendete HK stammt aus der
Hydrolyse von Fischh&uten und wurde von der Firma Yaizu Suisankagaku (Shizuoka, Japan)

zur Verfligung gestellt. Das Molekulargewicht wurde mittels TOF-MS bestimmt und lag im
41



Bereich von 2-8 kDa. Fir die Versuche wurden murine MC3T3-E1-Zellen (Subklon 4)
verwendet, die in einem o-MEM mit 10% FKS, 100 U/mL Penicillin und 100 pg/mL
Streptomycin bei 37°C kultiviert wurden. Die Zellen wurden mit einer Dichte von 2 x 10"4
Zellen/Vertiefung in einer 24-Well-Platte ausgesat und Gber Nacht kultiviert. Anschliel3end
wurden die Zellen erneut in einem a-MEM mit oder ohne 0,2% HK kultiviert. Die Zellzahl
wurde nach 2, 5, 7, 10 und 14 Tagen unter Verwendung eines Phasenkontrastmikroskops
und einer Zahlkammer gezahlt. Es konnte im Zeitverlauf kein signifikanter Unterschied
zwischen der mit HK behandelten Gruppe und der Kontrolle festgestellt werden. Um die
Hypothese zu bestétigen, dass HK eine Auswirkung auf die Expression von Enzymen hat,
die mit der Kollagenquervernetzung in Verbindung stehen, wurde die Genexpression
diverser Enzyme mittels RT-PCR gemessen. Fur den Versuch wurden MC3T3-E1-Zellen in
einer 6-Well-Platte bei einer Dichte von 2 x 1075 Zellen/Vertiefung kultiviert, bis sie
konfluent waren. Das Medium wurde anschlieBend durch solche ersetzt, die jeweils 0,05%,
0,1%, 0,2% und 0,5% HK enthielten. Die HK-Behandlung flhrte zu einer signifikanten
Hochregulierung der Expression des COL1A2-Gens sowie aller Lysylhydroxylasen (LHSs),
Lysyloxidasen 2-4 (LOXLs) und Galaktosyltransferase (GLT25D1-Gen) mRNASs. Eine
Behandlung mit 0,2% HK fuhrte zu einem 3,4-fachen Anstieg der LH2-Expression im
Vergleich zur Kontrollgruppe (p < 0.01). Ebenfalls hohe Anstiege der mRNA-Expression
im Vergleich zur Kontrolle wurden bei COL1A2 (3-fach), LOXL2 (2,4-fach), LOXLA4 (1,8-
fach), GLT25D1 (1,7-fach), LH1 (1,4-fach) und LOXL3 (1,3-fach) beobachtet (p < 0.01).
Der Anstieg der LH3-Expression war ebenfalls statistisch signifikant (p < 0,05). Die mRNA.-
Expression von LOX und LOXL1 zeigte eine Tendenz zur Steigerung, erreichte jedoch keine
statistische Signifikanz. In einem weiteren Versuch wurde der Gehalt verschiedener
Kreuzvernetzungsprodukte mittels HPLC in Kombination mit einer Vernetzungsanalyse
bestimmt. Die Zellen wurden fur 14 Tage kultiviert und jeweils mit 50 pg/mL Ascorbinsaure
oder 0,2% HK kultiviert. Die Kreuzvernetzungsprodukte Dihydroxy-Norleucin (DHNL) und
Hydroxy-Norleucin (HNL) konnten in keiner Gruppe nachgewiesen werden. Die selbe
Beobachtung wurde auch bei dem Vernetzungsmarker d-Pyr gemacht. Dihydroxy-
Lysinonorleucin (DHLNL) und Hydroxy-Lysinonorleucine (HLNL) wurden in beiden
Gruppen identifiziert. In der mit HK behandelten Gruppe konnte dabei eine Tendenz zu
hoéheren DHLNL-Werten beobachtet werden. Im Gegensatz dazu war der Pyr-Gehalt in der
HK-behandelten Gruppe signifikant hoher als in der Kontrollgruppe (p < 0,05). Auch das
Verhéltnis von DHLNL zu HLNL (2.988 vs. 2.701 Mol/mMol) war in der HK-behandelten
Gruppe signifikant hoher als in der Kontrollgruppe (p < 0,05). Die Gesamtzahl der Aldehyde
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unterschied sich zwischen den beiden Gruppen nicht signifikant. Zudem wurde beobachtet,
dass der Anteil an Kollagen-Crosslinks in der HK-behandelten Gruppe deutlich héher war
als in der Kontrollgruppe (p < 0,01). Um die Auswirkungen von HK auf die Mineralisierung
von MC3T3-E1-Zellen zu untersuchen, wurden diese unter den Standardbedingungen fir 21
Tage kultiviert und die Kalziumablagerungen mittels Alizarinrot-Farbung nachgewiesen. In
beiden Gruppen konnte die Bildung mineralisierter Kndtchen beobachtet werden (Abb. 11).
Die mit HK behandelten MC3T3-E1-Zellen wiesen jedoch signifikant mehr
Kalziumablagerungen auf als die unbehandelter Zellen (Abb. 11; p < 0,05).
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Abbildung 11: Einfluss von HK auf die Matrixmineralisierung im MC3T3-E1-Zellen nach 21 Tagen im Vergleich
zur Kontrolle. Die Kulturen wurden mit Alizarinrot S gefarbt, um mineralisierte Knétchen sichtbar zu machen
(links). Semiquantitative Erfassung des Mineralgehalts (rechts). Die Werte werden als Mittelwert + SD
angegeben. *p < 0.05 (Yamada et al., 2013 (l1)).

Insgesamt zeigt die vorliegende Studie, dass HK eine positive Wirkung auf die
Kollagenquervernetzung und die Matrixmineralisierung in OB hat. Die gesteigerte
Kollagen-quervernetzung steht dabei mit einer erhéhten Genexpression spezifischer Enzyme
wie LHs, LOXL und GLT25D1 in Verbindung.

In einer Untersuchung von Wijaksana et al. (2021) wurde die Auswirkung von HK aus den
Schuppen des Gurami-Fisches auf die Expression von OPG und RANKL in OB untersucht.
Hierfir wurde ein Posttest-Only-Kontrollgruppendesign verwendet. Fir die Versuche
wurden Gurami-Fischschuppen vorbehandelt, indem sie in einer 1 M NaOH-LGdsung bei 4
°C fur 24 Stunden eingeweicht wurden, um nicht-kollagene Proteine zu entfernen. Die
Hydrolyse erfolgte durch Inkubation mit 20 mg Papain und einer 0,1 M
Natriumphosphatpufferlésung (pH 7,5) bei 55 °C und 50 U/min fur 120 Stunden. Das
erhaltene HK wurde anschlielend fur die experimentellen Versuche verwendet. Die OB
wurden aus den Schéddeldecken zwei Tage alter Ratten isoliert und in einem a-MEM mit
15% FKS, 50 U/ml Penicillin und 50 pg/ml Streptomycin kultiviert. Wijaksana et al. flihrten
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eine Immunzytochemie-Féarbung durch, um die Expression von OPG und RANKL in den
Zellen zu untersuchen. Dazu wurden die isolierten OB auf 24-Well-Platten kultiviert, bis sie
eine Konfluenz von 60-70% erreichten. AnschlieRend wurden die Zellen mit priméren und
sekundaren Antikorpern inkubiert. Die HK-Exposition erfolgte in Konzentrationen von
0,0125 mg/ml, 0,05 mg/ml, 0,2 mg/ml und 0,8 mg/ml und die Analyse erfolgte nach 24 h,
48 h und 72 h. Es wurde festgestellt, dass HK ab einer Konzentration von 0,05 mg/ml Gber
alle Beobachtungszeitraume zu einer signifikant hoheren OPG-Expression im Vergleich zur
Kontrollgruppe fiihrte. Die héchste OPG-Expression wurde nach 72 Stunden bei einer
Konzentration von 0,2 mg/ml HK erreicht (p < 0,05). Im Gegensatz dazu wurde nach 24
Stunden die hochste OPG-Expression bei einer Konzentration von 0,8 mg/ml HK gemessen
(p < 0,05). Die RANKL-Expression zeigte insgesamt einen zeit- und dosisabhéngigen
Anstieg, jedoch wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen zu den
gleichen Beobachtungszeitpunkten beobachtet (Tab. 2). Die héchste RANKL-Expression
wurde nach 72 Stunden bei einer Konzentration von 0,8 mg/ml HK gemessen.

Tabelle 2: RANKL-Expression der OB zu verschiedenen Zeitpunkten (24, 48, 72h) und Kon-
zentrationen (0.0125, 0.05, 0.2, 0.8 mg/ml) im Vergleich zur Kontrolle. Post-Hoc-Analyse der RANKL-
Expression zwischen den Gruppen. Daten als Mittelwert + SD (Wijaksana et al., 2021).

0.0125 0.05 0.8

Group 0,2 mg/ml One-way
Control mg/mi mg/ml mg/ml
i A (E3) & ANOVA(P)

7.42 1041 1250 1392 1433

24hours 494 4137  +282  +318  +321 0.05
142 1225 1433 1475 16,00

48hours o538 1265  +336  £303  +361 0.31

hours 1128 1367 1500 1548  17.00 018

+3,78 +7,15 2,41 +1,08 +2,00

Die Ergebnisse von Wijaksana et al. deuten darauf hin, dass HK die Expression von OPG
zeit- und dosisabhéngig erhoht. Dabei ist der Anstieg der OPG-Expression deutlich hoher
als die nicht-signifikante Erhohung der RANKL-Expression. Es scheint eine inverse
Beziehung zwischen der OPG- und RANKL-Expression zu bestehen. Zusammenfassend
lasst sich feststellen, dass HK das RANKL/OPG-Verhaltnis in OB zugunsten von OPG

verschiebt.
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In den vorliegenden in-vitro Studien wurden die Auswirkungen von HK auf die Expression
osteogener Proteine in OB untersucht. Dabei verwendeten Kim et al. und Yamada et al. (I)
humane OB-Zelllinien (MG-63 bzw. NOS-1), wéhrend Wijaksana OB aus der Schadeldecke
von Ratten und Yamada et al. (I1) murine MC3T3-E1 Zellen verwendeten. HK wurde aus
verschiedenen Quellen wie Schweinehaut (Kim et al., 2013), Kabeljauhaut (Yamada et al.
(1), 2013) und Gurami-Fischschuppen (Wijaksana et al., 2021) extrahiert und enzymatisch
hydrolysiert. Die durchschnittliche Molekilmasse der Peptide lag bei etwa 3 kDa, wobei
Wijaksana et al. und Yamada et al. (Il) keine genauen Angaben machten. Die
Zellproliferation wurde neben dem klassischen MTT-Assay bei Kim et al. durch das BrdU-
Assay untersucht. In den Untersuchungen wurde ein signifikanter und dosisabhangiger
Anstieg der Zellproliferation beobachtet (p < 0,05). Die optimale HK-Konzentration lag je
nach Studie bei 0.1% (Yamadacetal. (I) & (11)) oder 100 pg /ml (Kim et al., 2013). Wijaksana
et al. fuhrten hingegen keine spezifischen Untersuchungen zur Zellproliferation durch. In
allen Studien des Kapitels wurde nach der Behandlung mit HK eine erhohte Gen- und
Proteinexpression osteogener Marker beobachtet, die mittels RT-PCR oder Western Blot
gemessen wurden. Wijaksane et al. nutzten hingegen eine immunhistochemische Farbung
zur Messung der Proteinexpression. Kim et al. untersuchten die Genexpression in einem
achtstiindigen Zeitraum, um das initiale Stadium der OB zu erforschen. Insbesondere die
MRNA-Expression von KOL-1 (COL1A1-Gen), ALP (ALPL-Gen) und OPN (SPP1-Gen)
wurde durch die Inkubation mit HK signifikant erhoht (p < 0.05). Die OCN-Expression
wurde in diesem kurzen Zeitraum nicht beeinflusst.Yamada et al. (1) erganzte die Ergebnisse
und untersuchte die Genexpression von OB am 3. und 7. Tag nach der Behandlung mit HK.
Nach drei Tagen war die BMP-2- und Integrin 3-Expression deutlich erhéht im Vergleich
zur Kontrolle (p < 0,01). Wahrend die OPN-Expression nach sieben Tagen die der Kontrolle
Uberstieg, fiel die BMP-2-Expression wieder ab. Die in beiden Gruppen erhéhte OCN-
Expression, die nach 3 Tagen festgestellt wurde, diente als Marker fur die Zunahme der
Mineralisierung. Nach 7 Tagen war die OCN-Expression in der HK-Gruppe signifikant
hoher (p < 0,01). Im Gegensatz dazu untersuchten Wijaksana et al. die Expression von OPG
und RANKL in einem Zeitraum von 1-3 Tagen, da deren Wechselwirkungen Einfluss auf
die Osteogenese und die OK-Aktivitat haben. Wijaksana et al. konnten beobachten, dass die
Expression von OPG und RANKL proportional zum Beobachtungszeitraum zunahm. Der
Anstieg der OPG-Expression war ab 0,05 mg/ml HK (ber alle Zeitrdume hoher im Vergleich
zur Kontrolle (p < 0,05). Wéhrend der gesamten Untersuchung wurde kein Unterschied im

Anstieg der RANKL-Expression im Vergleich zur Kontrolle festgestellt. Yamada et al.
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stellten eine Hochregulierung der Enzyme der Kollagenquervernetzung (LHs, LOXLs und
GLT25D1) sowie eine Erhohung der Pyr-Kreuzvernetzungsprodukte fest, die mit einer
verbesserten Matrixmineralisierung in Verbindung stehen. Die Effekte von HK auf die
Expression spezifischer Proteine und Enzyme, die an der OB-Aktivitdt und
Matrixmineralisierung beteiligt sind, decken sich mit den Ergebnissen der
Mineralisierungsexperimente. Um die Mineralisierung der OB zu untersuchen, wurde die
Kalziumablagerung bzw. die Bildung mineralisierter Knétchen durch Alizarin-Rot-Farbung
(Kim et al. 2013; Yamada et al. 2013 (1)) oder Kossa-Farbung (Yamada et al. 2013 (1))
nachgewiesen. Wijaksana et al. untersuchten keine Effekte auf die Mineralisierung. In allen
Untersuchungen wurde eine erhdhte Mineralisierung im Vergleich zur Kontrolle festgestellt.
Yamada et al. (I) beobachteten bereits nach 7 Tagen eine erhéhte Dichte mineralisierter
Kndtchen (p < 0,01), die auch nach 21 Tagen noch signifikant war. Eine signifikant hohere
Mineralisierung nach 21 Tagen wurde ebenfalls durch Kim et al. und Yamada et al. (1)
bestatigt (p < 0,05). Kim et al. untersuchten zusatzlich die Beteiligung von MAPKSs
(Mitogen-Activated Protein Kinases) an den osteogenen Effekten von HK. Kim et al. stellten
eine Aktivierung der MAPKs ERK1/2, INK1/2 und p38 fest sowie eine erhohte Expression
des Downstream-Proteins ELK1. Die osteogenen Effekte wurden durch diverse MAPK-
Inhibitoren aufgehoben. Insgesamt deuten die Ergebnisse des Kapitels darauf hin, dass HK
die Expression osteogener Proteine und Enzyme fordert, die mit einer gesteigerten
Kollagenynthese, Kollagenquervernetzung und Mineralisierung einhergehen. Insbesondere
die Genexpression von COL1A1, ALP und OPN (SPP1-Gen) wird dabei tiber den MAPK-
Signalweg reguliert. Des Weiteren fuhrt HK zu einer Verschiebung des RANKL/OPG-

Verhaltnisses zugunsten von OPG, was eine verstarkte OK-Regulation ermdglicht.

5.5 Verringerte OK-Differenzierung und Expression osteoklastischer Proteine
In Kapitel 5.4 konnte gezeigt werden, dass HK nicht nur auf OB-Vorlauferzellen wirkt,

sondern auch in reifen OB zu einer erhohten Expression osteogener Proteine der OB-
Aktivitat und Matrixmineralisierung fuhrt. Die Effekte stehen dabei mit dem MAPK-
Signalweg in Verbindung und gingen mit einer gesteigerten Mineralisierung einher. Zudem

wurde eine Verschiebung des RANKL/OPG-Verhaltnisses zugunsten von OPG festgestellt.

In einer Studie von Kuo et al. (2021) wurden die Auswirkungen von hydrolisierter Gelatine
(HK) auf die Osteoklastogenese von RAW264.7-Zellen untersucht. Ziel der Studie war es,
die Auswirkungen auf die Zelldifferenzierung und Proteinexpression zu untersuchen. Fir
die Versuche wurden murine, praosteoklastische RAW264.7-Zellen die aus Makrophagen -

Vorldufern abgeleitet wurden, verwendet. Die Zellen wurden in einem a-MEM, mit 1%
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Antibiotika und 10% FKS bei 37°C kultiviert. Die Differenzierung zu Osteoklasten (OK)
wurde durch Zugabe von 50 ng/ml RANKL mit 20 ng/ml mCSF induziert. Um den Einfluss
verschiedener HK-Konzentrationen (0, 0.5%, 2%) auf der Differenzierung von RAW264.7-
Zellen zu untersuchen, wurden nach 3 und 5 Tagen TRAP-Aktivitétstests und 4',6-Diamidin-
2-phenylindol (DAPI)-Farbungen durchgefihrt. Es konnte beobachtet werden, dass die
TRAP-positiven OK, die mit 0,5% und 2% HK kultiviert wurden, kleiner waren im
Vergleich zur Kontrolle. Auch die Anzahl groBer OK (>150 pum Durchmesser) war
verringert. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass HK einen Einfluss auf die
Verschmelzung von OK-Vorl&uferzellen hat und die Bildung mehrkerniger OK beeinflusst.
Auch der Grad der Verschmelzung nahm dosisabhangig ab und betrug bei Konzentrationen
von 0.5% und 2% nur noch 44,5% bzw. 52,2% im Vergleich zu 73,3 % bei der Kontrolle (p
< 0,05). In einem weiteren Versuch wurde die Bildung von Resorptionsgruben nach 8 Tagen
mit und ohne HK-Behandlung untersucht. Die Gruben wurden unter einem Mikroskop mit
4-facher VergroRerung betrachtet und mit der Image J-Software analysiert. Die RANKL-
Behandlung von RAW264.7-Zellen flihrte nach 8 Tagen zu einer Resorptionsgrube die in
etwa 45% der Flache einnahm. Die Behandlung mit HK fiihrte zu einer dosisabhangigen
Reduktion der Resorptionsgrubenbildung. Die grofite Reduktion (von ~45% zu ~13%)
wurde bei einer Konzentration von 2% HK beobachtet (p < 0,05). In einer weiteren
Versuchsreihe wurde die mRNA-Expression osteoklastischer Marker (TRAP, c-Fos,
NFATcl1, B-Integrin) sowie die Proteinexpression von TGF-B1 und seinen Rezeptoren R1
und R2 mittels RT-PCR untersucht. Die Behandlung mit 2% HK fiihrte zu einer
signifikanten Abnahme der mRNA-Expression osteoklastogenetischer  Marker,
einschlieBlich TRAP, NFATcl und B-Integrin. Die mRNA-Expression von c-Fos blieb
wahrend der RANKL-induzierten Differenzierung unveréndert (Abb. 12). Eine verringerte

B-Integrin steht dabei mit einer Hemmung der Osteoklastogenese in Verbindung.
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Abbildung 12: Auswirkungen auf die mRNA-Expression von TRAP, NFATc1 und c-fos wahrend der RANKL-
Induktion fiir 3 und 5 Tage in RAW264.7-Zellen, die ohne oder mit 0,5 % und 2 % hydrolysierter Gelatine (HK)
behandelt wurden. * p < 0,05 (Kuo et al., 2021).

RAW264.7-Zellen exprimierten vermehrt TGF-B1 nach RANKL-Behandlung, zeigten
jedoch eine verringerte Expression bei Verwendung von 0,5 % oder 2 % HK (p < 0,01).
Unter Kontrollbedingungen kam es zu einem deutlichen Anstieg der TGF-beta Rezeptoren
R1 & R2 nach 3 Tagen, die nach 5 Tagen abnahm, jedoch immer noch erhéht blieb. Unter
Behandlung mit 0.5% und 2% kam es zu einer statistisch signifikanten Abnahme der
Expression beider TGF-beta Rezeptoren im Vergleich zur Kontrolle (p < 0,05). Insgesamt
zeigen die Ergebnisse der Studie, dass HK die Zellfusion, Osteoklastogenese und
Resorptionsaktivitat von OK signifikant beeinflusst. Dartiber hinaus wurde eine Assoziation
zwischen HK Exposition in OK und einer verringerten TRAP, NFATcl und TGF-beta
Aktivitat festgestellt.

In einer Studie von Waugier et al. (2019) wurden die Auswirkungen von kollagenhaltigem
Blutserum auf die Zelldifferenzierung und Genexpression von Knochenzellen untersucht.
Dabei wurde HK aus verschiedenen Quellen wie Rind (B2000), Schwein (P2000 und P5000)
und Fisch (F2000) verwendet, das von der Firma Rousselot SAS (Courbevoie, Frankreich)
bereitgestellt wurde. Das durchschnittliche Molekulargewicht der unverdauten Peptide
betrug 2 kDa bzw. 5 kDa. Fur die Experimente wurden praosteoklastische RAW264.7-
Zellen und humane periphere mononukleére Zellen (PBMZs) verwendet. Die RAW264.7-
Zellen wurden in einem Standardmedium mit 2% FKS bei 37°C kultiviert. Die PBMZs
wurden aus humanen Blutproben gewonnen, die mittels Dichtegradientenzentrifugation und
einem Ficoll-Paque-Plus Separationsmedium isoliert wurden. Die Zellen wurden in
Gegenwart von RANKL (25 ng/mL) und M-CSF (25 ng/mL) Kkultiviert, um die
Differenzierung zu induzieren. In einer ersten Versuchsreihe wurde die Wirkung von kolla-
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genangereichertem Blutserum auf OK-Vorldauferzellen untersucht. Hierfr wurde das Serum
von Madusen isoliert, die mit B2000, Casein oder einer Kontrolldiat gefttert wurden. Das
mit unterschiedlichen Metaboliten angereicherte Serum wurde an praosteoklastischen
RAW264.7-Zellen und PBMZs getestet. Die Zellproliferation wurde unter Verwendung
eines XTT-basierten Proliferationskits gemessen, das die optische Dichte (450 nm) der
Zellen erfasst. Die TRAP-Aktivitat wurde unter Verwendung von p-Nitrophenylphosphat-
Farbung gemessen und als mittlere Absorption/Minute/mg Protein ausgedriickt. Die
Ergebnisse zeigten, dass B2000-angereichertes Blutserum das Wachstum von RAW264.7-
Zellen im Vergleich zu nativem Blutserum um 58% reduzierte (p < 0,05). Auch die Casein-
Gruppe fuhrte zu einer statistisch signifikanten Abnahme der Zellproliferation (p < 0,05),
hatte jedoch keinen Einfluss auf die RANKL-induzierte Bildung von Riesenzellen nach vier
Tagen, die mittels Videomikroskopie untersucht wurde. Um die Effekte auf Genebene zu
untersuchen, wurden RAW264.7-Zellen nach der Inkubation mit angereichertem Serum
mittels Tagman Low Density Arrays (TLDA) analysiert. Die mRNA wurde aus den Zellen
isoliert und Uber eine reverse Transkription in cDNA umgeschrieben. Die cDNA wurde
anschlieBend mittels TLDASs analysiert und die relativen Werte wurden unter Verwendung
einer Data-Assist-Software berechnet. GAPDH und Aktin dienten als Referenzgene.
Konsistent mit den Daten der Videomikroskopie reduzierte ausschlie3lich das B2000-Serum
die Expression von OK-Markern signifikant (Tab. 3). Insbesondere Marker der Zellfusion
(CD36), Reifung (Traf6, Csflr und Tnfrsflb) und Aktivitat (Acp5/TRAP und Car2) wurden
durch B2000 signifikant reduziert (p < 0,05).

Tabelle 3: Tagman Low Density Array an RAW264.7-Zellen. CTRL: Kontrollbedingung; RQ:
relative Quantifizierung; B2000: hydrolysiertes Kollagen (2000 Da) (Wauquier et al., 2019).

CTRL  CASEIN  CASEIN B2000 B2000
(RQ) (RQ) (p-Value) (RQ) (p-Value)

Acp5 1.0 0.53 0.54 0.45 0.03
Car2 1.0 0.52 0.32 0.52 0.02
Csflr 1.0 0.57 0.03 0.78 0.02
Ctsk 1.0 0.69 0.72 0.75 0.06
Itgh3 1.0 0.47 0.39 0.53 0.06
Mmp9 1.0 0.55 0.56 0.63 0.08
Nos2 1.0 0.47 0.15 0.24 0.06
Tgfbrl 1.0 0.43 0.37 0.34 0.06
Tnfrsflb 1.0 0.58 0.17 0.49 0.07
Traf2 1.0 0.56 0.12 0.69 0.06
Traf6 1.0 0.60 0.05 0.64 0.04
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In einem weiteren Versuch wurden die Auswirkungen von kollagenangereichertem,
humanem Blutserum auf die Differenzierung von humanen PBMZs untersucht. Fur den
Versuch wurde das Blutserum von zehn Probanden entnommen, die eine Stunde zuvor 25 g
hydrolysiertes Casein, P2000, P5000, B2000 oder F2000 mit 200 ml Wasser zu sich
genommen hatten. Die Ergebnisse zeigten, dass weder Casein- noch HK-Serum eine
signifikante Wirkung auf die PBMZ-Proliferation nach 7 Tagen Inkubation hatten. Hingegen
hemmten alle vier angereicherten Seren signifikant die RANKL-induzierte TRAP-Aktivitat
im Vergleich zu nativem und Casein-angereichertem Serum. Die Hemmung betrug dabei
—14%, —16%, —17% und —18% fir F2000, P5000, B2000 und P2000. Es gab keine
signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen kollagenangereicherten Proben
bezuglich der Hemmung der RANKL-induzierten TRAP-Aktivitit in PBMZs.
Zusammenfassend deuten die Ergebnisse der Studie darauf hin, dass hydrolysiertes Kollagen
(HK) aus dem Blutserum von Mé&usen und Menschen eine regulatorische Wirkung auf die
Differenzierung von Osteoklasten-Vorldauferzellen hat. Diese regulatorischen Effekte gehen
mit einer herunterregulierten Genexpression von CD36 (Zellfusionsmarker), Traf6, Csflr
und Tnfrsflb (Differenzierungsmarker) sowie Acp5/TRAP und Car2 (Aktivitatsmarker)

einher.

In einer Studie von Elango et al. (2018) wurden die Auswirkungen von Haifischknorpel-
Kollagen (HK) auf Osteozyten (OZ) untersucht, sowie deren Einfluss auf die
Osteoklastogenese. Die Experimente wurden unter Verwendung von primaren OZ und
murinen  Knochenmark-Makrophagen (OK-Vorléuferzellen) durchgefiihrt. Um die
Testsubstanzen zu erhalten, wurde Kollagen Typ 2 aus dem Knorpel von Walhaien mittels
0,5 M Essigséaure und 1% Pepsin extrahiert und gereinigt. AnschlieBend wurde es mittels
Thermolysin in 50 mM Natriumphosphat-Puffer bei 70°C fur 60 Minuten behandelt, um
HK-Typ 2 und zwei Polypeptidfraktionen (57 und 40 kDa) durch Ultrafiltration zu isolieren.
In einem ersten Experiment wurden die Effekte von HK-Typ 2 (in Konzentrationen von 1,
10 und 50 pg/ml) sowie der beiden Polypeptide (40 und 57 kDa) auf die Proliferation und
ALP-Aktivitat der OZ untersucht. Die OZ wurden aus den Langknochen von Mé&usen isoliert
und in einem o-MEM und 10% fétalem Kélberserum bei 37°C kultiviert. Die Daten wurden
nach 0, 4 und 7 Tagen erfasst, wobei der Proliferationsassay mit einem Invitrogen Zellzéhler
durchgefuhrt wurde. Die Ergebnisse zeigten, dass nach 4 Tagen die Gruppen, die mit HK-
Typ 2 und dem 57-kDa-Polypeptid (bei 50 ug/ml) behandelt wurden, eine signifikant hohere
Anzahl an OZ aufwiesen im Vergleich zur Kontrolle (p < 0,05). Nach 7 Tagen war dieser
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Unterschied jedoch nicht mehr signifikant. Die ALP-Aktivitat wurde mittels eines pNPP-
Assays bestimmt. Es wurde festgestellt, dass die ALP-Aktivitat durch die Behandlung mit
HK-Typ 2 und seinen Polypeptiden dosisabhéngig erhoht wurde (1 bis 50 ug/ml) im
Vergleich zur Kontrolle. Die ALP-Aktivitét blieb auch am 7. Tag in den Gruppen, die mit
HK-Typ 2 (50 pg/ml), dem 40-kDa-Polypeptid und dem 57-kDa-Polypeptid behandelt
wurden, im Vergleich zur Kontrolle erhéht (p < 0,05). Insgesamt deuten die Ergebnisse
darauf hin, dass HK die Proliferation von OZ in der Anfangsphase fordert und mit einer
erhdhten ALP-Aktivitat in Verbindung steht. In einem weiteren Versuch wurde die mRNA-
Expression osteogener Marker in den OZ mittels RT-PCR untersucht. Dazu wurden 2,5 x
1075 Zellen pro Vertiefung in 6-Well-Mikrotiterplatten ausgesat und in Kombination mit
verschiedenen Konzentrationen von HK (1, 10 und 50 pg/ml) kultiviert. Die mMRNA-
Expression von Sost, ll6ra, Tnfsfll, Tnfrsfllb und Col2al wurde zu verschiedenen
Zeitpunkten (0, 1 und 6 Stunden) ermittelt. Die Ergebnisse zeigten, dass die Col2al-
Expression durch die Behandlungen nicht signifikant verandert wurde, auRer bei einer hohen
Dosis der Polypeptide (50 pg/ml) nach einer Stunde (p < 0,05). Nach 6 Stunden fiihrte eine
niedrige Dosis von HK-Typ 2 (1 pg/ml) und des 57-kDa-Polypeptids zu einer erhohten
Col2al-Expression. Des Weiteren wurde in der Kontrollgruppe eine signifikante Erhéhung
der ll6ra-Expression in den ersten sechs Stunden beobachtet (p < 0,05). Nach der ersten und
sechsten Stunde verringerte sich die ll6ra-Expression mit steigender HK-Typ 2 und 57-kDa-
Konzentration (bis 50 ug/ml) (p < 0,05). IL-6 dient als Marker fir die Reifung, Aktivierung
und Rekrutierung von OK. Die Expression von Tnfrsfllb blieb nach einer Stunde
unabhéngig von der Behandlung unveréndert. Nach 6 Stunden wurde eine signifikante
Erhohung der Tnfrsf11b-Expression beobachtet, die mit Konzentrationen von HK-Typ 2 (10
und 50 pg/ml) sowie des 57-kDa-Polypeptids (50 pg/ml) zunahm (p < 0,05). Das Tnfrsf11b-
Gen ist flr die Synthese von OPG bekannt, welches die Knochenresorption hemmt. Das
Tnfsf11-Gen ist hingegen fur fir die Synthese von RANKL verantwortlich, welches die
Osteoklastogenese fordert. Nach einer und sechs Stunden zeigte sich eine signifikante
Verringerung der Tnfsfl1l-Expression mit steigender HK-Typ 2- und Polypeptid-
Konzentration (bis 50 pg/ml) im Vergleich zur Kontrolle (p < 0,05). Das Sost-Gen ist
verantwortlich fiir die Produktion von Sklerostin, das die Knochenbildung hemmt. Bereits
nach einer Stunde wurde eine signifikante Verringerung der Sost-Expression festgestellt,
wahrend die Konzentration von HK-Typ 2 und den Polypeptiden (50 pg/ml) zunahm, im
Vergleich zur Kontrolle (p < 0,05). Zusammenfassend deuten die Befunde darauf hin, dass

die Expression osteogener Regulationsgene wie Col2al nach einer Stunde stimuliert und
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spater nach sechs Stunden in mit HK-behandelten OZ verringert wird. Die OK-
regulatorische Gene, wie ll6ra und Tnfsf11, wurden in mit HK-Typ 2 und Polypeptiden
behandelten OZ unterdriickt, was auf eine Herunterregulierung osteoklastogenetischer
Signale hindeutet. In einem weiteren Versuch wurde die Wirkung von HK auf die
Differenzierung von OK-Vorlauferzellen untersucht. Die OK-Vorlauferzellen wurden mit
RANKL und MCSF behandelt, in Kombination mit verschiedenen HK-Konzentrationen.
Die Ergebnisse zeigen, dass héhere Konzentrationen von HK-Typ 2 und den Polypeptiden
die Anzahl der OK deutlich reduzierten (p < 0,01). Im Gegensatz dazu erhohte die
Behandlung mit murinem Oncostatin M (positive Kontrolle) die Anzahl der OK im
Vergleich zur Kontrolle. Die Anzahl der OK mit zwei Kernen war jedoch in der m-OSM-
behandelten Gruppe im Vergleich zur Kontrolle verringert (p < 0,01). Die Gruppen, die mit
hoheren Konzentrationen von HK-Typ 2 und den Polypeptiden behandelt wurden, zeigten
eine erhebliche Verringerung sowohl von OK mit zwei Kernen als auch mit drei Kernen, im
Vergleich zur Kontrolle (Abb. 13; p <0,01).
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Abbildung 13: Effekt von HK-Typ 2 und Polypeptiden (57 kDa; 40 kDa) auf die Osteoklastogenese in OK-
Vorlauferzellen. Kontrollzellen wurden nur mit M-CSF und RANKL behandelt. * p < 0,05 im Vergleich zur
Kontrolle (Elango et al., 2018).

Unter Verwendung eines Lichtmikroskops bei 10-facher VergroRerung wurden
morphologische Veranderungen festgestellt, die auf Apoptose in den mit héheren Dosen von
HK-Typ 2 behandelten OK hindeuten. Diese apoptose-assoziierten Veranderungen wurden
jedoch nicht in der Gruppe mit niedrigerer Dosis beobachtet. Diese Beobachtung lasst darauf
schlieRBen, dass hohe Konzentrationen von HK-Typ 2 die Differenzierung beeintréchtigen
und die Apoptoserate in OK erhéhen kénnen. In einem weiteren Versuch wurde untersucht,
wie sich HK in einem Co-Kulturmodell mit OZ und OK-Vorlduferzellen auf die

Osteoklastogenese auswirkt. Die BMMs wurden zusammen mit OZ fir 7 Tage kultiviert,
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und die Auswirkungen der Behandlung mit dem OK-Stimulator m-OSM (50 ng/ml) in
Kombination mit HK-Typ 2 (50 pg/ml) untersucht. Elango et al. beobachteten, dass in der
mit m-OSM und HK behandelten Gruppe TRAP-positive Einzel- und Doppelkernzellen
gebildet wurden. Allerdings war die Anzahl dieser TRAP-positiven Zellen signifikant
geringer als in der positiven m-OSM-Kontrollgruppe (p < 0,05). Dieser Versuch zeigte, dass
HK-Typ 2 die starke Wirkung der m-OSM-Stimulation unterdriicken konnte und die
Osteoklastogenese verringert wurde. Zusammenfassend deuten die Ergebnisse der Studie
darauf hin, dass HK-Typ 2 aus Knorpel die Differenzierung von OK-Vorlauferzellen
verringert. In OZ wird die Expression osteoklastogenetischer Marker wie IL-6 und SOST
herunterreguliert, wéhrend gleichzeitig osteogene Marker wie OPG hochreguliert werden.

N'deh et al. (2020) untersuchten im ersten Teil ihrer Studie die Auswirkungen eines
Kollagenpeptidextrakts (KP) aus Ogye-Huhnern auf die Differenzierung und Genexpression
von OK. Die in-vivo Untersuchungen von N’deh et al. werden im Kapitel 5.6 ,,Osteoporose-
priventive Wirkung in Tierversuchen“ ergénzt. Der Kollagenpeptidextrakt wurde aus
schwarzen Ogye-Hihnern gewonnen und durch Anwendung von Hitze und Druck isoliert,
gefolgt von einer Filtration. Die Untersuchungen wurden unter Verwendung von
praosteoklastischen RAW 264.7-Zellen durchgefuhrt, die in einem speziellen
Zellkulturmedium (DMEM) mit 10% FKS und 1% Penicillin-Streptomycin bei 37 °C
kultiviert wurden. Zunéachst wurden die RAW 264.7-Zellen (5 x 10"4 Zellen) in einer 96-
Well-Platte gesat und fur 24 Stunden mit verschiedenen Konzentrationen von KP (500 oder
1000 pg/mL) inkubiert, um die Zellviabilitat mittels eines MTT-Assays zu bestimmen. Die
Ergebnisse zeigten, dass KP bei den getesteten Konzentrationen keine zytotoxischen Effekte
auf die OK-Vorl&uferzellen hatte. AnschlieRend wurde die TRAP-Aktivitat als Indikator fur
die OK-Differenzierung und -Funktion in RAW 264.7-Zellen gemessen, die mit KP (0, 250,
500 und 1000 pg/mL) fiir vier Tage nach Stimulation mit RANKL (50 ng/mL) behandelt
wurden. Die Messungen wurden mithilfe eines pNPP-Assays in Kombination mit einem
Leukozyten-Saurephosphatase-Assay-Kit durchgefiihrt. Es konnte beobachtet werden, dass
KP (bei 500 und 1000 pg/mL) die TRAP-AKktivitat 1,5- bzw. 1,8-fach im Vergleich zur
Kontrollgruppe reduzierte (p < 0,05). Zusatzlich wiesen die mit KP behandelten RAW
264.7-Zellen signifikant weniger TRAP-positive multinukleédre Zellen auf, im Vergleich zur
Kontrollgruppe (p < 0,05). In einem weiteren Versuch untersuchten N’deh et al. die mRNA-
Expression osteoklastischer Marker in den KP-behandelten Zellen mittels RT-PCR. Die
Expression von OPG in den Zellen, die mit 500 pg/mL und 1000 pg/mL KP behandelt
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wurden, war um das 2-fache hoher als in der Kontrollgruppe (p < 0,05). Die mRNA-
Expression von RANKL war unabhangig von der KP-Konzentration um das 1,6-fache
reduziert. Das Verhéltnis von RANKL zu OPG wurde bei 500 pg/mL KP um das 4,2-fache
reduziert und bei 1000 pg/mL KP um das 3,4-fache, im Vergleich zur Kontrollgruppe (p <
0,05). Des Weiteren wurde eine dosisabhéngige Reduktion der TRAP-Expression in den KP-
behandelten Zellen beobachtet: Bei 500 pg/mL KP war sie um das 1,8-fache und bei 1000
pg/mL KP um das 2,5-fache niedriger (p < 0,05). Die Expression von Cathepsin K wurde
bei allen getesteten KP-Konzentrationen um etwa das 1,4-fache reduziert (p < 0,05).
Insgesamt deuteten die Ergebnisse darauf hin, dass KP aus Ogye-Hihnern die
Osteoklastogenese in RAW 264.7-Zellen beeintrachtigt und zu einer veranderten
Genexpression osteoklastischer Marker fuhrt. Interessanterweise wurde auch eine
Verschiebung des RANKL-OPG-Verhéltnisses zugunsten von OPG beobachtet.

Die vorgestellten Studien liefern interessante Einblicke, die darauf hindeuten, dass HK die
Osteoklastogenese in OK-Vorlauferzellen hemmt und die Expression osteoklastischer
Marker herunterreguliert. Die Studien von Kuo et al. (2021), Wauquier et al. (2019), Elango
et al. (2018) und N’deh et al. (2020) verwendeten verschiedene OK-Zelllinien, darunter
praosteoklastische RAW264.7-Zellen, humane periphere mononukledre Zellen (PBMZs)
und murine Knochenmark-Makrophagen (BMMs). Elango et al. verwendeten zudem
Osteozyten (0Z), die als wichtige Regulatoren der Osteoklastogenese gelten. Im Rahmen
der Studien wurde HK aus verschiedenen Quellen wie Rind (Wauquier et el.), Haifisch
(Elango et al.) und Ogye-Huhn (N’deh et al.) extrahiert und hydrolysiert. Kuo et al.
verwendeten hydrolisierte Gelatine ohne die Herkunft oder das Molekulargewicht zu
deklarieren. Das Molekulargewicht der Peptide variierte zwischen 2 kDa und 5 kDa. Elango
et al. untersuchten zusatzlich Polypeptide mit 40- und 57 kDa. Die Zellviabilitat wurde
mittels MTT-Assays und Invitrogen-Zellz&hlern gemessen. Waugier et al. 2019 verwendete
ein  XTT-basiertes Proliferationskit. Préosteoklastische OK-Vorlauferzellen wurden
zusammen mit RANKL (25 - 100 ng/ml) inkubiert. Wahrend Kuo et al. und N’deh et al. 50
ng/ml verwendeten, setzten Elango et al. auf eine Konzentration von 100 ng/ml, um die
Differenzierung zu induzieren. Die TRAP-AKktivitdt wurde in den Studien als primarer
Marker fir osteoklastische Zellen verwendet. Fiir die Analyse der TRAP-Aktivitat wurden
grofteils pNPP-Assays verwendet. Alle Studien beobachteten eine signifikant verringerte
TRAP-AKktivitdt in den mit HK-behandelten Zellen. Die Ergebnisse wurden durch die
reduzierte Bildung mehrkerniger Zellen bestétigt. Kuo et al. beobachteten eine Verringerung
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der Zellfusion (von ~73,3% zu ~52,2%) und eine verringerte Bildung von Resorp-
tionsgruben (von ~45% zu ~13%) bei einer HK-Konzentration von 2%. Waugquier et al.
verwendeten das Blutserum von M&usen und Menschen, die zuvor HK konsumiert hatten
und beobachteten in OK-Vorlauferzellen eine -18% (Humanserum) bis -58% (Mausserum)
verringerte TRAP-Aktivitdt. N’deh et al. stellten eine 1,5- bis 1,8-fache Verringerung der
TRAP-Aktivitat in RAW-264.7-Zellen fest, die mit 500 bzw. 1000 pg/mL HK kultiviert
wurden. Die Auswirkungen auf die verringerte Diffenzierung von OK-Vorlauferzellen
scheint deutlich zu sein und je nach Studiendesign unterschiedlich stark auszufallen. Darlber
hinaus war die Untersuchung der Expression osteoklastischer Marker Schwerpunkt der
vorgestellten Studien. Fir die Analyse der mRNA-Expression wurden studientbergreifend
RT-PCR-Analysen durchgefiihrt. Waugier et al. verwendeten TagMan Low-Density-Arrays
(TLDAS) zur Analyse der Genexpression, die auf der PCR-Methode basieren. Obwohl in
den vorgestellten Studien teilweise unterschiedliche Gene und Marker analysiert wurden,
lassen sich dennoch gemeinsame Muster erkennen. Ein wiederkehrendes Ergebnis war die
verringerte MRNA-Expression von Genen, die mit der Aktivitdt und Funktion der OK in
Verbindung stehen. Kuo et al. beobachteten, dass die Expression von TRAP, NFATc1 und
B-Integrin signifikant reduziert wurden (p < 0,05). Waugier et al. stellten zudem eine
signifikante Reduktion von Markern der Zellfusion (CD36), Reifung (Traf6, Csflr,
Tnfrsflb) und Aktivitdt von OK wie TRAP und Car2 fest. N’deh stellten ebenfalls eine
verringerte  TRAP-Expression, sowie eine 1,4-fache Verringerung der Cathepsin K-
Expression fest. Dariiber hinaus deuten die Ergebnisse von Elango et al. und N’deh et al.
darauf hin, dass HK das Gleichgewicht bestimmter Wachstumsfaktoren beeinflussen konnte.
N’deh stellte in OK eine Herunterregulierung von RANKL (Tnfsf11-Gen) fest, wahrend die
OPG (Tnfrsf11b-Gen)-Expression geférdert wurde. Elango et al. beobachtete einen
ahnlichen Effekt in OZ, bei denen die HK-Behandlung zu einer Herunterregulierung
osteoklastenfordernder Marker wie 1L-6 und SOST fihrte, wéhrend regulatorische Marker
wie OPG hochreguliert wurden.
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5.6 Osteoporose-praventive Wirkung in Tierversuchen
In den in-vitro Untersuchungen der vorherigen Kapitel konnte gezeigt werden, dass HK die

Differenzierung von OB-Vorlauferzellen tiber Runx2 fordert. Im Gegensatz dazu wurde die
Differenzierung von OK-Vorlauferzellen tber eine Runterregulierung von NFATcl ge-
hemmt. In reifen OB konnte eine erhdhte Expression osteogener Proteine beobachtet
werden, wohingegen es in OK zu einer deutlichen Abnahme der Expression lytischer
Enzyme kam. Zusétzlich konnte in allen untersuchten Knochenzellen (OB, OK, OZ) eine
Verschiebung des RANKL/OPG-Verhaltnisses zugunsten von OPG beobachtet werden.

Liu et et al. 2020 untersuchten die protektive Wirkung von HK auf Retinsdure-induzierte
Osteoporose in Kunming-Mausen. Im Rahmen der Studie erfolgte die Hydrolyse von
Kollagen aus Schmerlenfischen mittels einer alkalischen Protease iber einen Zeitraum von
2 Stunden, gefolgt von einer Sprihtrocknung bei 180°C. Die verwendeten Versuchstiere
waren Kunming-Mause im Alter von 9-11 Wochen mit einem Durchschnittsgewicht von
38.14 + 1.20 g, die vom Zhaoyan New Drug Research Center Co., Ltd. (Suzhou, China)
beschafft wurden. Die Mause wurden zuféllig in sechs Gruppen (n = 15/Gruppe) aufgeteilt,
darunter die Kontrollgruppe (K), die Osteoporose-Modellgruppe (ohne jegliche Zusétze),
die Gruppe mit niedriger HK-Dosis (1 g/kg/d), die Gruppe mit hoher HK-Dosis (2 g/kg/d),
die Gruppe mit niedrig dosiertem HK in Kombination mit Natriumselenit (2 g/kg/d HK +
0,1 mg/kg/d NaSe) und die Gruppe mit hoch dosiertem HK in Kombination mit NaSe (2
g/kg/d HK + 0,2 mg/kg/d NaSe). Zur Induktion der Osteoporose erhielten die
experimentellen Gruppen (ber einen Zeitraum von 2 Wochen eine intragastrische
Retinsaure-Suspension (70 mg/kg/d), wéahrend die Kontrollgruppe mit einer Kochsalzldsung
(70 mg/kg/d) behandelt wurde. AnschlieBend wurden die Gruppen Uber einen Zeitraum von
6 Wochen mit HK und NaSe intragastrisch behandelt. Nach Beendigung der Behandlung
wurden die Ma&use euthanasiert, um Blut- und Knochenproben zu entnehmen. Die
gewonnenen Blutproben wurden mittels Zentrifugation bei 3.000 U/min fur 10 Minuten
aufgearbeitet, um das Blutserum zu isolieren. In einem initialen Experiment wurde das
isolierte  Mauseserum mithilfe standardisierter Testkits auf osteoporose-relevante
Blutmarker, wie k-ALP, TRAP, Calcium und Phosphor untersucht. Die Ergebnisse ergaben,
dass die Serumkonzentrationen von Calcium und Phosphor in der Modellgruppe signifikant
héher waren im Vergleich zur Kontrollgruppe (p < 0,05). Hingegen wiesen die vier anderen
Gruppen signifikant niedrigere Calciumwerte im Vergleich zur Modellgruppe auf. Die
Gruppen mit hoch dosiertem HK sowie in Kombination mit NaSe zeigten signifikant
niedrigere Phosphorwerte im Serum im Vergleich zur Modellgruppe. Die Analyse der
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Mineralstoffspiegel legt nahe, dass HK oder die Kombination von HK mit NaSe dazu
beitragt, den Calciumgehalt der Knochen auf einem normalen Niveau zu halten. Daruber
hinaus konnte beobachtet werden, dass die Serumkonzentrationen der Enzyme TRAP und
k-ALP in der Modellgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhéht waren (p <
0,05). In den HK-Gruppen sowie den Gruppen mit HK und NaSe zeigte sich eine Tendenz
zur Verringerung der Aktivitaten dieser Enzyme im Vergleich zur Modellgruppe, jedoch
wurde keine statistische Signifikanz erreicht. Mittels einer Mikro- Computer-
tomographie(CT)-Analyse wurde die Mikroarchitektur der Schienbeine der Versuchstiere
untersucht, wobei eine deutliche Reduktion der trabekuldren Dichte und eine Lockerung der
trabekuléren Strukturen in der Modellgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe zu
verzeichnen war. In den HK-Gruppen war der trabekuldre Knochenverlust geringer und die
Abnahme der trabekuldren Netzstruktur wurde vermindert. Die Gruppen, die mit HK in
Kombination mit NaSe behandelt wurden, wiesen eine deutlich hohere trabekuldre Dichte
auf (p < 0,05). Die Versuchsergebnisse deuten darauf hin, dass die Behandlung mit
Retinsédure zu drastischen osteoporotischen Veranderungen fuhrte. Die Behandlung mit einer
hohen HK-Dosis sowie in Kombination mit NaSe zeigte eine signifikante Verbesserung der
Mikroarchitektur der M&useknochen. In einem weiteren Experiment wurde der Einfluss von
HK auf die mRNA-Expression in den Oberschenkelknochen untersucht. Hierzu wurden die
Knochenproben homogenisiert und die RNA mittels sequenzieller Extraktion mit
Chloroform und Isopropanol isoliert. AnschlieRend erfolgte eine Zentrifugation bei 12.000
U/min fur 15 Minuten bei 4 °C. Die Gesamt-RNA (3,0 pg) jeder Probe wurde mithilfe eines
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kits in cDNA umgeschrieben und mittels RT-PCR
analysiert. Liu et al. beobachteten eine signifikant erhohte mRNA-Expression von Wnt10,
B-Catenin, Runx2 und Osterix in der Modellgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe. Diese
Uberexpression konnte durch die Vorbehandlung mit HK und insbesondere in Kombination
mit NaSe, normalisiert werden. Besonders die Kombination von HK mit NaSe zeigte
deutliche regulatorische Effekte auf Runx2 und Osterix (p < 0,05). Die Befunde legen nahe,
dass eine Retinsdure-induzierte Osteoporose durch eine Uberexpression osteogener Marker
gekennzeichnet ist. Die beobachtete Uberexpression deutet darauf hin, dass eine
kompensatorische Hyperplasie des Mauseknochens als Reaktion auf den induzierten
Knochenabbau stattfindet. Zusétzlich wurde in der Modellgruppe eine signifikant hohere
MRNA-Expression von RANKL im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt, begleitet von
einer deutlich verringerten OPG-Expression. Das RANKL/OPG-Verhaltnis war folglich

signifikant erhéht (p < 0,05). Im Gegensatz dazu wiesen die Gruppen, die mit HK oder in
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Kombination mit NaSe behandelt wurden, ein signifikant niedrigeres RANKL/OPG-
Verhaltnis im Vergleich zur Modellgruppe auf (Abb. 14C; p < 0,05). Dariber hinaus
beobachteten Liu et al. eine signifikant erhéhte mRNA-Expression von TRAF6, NF-kB und
NFATcL in der Modellgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe. In den Gruppen, denen HK
in Kombination mit NaSe verabreicht wurde, zeigte sich hingegen eine deutliche Reduktion
der mRNA-Expression von NF-kB im Vergleich zur Modellgruppe. Insgesamt war die
MRNA-Expression von TRAF6 durch die HK-Behandlung signifikantreduziert (Abb. 14D;
p <0,05). Die Expression von NFATc1 wurde jedoch nur in den Gruppen mit hochdosiertem
HK in Kombination mit NaSe deutlich reduziert.
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Abbildung 14: MRNA-Expression von TRAF6 und des RANKL/OPG-Verhiltnisses bei Mausen. C, Kontrollgruppe;
M, Osteoporose-Modellgruppe; LLCP, Modell + niedrige Dosis LCP; HLCP, Modell + hohe Dosis LCP; HLCP + LSe,
Modell + hohe Dosis LCP + niedrige Dosis Natriumselenit; HLCP + HSe, Modell + hohe Dosis LCP + hohe Dosis
Natriumselenit. Die verschiedenen Buchstaben geben signifikante Unterschiede zwischen den Behandlungen an
(p < 0,05) (Liu et al., 2020).

Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass die Retinsdure-induzierte Osteoporose zu einer
erhohten Expression osteoklastischer Marker fiihrt, die mit einer Uberexpression osteogener
Marker einhergeht. Zusammenfassend deuten die Erkenntnisse darauf hin, dass die
Verabreichung von HK, insbesondere in Kombination mit NaSe, den Knochenabbau bei
Retinsdure-induzierter Osteoporose effektiv reduzieren kann. Die beobachteten Effekte von

HK gehen mit einer Regulierung des OPG/RANKL/NF-kB-Signalwegs einher.

In Kapitel 5.5 wurden bereits die in-vitro Untersuchungen von N’deh et al. vorgestellt, bei
denen die Effekte von HK aus Ogye-Huhnern auf Knochenzellen untersucht wurden. Im
zweiten Teil der Studie verwendeten N’deh et al. (2020) vier Wochen alte Wistar-Ratten,
die entweder einer Scheinoperation (n = 12) oder einer ovariektomierten OV X-Gruppe (vier
Gruppen, n = 48) zugeteilt wurden. An der OV X-Gruppe wurde ein Eingriff zur Entfernung

der Eierstocke unterzogen, um eine postmenopausale Osteoporose zu simulieren. Das
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durchschnittliche Gewicht der Ratten betrug 117 + 7 g. Die negative OV X-Kontrollgruppe
erhielt ein Futter mit geringerem Calciumgehalt (0,01 % Ca) im Vergleich zum reguléren
Futter (0,6 % Calcium). Die OV X-Ratten, die mit HK behandelt wurden, erhielten ebenfalls
Futter mit niedrigem Calciumgehalt (0,01 %). Die Tiere wurden in finf Gruppen aufgeteilt
(n = 12 pro Gruppe): Schein-OP (normales Futter), OVX (OVX + niedriger Ca-Gehalt),
positive Kontrolle (OVX + normals Futter), GDC2 (OVX + 2 g/kg HK) und GDC3 (OVX
+ 3 g/kg HK). Die Verabreichung von HK erfolgte enteral. Nach einer Futterungsperiode
von 8 Wochen wurden die Tiere euthanasiert. AnschlieBen wurden die Schienbeinknochen
entnommen und Blutserum durch Zentrifugation bei 848 x g fur 30 Minuten gewonnen. In
einem ersten Experiment wurde eine Mikro-CT-Analyse der Schienbeine durchgefuhrt, um
die Knochenmineraldichte (BMD) in den trabekuldren und kortikalen Bereichen zu
quantifizieren. Ebenso wurden Knochenstrukturparameter wie das Verhéltnis von
Knochenoberflache zu Knochenvolumen (BSA/BV), das Verhaltnis von Knochenvolumen
zu Gesamtvolumen (BV/TV) sowie die Abstdnde und Dicke der Trabekel erfasst. Die
Ergebnisse der OV X-Ratten zeigten eine signifikante Verringerung der trabekuléren und
kortikalen BMD (p < 0,05). Ahnlich waren BV/TV, BSA/BV und die Trabekelparameter im
Vergleich zur Schein-OP-Gruppe signifikant reduziert (p < 0,05). Im Gegensatz dazu wiesen
sowohl die GDC2- als auch die GDC3-Gruppe im Vergleich zur negativen Kontrolle hohere
Werte fir trabekuldre und kortikale BMD auf. Auch das BV/TV-Verhéltnis sowie die
Trabekelzahl und -dicke waren in den GDC2- und GDC3-Gruppen im Vergleich zur
negativen Kontrolle verbessert. Bestimmte Parameter wie das Verhaltnis von BSA/TV und
Trabekelabstdnde wiesen in den GDC2- und GDC3-Gruppen eine signifikante Verringerung
im Vergleich zur negativen Kontrolle auf (p < 0,05). Trotz fehlender signifikanter
Unterschiede in der BMD zwischen der GDC2- und GDC3-Gruppe wurde festgestellt, dass
die Verabreichung von 2 g/kg HK im Vergleich zu 3 g/kg HK zu einem verbesserten BV/TV-
Verhaltnis und einer erhéhten Trabekeldicke fuhrte (p < 0,05). Die Ergebnisse deuten darauf
hin, dass die Zugabe von HK den Verlust der trabekuldren Knochenmasse und -integritat bei
OVX-Ratten positiv beeinflusst. In einem weiteren Experiment wurde die Genexpression
mittels RT-PCR untersucht. Dabei wurde die mRNA-Expression von osteogenen und
osteoklasitschen Genen der Schienbeine analysiert, darunter BMP-2, RUNX2, Wnt3a, OC,
COL-1, OPG, RANKL, TRAP und Cathepsin K. Die OVX-Kontrollgruppe zeigte im
Vergleich zur Schein-OP-Gruppe eine signifikante Abnahme der mRNA-Expression fir
BMP-2 (1,8-fach), Wnt3a (3,3-fach), Runx2 (6-fach), OCN (1,6-fach) und Col-1 (4-fach) (p
< 0,05). Die mit HK-behandelten Gruppen (2 g/kg bzw. 3 g/kg HK) wiesen im Vergleich
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zur negativen Kontrolle eine signifikante Steigerung der mRNA-Expression fir BMP-2 (1,7-
bzw. 2,6-fach), WNT-3a (1,2- bzw. 1,3-fach), Runx2 (2,3- bzw. 3,7-fach), OCN (1,7- bzw.
1,8-fach) und Col-1 (2,2- bzw. 1,3-fach) auf. Abgesehen von Col-1 fiihrte eine hohere HK-
Dosis zu einer starkeren mRNA-Expression osteogener Marker. Im Vergleich zur positiven
Kontrolle fuhrten die HK-Gruppen zu einer signifikant starkeren Steigerung der BMP-2-,
Runx2- und OCN-Expression (p < 0,05). Zudem wies die negative Kontrolle im Vergleich
zur Schein-OP-Gruppe eine signifikant niedrigere Expression von OPG (3,7-fach), RANKL
(5,3-fach), TRAP (4,0-fach) und Cathepsin K (9,5-fach) auf (p < 0,05). Im Gegensatz dazu
zeigten die HK-Gruppen (2 g/kg bzw. 3 g/kg HK) im Vergleich zur negativen Kontrolle eine
deutliche Steigerung der OPG-Expression (3,3- bzw. 2,6-fach) sowie eine signifikant
niedrigere RANKL- (1,6- bzw. 2,8-fach), TRAP- (1,7- bzw. 1,5-fach) und Cathepsin K-
Expression (7,5- bzw. 15-fach) auf (p < 0,05). Unter den HK-Dosierungen fuhrte eine Dosis
von 2 g/kg HK zu einer starkeren Steigerung von OPG und einer starkeren Abnahme der
TRAP-Expression. Bei einer Dosis von 3 g/kg HK war das RANKL/OPG-Verhéltnis sowie
die RANKL- und Cathepsin K-Expression hingegen geringer. In Bezug auf die osteogenen
Marker wurde bei einer htheren HK-Dosis (3 g/kg) eine hohere Expression festgestellt. Die
Effekte von HK stehen dabei in Zusammenhang mit dem MAPK-Signalweg. Die Ergebnisse
der vorliegenden Studie legen nahe, dass HK zu einem deutlichen Anstieg der mRNA-
Expression osteogener Gene flhrt, die mit einer gesteigerten Knochenbildung in Verbindung
stehen. Zudem fiihrt HK zu einer deutlichen Abnahme von Markern fiir Knochenabbau, die
mit erhohter Knochenresorption in Verbindung stehen. Um die Effekte von HK auf den
MAPK-Signalweg zu untersuchen, erfolgte eine Analyse der Proteinexpression
phosphorylierter Formen von ERK, p38 und JNK mittels Western Blot. Im Vergleich zur
Schein-OP-Gruppe kam es bei der OV X-Kontrollgruppe zu einer deutlichen Abnahme der
p-ERK-Expression (3,2-fach) sowie eine Reduktion von p38 (1,6-fach), begleitet von einer
Zunahme von phosphoryliertem JNK (2-fach) (p < 0,05). Die Gruppen, die HK erhielten (2
g/kg bzw. 3 g/kg), zeigten hingegen eine bedeutsame Zunahme der phosphorylierten ERK-
Proteinexpression (1,9- bzw. 1,3-fach) und eine Erhohung der phosphorylierten p38-
Proteinexpression (1,5- bzw. 1,6-fach). Gleichzeitig wurde die Expression von phospho-
ryliertem JNK in diesen Gruppen reduziert (1,2. bzw. 1,8-fach), verglichen mit der negativen
Kontrollgruppe (p < 0,05). Besonders hervorzuheben ist, dass eine HK-Dosis von 2 g/kg
eine verstarkte Zunahme der phosphorylierten ERK-Proteinexpression zeigte, wahrend 3
g/kg HK die Hemmung der phosphorylierten JNK-Proteinexpression verstarkte. Die

Resultate aus den Western Blot Analysen legen nahe, dass HK eine regulierende Wirkung

60



auf die osteogenen MAPK-Signalwege ausilibt. Die Ergebnisse der in-vivo Versuche von
N’deh legen nahe, dass HK osteoporotische Verdnderungen in ovarektomierten Méausen
vermindern kann. HK fiuhrte dabei zu einer héheren Expression osteogener Marker sowie
einer reduzierten Expression osteoklastischer Marker. Die protektiven Effekte von HK

stehen dabei in Verbindung mit dem MAPK-Signalweg.

In einer Untersuchung von Kim et al. (2013) wurde die therapeutische Wirksamkeit von HK
aus Schweinehaut in einem in-vivo Osteoporosemodell unter Verwendung ovariektomierter
Ratten analysiert. Das Hauptziel der Studie lag in der Erfassung potenzieller Veranderungen
relevanter Knochenparameter und Blutserummarker. Fir die Versuche wurde Kollagen aus
Schweinehaut mithilfe eines Enzymgemischs (1% Novozymes) bei einer Temperatur von 50
°C hydrolysiert. AnschlieRend wurde der Uberstand nach Zentrifugation bei 3.000 x g fir
15 Minuten mittels eines Ultrazentrifugenfilters isoliert. Kim et al. verwendeten weibliche
Sprague-Dawley-Ratten im Alter von 3 Monaten. Bei den Ratten wurden entweder eine
Ovarektomie (OVX) oder eine simulierte Operation durchgefuhrt. Die Ratten wurden in
insgesamt sieben Gruppen aufgeteilt, wobei jede Gruppe aus 12 Tieren bestand. Eine der
OVX-Gruppen erhielt eine Didt mit 1% Casein, wéhrend die anderen Gruppen
unterschiedliche Dosen von HK (0,1%, 0,3%, 1% und 4%) verabreicht bekamen. Nach einer
Zeitspanne von 12 Wochen wurden bei betdubten Ratten die Knochendichte gemessen und
Blutproben enthommen, bevor sie euthanasiert wurden. In einem ersten Versuch wurde die
areale Knochendichte (aBMD) mittels DEXA-Scan analysiert. Die Ratten wurden fir die
Scans in eine horizontale Position platziert. Anhand der Scans wurden die aBMD fur den
gesamten Korper, die Lendenwirbelsdule (L1 - L5) sowie den Oberschenkelknochen
berechnet. Es zeigte sich, dass die Ovarektomie zu einer signifikanten Reduktion der BMD
des gesamten Korpers (-3,4%), der Lendenwirbelsédule (-12,4%) wund der
Oberschenkelknochen (-10,1%) im Vergleich zur Schein-OP-Gruppe flihrte (Abb. 15; p <
0,01). Hingegen zeigte die HK-Behandlung eine dosisabhéngige Verbesserung der aBMD
fur den gesamten Korper und die Lendenwirbelsdaule (Abb. 15A). Die Gabe von Casein hatte
keine signifikate Auswirkung auf die aBMD. Interessanterweise hatte bereits eine HK-
Konzentration von 0,3% einen signifikanten Einfluss auf die aBMD der Lendenwirbelsdule
im Vergleich zur OVX-Kontrollgruppe (Abb. 15B; p < 0,05). Eine statistisch signifikante
Erhéhung der aBMD fir den gesamten Korper wurde jedoch erst bei einer HK-
Konzentration von 1,0% erreicht (p < 0,05). Der hochste beobachtete Effekt auf die aBMD
des gesamten Korpers trat bei einer Konzentration von 4,0% HK auf und fiihrte zu aBMD-

Werten, die mit denen der Schein-OP-Kontrollgruppe vergleichbar waren. Darlber hinaus
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wurde bei einer HK-Konzentration von 1% eine leichte Steigerung der aBMD des
Oberschenkelknochens festgestellt, die jedoch wie die Casein-Behandlung keine statistische
Signifikanz aufwies. Zur Analyse der Auswirkungen auf die Mikroarchitektur des Knochens
wurden Gewebeproben mittels SE-Fotomikroskopie untersucht. Die Verabreichung von HK
fuhrte zu einer erhohten trabekuléaren Dichte und zu dickeren trabekuléren Knochen. Diese

Befunde deuten darauf hin, dass HK dem Knochenverlust praventiv entgegenwirken kann.
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Abbildung 15: A) Auswirkungen von HK auf die Knochenmineraldichte (BMD) des gesamten Kérpers und (B)
der Lendenwirbelsdule. Schein; Gruppe mit Scheinoperation, OVX; varektomierte Kontrollgruppe, Casein;
OVX + Casein (1%) Gruppe. 0,1, 0,3, 1,0 und 4,0; steht fiir die OVX-Ratten, denen 0,1% - 4,0% HK verabreicht
wurden. Die Daten werden als Mittelwerte + SEM ausgedriickt. * b < 0.05 vs. OVX-Gruppe. ** p < 0.01 vs.

In einer weiteren Versuchsreihe wurden Blutserummarker wie k-ALP, das Prokollagen-Typ-
1-N-Propeptid (PINP), OCN, TRAP5b sowie das carboxyterminale Typ-I-Kollagen-
Telopeptid (CTX-1) mittels eines enzymgebundenen Immunosorbent Assays (ELISA)
ermittelt. Die Durchflihrung einer Ovarektomie (OVX) bewirkte eine beachtliche Zunahme
der Knochenresorptionsmarker CTX und des CTX/TRACP-Indexes. Auch eine geringe
Erhéhung der Serummarker BSAP, PINP und OC wurde beobachtet. Die Verabreichung von
HK fihrte Ober samtliche Parameter hinweg zu einer dosisabhangigen Abnahme im
Vergleich zur Kontrollgruppe, aufRer im Fall von BSAP. Die groRten Effekte wurden bei
Dosierungen von 500 und 2000 mg/kg HK festgestellt (p < 0,05). Die Serumkonzentrationen
von PINP, die bei OVX-Ratten deutlich erhoht waren, wurden ebenfalls mittels HK
dosisabhangig reduziert. Im Gegensatz dazu bewirkte die Verabreichung von Casein in
samtlichen Serummarkern keine signifikanten Abweichungen. Die Studie von Kim et al.
veranschaulicht, dass HK eine dosisabhangige Erhohung der BMD bewirkte und die

Mikroarchitektur des Knochens verbesserte. Zusétzlich fihrte die Anwendung von HK zur
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Reduzierung der Serummarker fir den Knochenumbau und die -resorption in einem

Osteoporosemodell.

In einer weiteren wissenschaftlichen Studie haben Zhang et al. (2018) die Auswirkungen
von HK aus Silberkarpfenhaut auf Knochenparameter bei gealterten Kunming-Mausen
erforscht. Hierbei wurde Kollagen aus der Haut von Silberkarpfen extrahiert und durch
Anwendung von alkalischer Protease (ACH-Kollagen) oder Kollagenase (CCH-Kollagen)
hydrolysiert. Fir die Studie wurden weibliche Kunming-Mause zwei verschiedener
Altersgruppen einbezogen: zwei Monate alte (28 + 2 g) und 13 Monate alte (45 + 5 g) Mé&use
wurden von Sibeifu (Peking, China) erworben. Innerhalb der gealterten Gruppe wurden
insgesamt 6 Untergruppen gebildet (n = 10/Gruppe), darunter die Modellgruppe (M) sowie
verschiedene Behandlungsgruppen. Wahrend die gealterte Modellgruppe (M) und die
Kontrollgruppe der jungen Maduse im Alter von zwei Monaten (Y) taglich 0,2 ml
Kochsalzldsung erhielten, wurden den Behandlungsgruppen taglich 0,2 ml ACH (in Dosen
von 200, 400 bzw. 800 mg/kg) intragastrisch verabreicht. Zusatzlich gab es eine Gruppe, die
taglich 0,2 ml CCH (400 mg/kg) bekam. Die MP-Prolin-Gruppe (400 mg/kg) wurde als
Kontrollgruppe herangezogen. Nach einer Zeitspanne von 8 Wochen wurden die Mé&use
euthanasiert und Proben fur weitere Analysen entnommen. Zundchst wurde die BMD der
Schienbeine mittels DEXA-Scan untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass die BMD in der
M-Gruppe signifikant niedriger war als in der Y-Gruppe (p < 0,05), was auf deutlichen
Knochenverlust bei gealterten Mé&usen hinweist. Auffallend war, dass sowohl die ACH- als
auch die MCCH-Gruppe eine signifikante Verbesserung der BMD erzielten (p < 0,05).
Hierbei konnte die ACH-Gruppe den starksten Effekt aufweisen. Die Verabreichung von
Prolin (MP) zeigte hingegen keinen signifikanten Einfluss auf die BMD. In einem weiteren
Versuch wurde die Aktivitat von ALP und TRAP-5b im Blutserum mittels handelstblicher
ELISA-Kits analysiert. Die Blutanalysen zeigten, dass der ALP-Spiegel in der M-Gruppe
signifikant niedriger als in der YC-Gruppe war (p < 0,05). Es konnte ein dosisabhangiger
Anstieg der ALP-Spiegel festgestellt werden, wobei ein signifikanter Unterschied zwischen
der MACH- und der M-Gruppe beobachtet wurde (p < 0,05). Die Behandlungsgruppen
MCCH und MP hatten hingegen keinen signifikanten Einfluss auf die ALP-Spiegel bei
gealterten Mdusen. Dartber hinaus zeigte sich ein altersbedingter Anstieg der TRAP-5b-
Aktivitat, der keine statistische Signifikanz erreichte. Zudem wurde in den HK-Gruppen eine
signifikante Verringerung der TRAP-5b-Spiegel beobachtet. Die Gabe von Prolin (MP)
zeigte hingegen keine signifikante Beeinflussung der Serumwerte. In einem weiteren

Versuch wurde mittels Western Blot die Proteinexpression von TGF-B1, Smad3, Smad7,
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Integrin 02 und B1 analysiert. Die TGF-B-Expression war in der M-Gruppe im Vergleich zur
Y C-Gruppe signifikant reduziert (p < 0,05). Bei einer Behandlung mit HK oder Prolin wurde
keine signifikante Steigerung der TGF-B-Expression festgestellt. Die Smad3-Expression
zeigte keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen der YC- und M-Gruppe. In der
MACH-Gruppe hingegen wurde im Vergleich zur M-Gruppe eine bedeutende Steigerung
der Smad3-Expression beobachtet (p < 0,05). In den anderen behandelten Gruppen wurden
hingegen keine signifikanten Abweichungen zur M-Gruppe festgestellt. Zusatzlich konnte
in den HK-Gruppen eine Verringerung der Smad7-Expression beobachtet werden. Sowohl
in der MACH- als auch in der HACH-Gruppe wurde eine statistisch signifikante Senkung
der Smad7-Expression festgestellt (p < 0,05). Prolin und CCH zeigten keinen Einfluss auf
die Smad7-Expression. In Bezug auf die Integrin 02 und Bl Expression konnte in der
gealterten M-Gruppe im Vergleich zur YC-Gruppe eine signifikante Verringerung
festgestellt werden (p < 0,05). Die Behandlung mit HK fiihrte bei den gealterten Tieren zu
einer tendenziellen Steigerung der Integrin a2- und B1-Expression. Besonders in der
MACH-Gruppe konnte eine statistisch signifikante Erh6hung beobachtet werden (p < 0,05).
Bei gleicher Dosierung zeigten die MCCH- und MP-Gruppen einen weniger ausgepragten
Effekt auf die Zunahme der Integrin a2f31-Expression. Die Ergebnisse der Untersuchung
von Zhang et al. deuten darauf hin, dass die Verabreichung von HK in Mdusen zu einer
bedeutenden Verbesserung der Knochendichte und der ALP-Aktivitédt fihrt. Gleichzeitig
scheint HK regulierend auf die TRAP-5b-Aktivitat zu wirken. Die Effekte von HK kénnen
mit dem TGF-beta/SMAD-Signalweg sowie einer gesteigerten Integrin-Expression in
Verbindung gebracht werden.

Song et al. (2019) untersuchten die Auswirkungen von HK aus Rinderknochen auf die BMD
und Serummarker bei gealterten Kunming-Mausen. Gleichzeitig wurde die Hypothese
getestet, ob HK in vivo durch den TGF-beta/Smad-Signalweg wirkt. Hierbei wurden sowohl
HK mit niedrigem Molekulargewicht (ACP) als auch regulares HK (CCP) verwendet. Zur
Herstellung von HK wurden Rinderknochen zundchst fur 6 Stunden in kochendem Wasser
behandelt und anschlieRend filtriert. Das Filtrat wurde bei 4500 x g fir 15 Minuten
zentrifugiert. Danach erfolgte die Hydrolyse des Kollagens mittels Kollagenasen bei einem
pH-Wert von 7,5 fur 3,0 Stunden. Die resultierenden Peptide wiesen ein durchschnittliches
Molekulargewicht von < 1 kDa auf. Fir die Versuchsreihe wurden weibliche Kunming-
Maduse aus zwei verschiedenen Altersgruppen eingesetzt: Eine junge Kontrollgruppe im
Alter von 2 Monaten (28 £ 2 g) mit 10 Tieren sowie eine Gruppe von 13 Monate alten

Méausen (45 £ 5 g), die in 6 Untergruppen (n = 10/Gruppe) eingeteilt wurden. Zu den Unter-
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gruppen gehdren die Modellgruppe (M), die HK-Gruppen und eine Prolin-Gruppe. Wahrend
die jungen und die gealterten Kontrollgruppen jeweils 0,2 ml normale Kochsalzldsung
erhielten, bekamen die HK-Gruppen entweder ACP (in Dosen von 200, 400 und 800 mg/kg)
oder CCP (400 mg/kg). Die Prolin-Gruppe erhielt 400 mg Prolin pro kg Koérpergewicht. Die
Verabreichung erfolgte einmal téglich Uber acht Wochen mittels intragastrischer
Applikation (0,2 ml). Nach Ablauf der acht Wochen wurden die Mduse euthanasiert und
Proben fur weitere Analysen gesammelt. Die BMD der Oberschenkelknochen wurde mittels
DEXA-Scan analysiert. Dabei wurde festgestellt, dass die BMD bei den gealterten Mausen
signifikant niedriger war als bei den jungeren Mdusen (p < 0,05). Die Verabreichung von
ACP fihrte zu einer dosisabhéngigen Steigerung der BMD. In den Gruppen die mit ACP in
den Dosierungen von 400 und 800 mg/kg HK behandelt wurden, konnten im Vergleich zur
Modellgruppe signifikante Unterschiede festgestellt werden (p < 0,05). Im Gegensatz dazu
hatte die Verabreichung von CCP oder Prolin in einer Dosierung von 400 mg/kg
Korpergewicht keinen signifikanten Effekt auf die BMD im Vergleich zur Modellgruppe.
Zudem wurde beobachtet, dass die trabekuldre Mikroarchitektur von Mdusen, die mit einer
Dosis von 800 mg/kg ACP gefuttert wurden, vergleichbar war mit der von jungen Mausen.
Um die Wirkungen von HK auf den TGF-beta/Smad-Signalweg zu erforschen, wurde die
Proteinexpression  mittels  Western  Blot analysiert.  Hierbei wurden die
Oberschenkelknochen der Mause zundchst pulverisiert und anschlieBend lysiert und
homogenisiert. Die Homogenate wurden zentrifugiert, um die Gesamtproteinkonzentration
zu bestimmen. Jeweils 50 pg Gesamtprotein pro Probe wurden einer 10%igen
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) unterzogen. Die
getrennten Proteine wurden auf PVDF-Membranen tbertragen und mit Antikérpern gegen
TGF-B, Smad3, Smad7 und GAPDH inkubiert, gefolgt von einem HRP-konjugierten
Sekundarantikdrper. Die Proteinexpression wurde mittels Image J Software quantifiziert.
Die Ergebnisse der Analyse zeigten, dass die Expression von TGF-p und Smad3 in der
gealterten Modellgruppe (M) signifikant geringer war als in der jingeren Kontrollgruppe
(Y) (Abb. 16; p < 0,05). Zusétzlich konnte beobachtet werden, dass die Expression von
Smad7 in der M-Gruppe signifikant hoher war als in der Y-Gruppe (Abb. 16; p < 0,05).
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Abbildung 16: Western-Blot-Analyse von TGF-B (links) und Smad7 (rechts) der Oberschenkelknochen von
Mausen, die mit HK behandelt wurden. N steht fir die junge Gruppe; M fiir die Modellgruppe (altere Gruppe);
Pro fur die Prolin-Gruppe (400 mg/kg); ACP fiir die Verabreichung von HK mit niedrigem Molekulargewicht
(200, 400 und 800 mg/kg).CCP fur die Verabreichung von Kollagenpeptiden, die mit Kollagenase hergestellt
wurden. Die Werte werden als Mittelwerte = Standardabweichungen dargestellt. Die Buchstaben (a-d) stehen
fur signifikante Unterschiede (p < 0,05) (Song et al., 2019).

Die Daten deuten darauf hin, dass der Alterungsprozess mit einer Abnahme der TGF-$- und
Smad3-Expression einhergeht, wahrend die Smad7-Expression verstarkt wird. In der ACP-
Gruppe zeigte sich eine dosisabhéngige Erhéhung der TGF-B- und Smad3-Expression (p <
0,05). Zugleich bewirkt die Behandlung in den HK-Gruppen zu einer signifikanten
Reduktion der Smad7-Expression (p < 0,05). Die Gruppen, die CCP oder Prolin erhielten,
konnten bei einer Dosierung von 400 mg/kg keine signifikanten Auswirkungen auf die TGF-
- und Smad3-Expression verzeichnen. In einem weiteren VVersuch wurden die Serumspiegel
von ALP und TRAP mittels kommerziell erhéltlicher Assay-Kits bestimmt. In der gealterten
Modellgruppe (M) zeigte der ALP-Serumspiegel eine signifikante Abnahme im Vergleich
zur jingeren Kontrollgruppe (Y) (p < 0,05). Diese Beobachtung deutet auf eine reduzierte
OB-AKktivitat im Lauf des Alters hin. Der Serumspiegel von TRAP war in der M-Gruppe
hoher als in der Y-Gruppe, erreichte jedoch keine statistische Signifikanz. Die
Verabreichung von ACP zeigte keinen Effekt auf den Serumspiegel von ALP. Allerdings
bewirkte sie eine signifikante Senkung des Serumspiegels von TRAP bei Dosierungen von
400 oder 800 mg/kg im Vergleich zur M-Gruppe (p < 0,05). Die Gabe von CCP oder Prolin
in einer Dosierung von 400 mg/kg fuhrte im Vergleich zu den Modellm&usen zu keinen
signifikanten Verdnderungen der ALP- oder TRAP-AKktivitat. Zusammenfassend zeigen die
Resultate, dass die Verabreichung von HK zu einer dosisabhangigen Zunahme der BMD
fhrt, insbesondere im Fall von HK mit niedrigem Molekulargewicht (ACP). Die Effekte
stehen mit einer Hochregulierung des TGF-beta/Smad-Signalwegs in Verbindung.
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In den in-vivo Studien des Kapitels 5.6 wurden die schiitzenden Effekte von HK auf die
Entwicklung von Osteoporose untersucht. Dabei wurden verschiedene Osteoporose-Modelle
im Rahmen der Untersuchungen verwendet. N’deh et al. und Kim et al. fiihrten
Ovarektomien an Winstar- bzw. Sprague-Dawley Ratten durch, um die Auswirkungen eines
Ostrogenmangels auf den Knochenstoffwechsel nachzuahmen. Zhang et al. und Song et al.
nutzten 13 Monate alte Kunming-Ma&use als Modell fir senile Osteoporose. Liu et al.
induzierten Osteoporose bei Kunming-Mausen durch die Verabreichung von Retinsaure,
was zu einer Storung des Knochenstoffwechsels fiihrt. HK wurde aus verschiedenen Quellen
gewonnen, darunter Schweinehaut (Kim et al., 2013), Silberkarpfenhaut (Zhang et al., 2018),
Rinderhaut (Song et al., 2019), Ogye-Hiihner (N’deh et al., 2020) und Schmerlenfische (Liu
et al., 2020). Das Kollagen wurde isoliert und anschliefend enzymatisch hydrolisiert. Zur
Messung der BMD in den Osteoporose-Modellgruppen wurden DEXA-Scans durchgefihrt.
Alternativ verwendeten Liu et al. und N’deh et al. Mikro-CT-Analysen, um die Schienbeine
der Versuchstiere zu untersuchen. In allen Studien wurde in den Modellgruppen eine
deutliche Abnahme der BMD sowie eine Verschlechterung der Mikroarchitektur festgestellt.
Die Mikro-CT-Analysen lieferten detaillierte Einblicke in die Mikroarchitektur der Knochen
und zeigten eine reduzierte Anzahl und Dicke der Trabekel. Die histomorphometrischen
Analysen der Knochen bestétigten diese Beobachtungen. Kim et al. und Song et al.
beobachteten eine dosisabhangige Verbesserung der BMD, die bei einer Dosierung von 1%
bis 4% bzw. 400 - 800 mg/kg HK erreicht wurde. N’deh et al. verwendeten hohere
Dosierungen und stellten fest, dass die Fltterung mit HK in einer Dosis von 3g/kg weniger
wirksam war als mit 2g/kg Kdrpergewicht. In den senilen Osteoporose-Modellen fuhrte die
Behandlung mit HK zu einer Verbesserung der trabekuldren Mikroarchitektur, die mit der
jungen Kontrollgruppe vergleichbar war. Interessanterweise konnten Kim et al. trotz
signifikanter Verbesserung der Lendenwirbel- und Gesamtkorper-BMD keinen Einfluss auf
die BMD der Oberschenkel feststellen. Kim et al., Liu et al. und Song et al. untersuchten
zusétzlich die Serumspiegel auf osteoporose-relevante Marker mithilfe standardisierter
ELISA-Kits. Kim et al. beobachteten eine dosisabhédngige Abnahme der
Knochenumbaumarker OC und PINP sowie der Knochenabbaumarker CTX und TRAP-5b.
Song et al. stellten ebenfalls eine signifikante Senkung der TRAP-Spiegel fest, wahrend der
KALP-Spiegel unverandert blieb. Liu et al. beobachteten eine Normalisierung der Calcium-
und Phosphatspiegel im Vergleich zur Modellgruppe, was auf einen verringerten
Knochenabbau hindeutet. Allerdings erreichte die Verringerung der TRAP-AKktivitét bei Liu
et al. keine statistische Signifikanz. Um die Einflisse von HK auf genetischer Ebene zu
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untersuchen, analysierten Liu et al. und N’deh et al. mittels RT-PCR die mRNA-Expression
in den Oberschenkel- bzw. Schienbeinknochen der Versuchstiere. Auf genetischer Ebene
zeigte das durch Retinséure induzierte Osteoporose-Modell deutliche Unterschiede zu den
anderen Modellen. Im Retinsaure-Modell wurde eine untypische Uberexpression osteogener
Marker wie Runx2, Osterix, Wnt10b und beta-Catenin im Vergleich zur Kontrollgruppe
beobachtet, was auf eine mogliche kompensatorische Gegenregulation hinweist. Die
Behandlung mit HK flhrte in den HK-Gruppen zu einer Normalisierung der osteogenen
mRNA-Expression. Zusétzlich wurde die Uberexpression von TRAF6, als auch das
Verhéltnis von RANKL/OPG-Verhiltnis normalisiert. N’deh et al. konnten ebenfalls eine
durch HK-verursachte Verringerung der RANKL-Expression beobachten, die mit einer
gesteigerten OPG-Expression einherging. Zudem fuhrte HK in dem OVX-Osteoporose-
Modell von N’deh et al. zu einer deutlichen Steigerung der mRNA-Expression von BMP-2,
WNT-3a, Runx2, OCN und COL-1. Des Weiteren analysierten die Studien des Kapitels die
Effekte von HK auf die Proteinexpression in den Oberschenkelknochen (Zhang et al., 2018;
Song et al., 2019) und Schienbeinknochen (N’deh et al., 2020) mittels Western Blot. Sowohl
Zhang et al. als auch Song et al. beobachteten im senilen Osteoporose-Modell eine Abnahme
der TGF-B- und Smad3-Expression, begleitet von einer verstarkten Smad7-Expression. Die
Gabe von HK fihrte in beiden Studien zu einer Erhéhung der Smad3-Expression und einer
Reduktion der Smad7-Expression. Die TGF-p-Expression stieg im Vergleich zur
Modellgruppe an, erreichte jedoch nur bei Song et al. statistische Signifikanz. Zusétzlich
bemerkte Zhang et al. eine verminderte Integrin a2- und B1-Expression, die in den HK-
Gruppen aufgehoben wurde. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass HK der
altersbedingten Regulation des TGF-B/SMAD-Signalwegs entgegenwirken kann. Im
Gegensatz dazu untersuchten N’deh et al. die Effekte von HK auf den MAPK-Signalweg
und beobachtete eine klare Abnahme der p-ERK- und p38-Expression, begleitet von einer
Verdopplung der JNK-Expression. Diese Effekte konnten durch HK-angereichertes Futter

deutlich reduziert werden.

Schlussfolgernd lasst sich sagen, dass die prasentierten Studien der Kapitel 5.1 bis 5.6
mafgeblich zum Verstdndnis der molekularen Mechanismen beitragen, durch welche HK
die Genexpression in Knochenzellen beeinflusst und osteoporotische Veranderungen
mindern kann. Das aufgezeigte Potential von HK, die Osteogenese zu fordern und die
Osteoklastogenese zu hemmen, legt nahe, dass HK eine vielversprechende Rolle in der
Préavention von Osteoporose spielen koénnte. Interessanterweise wurde die Wirkung der

Peptide starker von Faktoren wie der Dosierung und dem Molekulargewicht beeinflusst als
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von den unterschiedlichen tierischen Quellen, die fiir die Herstellung verwendet wurden. HK
gilt als Lebensmittel und zeichnet sich durch seine exzellente Vertraglichkeit aus, was sich
positiv auf die Compliance in der klinischen Praxis auswirken kénnte. Es ist jedoch wichtig
anzumerken, dass weitere umfassende Forschung erforderlich ist, um die klinische Relevanz
dieser Ergebnisse zu bestatigen und die genauen therapeutischen Anwendungsmaoglichkeiten
in der Osteoporosepravention zu definieren. Dies gilt insbesondere unter Berticksichtigung

der in-vitro beobachteten Rickkopplungseffekte bei zu hoher Dosierung.

6. Zusammenfassung
Die in-vitro Untersuchungen konnten zeigen, dass hydrolisiertes Kollagen (HK) in der Lage

ist, die Differenzierung mesenchymaler Stammzellen (MSZ) zu reifen Osteoblasten (OB) zu
fordern. Die Differenzierung von OB-Vorlduferzellen ging mit einer verstarkten Expression
des Transkriptionsfaktors Runx2 einher. Ahnliche Beobachtungen wurden bei der
Anwendung préosteoblastischer MC3T3-E1-Zellen gemacht. Darlber hinaus wurde eine
zeitliche und dosisabhangige Erhéhung der Proliferation von OB-Vorlauferzellen nach der
Behandlung mit HK festgestellt. In reifen OB wurde ebenfalls eine gesteigerte Expression
von Runx2 sowie Osterix festgestellt. Die Inkubation mit HK fiihrte zu einer signifikanten
Zunahme der Proteinexpression von Kollagen Typ 1 (KOL-1), Osteocalcin (OCN), Osteo-
pontin (OPN) und alkalischer Phosphatase (ALP). Weiterhin konnte nachgewiesen werden,
dass HK die Expression zellzyklus-assoziierter Proteine, wie CDK-2, CDK-4, Cyclin B1
und Cyclin D1, erhohte, was mit einer Zellzyklusprogression der S-Phase einherging.
Daruber hinaus wurde festgestellt, dass HK die Zellviabilitat durch eine zeit- und
dosisabhéngige Reduktion des Bax/Bcl-Verhaltnisses erhohte. Die Effekte gingen mit einer
Herunterregulierung des NF-kB-Signalwegs, einer gesteigerten p100-Expression und einer
verminderten Expression von FBXW?7 einher. In reifen OB flhrte die Anwendung von HK
zur Hochregulierung von Enzymen, die fur die Kollagenquervernetzung verantwortlich sind,
darunter Lysylhydroxylasen (LH), Lysyloxidasen (LOXL) und Galaktosyltransferase (GLT-
25D1). Dies begiinstigte unter anderem die Matrixmineralisierung, was sich in der erhéhten
Bildung mineralisierter Kndtchen in-vitro widerspiegelte. Die osteogenen Effekte von HK
konnten bis zu einem bestimmten Konzentrationsniveau beobachtet werden, oberhalb dessen
sich ein negativer Rickkopplungsmechanismus offenbarte. Es gibt Hinweise darauf, dass
die gesteigerte Expression von Runx2 in OB-Vorlauferzellen unter anderem auf den
MAPK/ERK-Signalweg zurtickzufiihren ist. Diese Hypothese wurde durch den ERK-
Inhibitor PD98059 bestitigt. Ahnliche Beobachtungen wurden an reifen OB gemacht, bei

denen die Hemmung der MAPK-Signalwege (PD98059, SP600125 und SB203580) die
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MRNA-Expression von Genen wie COL1A1 (KOL-1), SPP1 (OPN), BGLAP (OCN) und
ALPL (ALP) deutlich reduzierte. Die Expression von ALP und phosphoryliertem Akt wurde
durch den PI3K-Inhibitor Perifosin signifikant verringert, was auf die Beteiligung des
PI3K/Akt-Signalwegs hinweist. Diese Ergebnisse wurden in einem weiteren Versuch mit
dem PI3K-Inhibitor LY?294002 bestétigt. Dartiber hinaus wurde eine gesteigerte Expression
der Smad2/3/4-Proteine sowie des knochenmorphogenetischen Proteins 2 (BMP2)
festgestellt, die einen integralen Teil des osteogenen BMP/Smad-Signalwegs bilden. Eine
Hemmung des Wnt/beta-Catenin-Signalwegs durch XAV-393 fihrte ebenfalls zu einer
Reduktion osteogener Marker. Ebenso fiihrte die Anwendung von HK zu einer
Verschiebung des RANKL/OPG-Verhaltnisses zugunsten von OPG, was auf eine verstarkte
Regulation der Osteoklastogenese hindeutet. In experimentellen Versuchen mit
osteoklastischen Vorlauferzellen wurde festgestellt, dass die Anwendung von HK zu einer
Abnahme von TRAP-aktiven Zellen fuhrte, was auf eine reduzierte Bildung ausgereifter
Osteoklasten (OK) hindeutet. Dies wurde durch eine geringere Anzahl mehr-kerniger Zellen
bestatigt, was auf eine Beeintrachtigung der Zellfusion hinweist. Ebenfalls wurde eine
deutliche Reduktion der Bildung von Resorptionsgruben beobachtet, was mit einer
verminderten Proteinexpression von lytischen Enzymen wie TRAP und Cathepsin K
einherging. Auf genetischer Ebene konnte in OK nachgewiesen werden, dass die mRNA-
Expression von Genen, die mit der Zellfusion (CD36-Gen) und Reifung (Traf6-Gen, Csflr-
Gen, Tnfrsf1b-Gen) in Verbindung stehen signifikant reduziert wurden. In Osteozyten (OZ)
fuhrte die Behandlung mit HK dazu, dass osteoklastenférdernde Marker wie IL-6 und SOST
herunterreguliert wurden, wéhrend regulatorische Marker wie OPG hochreguliert wurden.
Interessanterweise wurde auch in OK eine Herunterregulierung von RANKL (ber das
Tnfsf11-Gen und eine Hochregulierung von OPG Uber das Tnfrsf11b-Gen beobachtet, was
auf gemeinsame Regulationsmechanismen der Knochenzellen hinweist. In umfassenden in-
vivo-Untersuchungen wurden die Effekte von HK in verschiedenen murinen Osteoporose-
Modellen untersucht. Die Analyse des Blutserums der mit HK behandelten Versuchstiere
zeigte eine Verbesserung der Knochenumbaumarker OC und PINP sowie der
Knochenabbaumarker CTX und TRAP-5b. Auch die Calcium- und Phosphatspiegel
normalisierten sich im Vergleich zur Modellgruppe. Die mRNA-Expression osteogener
Marker wie BMP-2, WNT-3a, Runx2, OCN und COL-1 aus den Oberschenkel- und
Schienbeinknochen wies eine signifikante Steigerung auf. Zusatzlich fuhrte HK zu einer
Verringerung der RANKL-Expression, begleitet von einer gesteigerten OPG-Expression in

den Knochen der Versuchstiere. Die in-vivo beobachteten mRNA-Expressionsmuster
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stimmten mit den Ergebnissen der in-vitro-Untersuchungen tberein. In Modellen der senilen
Osteoporose konnte die altersbedingte Abnahme der TGF-B- und Smad3-Expression durch
die Anwendung von HK teilweise entgegengewirkt werden. Ebenso kam es in den mit HK
behandelten Gruppen zu keiner reduzierten Expression von p-ERK und p38, die in der
Modellgruppe auftrat. Des Weiteren wurde eine gesteigerte Expression von Integrin a2- und
B1 beobachtet. DEXA-Scans sowie Mikro-CT-Analysen zeigten eine verbesserte
Knochendichte (BMD) und eine positiv beeinflusste trabekuldre Mikroarchitektur in allen
Osteoporose-Modellen, die mit HK behandelt wurden. Zusammenfassend lassen die Daten
darauf schlie3en, dass HK sowohl in in-vitro als auch in in-vivo eine positive Regulation der
Gen- und Proteinexpression in Knochenzellen bewirkt und vor osteoporotischen
Veranderungen schitzt. In Anbetracht dieser Ergebnisse besitzt HK ein vielversprechendes
Potential im Kontext der Osteoporosepravention. Dennoch bedarf es weiterfiihrende

Forschung, um die klinische Relevanz zu validieren.

/. Summary
The in vitro studies demonstrated that hydrolyzed collagen (HC) is capable of promoting the

differentiation of mesenchymal stem cells (MSC) into mature osteoblasts (OB). The
differentiation of OB precursor cells was accompanied by an increased expression of the
transcription factor Runx2. Similar observations were made when applying pre-osteoblastic
MC3T3-E1 cells. Additionally, a time- and dose-dependent enhancement of proliferation in
osteoblastic precursor cells was observed after treatment with HC. Increased expression of
Runx2 and Osterix was also detected in mature OBs. Incubation with HC led to a significant
increase in protein expression of collagen type 1 (COL-1), osteocalcin (OCN), osteopontin
(OPN), and alkaline phosphatase (ALP). Furthermore, it was shown that HC increased the
expression of cell cycle-associated proteins such as CDK-2, CDK-4, Cyclin B1, and Cyclin
D1, correlating with cell cycle progression into the S-phase. Moreover, it was found that HC
elevated cell viability through a time- and dose-dependent reduction of the Bax/Bcl ratio.
These effects were accompanied by downregulation of the NF-kB signaling pathway,
increased p100 expression, and decreased expression of FBXW?7. In mature OB, application
of HC upregulated enzymes responsible for collagen cross-linking, including Lysyl Hydro-
xylases (LH), Lysyl Oxidases (LOXL), and Galactosyltransferase (GLT25D1). This, among
other effects, enhanced matrix mineralization, reflected by increased formation of mine-
ralized nodules in vitro. The osteogenic effects of HC were observable up to a certain
concentration level, beyond which a negative feedback mechanism became apparent. There

is evidence that the increased expression of Runx2 in OB precursor cells is, among other
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factors, attributed to the MAPK/ERK signaling pathway. This hypothesis was confirmed
using the ERK inhibitor PD98059. Similar observations were made in mature OBs, where
inhibition of MAPK pathways (PD98059, SP600125, and SB203580) significantly reduced
the MRNA expression of genes such as COL1A1 (COL-1), SPP1 (OPN), BGLAP (OCN),
and ALPL (ALP). The expression of ALP and phosphorylated Akt was significantly reduced
by the PI3K inhibitor Perifosin, indicating the involvement of the PI3K/Akt signaling
pathway. These results were confirmed in a further experiment using the PI3K inhibitor
LY294002. Furthermore, an increased expression of Smad2/3/4 proteins and Bone
Morphogenetic Protein 2 (BMP2) was observed. Both being integral components of the
osteogenic BMP/Smad signaling pathway. Inhibition of the Wnt/beta-Catenin pathway by
XAV-393 also led to a reduction in osteogenic markers. Similarly, the application of HC
resulted in a shift in the RANKL/OPG ratio in favor of OPG, suggesting enhanced regulation
of osteoclastogenesis. In experimental trials with osteoclastic precursor cells, it was observed
that the application of HC led to a decrease in TRAP-active cells, indicating a reduced
formation of mature osteoclasts (OC). This was confirmed by a lower number of multi-
nucleated cells, suggesting impaired cell fusion. Additionally, a significant reduction in the
formation of resorption pits was observed, which was accompanied by a decreased protein
expression of lytic enzymes like TRAP and Cathepsin K. At the genetic level, it was shown
that mRNA expression of genes associated with cell fusion (CD36 gene) and maturation
(Traf6 gene, Csflr gene, Tnfrsflb gene) were significantly reduced in OCs. In osteocytes
(02), treatment with HC led to downregulation of osteoclast-promoting markers like 1L-6
and SOST, while regulatory markers like OPG were upregulated. Interestingly, in OCs, a
downregulation of RANKL through the Tnfsf11 gene and an upregulation of OPG through
the Tnfrsf11lb gene were also observed, suggesting shared regulatory mechanisms among
bone cells. In comprehensive in-vivo investigations, the effects of HC were examined in
various murine osteoporosis models. Analysis of the blood serum from the HC-treated
experimental animals showed improvement in bone turnover markers OC and PINP, as well
as bone resorption markers CTX and TRAP-5b. Calcium and phosphate levels also
normalized compared to the model group. mMRNA expression of osteogenic markers such as
BMP-2, WNT-3a, Runx2, OCN, and COL-1 in the femur and tibia showed a significant
increase. Additionally, HC led to a reduction in RANKL expression, accompanied by
increased OPG expression in the bones of the experimental animals. The observed in-vivo
MRNA expression patterns aligned with the results of the in-vitro investigations. In models

of senile osteoporosis, the age-related decrease in TGF-p and Smad3 expression was
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partially counteracted by the application of HC. Similarly, the HC-treated groups did not
show the reduced expression of p-ERK and p38 observed in the model group. Furthermore,
an increased expression of Integrin a2 and Bl was observed. DXA scans and micro-CT
analyses revealed improved bone mineral density (BMD) and positively influenced trabe-
cular microarchitecture in all osteoporosis models treated with HC. In conclusion, the data
suggest that HK elicits a positive regulation of gene and protein expression in both in vitro
and in vivo, offering protection against osteoporotic changes. Given these findings, HK
holds promising potential in the context of osteoporosis prevention. However, further

research is warranted to validate its clinical relevance.
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