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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Das menschliche Knochengewebe unterliegt einem stindigen Auf- und Abbau. Der

Knochenumbau, die so genannte Knochenremodellierung, findet stetig statt und etwa 10 %
des gesamten Knochengewebes werden innerhalb eines Jahres erneuert (Lerner UH, 2006).
Wahrend der Knochenremodellierung befindet sich die Zellaktivitdt der Knochen-
aufbauenden Osteoblasten und der Knochen-abbauenden Osteoklasten in einem
empfindlichen Gleichgewicht (Karsenty G und Wagner EF, 2002; Teitelbaum SL, 2000).
Durch Stérung des Gleichgewichts zwischen Osteoblasten und Osteoklasten kann es zu
Knochen-assoziierten Krankheiten wie Osteoporose oder Osteopetrose kommen (Helfrich
MH, 2003; Sambrook P und Cooper C, 2006).

Osteoklasten sind multinukleére Zellen, die in der Lage sind die Knochenmatrix zu

resorbieren (Teitelbaum SL, 2000). Sie entstehen aus pluripotenten, hamatopoetischen
Stammzellen durch Differenzierung und Zellfusion von Monozyten/Makrophagen-
Vorlauferzellen (Menaa C et al., 2000, Yavropoulou MP und Yovos JG, 2008). Die
Osteoklasten-Differenzierung wird hauptséchlich durch die Zytokine M-CSF (macrophage
colony stimulating factor) und RANKL (receptor activator of nuclear factor x b ligand)
induziert. Sie initiieren ein spezifisches Expressionsmuster Osteoklasten-spezifischer Gene
und aktivieren die Zellfusion in Osteoklasten-Vorlauferzellen zur Bildung reifer Osteoklasten
(Boyle WJ et al., 2003; Asagiri M und Takayanagi H, 2007). Die RANKL-vermittelte Induktion
der Osteoklastogenese beruht auf der Initiierung eines streng regulierten Netzwerks aus
Transkriptionsfaktoren (Yang X und Karsenty G, 2002). Einige Transkriptionsfaktoren, die
wahrend der Osteoklasten-Differenzierung induziert und exprimiert werden, sind nicht auf
Osteoklasten beschrankt. Sie erflllen auch Aufgaben in anderen hamatopoetischen
Differenzierungsprozessen (Engel | und Murre C et al, 1999), so dass vermutlich die
Kombination der Transkriptionsfaktoren entscheidend fir die Osteoklastogenese ist.

Der basic helix-loop-helix-Transkriptionsfaktor Tall (T-cell acute lymphocytic
leukemia 1, auch Scl1, stem cell leukemia 1) ist ein entscheidender Faktor in der primitiven
und der definitiven Hamatopoese (Bloor AJ et al., 2002; Shivdasani RA et al., 1996). Die
Expression von Tal1l konnte bisher in verschiedenen hamatopoetischen Zelllinien gezeigt
werden, u.a. in monozytischen Zellen (Elefanty AG et al., 1998; Green AR et al., 1992;
Pulford K et al., 1995; Dey S et al., 2010).

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss des Transkriptionsfaktors Tall in

Monozyten und reifen Osteoklasten, vor allem in Bezug auf genregulatorische Prozesse
wahrend der Osteoklasten-Differenzierung, untersucht. Der Transkriptionsfaktor Tal1 wird
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in vitro und in vivo in Osteoklasten-Vorlauferzellen und reifen Osteoklasten exprimiert. Die
Proteinexpression von Tal1 wird durch die Inkubation der Zellen mit RANKL induziert, jedoch
wurde dies in Bezug auf die mRNA-Expression von Tall nicht beobachtet, so dass
vermutlich eine posttranskriptionelle Regulation von Tal1 vorliegt.

Die Uberexpression von Tall sorgte fiir eine Blockade der Differenzierung von

Osteoklasten-Vorlauferzellen in reife Osteoklasten. Der Verlust von Tall in priméren
Monozyten/Makrophagen-Zellen fUhrte zur veréanderten Expression von tUber 1200 Genen,
wobei jeweils etwa 600 Gene herauf- bzw. herabreguliert waren. Dies verdeutlicht, dass Tal1
sowohl an der Aktivierung als auch an der Reprimierung der Genexpression in Osteoklasten-
Vorlauferzellen beteiligt ist. Die Liste der herabregulierten Gene beinhaltete u.a. das
Osteoklasten-spezifische Enzym Acp5 (auch TRAP, tartrate resistant acid phosphatase), die
Liste der herauf regulierten Gene beinhaltete u.a. DC-STAMP (dendritic cell specific
transmembrane protein) und ATP6V0D2 (d2 isoform of vascuolar ATPase VO domain), beide
werden im Zusammenhang mit der Zellfusion wahrend der Osteoklasten-Differenzierung
beschrieben (Kim K et al., 2008; Kim T et al., 2010; Yagi M et al., 2005). Der Promotor von
DC-STAMP beinhaltet mehrere potentielle Bindestellen fir Tall und Osteoklasten-
spezifische Transkriptionsfaktoren. Es konnte gezeigt werden, dass Tal1, PU.1 und MITF im
Bereich um 343 bp vor dem Transkriptionsstartpunkt des DC-STAMP-Promotors binden und
dass Tall mit den Osteoklasten-spezifischen Transkriptionsfaktoren PU.1 und MITF
interagiert. Der inhibitorische Effekt von Tal1 auf die Osteoklasten-Differenzierung kommt
durch die Reprimierung der Aktivitdt der Osteoklasten-spezifischen Transkriptionsfaktoren
PU.1 und MITF auf dem DC-STAMP-Promotor in Osteoklasten-Vorlauferzellen zustande.
Wahrend der Osteoklastogenese kommt es zu einer verringerten Tal1-Bindung auf dem DC-
STAMP-Promotor, wodurch die Tal1-vermittelte Inhibierung der Expression aufgehoben wird.
Die Bindung von PU.1 und MITF auf dem Promotor von DC-STAMP nimmt wahrend der
Osteoklasten-Differenzierung zu. Die Expression von DC-STAMP wird im Verlauf der
Osteoklastogenese induziert, wodurch es zur Zell-Zell-Fusion kommt.

Die Analyse des transkriptionellen Netzwerks, das die Fusion mononukleérer Zellen
in reife Osteoklasten reguliert, vertieft das molekulare Verstdndnis der Osteoklasten-
Differenzierung und kann zur Entwicklung neuer therapeutischer Anséatze beitragen, die in
der Behandlung von Osteoporose, Riesenzelltumoren und anderen Osteoklasten-

assoziierten Krankheiten verwendet werden kdnnen.
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2. Einleitung

Die Entstehung der menschlichen Gewebe wahrend der Embryogenese und die
Differenzierung der hamatopoetischen Zellen bis hin zu spezialisierten Blut- und
Knochenzellen beruht auf einem streng regulierten Netzwerk aus Transkriptionsfaktoren
(Engel | und Murre C, 1999). Wéahrend basale Transkriptionsfaktoren ubiquitéar exprimiert
werden, sorgen spezifische Transkriptionsfaktoren Gewebe- und Zelltyp-spezifisch fur die
Regulation einer spezifischen Genexpression, die fur die Differenzierung und Funktion des
jeweiligen Zelltyps bendtigt werden (Georges AB et al, 2010). Die Entstehung des
Knochengewebes wahrend der Embryogenese und die Knochenremodellierung im adulten
Organismus, sowie die Differenzierung und Funktion von Osteoklasten werden in den
folgenden Abschnitten erlautert. Zudem werden hier die regulatorischen Effekte von
Transkriptionsfaktoren auf die Osteoklastogenese und der Einfluss des Transkriptionsfaktors
Tal1 auf die Himatopoese und Osteoklasten verdeutlicht.

2.1 Knochenentstehung wéhrend der Embryogenese

Das menschliche Skelett besteht aus 206 Knochen, wobei eine groBe Variabilitat in Bezug
auf die Form der Knochen vorliegt (Karsenty G und Wagner EF, 2002). Das Skelett ist
hauptsachlich aus zwei verschiedenen Geweben aufgebaut, der Knorpelsubstanz und dem
Knochengewebe. Die Synthese und Aufrechterhaltung der Knochensubstanz wird
maBgeblich von Osteoblasten, Osteozyten, Osteoklasten und Chondrozyten beeinflusst
(Buckwalter JA und Cooper RR, 1987). Das Skelett eines erwachsenen Menschen besteht
Zu 4-6 % aus Osteoblasten und zu 1-2 % aus Osteoklasten, wahrend Osteozyten den
GroBteil des Knochengewebes mit mehr als 90 % darstellen (Bonewald LF, 2007).

Wahrend der menschlichen Entwicklung kénnen zwei Mechanismen zur Knochenbildung
beobachtet werden. Flachenartige Knochen wie die Schadelknochen, Rippen,
Beckenknochen, u.a. entstehen durch Zusammenlagerung von mesenchymalen Zellen des
embryonalen Bindegewebes. Diese differenzieren direkt in Osteoblasten, bauen die
Knochengrundsubstanz auf, die anschlieBend mineralisiert. Dieser Vorgang wird als
desmale Ossifikation bezeichnet.
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Bei der endochondralen Ossifikation werden die Réhrenknochen und alle anderen
Elemente des Skeletts lber eine Zwischenstufe gebildet (Abb.2.1). Ahnlich wie bei der
desmalen Ossifikation lagern sich mesenchymale Zellen des embryonalen Bindegewebes
zusammen. Diese Zellen differenzieren dann zu Chondrozyten und bilden die Anlage zum
kinftigen Knochen (Hall BK, 1987). Die Differenzierung der mesenchymalen Zellen in
Richtung Chondrozyten wird maBgeblich vom Transkriptionsfaktor Sox9 (SRY box containing
gene 9) reguliert. Es konnte gezeigt werden, dass Sox9 direkt an regulatorische Elemente
von a1(ll)-Kollagen bindet (Wright E et al., 1995; Lefebvre V et al., 1997). Die Chondrozyten
werden durch die spezifische Expression von Aggrecan und a1(ll)-Kollagen charakterisiert.
Im weiteren Verlauf der endochondralen Ossifikation differenzieren die Chondrozyten zu pre-
hyperthrophen und hypertrophen Chondrozyten, die anhand ihrer Morphologie und der
Expression an a1(ll)-Kollagen unterschieden werden kénnen. Pre-hypertrophe Chondrozyten
besitzen ein geringes Expressionslevel an oi(ll)-Kollagen, wahrend hypertrophe
Chondrozyten diese Form des Kollagens nicht mehr exprimieren, sondern a1(X)-Kollagen
bilden (Poole AR et al., 1989). An der Oberflache der Knochenanlage, dem so genannten
Perichondrium, entwickeln sich mesenchymale Zellen zu Osteoblasten, sie umgeben das
Gerust aus Knorpelzellen mit einer mineralisierten Struktur, die als Knochenmanschette
(bone collar) bezeichnet wird (Pechak DG et al., 1986).

Kondensation der
Mesenchymzellen

Perichondrium

Abb.2.1: Schematische Darstellung der endochondralen Ossifikation. Mesenchymale Zellen des
embryonalen Bindegewebes lagern sich zusammen und werden nach auBen durch das Perichondrium
abgegrenzt. Im Zentrum der Knochenanlage differenzieren die Mesenchymzellen zu Chondrozyten. Im Verlauf
weiterer Differenzierungsschritte bilden sich hypertrophe Chondrozyten, diese verdrangen die proliferierenden
Chondrozyten an den Rand und bilden selbst eine so genannte Ruhezone. Sie durchlaufen apoptotischen Abbau
und setzten dadurch VEGF frei, so dass BlutgefaBe in das Knorpelgewebe einwachsen. Die BlutgefaBe bringen
die Chondroklasten fiir den Abbau der kollagenhaltigen ECM und Osteoblasten fiir den Aufbau knéchriger ECM in
das Knorpelgewebe ein (Nakashima K und de Crombrugghe B, 2003, modifiziert).
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Die Osteoblasten zeichnen sich durch die Expression von Cbfal (RUNX2, runt-related
transcription factor 2) aus, das wiederum die Expression von VEGF (vascular endothelial
growth factor) induziert (Ducy P et al, 1997). VEGF wird ebenfalls in hypertrophen
Chondrozyten exprimiert, die nach vollstandiger Differenzierung eine extrazelluldare Matrix
(ECM, extracellular matrix) bilden, dann in Apoptose gehen und dadurch das
Wachstumshormon abgeben. In Abhéngigkeit von VEFG dringen dann endotheliale Zellen
des Mesenchyms in die Knorpelsubstanz ein und sorgen somit fir dessen Vaskularisation.
Dieser Prozess dient zum einen fir das Einbringen von Chondroklasten, die
Knorpelsubstanz abbauen, und zum anderen fir das Einwandern von Osteoblasten der
Knochenmanschette, die knorpelige ECM in kndéchrige ECM umwandeln (Ornitz DM und
Marie PJ, 2002; DeLise AM et al., 2000).

Durch die sequentielle Differenzierung der Chondrozyten entsteht eine Zellorganisation, die
als Epiphysen- oder Wachstumsfuge bezeichnet wird (Abb.2.2). Ruhende Chondrozyten am
distalen Ende der Wachstumsplatte stellen die Quelle fur proliferierende Chondrozyten dar
und sind somit essentiell fir das Langenwachstum des Knochens (Karsenty G und Wagner
EF, 2002; Erlebacher A et al, 1995). Im Inneren des Knochens entsteht ein Innenraum
(primares Mark), welcher durch pluripotente Mesenchymzellen ersetzt wird und somit das
eigentliche Knochenmark darstellt.

I
\

e
e
Epiphyse ’
Epiphysenfuge

Metaphyse

o (llHKolagen

hypertrophe
Chondrozyten
a1 (X)HKollagen

[l
Ve

Diaphyse \
Knochengewebe
a1 (IHKollagen

Abb.2.2: Schematische Darstellung der Epiphysenfuge. (A) Schematische Darstellung eines
Léngenknochens. (B) Die Epiphysenfuge gliedert sich in verschiedene Zonen auf, wobei der
Differenzierungsstatus der Chondrozyten von der Reservezone bis zur hypertrophen Zone zunimmt. Terminal
differenzierte Zellen durchlaufen Apoptose. Durch einwandernde Osteoblasten wird die extrazellulare Matrix der
Chondrozyten in Knochenmatrix umgewandelt (Yang X und Karsenty G, 2002, modifiziert).
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Das Knochengewebe besitzt die Eigenschaft zur Reparatur und Regeneration nach einer
Verletzung oder einem chirurgischen Eingriff. Wé&hrend der Heilung von Knochenbriichen
werden die gleichen Schritte wie zur Entstehung des Knochens wahrend der Embryogenese
durchlaufen (Ferguson C et al., 1999). Die Heilung der meisten Frakturen verlauft in einer
Kombination aus desmaler und endochondraler Ossifikation. Endochondrale Ossifikation
findet an der AuBenseite der Knochenhaut und der Frakturstelle statt. Zur desmalen
Ossifikation kommt es innerhalb der Knochenhaut. Beide Prozesse dienen der Stabilisierung
der Knochenfragmente. Im weiteren Verlauf der Frakturheilung kommt es zur Ausbildung
eines Hamatoms und der Initiation einer Entziindungsreaktion, dann zur Angiogenese und
Bildung von Knorpelgewebe, es folgen Mineralisierung und Abbau des Knorpelgewebes,
Entstehung von neuem Knochengewebe und Knochenremodellierung (Einhorn TA et al.,
1998).

2.2 BRemodellierung des Knochengewebes

Die Knochen sind verantwortlich fir die Stabilitdt des menschlichen Kérpers. Sie tragen zum
Schutz von Organen bei, unterstitzen die Gehirn- und Lungenfunktion, sind
ausschlaggebend fir die Fortbewegung, beinhalten mit dem Knochenmark den Ort der
Hamatopoese und dienen als Speicher fiir Mineralstoffe wie Kalzium und Phosphat. Zur
Aufrechterhaltung der Stabilitht und der Funktionalitdt unterliegt der Knochen einem
stéandigen Auf- und Abbau, wobei etwa 10 % des gesamten Knochengewebes innerhalb
eines Jahres erneuert werden. Die Hauptaufgabe der Knochenremodellierung ist es, durch
alltdgliche Beanspruchung und Bewegung natirlich entstehende Strukturschaden zu
reparieren. Die Mikroarchitektur des Knochens wird somit standig den jeweiligen, eventuell
wechselnden Lebensbedingungen des Menschen, wie zum Beispiel dem Gewicht und der
Erndhrung, angepasst. AuBerdem Ubernimmt der Knochenumbau die Wiederherstellung des
voll funktionsfahigen Knochens nach einer Fraktur (Lerner UH, 2006).

Die Remodellierung des Knochengewebes ist ein komplexer Prozess, der die Funktion von
Osteoklasten zur Resorption von Knochenmaterial und die Bildung von neuem
Knochenmaterial durch Osteoblasten beinhaltet. Beide Zelltypen interagieren in einer
Einheit, die als basic multicellular unit (BMU) bezeichnet wird (Hill PA, 1998). Wahrend der
Knochenremodellierung werden mehrere Schritte durchlaufen (Abb.2.3), die als Initiation,
Ubergang und Termination bezeichnet werden (Matsuo K und Irie N, 2008).
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Die Initiation der Knochenremodellierung beginnt mit der Freisetzung chemotaktischer
Zytokine von den Stromazellen bzw. Lining cells (ruhende Osteoblasten). Sie sezernieren
chemotaktische Zytokine wie MCP-1 (monocyte chemoattractant protein 1), die dafiir sorgen,
dass Osteoklasten-Vorlauferzellen in den Bereich des Knochenumbaus gelangen. Die
Produktion von MCP-1 erfolgt bei Anwesenheit von Parathormon (PTH), das fir den
Kalzium-Stoffwechsel verantwortlich ist und von Nebenschilddriisen gebildet wird, wenn der
Ca**-Spiegel im Blut zu gering ist (Poole KE et al, 2005). AuBerdem sorgen
inflammatorische Zytokine wie TNF-a (fumor necrosis factor o) und Interleukin-1f3 far die
Induktion von MCP-1 (Li X et al., 2007; Graves DT et al., 2002). Des Weiteren sind in das
Knochengewebe eingebettete, ruhende Osteoblasten, so genannte Osteozyten, in der Lage
Strukturschaden und Mikrofrakturen im Knochen zu erkennen. Die Osteozyten induzieren die
Expression des Liganden RANKL (receptor activator of nuclear factor x B ligand) in
Osteoblasten. Da RANKL ein entscheidender Faktor der Osteoklastogenese ist, beeinflussen
Osteozyten somit die Differenzierung der Osteoklasten (Bonewald LF, 2007).
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Abb.2.3: Schematische Darstellung der Knochenremodellierung. Der Prozess der Knochenremodellierung
wird in drei Schritte unterteilt. Wahrend der Initiation erfolgt die Rekrutierung von Osteoklasten-Vorlauferzellen
(rot) durch Lining cells. Osteozyten regen die Expression von RANKL in Osteoblasten (blau) an, wodurch die
Differenzierung zum reifen Osteoklasten (rot) induziert wird und die Resorption des Knochenmaterials beginnt.
Durch Abbauprodukte (gelb) wird die Differenzierung von Osteoblasten-Vorlduferzellen in reife Osteoblasten
aktiviert, die dann mit dem Aufbau von neuem Knochenmaterial beginnen (Matsuo K und lrie N, 2008,

modifiziert).

Ist die Differenzierung der Osteoklasten abgeschlossen, beginnen diese mit der Resorption,
wobei sie das Knochenmaterial soweit abtragen, dass eine 40-60 um tiefe Furche entsteht.
Durch den Abbau werden Proteine und Wachstumsfaktoren wie zum Beispiel BMP (bone
morphogenetic proteins) oder IGF-Il (insulin growth factor Il) freigesetzt. Vermutlich sind
diese fur die Rekrutierung von Osteoblasten-Vorlauferzellen zur Resorptionsstelle
verantwortlich und leiten den Wendepunkt von Knochenabbau zum Knochenaufbau ein.
Dieser ist charakterisiert durch die Apoptose der Osteoklasten, wodurch Osteoblasten-
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aktivierende Produkte wie S1P (sphingosine 1 phosphate), Mim-1 (myb induced myeloid
protein 1), PDGF-BB (B polypeptide chain platelet derived growth factor homodimer) und
HGF (hepatocyte growth factor) freigesetzt werden (Matsuo K und Irie N, 2008). Die
Osteoblasten sorgen fir neues Knochenmaterial bis die Resorptionsstelle aufgefullt ist.
Wahrend des Knochenaufbaus werden Osteoblasten in die Knochenmatrix eingeschlossen
und in Osteozyten umgewandelt (Franz-Odendaal TA et al, 2006). An der
Knochenoberflache verbleibende Osteoblasten gehen in den Ruhezustand der Lining cells
{iber, bis ein neuer Zyklus der Knochenremodellierung startet. Fiir den Ubergang in den
Ruhezustand ist Sclerostin verantwortlich, das von den Osteozyten freigesetzt wird. Es
inhibiert den Wnt-Signalweg, der fir die Regulation der Osteoblasten-Differenzierung
entscheiden ist (Poole KE et al., 2005).

2.3 Differenzierung von Osteoklasten

Die Stabilitat und Funktionalitdt des menschlichen Skeletts beruht auf einem ausgewogenen
Gleichgewicht zwischen Knochenabbau und Knochenaufbau. Wahrend der Remodellierung
des Knochengewebes wird die Resorption des Knochengewebes von Osteoklasten
durchgefiihrt, da sie als einziger Zelltyp in der Lage sind die mineralisierte Matrix des
Knochens abzubauen (Teitelbaum SL, 2000). Osteoklasten sind multinukleare, differenzierte
Zellen, die ausschlieBlich im Knochengewebe vorkommen. Sie entstehen aus pluripotenten,
hamatopoetischen Stammzellen (Abb.2.4). Die h&matopoetischen Stammzellen (HSC
hematopoetic stem cells) differenzieren im Verlauf der Hamatopoese in lymphoide
Vorlauferzellen (CLP, common lymphoid precursor) und myeloide Vorlduferzellen (CMP,

common myeloid precursor).

Die lymphoiden Vorlauferzellen werden fir die Entwicklung der T- und B-Lymphozyten
bendtigt. Myeloide Vorlauferzellen differenzieren sich in GM-CFU (granulocyte macrophage
colony forming unit), aus denen sich die Vorlauferzellen der Granulozyten (B-CFU, basophil
colony forming unit) und der Monozyten/Makrophagen-Zelllinien entwickeln (Menaa C et al.,
2000; Yavropoulou MP und Yovos JG, 2008). Wahrend der Myelopoese differenzieren
GM-CFU in M-CFU (macrophage colony forming unit), um dann in den nachsten Schritten
Pre-Osteoklasten und terminal den multinukledren Osteoklasten zu bilden (Abb.2.5).
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Der Differenzierungsschritt von M-CFU in Osteoklasten wird maBgeblich von den Zytokinen
M-CSF (macrophage colony stimulating factor) und RANKL (receptor activator of nuklear
factor x B ligand) beeinflusst. Ist jedoch das Zytokin GM-CSF (granulocyte macrophage
colony stimulating factor) vorhanden, sorgt dies mit RANKL flur die Differenzierung von
dendritischen Zellen aus M-CFU (Miyamoto T et al., 2001).

Osteoklast-
GM-CFU M-CFU Voruferzellen .~ Osteoblast | Osteoklast

O

Knochenmark
— s MCSF NfB g \ oSrt_:
(@ 3 PUA (@ ) MTF o cFOS ‘o J Integrin
e o 4

Abb.2.5: Regulation der Osteoklastendifferenzierung. Osteoklasten gehdren zu den Zellen der Monozyten-
und Makrophagen-Linie. Friihe Differenzierungsschritte sind abh&ngig von den Transkriptionsfaktoren PU.1 und
MITF, sowie von der Proliferation der Makrophagen und dem Zytokin M-CSF. Aktivierung von RANK durch
RANKL, das von Osteoblasten exprimiert wird, fihrt zur Differenzierung der Vorlauferzellen in Osteoklasten.
Dieser Schritt ist assoziiert mit den Signalmolekilen TRAF6, NfkB und c-Fos. Damit die Knochenresorption
stattfinden kann, muss sich der Osteoklast auf der Knochenmatrix ausrichten, dann kénnen Knochen abbauende
Enzyme gebildet werden (Teitelbaum SL und Ross FP, 2003, modifiziert).
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In den ersten Schritten der Osteoklasten-Differenzierung sind M-CSF, dessen Rezeptor
c-FMS (Csfr1, colony stimulating factor 1 receptor) und der Transkriptionsfaktor PU.1 (Spif,
spleen focus forming virus (SFFV) proviral integration oncogene) von Bedeutung. Sie sorgen
fir die Generierung der Vorlduferzellen von Makrophagen und Osteoklasten (Wiktor-
Jedrzejczak W et al., 1990; Tondravi MM et al., 1997). Der Transkriptionsfaktor PU.1 sorgt
fur die transkriptionelle Aktivierung von c-FMS durch Bindung an dessen Promotor (Zhang et
al., 1994). M-CSF bindet an den Rezeptor c-FMS und induziert die Proliferation von
Osteoklasten-Vorlauferzellen und die Expression von RANK (receptor activator of nuklear
factor xk B), dem Rezeptor von RANKL (Arai F et al., 1999; Ross FP und Teitelbaum SL,
2005).

Im weiteren Verlauf wird der Transkriptionsfaktor MITF (microphthalamia associated
transcription factor) durch M-CSF aktiviert. Der M-CSF-Signalweg sorgt fur die Aktivierung
von MAPK (mitogen activated protein kinase). MAPK phosphoryliert MITF und ist somit fir
dessen Aktivierung verantwortlich. AuBerdem wird der anti-apoptotische Faktor Bcl-2
(B-cell leukemia/lymphoma 2) exprimiert, wodurch die Apoptose in den Osteoklasten-
Vorlauferzellen inhibiert wird (Weilbaecher KN et al., 2001; Lagasse E und Weissman IL,
1997). Die weiteren Differenzierungsschritte werden durch die RANKL-Signalkaskade
initiiert. RANKL wird in Osteoblasten und Stromazellen exprimiert, die in einem Zellverband
mit den Osteoklasten-Vorlauferzellen im Knochengewebe vorliegen (Simonet WS et al.,
1997; Lacey DL et al, 1998). Das Membranprotein interagiert mit dem dazugehérigen
Rezeptor RANK auf den Osteoklasten-Vorlauferzellen, dadurch wird eine Signalkaskade
aktiviert, die u.a. TRAF6 (TNF receptor associated factor 6), NfkB (nuclear factor kappa light
chain enhancer of activated B cells) und c-Fos (V-Fos FBJ murine osteosarcoma viral
oncogene homolog) beinhaltet (Kobayashi T et al., 2003; Franzoso G et al., 1997; Johnson
RS et al., 1992). Der RANKL-Signalweg sorgt fir die Expression Osteoklasten-spezifischer
Gene, die u.a fur die Fusion der mononukledren Osteoklasten zum multinukledren
Osteoklast verantwortlich sind (siehe Abschnitt 2.5).

Zur Generierung des reifen, knochenabbauenden Osteoklasten richtet sich die Zelle an der
Knochenoberflache aus, dieser Prozess wird als Polarisierung bezeichnet. MaBgeblich
beteiligt an der Polarisierung sind zum einen c-Src (sarcoma oncogene), dessen vollstandige
Funktion nicht geklart ist (Horne WC et al., 2005; Lowe C et al., 1993), und zum anderen
Integrine, die den direkten Kontakt zur Knochenmatrix herstellen (Faccio R et al., 2003;
McHugh KG et al., 2000; Ross FP und Teitelobaum SL, 2005). Der polarisierte Osteoklast
exprimiert Knochenmatrix abbauende Enzyme und beginnt mit dem Abbau von
Knochengewebe (Bar-Shavit Z, 2007).
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2.4 BRANKL-Signaltransduktion in Osteoklasten

RANKL gehért zur TNF-Proteinfamilie (tumor necrosis factor) und aktiviert den Rezeptor
RANK, der an der Oberflaiche von Osteoklasten-Vorlauferzellen exprimiert wird. Unter
physiologischen Bedingungen wird RANKL an der Membranoberflache von Osteoblasten
des Periosts und von Stromazellen im Knochengewebe exprimiert (Abb.2.6). Bei
entziindlichen Reaktionen im Knochengewebe, z.B. rheumatoide Arthritis, kann RANKL auch
von T-Lymphozyten produziert werden (Kong YY et al, 1999). Der Antagonist
Osteoprotegerin (OPG) wird ebenfalls von Osteoblasten exprimiert, bindet an RANKL und
verhindert dadurch dessen Interaktion mit RANK. Faktoren wie Parathormon und TNF-a, die
verantwortlich flr die Initiation der Knochenremodellierung sind, greifen in die Regulation der
RANKL- und OPG-Expression ein (Lacey DL et al., 1998; Simonet WS et al., 1997). Durch
die Interaktion von RANKL und RANK kommt es zur Ausbildung eines trimeren RANK-
Rezeptor-Komplexes und zur Rekrutierung des Adaptormolekils TRAF6 (TNF receptor
associated factor 6). TRAF6-defiziente Mause entwickeln Osteopetrose, diese Krankheit ist
mit einer erhdhten Knochendichte assoziiert, da die Osteoklasten-Differenzierung gestort ist
(Kobayashi T et al., 2003). TRAF6 kann auch die Signale anderer Rezeptoren der TNF-
Familie wie CD40 und Rezeptoren der TLR-Familie wie IL-1R (TLR, Toll-like receptor family
members) vermitteln (Ye H et al., 2002; Akira S, 2003). Allerdings fuhrt nur die Aktivierung
der TRAF6-Signalkaskade uber den Rezeptor RANK zur Induktion der Osteoklasten-
Differenzierung. Durch die Trimerisierung des RANK-Rezeptors stehen drei TRAF6-
Bindestellen zur Verfliigung. Es findet eine verstérkte Rekrutierung von TRAF6 an den
RANK-Rezeptor statt, dies sorgt fiir eine Uberlagerung der Signale die von anderen TRAF6-
Rezeptor-Interaktionen stammen (Kadono Y et al., 2005).

S \
 oPG RANK}/ ‘Signaltanscidion

N [ R | Abb.2.6: Rolle von RANK, RANKL und Osteoprotegerin

) 23\ / widhrend der  Osteoklastogenese.  Osteoblasten
exprimieren an ihrer Membranoberflache RANKL, der als
aktivierender Ligand des RANK-Rezeptors auf der
Oberflache von Osteoklasten-Vorlauferzellen fungiert. Durch
die Interaktion von RANKL und RANK wird eine
Signalkaskade in Osteoklasten-Vorlauferzellen aktiviert, die
zur Differenzierung fihrt. Osteoblasten produzieren auch
Osteoprotegerin, das die Interaktion von RANK und RANKL
blockiert (Tolar J et al., 2004, modifiziert).
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Im weiteren Verlauf der TRAF6-Signalkaskade werden die IKK- (lkB-Kinase) und MAPK-
Signalwege (mitogen-activated protein kinase) induziert (Abb.2.7). Das inhibitorische Protein
IxB (inhibitor of NfxB) liegt in einem Komplex mit NfkB im Zytoplasma vor. Die TRAF6-
Aktivierung der Ixb-Kinase resultiert in der Phosphorylierung von kb, so dass es von NfkB
dissoziiert. Nach Translokation von NfkB in den Zellkern, bindet es dort an spezifische DNA-
Sequenzen und initiiert die Transkription Osteoklasten-spezifischer Gene (Franzoso G et al.,
1997; lotsova V et al., 1997). AuBerdem sorgt der Einfluss von TRAF6 flr die Aktivierung
des MAPK/ERK-Signalwegs aufgrund der Phosphorylierung von p38, ERK (extracellular
signal regulated kinases) und JNK (c-Jun N-terminal kinases), was wiederum zur Aktivierung
von AP-1 (activator protein 1) und NFATc1 (nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic 1)
fihrt. Der Transkriptionsfaktor AP-1 ist ein Heterodimer bestehend aus c-Fos und c-dun
(Grigoriadis AE et al., 1994) und aktiviert den Transkriptionsfaktor NFATc1. Neben NFATcH
wird auch NFATc2 (nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic 2) exprimiert, das in
frihen Phasen der Differenzierung zusammen mit NfkB die Transkription von NFATc1
aktiviert. Die Translokation von NFATc1 in den Zellkern ist abhdngig von der Ca®-
Konzentration und der Aktivierung durch die Phosphatase Calcineurin. NFATc1 reguliert die
Transkription verschiedener Osteoklasten-spezifischer Gene und bildet transkriptionelle
Komplexe mit anderen Transkriptionsfaktoren wie PU.1, MITF oder c-Fos (Matsumoto M et
al., 2004; Day CJ et al., 2005).

RANKL

E E ﬂ Abb.2.7: Darstellung der RANKL-Signaltransduktion. Die Bindung
von RANKL an den Rezeptor RANK flihrt zu einer Trimerisierung des
Rezeptors und der Rekrutierung von TRAF6. TRAF6 interagiert mit

¢-Src und stimuliert dadurch den PI-3K/AKT-Signalweg, wodurch das

Osteoklasten-spezifische Zytoskelett und die Inhibierung der
Apoptose gesteuert werden. AuBerdem fihrt die RANKL-RANK-
Interaktion zur Aktivierung der NfkB- und MAPK-Signalwege, die hier
zur ansatzweise dargestellt sind. Zu den wichtigsten Regulatoren
zahlen c-Fos/c-Jun und NFATc1, die zur Induktion Osteoklasten-
spezifischer Gene beitragen (Teitelbaum SL und Ross, 2003,
modifiziert).

Neben den NfkB- und MAPK-Signalwegen kommt es ebenfalls zu einer Aktivierung des
AKT-Signalweges (Abb.2.7) Uber c-Src/TRAF6 und PI-3K (Phosphatidylinositol-3-Kinase).
AKT phosphoryliert das pro-apoptotische Protein BAD (Bcl2 associated agonist of cell
death), dadurch wird die Apoptose inhibiert und die Umstrukturierung des Zytoskeletts
eingeleitet (Arron JR et al., 2001; Teitelbaum SL und Ross FP, 2003; Yavropoulou MP und
Yovos JG, 2008).
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2.5 Zell-Zell-Fusion wahrend der Osteoklastogenese

Die Zell-Zell-Fusion von Osteoklasten-Vorlauferzellen ist ein charakteristisches Merkmal von
Osteoklasten und entscheidend fir die Effektivitdt der Knochenresorption. Durch die
Zellfusion von monozytischen Vorlauferzellen entstehen groBe, mehrkernige Zellen
(Abb.2.8), die eine hohe Aktivitét in Bezug auf den Knochenabbau aufweisen (Chen EH et
al., 2007). Wahrend Makrophagen und neutrophile Granulozyten Abbauprodukte in das
Zytoplasma aufnehmen und in Lysosomen abbauen, erfolgt durch Osteoklasten eine
extrazelluldre Degradation. Sie lagern sich an die Knochenmatrix und bilden eine
abgedichtete Zone, die als ,extrazellulares Lysosom*“ bezeichnet werden kann (Teitelbaum
SL und Ross FP, 2003). Der Abbau der Knochenmatrix kann nur stattfinden, wenn der
Bereich der Knochenresorption vom Osteoklast vollstandig bedeckt wird, d.h. die GroBe der
Zelle ist proportional zur Resorptionseffizienz. Osteoklasten entstehen durch homotrophe
Zell-Zell-Fusion von Monozyten-Vorlauferzellen, wobei mit fortschreitender Fusion die
fusionierenden Zellen nicht komplett identisch sein missen (Ishii M und Saeki Y, 2008).
Bereits gebildete multinukleare Zellen werden als Hauptfusionszelle bezeichnet, d.h. sie sind
der Ausgangspunkt far weitere Fusionsprozesse, indem sie fusionskompetente
Vorlauferzellen einfangen (Yagi M et al., 2005; Mensah KA et al., 2010).

Multinukledre Osteoklasten entstehen durch die Fusion von RANK-exprimierenden,
mononukledren Pre-Osteoklasten nach dem Kontakt mit RANKL exprimierenden Zellen wie
Osteoblasten oder Stromazellen (Abb.2.8). Die RANKL-RANK-Signalkaskade initiiert die
Expression verschiedener Osteoklasten-spezifischer Gene, dazu gehéren MCP-1 und CCL-5
(chemokine C-C motif ligand 5; auch RANTES, regulated upon activation, normal T-cell
expressed, and secreted). Beide Molekile sind chemotaktische Signale fir Monozyten (Kim
MS et al., 2005). RANKL induziert ebenfalls die Expression der MCP-1-Rezeptoren CCR2
und CCR4 (chemokine C-C motif receptor). Die Rezeptoren CCR2 und CCR4 sind G-Protein
gekoppelte Rezeptoren, die den PI3K-Signalweg stimulieren und somit die Proliferation der
Osteoklasten-Vorlauferzellen induzieren. Die Bedeutung von MCP-1 liegt somit in autokrinen
und parakrinen Effekten. Wahrend MCP-1 auf derselben Zelle agiert, kann es ebenso andere
Vorlauferzellen beeinflussen (Kim MS et al., 2005; Miyamoto K et al., 2009).
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Des Weiteren aktiviert RANKL/RANK den Transkriptionsfaktor NFATc1, der die Expression
von ATP6V0D2 (d2 isoform of vascuolar ATPase V0 domain) und DC-STAMP (dendritic cell-
specific transmembrane protein) durch direkte Bindung an deren Promotor aktiviert (Kim K et
al., 2008; Kim T et al, 2010). DC-STAMP ist ein Transmembranprotein aus sieben
Transmembrandoméanen und wurde urspringlich in dendritischen Zellen entdeckt. Durch den
RANKL-Signalweg kommt es zur Entstehung einer Osteoklasten-Vorlauferzellpopulation, in
der einige Zellen eine hohe und andere Zellen eine niedrige DC-STAMP-Expression
aufweisen. Die Zellen mit niedriger DC-STAMP-Expression fungieren als Hauptfusionszelle
und fusionieren mit Zellen, die eine hohe DC-STAMP-Expression besitzen (Mensah KA et
al., 2010). DC-STAMP st ein entscheidender Faktor fiir die Zellfusion, da DC-STAMP-
defiziente Mause zwar noch in der Lage sind Knochenresorption zu betreiben, die Fusion der
mononukledren Zellen zu multinukleéren Osteoklasten jedoch unterbunden ist (Yagi M et al.,
2005). Die genaue Funktion der ATP6V0D2 in Osteoklasten wurde bisher noch nicht geklart,
jedoch zeigen ATP6V0D2-defiziente Mause eine Beeintrachtigung der Osteoklasten-Fusion
und einen Anstieg der Knochensubstanz (Lee SH et al., 2006).
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Abb.2.8: Schematische Darstellung der Fusion von mononukleédren Pre-Osteoklasten. Die RANKL-RANK-
Signalkaskade induziert den Transkriptionsfaktor NFATc1, der die Transkription von MCP-1, MCP-1-Rezeptoren,
ATP6V0OD2 und DC-STAMP aktiviert. MCP-1 dient als chemotaktisches Signal fiir Monozyten (parakrin) und
stimuliert den PI3K-Signalweg in Pre-Osteoklasten (autokrin). DC-STAMP ist der Hauptregulator der Zell-Zell-
Fusion. DC-STAMP-exprimierende Zellen fusionieren und bilden multinukledre Osteoklasten (Yavropoulou MP
und Yovos JG, 2008, modifiziert).
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Vermutlich ist in den Prozess der Zellfusion ebenfalls das Protein MFR (macrophage fusion
receptor) involviert. MFR zahlt zur Familie der SIRP (signal regulatory protein), die Typ-I-
Transmembranproteine sind. Die Proteine der SIRP-Familie reagieren auf intrinsische
Signale der Osteoklasten-Vorlauferzellen und interagieren mit Adaptormolekilen (Saginario
C et al,, 1998; Vignery A, 2005; Humphrey MB et al., 2004). Die Adaptormolekiile DAP12
(DNAX activating protein 12) und FcRy (Fc receptor common gamma chain) sorgen
vermutlich far die Transkription anderen Mediatoren der Zell-Zell-Fusion, so dass Fusions-
kompetente Osteoklasten-Vorlduferzellen entstehen. DAP12- und FcRy-defiziente Mause
entwickeln Osteopetrose aufgrund von Defekten in der Osteoklasten-Differenzierung
(Turnbull IR et al., 2007; Kaifu T et al., 2003; Humphrey MB et al., 2004).

2.6 Polarisation und Physiologie der Osteoklasten

Der Prozess der Knochenresorption ist entscheidend fir die Erhaltung der mechanischen
Funktionalitdt der Knochen und findet durchgehend das ganze Leben wéahrend der
Knochenremodellierung statt. FUr den Abbau des Knochengewebes sind ausschlieBlich
Osteoklasten verantwortlich, da deren morphologische Eigenschaften entsprechend der
Funktion angepasst sind. Osteoklasten sind Polykaryone und kdnnen einen Durchmesser
von ca. 300 um erreichen, wahrend Makrophagen 10-20 um messen. Aufgrund ihrer GréBe
sind Osteoklasten in der Lage einen relativ groBen Bereich der Knochenmatrix zu bedecken.
Der Abbau der Knochenmatrix beginnt mit der Anlagerung des Osteoklasten an den
Knochen und der Entstehung der polarisierten Morphologie der Zelle (Bar-Shavit Z, 2007).

Die extrazellularen Signale, die zu Rekrutierung der Osteoklasten an die Stelle der
Knochenresorption flihren, wurden bisher nicht eindeutig identifiziert. In chemotaktischen
Experimenten konnte gezeigt werden, dass Typ-I-Kollagenpeptide, a2HS-Glykoproteine und
Osteocalcin in Osteoklasten-Vorlauferzellen chemotaktische Reaktionen hervorrufen. Diese
chemoattraktorischen Substanzen stammen aus der Knochenmatrix oder werden, im Falle
von Kollagen und Osteocalcin, von Osteoblasten gebildet (Malone JD et al., 1982). Weiterhin
wird SDF-1 (stromal cell derived factor 1) von Stroamzellen gebildet und agiert ebenso wie
Substanzen apoptotischer Osteozyten, die im Verlauf der Knochenremodellierung freigesetzt
werden, als chemotaktisches Signal flir Osteoklasten-Vorlauferzellen (Yu X et al., 2003). Die
Migration der Vorlauferzellen an die Stelle der Knochenresorption wird maBgeblich von
Matrix-Metalloproteinasen (MMP) beeinflusst (Delaisse JM et al., 2003).
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Nach Erreichen der Osteoklasten-Vorlauferzellen an der Stelle der Knochenresorption und
erfolgreicher Differenzierung in reife Osteoklasten muss eine isolierte Mikroumgebung
zwischen Osteoklast und Knochenmatrix entstehen, damit die Resorption stattfinden kann.
Wahrend der Osteoklast nicht an die Knochenmatrix gebunden ist, liegen Vesikel mit
H*ATPase zuféllig verteilt in der Zelle vor und Integrine werden auf der gesamten
Plasmamembran exprimiert. Der Kontakt zwischen Osteoklast und Knochenmatrix wird
durch das Integrin avB3 hergestellt (Abb.2.9). Die Expression von oavf3 wird durch den
RANKL-Signalweg und NFATc1 induziert. S3-Knock-out-Mause zeigen einen Defekt der
Osteoklasten, der stufenweise zur Knochenkrankheit Osteopetrose fuhrt (McHugh KP et al.,
2000). Durch den Kontakt von Osteoklast und Knochenmatrix konzentrieren sich die
Integrine an der Membran, die der Knochenmatrix zugewandt liegt, assoziieren mit Aktin-
Filamenten im Osteoklasten und bilden einen Komplex, der als Podosom bezeichnet wird
(Aubin JE, 1992). Sie erkennen Proteine der Knochenmatrix mit einem Arginin-Glycin-
Asparaginsaure-Aminosauremotiv (RGD), das in Osteopontin und BSP (bone sialoprotein)
vorkommt (Duong LT et al, 2000; Miyauchi A et al., 2006). Durch die Anlagerung der
Integrine an die Knochenmatrix bindet die c-Src-Kinase direkt an die terminalen
Aminosauren der B3-Untereinheit. An die zytoplasmatische Doméane der B3-Untereinheit
bindet SYK (spleen tyrosine kinase). SYK, c-Src und avB3 agieren in einem Komplex, der
zusammen mit dem M-CSF-Signalweg zur Umorganisation des Zytoskeletts fuhrt (Faccio R
et al., 2005; Zou W et al., 2007). Vesikel mit H'ATPase assoziieren mit Mikrotubuli und
gelangen uber diese zur Membran, die der Knochenmatrix zugewandt ist. Durch Exozytose
werden sie in die Membran eingelagert und sorgen somit fir die komplexen Einfaltungen der
Membran, die als Ruffled Border bezeichnet wird. Zur Abdichtung der extrazellularen
Umgebung dient ein Aktin-Ring, der die sogenannte Sealing Zone darstellt. Die
gegeniberliegende Membran kann in den basolateralen (BLD, basolateral domain) und in
den sekretorischen Bereich (FSD, functional secretory domain) eingeteilt werden (Mulari MT
et al., 2003).

Die Anlagerung der Osteoklasten an die Knochenmatrix, die Ausbildung eines isolierten
Bereichs unterhalb des Osteoklasten, die Sealing Zone und die Ruffled Border lassen ein
Kompartiment entstehen, das von der extrazellularen Umgebung abgegrenzt ist und in dem
die Knochenresorption stattfinden kann (Abb.2.9). Dieses Kompartiment wird als
Resorptionslakune oder Howship’s Lakune bezeichnet. Durch die Fusion von saurehaltigen
Vesikeln mit der Membran, die der Knochenmatrix zugewandt ist, wird der pH-Wert in
diesem isolierten Kompartiment auf einen Wert von ca. pH 4-5 gesenkt (Silver IA et al.,
1988). Die Vesikel beinhalten die Protonenpume H*ATPase, die nach Fusion gekoppelt mit
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dem CI'-Kanal CICn7 (chlorid channel 7) in der Ruffled Border zur Senkung des pH-Werts
beitragt (Schlesinger PH et al., 1997). Die funktionelle Trennung der Ruffled Border von der
restlichen Zellmembran wird durch die Sealing Zone gewahrleistet und flhrt zur
Anreicherung der Protonenpumpen und der lonenkanale in diesem Bereich. Die in der
Resorptionslakune entstehende Salzsaure (HCI, Hydrogenchlorid) 16st solides Hydroxyapatit
[Cas(PO4),]sCa(OH), in Kalzium Ca?* und Wasser H,O (Blair HC, 1998). Um die Freisetzung
von HCI zu ermdglichen, werden Wasserstoff-lonen im Inneren der Zellen durch die
Carboanhydrase Il erzeugt. Dieses Enzym wird in hohem MaBe in Osteoklasten exprimiert
und sorgt fir die Hydrierung von CO,, so dass Wasserstoff-lonen und HCO; produziert
werden (Sly WS et al., 1983). HCO3 wird Uber einen Chlorid-Bikarbonat-Austauscher in der
basolateralen Membran gegen Chlorid-lonen ersetzt (Teitelbaum SL, 2000).
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Abb.2.9: Darstellung der Osteoklasten-Physiologie. Die Resorption des Knochengewebes kann erst
eingeleitet werden, nachdem der Osteoklast an die Knochenmatrix angelagert wurde. Die Anlagerung wird durch
avp3-Integrine vermittelt, und eine Sealing Zone entsteht. Die Umorganisation des Zytoskeletts sorgt fur eine
polarisierte Morphologie bestehend aus Ruffled Border und basolateraler Membran. Carboanhydrase |l sorgt fiir
die Bereitstellung von Wasserstoff-lonen durch Hydrierung von CO,. Die Wasserstoff-lonen werden zusammen
mit CI'- lonen in die Resorptionslakune transportiert und sorgen ebenso wie CTSK (Cathepsin K) und Acp5
(TRAP, tartrate resistant acid phosphatase) fiir den Abbau der Knochenmatrix. CI" gelangen Uber einen lonen-
Bikarbonat-Austauscher in die Zelle (Tolar J et al., 2004, modifiziert).

Durch den Abbau der mineralisierten Bestandteile des Knochengewebes werden die
organischen Bestandteile freigelegt. Fir den Abbau der organischen Bestandteile wird ein
Enzym bendtigt, das ein pH-Optimum im sauren Bereich besitzt (Abb.2.9). Diese Funktion
wird hauptsachlich von Cathepsin K (CTSK) erfillt, wobei auch andere Proteinasen wie
Cathepsin D, B und L in Osteoklasten exprimiert werden (Gowen M et al., 1999; Drake FH et
al., 1996). Auch Matrix-Metalloproteinasen wie MMP12 und MMP9 tragen zur Resorption von
Kollagen bei (Hou P et al., 2004; Ortega N et al., 2003).
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Die Abbauprodukte werden in Vesikel via Endozytose aufgenommen, die das Enzym Acp5
(TRAP, tartrate resistant acid phosphatase) enthalten. Acp5 produziert reaktive
Sauerstoffspezies, die in der Lage sind Kollagen anzugreifen (Kaija H et al., 2002). Die
Knochenresorption erfordert eine groBe Menge an Energie, so dass in Osteoklasten eine
groBe Anzahl an Mitochondrien vorhanden ist, die diese Energie bereitstellen. Die
Abbauprodukte der Resorptionsprozesse werden von den Osteoklasten nicht bendétigt und so
findet am  sekretorischen Bereich (FSD, functional secretory domain) der
gegenlberliegenden Membran die Freisetzung der Abbauprodukte statt. Nach der
Resorption werden die Abbauprodukte mittels Endozytose in die Zelle aufgenommen,
fusionieren mit der FSD und werden in den extrazellularen Bereich abgesondert und
gelangen in den Blutkreislauf, um z.B. im Falle von Ca®** den Kalzium-Spiegel im Blut zu
erhdéhen. Dieser Prozess der Transzytose kann nur aufgrund der funktionellen Separation
von Ruffled Border und der restlichen Zellmembran erfolgen (Salo J et al., 1997; Nesbitt SA
und Horton MA, 1997).

2.7 Transkriptionsfaktoren in Osteoklasten

Einige Transkriptionsfaktoren, die an der Entwicklung des Skeletts beteiligt sind, wurden in
Studien mit Patienten oder genetisch verdnderten Mause entdeckt. Zum Teil werden sie
spezifisch in Knochenzellen exprimiert und sind verantwortlich fir die Differenzierung dieser
Zellen. Andere Transkriptionsfaktoren sind nicht Knochenzell-spezifisch, werden aber
hauptsachlich in Zellen des Skeletts wahrend der Entwicklung produziert. Im Gegensatz zu
Osteoblasten und Chondrozyten entwickeln sich Osteoklasten aus myeloiden
Vorlauferzellen. Myeloide Wachstumsfaktoren (M-CSF, RANKL) und Transkriptionsfaktoren,
die eine Rolle wahrend der Hamatopoese spielen, kénnen sich ebenfalls auf die
Differenzierung der Osteoklasten auswirken (Yang X und Karsenty G, 2002).

Der Transkriptionsfaktor PU.1 (Spi1, spleen focus forming virus (SFFV) proviral integration
oncogene) gehort zur Familie der Ets-Transkriptionsfaktoren (E-twenty-six). PU.1 besitzt eine
Ets-Domane, die zur DNA-Bindung beitragt und purinreiche DNA-Sequenzen mit dem Motiv
GGAA erkennt. Die Ets-Doméne ist ebenfalls fir die Interaktion mit anderen Proteinen wie
GATA1 (GATA-binding factor 1), RUNX1 (runt-related transcription factor 1) und C/EBPa
(CCAAT/enhancer binding protein alpha) verantwortlich (Kodandapani R et al., 1996). Die
Expression von PU.1 kommt in myeloiden Zellen wie B-lymphoiden Zellen und
granulozytischen Zellen vor. Das Fehlen von PU.1 verursacht diverse Defekte in der
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Entwicklung von B-Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten (Scott EW et al., 1994).
PU.1-defiziente Mause besitzen weder Osteoklasten, noch Makrophagen, sind aber in der
Lage frihe Monozyten-Vorlauferzellen zu bilden. Die Funktion von PU.1 ist Zell-autonom, da
das Fehlen der Makrophagen und Osteoklasten durch Knochenmark-Transplantationen oder
PU.1-Expression in PU.1-defizienten Monozyten-Vorlauferzellen aufgehoben werden kann
(Tondravi MM et al., 1997; Henkel GW et al., 1999). Die Entwicklung von Makrophagen oder
Granulozyten ist abhangig vom Verhaltnis des Expressionslevels von PU.1 zu C/EBPa (Dahl
R und Simon MC, 2003). Liegt eine verstarkte PU.1 Expression vor, kommt es zur
Differenzierung der Makrophagen. Granulozyten-spezifische Gene werden durch PU.1
reprimiert, da PU.1 die Expression von negativen Regulatoren induziert (Nguyen HQ et al.,
1993; Laslo P et al., 2006). PU.1 reguliert ebenfalls die Expression von RANK in myeloiden
Vorlauferzellen, so dass nach Stimulation die Differenzierung in Richtung Osteoklasten
eingeleitet werden kann (Kwon OH et al., 2005). Ektope Expression von PU.1 in erythroiden
Vorlauferzellen verursacht eine Differenzierungsblockade in Richtung Erythrozyten, so dass
eine Erythroleukdmie entsteht. Dies konnte in Studien mit Mausen gezeigt werden, im
Menschen konnte eine PU.1-Uberexpression bisher nicht mit einer Leukamie korreliert
werden (Moreau-Gachlin F et al., 1996). Im Gegensatz zu seiner onkogenen Funktion in
erythroiden Zellen, besitzt PU.1 in myeloiden Zellen eine Tumorsuppressor-Funktion. Der
Verlust des optimalen PU.1-Expressionslevels in adulten myeloiden Vorlauferzellen oder
hamatopoetischen Stammzellen (HSC) fahrt in Mausen zur Entwicklung myeloider
Leukamien (Walter MJ et al., 2005; Metcalf D et al., 2006). Im Mensch ist der direkte Bezug
zwischen Inaktivierung von PU.1 und myeloider Leukdmie nur in wenigen Fallen bekannt
(Cook WD et al., 2004). In Fallen von akuter myeloider Leukédmie (AML) konnte gezeigt
werden, dass PU.1 geringer exprimiert wird (Rosenbauer F et al., 2004).

Der Transkriptionsfaktor AP-1 ist ein heterodimeres Protein bestehend aus Fos- und Jun-
Proteinen. c-Fos (V-Fos FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog) wird wahrend
der Entwicklung von Mausen in Knorpelgewebe, Knochen und Zahnen exprimiert, wobei eine
Uberexpression von c-Fos in Mausen Osteosarkome verursacht (Grigoriadis AE et al., 1994).
c-Fos-defiziente Mause entwickeln Osteopetrose, da die Zellzahl der Osteoklasten reduziert
ist. Der Transkriptionsfaktor c-Fos ist entscheidend fir die Differenzierung von Monozyten-
Vorlauferzellen in Osteoklasten. Auch dieser Effekt ist Zell-autonom, da durch Knochenmark-
Transplantation oder ektope Expression von c-Fos die Osteoklastogenese regeneriert
werden kann. Da in c-Fos-defizienten Mausen die Zahl an Makrophagen nicht beeinflusst ist,
bedeutet dies, dass c-Fos nach PU.1 in Bezug auf die Osteoklastendifferenzierung agiert
(Wang ZQ et al., 1995). Die Expression von c-Fos wird durch den M-CSF- und avB3-Integrin-
Signalweg tUber ERK induziert (Murphy LO et al., 2002), wobei die Aktivierung durch avp3
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Uberwiegt (Faccio R et al., 2003). AuBerdem ist c-Fos flr die Linienentscheidung in Richtung
Osteoklasten oder dendritischen Zellen entscheidend. Wahrend GM-CSF/RANKL fir die
Differenzierung der dendritischen Zellen sorgen, leiten M-CSF/RANKL und die Expression
von c-Fos die Osteoklastendifferenzierung ein (Miyamoto T et al., 2001).

Zwei Formen des Transkriptionsfaktors NFxB (nuclear factor kappa light chain enhancer of
activated B cells), p50 und p52, sind entscheidend fur die Regulation von Immun- und
Entzindungsantworten. Inaktivierung von p50 resultiert in einer Aktivierung von NfkB
(Zhou D et al., 2001), wohingegen Mutationen in p52 zu einer reduzierten Zellzahl an
peripheren B-Zellen und Defekten in der humoralen Immunreaktion fihren (Caamano JH et
al., 1998). Bei Defekten beider Transkriptionsfaktoren flihrt dies zu einem Osteopetrose-
Phanotyp in den untersuchten M&usen aufgrund eines Arrests in der Osteoklastogenese.
Ebenso wie in PU.71-defizienten Mausen sorgen Knochenmarktransplantationen fir die
Aufhebung dieses Phanotyps (lotsova V et al., 1997).

Der Transkriptionsfaktor MITF (microphthalamia transcription factor) ist ein bHLH-Zip-
Transkriptionsfaktor (basic helix-loop-helix leucine zipper). MITF wurde urspringlich als
Regulator der Melanozyten-Differenzierung beschrieben, da es als Transkriptionsfaktor die
Expression von Melanozyten-spezifischen Enzymen aktiviert (Bentley NJ et al., 1994).
Allerdings wird MITF, &hnlich wie PU.1, in Makrophagen, Osteoklasten und deren
Vorlauferzellen exprimiert (Kawaguchi N und Noda M, 2000). Als Heterodimer kann MITF an
DNA-Sequenzen mit dem Motiv CANNTG binden, dieses Bindemotiv ist auch als E-Box
bekannt (Lowings P et al., 1992). MITF sorgt zusammen mit PU.1 fir die Regulation
Osteoklasten-spezifischer Gene. Die Interaktion von MITF, PU.1 und Eos resultiert in der
Reprimierung der Osteoklasten-spezifischen Gene CTSK, Acp5 und OSCAR (osteoclast
associated receptor). Der M-CSF/RANKL-Signalweg fuhrt zur verminderten Expression von
Eos und zur Phosphorylierung von MITF, dadurch kommt es zur Rekrutierung des
Coaktivators CBP/p300 und zur Aktivierung der Osteoklastogenese. MITF wird durch den
ERK und p38-MAPK-Signalweg phosphoryliert und aktiviert. Der Effekt von Eos ist auf den
MITF/PU.1-Komplex beschrénkt. Andere Zielgene von PU.1 und MITF wie
c-FMS oder RANK werden durch Eos nicht beeinflusst (Hu R et al. 2007; So H et al., 2003;
Mansky KC et al, 2002). Mutationen in MITF resultieren in einem Defekt der
Osteoklastogenese (Hodgkinson CA et al., 1993).
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2.8 Osteoklasten-assoziierte Krankheiten

Das menschliche Knochengewebe unterliegt einem standigen Abbau durch Osteoklasten
und Aufbau durch Osteoblasten, um die Funktionalitdt und Stabilitdit des Skeletts zu
gewahrleisten. Die Dichte des Knochengewebes ist somit abh&ngig von der Funktion dieser
beiden Zelltypen. Ist dieses Gleichwicht gestoért, resultiert dies in einer krankhaften Zunahme
oder Abnahme des Knochengewebes (Lerner UH, 2006). Haufig sind adulte Krankheiten der
Knochen mit einer verstarkten Aktivitdt von Osteoklasten verbunden, so dass die
Remodellierung des Knochens in Richtung Resorption verschoben ist (Rodan GA und Martin
TJ, 2000). Zu Knochen-assoziierten Krankheiten zahlen zum Beispiel Osteopetrose,
Osteoporose, Parodontose, Paget’s Syndrom, rheumatoide Arthritis, multiple Myelome und
metastasierende Krebserkrankungen.

Die Ursache von Osteopetrose, auch als Marmorknochenkrankheit bezeichnet, liegt in den
haufigsten Féllen in einer erblich bedingten Fehlfunktion von Osteoklasten. Die Krankheit
wurde zum ersten Mal 1904 von Albers-Schdnberg beschrieben, der in Réntgenbildern eines
Patienten eine verstarkte Knochendichte diagnostizierte. Da die Krankheit mit einer erhéhten
Masse des Skeletts aufgrund von einer anormaler Zunahme der Knochendichte verbunden
ist, ist die Diagnose mittels Radiographie erforderlich. Dabei sind eine geringere
Strahlendurchlassigkeit des Knochengewebes und das Fehlen der Knochenmarkhdhle zu
beobachten. Durch die Fehlfunktion der Osteoklasten wird die Form und Struktur des
Knochens beeinflusst, da wahrend der Knochenremodellierung die Resorption des
Knochengewebes ausbleibt. In einigen Patienten entstehen durch Osteopetrose
Knochenmarkhdéhlen, in denen durch endochondrale Ossifikation neues Knochengewebe
gebildet wurde, so dass kein Platz fir hamatopoetische Zellen verbleibt. Durch die
Anreicherung von Knochengewebe nimmt das Skelett zwar an Stabilitdt zu, aber die
Elastizitat wird eingeschrankt, wodurch der Knochen anfélliger fiir Knochenfrakturen wird. Da
Osteoklasten ihren Ursprung in hamatopoetischen Stammzellen besitzen, kann diese
Krankheit je nach genetischer Ursache in einigen Fallen durch Transplantation
hamatopoetischer Stammzellen geheilt werden (Shapiro F, 1993; Loria-Cortes R et al,
1977). Die Klassifizierung von Osteopetrose erfolgt in zwei Gruppen: Autosomal-rezessiv
und autosomal-dominant. Autosomal-rezessive Osteopetrose kommt in 1 von 300 000
Geburten vor. In schwerwiegenden Fallen kommt es aufgrund der unzureichenden
Knochenmarkhéhle zu extramedullarer Himatopoese, die mit einer VergréBerung von Leber
und Milz verbunden ist, die auch als Hepatosplenomegalie bezeichnet wird. Betroffene
Kinder weisen Schédigungen der Hirnnerven auf, die zu visuellen Einschrankungen und
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Blindheit fihren kénnen (Gerritsen EJ et al., 1994). Anamien und verringerte Immunabwehr
fihren in den meisten Féllen zum Tod wahrend der ersten zehn Lebensjahre des Patienten.
In weniger schwerwiegenden Fallen von Osteopetrose ist die Lebenserwartung nicht
beeintrachtigt, jedoch kommt es verstarkt zu Knochenfrakturen (Bollerslev J und Andersen
PE, 1989).

Zum Verstandnis der genetischen Grundlagen und Zusammenhéange, die zur verminderten
Aktivitdt von Osteoklasten bzw. zu Osteopetrose flihren, haben Maus-Modelle einen
entscheidenden Beitrag geleistet. Dabei ist es verstandlich, dass zahlreiche funktionelle
Defekte in Osteoklasten zu verringerter Knochenresorption fihren kénnen. Die Defekte der
Osteoklasten kdnnen intrinsisch oder extrinsisch verursacht werden. Die Unterscheidung ist
wichtig in Bezug auf eine mdgliche Therapie, da durch hamatopoetische Stammzell-
Transplantation lediglich intrinsische Defekte minimiert werden. In Tabelle 2.1 sind einige
Maus-Modelle zu Osteopetrose zusammengefasst (Tolar J et al., 2004).

Die Osteoklasten-Defekte in Maus-Modellen kénnen in vier Kategorien unterteilt werden:
Frihe Differenzierungsdefekte betreffen PU.1 und MITF, Defekte im RANKL-Signalweg,
funktionelle Defekte in Osteoklasten und Defekte in der Ansauerung der Resorptionslakune.

Frihe Differenzierungsdefekte betreffen M-CSF, da in op/op-Mausen (op, osteopetrotic) eine
Insertion in das mcsf-Gen das Fehlen von Osteoklasten und Monozyten zur Folge hat.
M-CSF wird von Stromazellen und Osteoblasten gebildet, daher gilt der M-CSF-Defekt als
extrinsisch (Wiktor-Jedrzejczak W et al., 1990). Da die Osteoklasten-Differenzierung ebenso
von den Transkriptionsfaktoren PU.1 und MITF abhangig ist, kommt es auch in PU.7- bzw.
MITF-defizienten Mausen zu einem Fehlen von Osteoklasten (Tondravi MM et al., 1997;
Holtrop ME et al., 1981; Hodgkinson CA et al., 1993). Im Gegensatz zu den op/op-Mausen
liegt hier jedoch ein intrinsischer Effekt vor. Im weiteren Verlauf der Osteoklastogenese
kommt es zu einer RANKL-RANK-vermittelten Kommunikation von Osteoblasten und
Osteoklasten, wobei Osteoprotegerin als Antagonist des RANKL-Signalweges gilt. Ektope
Expression von Osteoprotegerin versursacht in Mause Osteopetrose aufgrund dessen
antagonistischer Wirkung auf die Osteoklastendifferenzierung (Simonet WS et al., 1997). Die
Osteoklastogenese ist auch in RANK- oder RANKL-Knock-out-Mausen gestért ist (Kong YY
et al., 1999). Der RANK/RANKL-Signalweg beinhaltet mehrere Zwischenstufen, so dass
Osteopetrose in allen Knock-out-M&ausen mit Deletionen in c-Fos, NFxB und TRAF6 auftritt
(Grigoriadis AE et al., 1994; lotsova V et al., 1997; Lomaga MA et al., 1999).
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Tabelle 2.1: Osteopetrose-assoziierte Maus-Modelle

BETROFFENES

MAUS-MODELL GEN/PROTEIN URSACHE | OSTEOKLASTEN QUELLE
op/op-Maus M-CSF extrinsisch | nicht vorhanden Wiktor-Jedrzejczak W et al., 1990
RANKL-Knock-out RANKL extrinsisch | nicht vorhanden Kong YY et al., 1999
t? ;zgg ;otegenn- Osteoprotegerin | extrinsisch | nicht vorhanden Simonet WS et al., 1997

. . M-CSF- S . .
Csfr/Csfr Rezeptor intrinsisch | nicht vorhanden Dai XM et al., 2002
PU. 1-Knock-out PU.1 intrinsisch | nicht vorhanden Tondravi MM et al., 1997

i S vorhanden, unreif,
mi/mi-Maus MITF intrinsisch keine Ruffled border Holtrop ME et al., 1981
RANK-Knock-out RANK intrinsisch | nicht vorhanden Dougall WC et al., 1999
c-Fos-Knock-out c-Fos intrinsisch | nicht vorhanden Grigoriadis AE et al., 1994
NFxB1/2-Knock-out | p50 und p52 intrinsisch | reduziert lotsova V et al., 1997
TRAF6-Knock-out | TRAF6 intrinsisch | NOMal s reduziet, || omaga MA et al., 1999
c-Src-Knock-out c-Src intrinsisch erhoht, keine Ruffled Lowe C et al., 1993

border

. . o erhéht, anormale
B3/ -Knock-out B3-Integrin intrinsisch Ruffled border McHugh KP et al., 2000
DC-STAMP- . keine Fusion, .

Knock-out DC-STAMP Intrinsisch reduzierte Funktion Yagi M et al., 2005
Atp6i-Knock-out H+-ATPase intrinsisch | normal bis reduziert | Li YP et al., 1999
o normal, anormale
CICn7-Knock-out CICn7 intrinsisch Ruffled border Kornak U et al., 2001
Cathepsin k- CathepsinK | intrinsisch | 1°'mal anormale | g i b o 41 1908
Knock-out P Ruffled border 9 "
o erhoht, extensive
TRAP-Knock-out TRAP intrinsisch Ruffled border Hollberg K et al., 2002

Ein entscheidender Schritt wahrend der Differenzierung ist die Zell-Zell-Fusion, die
hauptsachlich von DC-STAMP abhéngig ist. In DC-STAMP-defizienten M&usen sind friihe
Differenzierungsschritte bis hin zur Entstehung der mononukledren Osteoklasten nicht

beeintrachtigt. Allerdings kommt es aufgrund der fehlenden DC-STAMP-Expression nicht zur

Fusion der Osteoklasten-Vorlauferzellen und somit fehlen in DC-STAMP-defizienten Mausen

multinukledren Osteoklasten (Yagi M et al., 2005). Spate Defekte betreffen funktionelle

Aspekte der Osteoklasten. In den untersuchten Mausen ist die Anzahl an Osteoklasten nicht

beeinflusst, jedoch kommt es nicht zur vollstdndigen Reifung der Osteoklasten oder die

eigentliche Funktion des Osteoklasten, die Knochenresorption, ist beeintrachtigt. Deletionen

der Tyrosin-Kinase c-Src resultieren in einer anormalen Entwicklung der Ruffled border
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(Lowe C et al., 1993), ebenso wie £3-Integrin-Deletionen, die zusétzlich einen Arrest in der
Differenzierung und einen Defekt in der Anlagerung an die Knochenmatrix aufweisen
(McHugh KP et al., 2000). Cathepsin K- oder TRAP-defiziente Mause kénnen Osteoklasten
ausbilden, diese sind jedoch nicht in der Lage Knochen abzubauen (Saftig P et al., 1998;
Hollberg K et al., 2002). Die Ansauerung der Resorptionslakune ist in Mausen mit Defekten
der H*-ATPase und des CICn7-Kanals gest6rt und verursacht in diesem Zusammenhang
Osteopetrose (Li YP et al., 1999; Kornak U et al., 2001).

Im Vergleich zu Osteopetrose-assoziierten Mausmodellen, die in den meisten Fallen auf
einem Defekt in der Osteoklasten-Differenzierung beruhen, liegen in Fallen von
Osteopetrose beim Menschen keine Daten oder Kenntnisse mit einem Bezug zu fehlerhafter
Osteoklastogenese vor (Tolar J et al.,, 2004). In Féallen von Osteopetrose beim Menschen
kénnen jedoch haufig Stérungen in der Ansduerung der Resorptionslakune beobachtet
werden. In autosomal-rezessiver Osteopetrose sind vor allem genetische Veranderungen der
CAIl (carbonic anhydrase 1), der ATP6i (H*-ATPase) und CICn7 (chlorid channel 7) bekannt.
Die Defekte in CICn7 kommen auch in autosomal-dominanten Féllen von Osteopetrose vor
(Sly WS et al., 1983; Frattini A et al., 2003; Sobacchi C et al., 2001; Taranta A et al., 2003;
Cleiren E et al., 2001).

Osteoporose, auch als Knochenschwund bezeichnet, ist eine Erkrankung des menschlichen
Skeletts, bei der es zu einer verminderten Knochendichte und dadurch zu haufigeren
Knochenfrakturen kommt. Die Effekte sind systemisch und betreffen das ganze Skelett
(Cummings SR und Melton LJ, 2002). Die Krankheit tritt verstarkt mit dem Alter auf, in
Populationen der westlichen Welt erleiden etwa 50 % aller Frauen und 20 % aller M&nner
nach dem 50.Lebensjahr Knochenfrakturen aufgrund geringerer Knochendichte (Dep. of
Health and Human Service, Rockville, 2004). Osteoporose kann in primére und sekundére
Varianten unterteilt werden. Primare Osteoporose tritt postmenopausal in Frauen und
altersbedingt auf, wahrend sekundare Osteoporose in Folge anderer Krankheiten,
medikamentéser Behandlungen, Fehlernahrung oder unzureichender Bewegung entstehen
kann (Riggs BL et al, 1982). Die verringerte Knochendichte resultiert aus einer
Verschiebung der Zellaktivitat wahrend der Knochenremodellierung in Richtung der
Osteoklasten, so dass die Knochenresorption gegeniber dem Knochenaufbau durch
Osteoblasten Utberwiegt. Die Diagnose des Knochenschwunds kann quantitativ anhand der
Knochenmineraldichte (BMD, bone marrow density) oder qualitativ. anhand der
Knochengeometrie und Mikrostruktur erfolgen (Marshall D et al., 1996; Kanis JA et al.,
2005).

31



Einleitung

Osteoporose ist eine Knochenkrankheit mit polygenen Ursachen, d.h. Anderungen in Genen
wie VDR (vitamin D receptor), COL1AT1 (collagen type 1 alpha 1), LRP5 (LDL receptor
related protein 5) und ER (estrogen receptor) werden als Ursachen diskutiert, ebenso wie
der Wnt-Signalweg und BMP-2 (Morrison NA et al., 1994; Gong Y et al., 2001). Die Vielfalt
und Menge an Mausmodellen, die zur Forschung der genetischen Mechanismen der
Osteopetrose beigetragen haben, dienen ebenfalls zur Erlauterung der Hintergriinde in
Osteoporose. Ein Mausmodell zur Untersuchung von Osteoporose kann in Mausen durch
Entfernung der Eierstocke und Hoden generiert werden. Der fehlende Einfluss der
Sexualhormone auf den Organismus ist vergleichbar mit dem Zustand nach der Menopause
in Frauen und der damit verbundenen Estrogen-induzierten Osteoporose (Girasole G et al.,
1992). Estrogen beeinflusst neben dem Knochengewebe auch andere Gewebe wie
Brustdrisen und Gebarmutter, sowie den Cholesterin-Spiegel im Blut und das
Kérpergewicht, so dass der Verlust des Sexualhormons weitere phanotypische Veranderung
beinhaltet (Shapiro S et al., 1985; Silver JJ und Einhorn TA, 1995). Einen weiteren
entscheidenden Einfluss auf die Knochenremodellierung weist Osteoprotegerin auf, da
in vitro und in vivo die Zugabe von Osteoprotegerin die Osteoklasten-Differenzierung
inhibiert.  Transgene Mause mit ektoper Osteoprotegerin-Expression entwickeln
Osteopetrose, im Gegensatz dazu resultiert eine gezielte Mutation des Osteoprotegerin-
Gens in schwerwiegender Osteoporose (Mizuno A et al.,, 1998; Simonet WS et al., 1997).
Der Zusammenhang von Osteoprotegerin und Osteoporose im Menschen konnte bisher
jedoch nicht erbracht werden.

Neben den hier genannten Ursachen fir Osteoporose kommt es in einer Vielzahl von
anderen Erkrankungen zu Auswirkungen auf das menschliche Knochengewebe. Das
Krankheitsbild von Patienten mit Down-Syndrom ist assoziiert mit gedrungener Kérperstatur,
Verdichtung der Halswirbel, unvollstandige SchlieBung der Schadelknochen und verringerter
Knochendichte (Keeling JW et al., 1997; Sepulveda D et al., 1995). Die Effekte von Trisomie
21 auf Genebene sind mannigfaltig, assoziiert mit Anderungen des Skeletts ist der
Transkriptionsfaktor Ets2, dessen Gen auf dem Chromosom 21 lokalisiert ist. Die ektope
Expression von Ets2 in Mausen verursacht alle Defekte des Skelettes wie sie auch in
Patienten mit Down Syndrome beobachtet werden kénnen. Ets2 gehért zur Ets-Familie von
Transkriptionsfaktoren, der auch PU.1 zugeordnet wird (Sumarsono SH et al., 1996).
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2.9 Transkriptionsfaktor Tal1

Die Entstehung von verschiedenen Zelltypen und Geweben in Eukaryoten beruht auf streng
regulierten Mechanismen zur Genexpression. Entscheidend in diesem regulativen Prozess
ist ein Netzwerk aus Transkriptionsfaktoren, die in Kombination Gene aktivieren oder
reprimieren, je nach Zell-spezifischem Hintergrund. Die Differenzierungsprozesse im
hamatopoetischen System zur Entstehung der verschiedenen Blutzelllinien unterliegen im
besonderen MaBe den regulativen Prozessen von Transkriptionsfaktoren, da fehlorientierte
Aktivierung oder Reprimierung von Zielgenen mit der Entstehung von Leuk@mien verbunden
sind (Shivdasani RA und Orkin SH, 1996; Tenen DG et al., 1997; Enver T und Greaves M,
1998; Orkin SH, 2000). Chromosomale Translokationen betreffen haufig Gene, die eine
essentielle Rolle wahrend der normalen Regulation von Zellteilung und Proliferation spielen.
Der Transkriptionsfaktor Tal1 (T-cell acute lymphocytic leukemia protein 1; auch Scl, stem
cell leukemia  protein) wurde zundchst im  Zusammenhang mit einer
Chromosomentranslokation eines Patienten mit akuter, lymphoblastischer T-Zell-Leukdmie
(T-ALL) beschrieben. Die Translokation t(1;14)(g33;11) sorgte flr eine Fusion des bis dahin
unbekannten Tal1-Gens von Chromosom 1 mit dem Gen fiir den T-Zell-Rezeptor (TCR,
T-cell receptor) auf Chromosom 14. Wahrend der normalen Differenzierung von T-Zellen
kommt es eigentlich zu einer Abnahme der Tal1-Expression. Die Translokation des Tal7-
Gens resultiert in der ektopen Expression von Tal1, wodurch es zur verstarkten Proliferation
der T-Zellen und der Entstehung von T-ALL kommt (Begley CG et al., 1989).

Waéhrend der normalen Entwicklung im menschlichen Embryo findet die Hamatopoese bis
zur dritten Wochen zunéachst im Dottersack und der AGM-Region (aorta gonad mesonephros
region) statt, ab der finften Woche stellt die embryonale Leber das Hauptorgan der
Hamatopoese dar (Migliaccio G et al., 1986). Die Tal1-Expression wurde zunéachst in der
embryonalen Leber gezeigt, aber auch in Endothelzellen der AGM-Region. Diese Zellen
besitzen die Stammzellmarker CD34*CD45%lin” und stellen somit die intraembryonale Quelle
der definitiven Hamatopoese dar. Auch CD34*CD38"- und CD34"'CD38™-Zellen der fétalen
Leber und des adulten Knochenmarks exprimieren Tal1 (Begley CG et al.,, 1989; Labastie
MC et al.,, 1998). Die Expression von Tall kommt jedoch nicht in allen Zelllinien der
Hamatopoese vor, sondern wurde bisher nur in erythroiden Zellen, Mastzellen,
Megakaryozyten, einigen myeloiden und B-Zell-Vorlduferzellen und in Monozyten
beschrieben (Green AR et al., 1991; Green AR et al., 1992; Elefanty AG et al., 1998; Hall MA
et al., 2003; Dey S et al,, 2010). Dieses Expressionsmuster in embryonalen und adulten
hamatopoetischen Zellen der Maus gilt ebenso im humanen System (Mouthon MA et al.,
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1993; Pulford K et al, 1995). AuBerhalb des hamatopoetischen Systems kommt Tal1-
Expression in vaskularen Endothelzellen, im embryonalen und adulten Gehirn, in den glatten
Muskeln der adulten Aorta und dem Endokard des Herzens vor (Green AR et al., 1992;
Kallianpur AR et al., 1994). Die Expression von Tall ist auch in niederen Vertebraten
konserviert, ahnliche Expressionsmuster wie in Mausen und dem Menschen konnten auch in
HUhner-Embryonen, im Krallenfrosch (Xenopus laevis) und Zebrabéarblingen (auch
Zebrafisch, Danio rerio) gezeigt werden (Zhang XY et al., 2007; Drake CJ et al., 1997; Mead
PE et al., 1998; Gering M et al., 1998).

Tall wird in ha&matopoetischen Stammzellen und einigen hamatopoetischen Zelllinien
exprimiert und stellt einen entscheidenden Transkriptionsfakior in der Regulation
hamatopoetischer Differenzierungsprozesse dar. Das Tal1 eine wichtige Funktion wéahrend
der Hamatopoese besitzt, wurde mittels Mausmodellen gezeigt. Der Knock-out von Tal1 ist
letal und Tal1-defiziente Mause sterben zwischen E8.5-10.5. Diese Mause zeichnet das
komplette Fehlen des Blutbildungssystems aus. AuBerdem sind die embryonalen
Stammzellen der Tal1-defizienten M&use nicht in der Lage nach Implantation in die
Blastozyste einer Wildtyp-Maus hamatopoetische Linien auszubilden (Robb L et al., 1995;
Shivdasani RA et al., 1995). Auch die Induktion hdmatopoetischer Gene ist in den Tal1-
defizienten-Mausen gestoért (Elefanty AG et al., 1997). In Tal1-defizienten Mausen sind die
Entstehung von endothelialen Zellen und die Expression Endothel-spezifischer Gene nicht
beeinflusst, jedoch ist die Ausbildung von BlutgefaBen im Dottersack gestért, d.h. die
Angiogenese ist inhibiert (Visvader J et al., 1991). Die Hamatopoese kann in Tal1-Knock-out-
Mausen durch ektope Expression von Tall unter einem GATA1 regulatorischen Element
wieder hergestellt werden, da GATA1 in hamatopoetischen Zellen exprimiert wird (Silver L
und Palis J, 1997).

erythroide Zellen
Mastzellen
[ |->
Megakaryozyten
- Monozyten
Tallt hématopoetische
Stammzelle
A - B-Zellen
[z > (
T-Zelel
"> G@D

X
;
| Vaskulogenese |—/>| Angiogenese

Taltt
Abb.2.10: Einfluss von Tal1 auf Himatopoese und Angiogenese. Im hdmatopoetischen System wird Tall in

h&amatopoetischen Stammzellen und in erythroiden Zellen, Mastzellen, Megakaryozyten und Monozyten
exprimiert (graue Boxen). Abweichende Expression von Tal1 in T-Zellen fihrt zur Entstehung von T-ALL. In Tal1-
defizienten Mausen ist die Vaskulogenese nicht beeinflusst. Jedoch fiihrt die fehlende Tal1-Expression zur
Reprimierung der Angiogenese (Barton LM et al., 1999, modifiziert).
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Der Transkriptionsfaktor Tall gehdrt zur Familie der basic helix-loop-helix-Proteine
(oHLH). Bei Méausen ist das Gen fur Tal? auf Chromosom 4 und beim Menschen auf
Chromosom 1 lokalisiert. Das humane Tal7-Gen besitzt eine Lange von 16 kbp und besteht
aus acht Exons, wobei nur drei Exons kodierende Sequenzen enthalten (Begley CG et al.,
1991; Aplan PD et al., 1990). Das murine Tal1-Gen ist dem humanen strukturell sehr &hnlich.
Die cDNA des murinen und humanen Tal1 sind zu 67 % in ihrer Nukleotidsequenz identisch,
die gréBte Homologie mit 88 % kann in der kodierenden Region beobachtet werden. Auf
Proteinebene weisen murines und humanes Tall 94 % Aminosaure-Homologie auf (Begley
CG et al, 1994; Baer R, 1993). Innerhalb der Gensequenz befinden sich mehrere
Translationsstartpunkte, so dass verschiedene Isoformen entstehen (Abb.2.11). Das 42 kDA
Tal1-Protein entspricht der Volllange, wahrend das 39 kDA und das 22 kDa Tal1-Protein
N-terminal verklrzte Isoformen darstellen. Die verkirzten Formen entstehen durch
alternative Translation-Initiation an einem internen Methionin (Aplan PD et al., 1990; Bernard
O et al., 1991; Goldfarb AN et al., 1992; Elwood NJ et al., 1994; Calkhoven CF et al., 2003).
Der Einfluss eines proteolytischen Mechanismus konnte nicht gezeigt werden (Calkhoven CF
et al., 2003). Alle Isoformen beinhalten die essentielle bHLH-Region, da diese fir die
Lokalisation im Kern, die Bindung an DNA und die Interaktion mit anderen Proteinen
verantwortlich ist (Goldfarb AN et al., 1992; Hsu HL et al., 1991; Hsu HL et al., 1994). Im
N-Terminus der Vollldnge und der Tal1-p39-Isoform  befindet sich eine
Transaktivierungsdoméne, die durch ERK1-vermittelte Phosphorylierung reguliert wird
(Wadman IA et al., 1994).

Tal1 P42 | | AD || bHLH '\ 331
Tal1 P39 26 . ap || bHH ] 331
Tal1 P22 176 [[ bHLH | | 331
| ]
Sin3A P/CAF
LMO1 p300
LMO2 E2A

Abb.2.11: Schematische Darstellung der Tall-Isoformen. Das Tal1-Protein kann in verschiedene Isoformen
translatiert werden, aufgrund eines internen Methionins zur Translationsinitiation. Es entsteht das Protein der
Vollldnge mit 331 Aminosduren und zwei N-terminal verklrzte Formen, diese beinhalten die Aminos&uren 26-331
bzw. 176-331. Alle Isoformen enthalten die bHLH-Region, die fir DNA-Bindung und Interaktion mit anderen
Proteinen verantwortlich ist. Die Transaktivierungsdoméne (AD) ist nur in den Isoformen Tall p42 und p39
enthalten (Calkhoven CF et al., 2003).
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Die Aktivitat des Tal1-Proteins wird durch posttranslationale Modifikationen veréndert. Bisher
wurden Phosphorylierung und Acetylierung beschrieben. Phosphorylierungen kénnen an
Serin 122, Threonin 90 und Serin 172 stattfinden. ERK1 (extracellular signal related kinase
1) vermittelt die Phosphorylierung an Serin 122 in etablierten Leukamie-Zelllinien. Die daraus
resultierende Aktivierung von Tal1 kénnte, ebenso wie die Translokationen, einen Einfluss
auf die Entstehung von T-ALL zeigen (Cheng JT et al., 1993). Threonin 90 wird spezifisch
von der Akti1-Kinase (thymoma viral proto oncogene 1) phosphoryliert, wodurch die
repressive Funktion von Tall vermindert wird (Palamarchuk A et al., 2005). Die Akt-
vermittelte Phosphorylierung von Tal1 fihrt zum TGFB-vermittelten (transforming growth
factor ) Abbau von Tall (Terme JM et al., 2009). Tall wird durch eine cAMP-abhangige
(cyclic adenosine monophosphate) Kinase ebenfalls an Serin 172 phosphoryliert. Dieser
Aminosaurerest befindet sich in der Néhe der DNA-Bindedoméne, so dass durch die
Phosphorylierung die DNA-Bindung, aber nicht die Interaktion mit E47, beeinflusst wird
(Prasad KS und Brandt SJ, 1997). Im Gegensatz dazu verursacht die Acetylierung von Tal1
in der bHLH-Region durch p300 (EP300, E71A binding protein p300) und dem p300-
assoziierten Faktor P/CAF (p300/CBP associated factor) in vitro eine verstarkte DNA-
Bindung in MEL-Zellen (murine erythroleukemia cells), wodurch die Differenzierung der
erythroiden Zellen eingeleitet wird (Huang S et al., 2000).

Tal1l zahlt zu der Klasse B der bHLH-Proteine und bildet Heterodimere mit Proteinen der
Klasse A bHLH-Proteine wie zum Beispiel TCF3 (transcription factor 3, auch E47) und
TCF12 (transcription factor 12, auch HEB) (Hsu HL et al., 1991; Lahlil R et al., 2004; Tanaka
A et al., 2009). Nur als Heterodimer ist Tal1 in der Lage an DNA zu binden, wobei es DNA-
Sequenzen mit dem Motiv CANNTG erkennt, das als E-Box bezeichnet wird (Hsu HL et al.,
1994; Nielsen AL et al., 1996). Meist erfolgt die Regulation der Transkription in einem
Komplex aus mehreren Interaktionspartnern und die Zusammensetzung dieses Komplexes
ist entscheidend, ob Tal1 als Transkriptionsaktivator oder -repressor fungiert. In erythroiden
Zellen wurde Tal1 in einem Komplex mit TCF3, LMO2 (LIM domain only 2), GATA1 und
LDB1 (LIM domain binding 1) gefunden (Wadmann IA et al., 1997; Lahlil R et al., 2004). Tal1
ist auBerdem in der Lage mit mSin3A (transcriptional regulator SIN3 yeast homolog A) und
HDACH1 (histone deacetylase 1) in einem Co-Repressorkomplex zu interagieren und dadurch
die Differenzierung von MEL-Zellen zu inhibieren (Huang S und Brandt SJ, 2000). Durch die
Interaktion von Tal1 mit p300 entsteht ein Co-Aktivatorkomplex und die Acetylierung durch
P/CAF aktiviert Tal1. Dadurch wird die Transkription von Tal1-Zielgenen in MEL-Zellen und
die erythroide Differenzierung induziert (Huang S et al., 1999; Huang S et al., 2000).
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2.10 Tal1 und Osteoklasten

Der Transkriptionsfakior Tal1 spielt eine entscheidende Rolle in der Regulation der
Hamatopoese und ist entscheidend flr die Differenzierung verschiedener hamatopoetischer
Zellen, die aus CMP-Vorlauferzellen (common myeloid progenitor) entstehen (Shivdasani RA
et al., 1995; Green AR et al., 1991; Green AR et al., 1992; Elefanty AG et al., 1998; Hall MA
et al., 2003). Die Differenzierung von Osteoklasten verlauft Gber mehrere Schritte aus
hamatopoetischen Stammzellen, CMP-Vorlauferzellen und Makrophagen/Monozyten (Ross
FP und Teitelbaum SL, 2005). Der Zusammenhang von Tall und dessen Auswirkungen auf
die Knochenentwicklung oder der Entstehung von Zellen wie Chondrozyten, Osteoblasten,
Osteozyten oder Osteoklasten, die am Knochenmetabolismus beteiligt sind, wurde bisher
nur in wenigen Publikationen beschrieben. Allerdings finden sich in der Literatur Hinweise,
dass Tall eine Auswirkung auf die Zellen des Knochengewebes und die Osteoklasten-
Differenzierung haben kénnte.

Aplan PD et al. zeigten, dass eine veranderte Expression von Tall zusammen mit LMO1
(LIM domain only 1) zu einer verstarkten Proliferation von T-Zellen und der Ausbildung von
T-Zell-Lymphomen fihrt, wie es auch in humanen Formen der T-ALL beobachtet werden
kann. Bis dahin konnte dieser Zusammenhang von ektoper Tal1-Expression und der
malignen Transformation von T-Zellen nicht erbracht werden, da transgene Mause mit Tal1-
Uberexpression keine T-Zell-Transformationen aufwiesen (Robb L et al., 1995; Larson RC et
al., 1996). Durch Generierung transgener Mause, deren Tal1-Expression durch den
Promotor des SIL-Gens (Scl interrupting locus protein) gesteuert wird, sollte ein Mausmodell
zur Analyse der T-ALL-Ursachen erstellt werden. Diese Mause zeigten jedoch keine
Transformation der T-Zellen, sondern lediglich eine Verzégerung im Wachstum, sparliche
Fellentwicklung und Knochenveranderungen im Vergleich zu Wildtyp-Mausen. Die
Knochenveranderungen zeigten sich anhand von abgeknickten Schwanzen, jedoch wurde
dieser Phanotyp nicht weiter analysiert (Abb.2.12). Durch Verpaarung mit LMO1-
Uberexprimierenden Mausen fihrte die ektope Expression von Tall zur Entwicklung

iD \

aggressiver T-Zell-Transformationen (Aplan PD et al., 1997).
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Abb.2.12: Phénotyp der SIL/Tal1-transgenen Méause. Die von Aplan et al. generierten transgenen Mause
exprimieren Tal1 unter S/L-regulatorischen Elementen. Diese Mause zeigten keine T-Zell-Transformation, aber
hatten geknickte Schwanze (A/B/C), einen kleineren Kérperbau und sparliche Behaarung (D) im Vergleich zu den
Wildtyp-Mausen (Aplan PD et al., 1997, modifiziert).

Yamane et al. untersuchten in vitro embryonale Stammzellen (ES) mit Deletionen des Tal7 in
Bezug auf deren Differenzierungsverhalten in Richtung Osteoklasten. Sie entwickelten ein
Co-Kultursystem, wobei ES-Zellen auf ST2-Stromazellen ausgesat werden und nach
Kultivierung unter 1,25-Dihyrdoxyvitamin D3 und Dexamethason nach etwa 11 Tagen
multinukledre Osteoklasten ausbilden. Tal?”-ES-Zellen waren nicht in der Lage
Osteoklasten auszubilden, aber es entwickelte sich aus diesen ES-Zellen auch keine andere
hamatopoetische Zelllinie. Diese Publikation verdeutlicht, dass Tal1 frilhe Prozesse der
Hamatopoese reguliert, die fur die Differenzierung aller h&matopoetischer Linien von
entscheidender Bedeutung sind (Yamane T et al., 2000).

In einer weiteren Publikation dieser Gruppe wird das Zellmodell der Tal1"-ES-Zellen erneut
verwendet, um die Differenzierung von Osteoklasten zu analysieren. Tal1-Knock-out Mause
sterben wahrend der Embryogenese aufgrund des Fehlens aller hdmatopoetischen Zellen
(Shivdasani RA et al., 1995; Porcher C et al., 1996). In Tal1-defizienten ES-Zellen kommt es
auBerdem nicht zur Expression hamatopoetischer Gene (Elefanty AG et al., 1997). Die
Expression des Transkriptionsfaktors PU.1 konnte nach Induktion der ES-Zellen, um
hamatopoetische Zellen zu bilden, nicht gezeigt werden. PU.1 ist entscheidend flr die
Myelopoese, B-Lymphopoese und die Osteoklastogenese. Diese Differenzierungsprozesse
sind in PU.1-defizienten Mausen beeintrachtigt (Scott EW et al., 1994; Tondravi MM et al.,
1997). Tsuneto et al. untersuchten mittels eines induzierbaren Systems die Auswirkungen
ektoper PU.1-Expression in den Tal1-defizienten ES-Zellen und stellten fest, dass dadurch
die Osteoklasten-Differenzierung stattfinden kann. Sie vermuteten, dass die Genregulation
durch den Transkriptionsfaktor PU.1 nach der Genregulation durch Tal1 stattfindet (Tsuneto
M et al., 2005).

Die Expression von Tall und dessen Auswirkungen auf die Differenzierung in Richtung
Monozyten wurde in CMP-Zellen (common myeloid progenitor) gezeigt (Dey S et al., 2010).
Frihere Studien zeigten, dass Tal1l in murinen und humanen Makrophagen vorhanden ist
(Kallianpur AR et al., 1994; Pulford K et al., 1995). Dey et al. beobachteten die Expression
von Tal1 in CMP’s bis hin zu differenzierten Makrophagen (Abb.2.13A).
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Abb.2.13: Einfluss von Tall auf Monozyten-Vorlauferzellen. (A) Western Blot von Tall in terminal
differenzierten BM MM-Zellen (bone marrow monocyte/macrophage). Die Expression von Tall &ndert sich im
Verlauf der Kultur nicht. (B) Wachstumskurve der MM-Zellen aus Tal7°"'%°“. Mausen, die mit MSCV-GFP
(Kontrolle) oder MSCV-GFP-Cre (resultiert in Knock-out) transduziert wurden. Der Verlust von Tal1 fiihrt zu einer

verringerten Proliferation der MM-Zellen (Dey S et al., 2010, modifiziert).

Eine Tal1-Deletion ex vivo sorgte fur eine Blockade der Proliferation wahrend der
Monozytopoese und eine Verzégerung des Zellzyklus (Abb.2.13B). Die Differenzierung der
Monozyten/Makrophagen-Vorlauferzellen wurde durch den Tal1-Knock-out beschleunigt. Als
Zielgene von Tall wurden in dieser Studie GATA2 (GATA binding protein 2) und p16™“
(CDKN2A, cyclin dependent kinase inhibitor 2A) beschrieben. p16™“ spielt eine
entscheidende Rolle in der Regulation des Zellzyklus. Die Transkription von p76"™? wurde in
Tal1-defizienten Monozyten/Makrophagen-Zellen induziert, was die Blockade in Proliferation
und Zellzyklus erklart. Das reduzierte mRNA-Level von GATAZ2 in den Tal1-defizienten
Zellen steht im Zusammenhang mit der induzierten Differenzierung der Monozyten, da dies
auch in GATA2-defizienten Mausen beobachtet wurde (Yamane T et al., 2000; Dey S et al.,
2010).
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2.11 Zielsetzung der Arbeit

Der Transkriptionsfaktor Tal1 ist entscheidend fiir die Angiogenese, die primitive und die
definitive Hamatopoese (Robb L et al., 1995; Shivdasani RA et al., 1995). Die Expression
von Tal1 wurde in erythroiden Zellen, Megakaryozyten, Mastzellen und Monozyten gezeigt,
wobei Tal1 einen entscheidenden Einfluss auf deren Differenzierungsprozesse besitzt
(Green AR et al., 1991; Green AR et al., 1992; Elefanty AG et al., 1998; Hall MA et al., 20083;
Dey S et al, 2010). Die Rolle von Tal1 in der Osteoklastogenese ist bisher nicht geklart.
Osteoklasten sind multinukledre Zellen und verantwortlich fir die Resorption von
Knochenmaterial. Sie entstehen durch Zellfusion aus Monozyten/Makrophagen-
Vorlauferzellen. Eine Beteiligung von Tall an der Differenzierung dieser Zellpopulation
wahrend der Hamatopoese wurde bereits beschrieben und Dey et al. zeigten, dass Tall
wahrend der Monozytopoese exprimiert wird und das ein Tal1-Knock-out die
Differenzierungsprozesse in Monozyten verstarkt.

Das Ziel dieser Arbeit war es den Einfluss des Transkriptionsfaktors Tal1 in Monozyten und
reifen Osteoklasten, vor allem in Bezug auf genregulatorische Prozesse wéahrend der
Osteoklasten-Differenzierung, zu untersuchen. Die Expression von Tall wurde in
Osteoklasten-Vorlauferzellen und in reifen Osteoklasten untersucht, dazu wurden zum einen
etablierte Zellkulturen aus RAWZ264.7-Zellen und primdren BMM-Zellen (bone marrow
derived monocytes), zum anderen in vivo-Modelle verwendet. Da der Transkriptionsfaktor
Tall die Differenzierung hamatopoetischer Zellen beeinflusst, wurde auBerdem der
regulatorische Einfluss von Tall auf den Differenzierungsprozess von Osteoklasten-
Vorlauferzellen in reife Osteoklasten analysiert. Die Beteiligung von Tall wahrend der
Osteoklastogenese und die Regulation Osteoklasten-spezifischer Gene wurde bisher nicht
untersucht und somit war ein weiterer wichtiger Aspekt die Analyse des regulatorischen
Einfluss von Tall auf die Expression Osteoklasten-spezifischer Gene, die flr die
Entstehung reifer Osteoklasten entscheidend sind. Der Prozess der Osteoklastogenese
unterliegt einem regulierten Netzwerk an Transkriptionsfaktoren, so dass ein weiterer Aspekt
dieser Arbeit die Analyse der Interaktion von Tall und anderen Osteoklasten-
spezifischen Transkriptionsfaktoren war. Die Rekrutierung der Transkriptionsfaktoren an
die Promotoren Osteoklasten-spezifischer Gene wahrend der Osteoklasten-Differenzierung

wurde untersucht.
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3. Material und Methoden

3.1 DNA/RNA-Methoden

3.1.1 Standardmethoden und verwendete Kits

Molekularbiologische Standardmethoden wie Anzucht von Bakterien, Aufreinigung von
Plasmid-DNA, Polymerasekettenreaktion, Modifikation von DNA und Gelelektrophorese
wurden, wenn nicht anders beschrieben, nach Sambrock J et al. (1989) durchgefiihrt. Die
Isolierung von Plasmid-DNA, Aufreinigung von PCR-Produkten, Isolierung von RNA aus
eukaryotischen Zellen und das Umschreiben der RNA in cDNA erfolgte mit den in
Tabelle 2.1 angegebenen Kits nach Angaben des Herstellers.

Tabelle 3.1: Ubersicht verwendeter Kits

NAME DES KITS ANWENDUNG HERSTELLER
s Aufreinigung von Plasmid-DNA Fermentas
™
GeneJETT™ Plasmid Miniprep aus 3 ml Bakterienkulturen (St. Leon-Rot)
Fermentas

™ ifi i i ini -
GeneJET™ PCR Purification Kit Aufreinigung von PCR-Produkten (St. Leon-Rot)

. . Aufreinigung von DNA Fermentas
™
GeneJETT™ Gel Extraction Kit aus Agarosegelen (St. Leon-Rot)
PureLink™ HiPure Plasmid Filter Aufreinigung von Plasmid-DNA Invitrogen
Midiprep Kit aus 50 ml Bakterienkulturen (Darmstadt)
s Aufreinigung von RNA Qiagen
RNeasy® Mini Kit aus eukaryotischen Zellen (Hilden)
Omniscript® RT Kit Umschreiben von RNA in cDNA Qiagen
(Hilden)

Restriktionsenzyme und modifizierte Enzyme wurden von New England Biolabs (lpswich)
und Fermentas (St. Leon-Rot) bezogen.

3.1.2 Vektoren
Expressionsvektor — pcDNA3-2HA
Der pcDNAS-Vektor beinhaltet den Promotor des humanen Cytomegalievirus (CMV), zwei

Resistenzkassetten und wurde genetisch so verandert, dass vor der multiplen
Klonierungsstelle (MCS) die Sequenz zur Expression eines HA-Fusionsproteins vorhanden
ist. Zur Anzucht in Bakterien ist auf dem Vektor das Ampicillin-Resistenzgen vorhanden, die
Selektion in Sdugetierzellen wird liber eine Neomycin-Resistenz erreicht (Abb.3.1).
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Abb.3.1: Vektorkarte von pcDNA3

Quelle: Invitrogen (Darmstadt) modifiziert

Der Vektor eignet sich als Expressionskonstrukt in
Saugetierzellen. Zum Nachweis, z.B. im Western Blot,
wurde vor die multiple Klonierungsstelle die Sequenz fur
das HA-Protein eingefiigt, so dass am N-Terminus ein HA-
Fusionsprotein entsteht.

* There is an ATG upstream A-150228

of the Xba | site. Bsml

Tabelle 3.2: Ubersicht der verwendeten Primer zur Klonierung in pcDNA3-2HA

GEN SPEZIES* ENZYM NUKLEOTIDSEQUENZ 5> 3° TM [*C]

Tal h fwd BamHI  ATATGGATCCATGGCCACCGAGCGGCCGCCG >75,0
rev EcoRl ATATGAATTCTCACCGAGGGCCGGCTCCATC 70,8
fwd EcoRl TATAGAATTCTGATGCTGGAAATGC 58,1

MITF m rev Xbal TATATCTAGACTAACACGCATGCT 57,6

*m = murine, h = human; fwd = forward, rev = reverse

Tabelle 3.3: Ubersicht der verwendeten Sequenzierungsprimer fiir pcDNA3-2HA

NAME NUKLEOTIDSEQUENZ 5°‘— 3 TM [*C] TM fiir Seq. [°C]
T7 fwd CGAAATTAATACGACTCACTATAG 55,9 53
sSp6 rev GCATTTAGGTGACACTATAG 53,2 53

* fwd = forward, rev = reverse

Als Matrize zur Amplifikation von murinem MITF wurde der Vektor pEF6/V5-His-MITF von
Dr. Nicholas Meadows (Universitat Queensland, Brisbane) verwendet. Tal1 wurde aus einem
pcDNA3-hTal1-Konstrukt kloniert, das jedoch kein HA-Fusionsprotein enthielt. Der
Ursprungsvektor fir Tall stammt aus dem Labor von Dr. Achim Leutz (Max-Delbriick-
Zentrum, Berlin). Das Expressionskonstrukt pcDNA3-2HA-PU.1. stammt von Dr. Frank
Rosenbauer (Max-Delbrick-Zentrum, Berlin).

Expressionsvektor — pIRES2-EGFP
Der Expressionsvektor pIRES2-EGFP der Firma Clontech (Heidelberg) besitzt ebenfalls

einen CMV-Promotor. Die Anzucht in Bakterien erfolgt Gber eine Kanamycin-Kassette (Kan').
In Saugetierzellen kann die Selektion mittels einer Neomycin-Kassette erfolgen, auBerdem
kénnen transfizierte Zellen Uber ein GFP-Signal (green fluorescent protein) sortiert werden.
Die Expression des GFP funktioniert aufgrund einer internen Ribosomenbindestelle (IRES)
unabhéngig von der in die MCS klonierten Sequenz (Abb.3.2). Als Grundlage zur Klonierung
von Tal1 in den pIRES2-EGFP-Vektor wurde das pcDNA3-2HA-hTal1-Konstrukt verwendet.
Dabei  wurde  die hTal1-Sequenz ~ zusammen mit der Sequenz  des
HA-Fusionsprotein in den pIRES2-EGFP-Vektor kloniert.
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MCS
(591-666)

Abb.3.2: Vektorkarte von pIRES2-EGFP
Quelle: Clontech (Heidelberg)

Der Vektor pIRES2-EGFP eignet sich zur Expression in

Pomv e
' ori

HSV TK

poly A IRES

pIRES2-EGFP
5.3kb EGFP

Saugetierzellen, der Vorteil besteht in der Expression eines
GFP-Signals, das zur Selektion mittels

Durchflusszytometrie-Sortierung Verwendung findet.

Tabelle 3.4: Ubersicht der verwendeten Primer zu Klonierung in pIRES2-EGFP

GEN  SPEZIES* ENZYM  NUKLEOTIDSEQUENZ 5 3° T™ [°C]
iy fwd Nhel  ATATGCTAGCGGATCTCCCACCATGTACCCTTAC 70.7
a m rev Xhol  ATATCTCGAGTCACCGAGGGCCGGCTCC 72,4

*m = murine; fwd = forward, rev = reverse

Tabelle 3.5: Ubersicht der verwendeten Sequenzierungsprimer fiir plRES2-EGFP

NAME NUKLEOTIDSEQUENZ 5‘ — 3 ™ [°C] TM fiir Seq. [°C]
plRESfor  fwd  ATTGACGCAAATGGGCGGTAG 59,8 53
plRESrev  rev.  ACGCACACCGGCCTTATTCCA 61,9 53

* fwd = forward, rev = reverse

Luciferase-Reportergenvektor - pGL3-Basic

Der pGL3-Basic-Vektor wird fiir Reportergen-Studien verwendet. Er besitzt zur Anzucht in
Bakterien eine Ampicillin-Resistenz. Der Vektor enthalt weder einen eukaryotischen
Promotor noch Enhancer-Elemente. Der zu untersuchende Promotor wurde vor das
Luciferase-Reportergen kloniert, so dass die Promotoraktivitdt gemessen werden konnte.
Einflisse von Transkriptionsfaktoren auf den klonierten Promotor wirken sich auf die
Expression des Reportergens aus und kdnnen im Luciferase-Assay nachgewiesen werden
(Abb.3.3).

Synthetic poly(A)
signal / transcriptional
pause site

(for background
reduction)

— Abb.3.3: Vektorkarte von pGL3-Basic
pn 5
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pGL3-Basic
Vector
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Ncol 86 untersuchenden Promotors wird in den Vektor
Narl 121

kloniert, so dass er die Expression des

V40 Lt Reportergens, des Luciferase-Gens, kontrolliert.
ate

2010|Sall

2004 [BamHI )
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In dieser Arbeit wurde ein Reportergen-Konstrukt verwendet, das von Dr. Takeshi Miyamoto
(Keio Universitat, Tokyo) zur Verfigung gestellt wurde (Yagi M et al., 2007). Das Konstrukt
enthalt 682bp des murinen Promotorbereichs von DC-STAMP (dendritic cell-specific
transmembrane protein). In diesem Bereich des DC-STAMP-Promotors ist eine potentielle
Bindestelle fir Tal1, eine E-Box, vorhanden. Um den Einfluss von Tall auf die Regulation
von DC-STAMP zu untersuchen, wurde die E-Box-Sequenz ,CAGCTG" mit Hilfe des Site-
directed-mutagenesis-Kit von Agilent Technologies/Stratagene (Waldbronn) zu ,AAGCTG"

mutiert.

Tabelle 3.6: Ubersicht der verwendeten Primer zur Mutagenese von pGL3-Basic-DC-Stamp

PROMOTOR SPEZIES* NUKLEOTIDSEQUENZ 5‘> 3° TM [°C]
DC-STAMP fwd TGACTTTTAAGCTGTGGGTGG 57,9
) m rev. CCACCCACAGCTTAAAAGTCA 57,9

*m = murine; fwd = forward, rev = reverse

Tabelle 3.7: Ubersicht der verwendet Sequenzierungsprimer fiir pGL3-Basic

NAME NUKLEOTIDSEQUENZ 5° — 3¢ TM [°C] TM fiir Seq. [°C]
RVprimer3 fwd CTAGCAAAATAGGCTGTCCC 57,3 53
GLprimer2 rev CTTTATGTTTTTGGCGTCTTCCA 571 53

* fwd = forward, rev = reverse

Knockdown-Vektor — psiRNA-h7SK-GFPzeo
FOr Knockdown-Experimente in Saugetierzellen wurde in dieser Arbeit der psiRNA-h7SK-

GFPzeo-Vektor der Firma Invivogen (San Diego) verwendet. Die Expression der
shorthairpin-RNA (shRNA) wird tber den Promotor der humanen 7SK RNA-Polymerase |l
gesteuert. Zur Selektion in Bakterien und in Saugetierzellen wird ein GFP-Zeozin-
Resistenzkassette exprimiert. Die Knockdown-Sequenzen wurden iber die siRNA Wizard™
Software von Invivogen (San Diego) ermittelt. Als Matrize wurde die Sequenz der mRNA von
murinem Tal1 verwendet. Nach dem Oligo-Annealing wurden die Sequenzen Uber die Bbsl-
Schnittstelle in den Vektor eingebracht. Bei der Generierung der Sequenzen wurde als Loop
die Sequenz ,TCAAGAG* verwendet. Als Kontrolle diente eine gegen das B-Galaktosidase-
Gen generierte shRNA-Sequenz.

Ndel (182)

/ SnaBI (288)
/ /§,|SIJ_LLL1

\ Abb.3.4: Vektorkarte von psiRNA-h7SK-GFPzeo

7SK prom
/ "% Quelle: Invivogen (San Diego)
o psiRNA-h7SK-GFPzeo

(3894 bp)
ApaLI (2841)— \
2 Spel (1€20)
Misel (1633)
Mfel (16691

Der psiRNA-Vektor findet Anwendung in Knockdown-
Experiment. Die Expression shRNA zur Regulation der Ziel-
SSHpal (1186)

mRNA wird von einem RNA-Polymerase Ill-Promotor

kontrolliert.

44



Material und Methoden

Tabelle 3.8: Ubersicht der verwendeten Oligos zur Klonierung in psiRNA-h7SK-GFPzeo
shRNA NUKLEOTIDSEQUENZ 5° - 3

fwd  ACCTCGACAAGAAACTAAGCAAGAATTCAAGAGATTCTTIGCTTAGTTTICTIGTICTT

Talt-A rev. CAAAAAGACAAGAAGCTCAGCAAGAATCTCTTGAATTICTTIGCTGAGCTICTTIGTCG
fwd ACCTCGGCCAAGTTACTCAATGACCATCAAGAGTIGGTCATTGAGTAACTTGGCCTT
Tall-8 rev.  CAAAAAGGCCAAGTTACTCAATGACCACTCTTGATGGTCATTGAGTAACTTGGCCG
fwd ACCTCGCAGGTCAATGGACTTATGTCAAGAGCATAAGTCCATTGACCTGCTT
Talt-c rev. CAAAAAGCAGGTCAATGGACTTATGCTCTTGACATAAGTCCATTGACCTGCG
fwd ACCTCGCTTCTGTTCAAATACTTATCAAGAGTAAGTATTTGAACAGAAGCTT
Talt-b rev. CAAAAAGCTTCTGTTCAAATACTTACTCTTGATAAGTATTTGAACAGAAGCG
Kontrolle fwd ACCTCGTGACCAGCGAATACCTGTTTCAAGAGAACAAGAGGTATTCGCTGGTCACT

rev. CAAAAAGTGACCAGCGAATACCTGTICTCTTGAGAACAAGAGGTATTCGCTGGTCACG
* fwd = forward, rev = reverse

Tabelle 3.9: Ubersicht der verwendeten Sequenzierungsprimer fiir psiRNA-h7SK-GFPzeo

NAME NUKLEOTIDSEQUENZ 5° — 3* T™M[C] TM fiir Seq. [°C]
OL559  fwd CGATAAGTAACTTGACCTAAGTG 57,1 53
0L408 rev.  GCGTTACTATGGGAACATAC 55,3 53

* fwd = forward, rev = reverse

Lentivirale Vektoren — SEW und SIEW
Zur lentiviralen Transduktion von shRNA’s in Primérzellen wurde der SEW-Vektor verwendet

(Demaison C et al., 2002). Der Vektor besitzt eine Ampicillin-Resistenz fiir die Anzucht in
Bakterien, aber der Vektor enthélt keinen Selektionsmarker fir Sdugetierzellen. In den SEW-
Vektor wurde aus dem psiRNA-7hSK-Vektor die Sequenz der shRNA inklusive Promotor und
der GFP:Zeo-Kassette kloniert. Dazu wurde zundchst ein weiteres WPRE-Element
(Woodchuck Hepatitis virus posttranscriptional regulatory element) Ober Xhol und Kpnl
eingefiigt, da das urspriingliche WPRE-Element bei der nachfolgenden Klonierungsstrategie
verloren geht (Abb.3.5).
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= ooy
f Abb.3.5: SEW-Vektor zur Herstellung lentiviraler Partikel
Quelle: Demaison C et al., 1998 modifiziert
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Der SEW-Vektor wird zu lentiviralen Transduktion von
primaren Monozyten verwendet. Der Ursprungsvektor wurde

\
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so modifiziert, dass er neben der shRNA unter der Kontrolle

J des RNA-Polymerase lll-Promotor ebenfalls einen GFP-

\ =
\ / Zeozin-Kassette tragt, so dass eine Selektion mittels
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Tabelle 3.10: Ubersicht der verwendeten Primer zur Klonierung in SEW

NAME ENZYM NUKLEOTIDSEQUENZ 5‘> 3¢ TM [*C]
fwd Xhol TATACTCGAGCGATAATCAACCTCTGGATTACAA 65,9

WPRE rev Kpnl TATAGGTACCATCAGGCGGGGAGGCGGCCCAAA 74,5

bSIRNA fwd EcoRlI TATAGAATTCGTGCTGCAGTATTTAGCATGCCCC 68,3
rev Xhol TATACTCGAGGCTTTAGTCCTGTTCCTCAGCTAC 69,5

* fwd = forward, rev = reverse

Tabelle 3.11: Ubersicht der verwendeten Sequenzierungsprimer fiir SEW

NAME NUKLEOTIDSEQUENZ 5° — 3 TM [C] TM fiir Seq. [°C]
SEWfor fwd ATTACAGGGACAGCAGAGATC 57,9 53
SEWrev rev GATCTACAGCTGCCTTGTAAG 57,9 53

* fwd = forward, rev = reverse

Zur Uberexpression in priméren Zellen wurde der SIEW-Vektor zur lentiviralen Transduktion
verwendet. Dieser wird Uber den SFFV-Promotor gesteuert und das Plasmid tragt zusétzlich
ein GFP-Signal, dass Uber eine IRES-Sequenz unabhangig zur klonierten Sequenz
exprimiert wird. Die Anzucht in Bakterien erfolgt Uber eine Ampicillin-Resistenzkassette.

—
- WPRE F‘s»
20 kol

Abb.3.6: SIEW-Vektor zur lentiviralen Transduktion
Quelle: Demaison C et al., 1998 (modifiziert)
Der SIEW-Vektor wurde zur Uberexpression nach

lentiviraler ~ Transduktion von  primdren  Monozyten

SIEW
verwendet. Die Expression wird von einem SVVP-Promotor
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kontrolliert. Die Selektion mittels Durchflusszytometrie ist
aufgrund von GFP mdglich, die Expression des GFP wird
unabhéngig durch eine IRES-Sequenz gesteuert.
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Tabelle 3.12: Ubersicht der verwendeten Primer zur Klonierung in SIEW
GEN SPEZIES* ENZYM NUKLEOTIDSEQUENZ 5> 3¢ TM [°C]
fwd Sacl ATATCCGCGGCATGGATTACAAGGATGACGACGATAAGATGAC > 75
Tal h CGAGCGGCCGCCGAGCGA
rev Sacl ATATCCGCGGTCACCGAGGGCCGGCTCCATCGG >75

* h = human; fwd = forward, rev = reverse

Tabelle 3.13: Ubersicht der verwendeten Sequenzierungsprimer fiir SIEW
NAME NUKLEOTIDSEQUENZ 5° — 3 TM [°C] TM fiir Seq. [°C]

SFFV fwd GCTTCTGCTTCCCGAGCTC 61,0 53
* fwd = forward

Zur Herstellung von lentiviralen Partikel in 293T-Zellen wurden die Verpackungsvektoren
pCMVdelta8_91 und pMDG2 verwendet (Dr. Manuel Grez, Georg-Speyer-Haus, Frankfurt).
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3.1.3 Quantitative Real Time - PCR (qRT-PCR)

Zur Analyse der mRNA-Expression wurde die RNA aus Zellen mit Hilfe des RNeasy Mini Kits
von Qiagen (Hilden) isoliert. Das Omniscript RT Kit von Qiagen (Hilden) wurde verwendet,
um cDNA mittels reverser Transkription aus RNA herzustellen. Als Primer fir die Synthese
der cDNA dienten Hexanukleotid Random-Primer von Carl-Roth (Karlsruhe). Die gRT-PCR-
Analyse wurde im LightCycler480 System (Roche, Mannheim) durchgefihrt. Fir den PCR-
Ansatz wurden 23 ul H,O, 1 ul forward-Primer (10 pmol/ul), 1 pl reverse-Primer (10 pmol/pl)
und 25 pl SYBR Green-Mix der Firma Eurogentec (KéIn) gemischt, und 48 ul dieses
Ansatzes mit 2 pl cDNA versetzt. Zur Doppelbestimmung wurden zweimal 24 pl des PCR-
Ansatzes in eine 96well-RT-PCR-Platte pipettiert (Kisker Gbr #GK480K-BC, Steinfurt).

Tabelle 3.14: qRT-PCR Programm zur Messung von cDNA

PROGRAMMSCHRITT TEMPERATUR [°C] DAUER
1.  Aktivierung der Polymerase 95 15 min 1x
2. Denaturierung 95 60 sec
3.  Primer-Anlagerung/Messung 57 30 sec } 50 Zyklen
4. DNA-Synthese 72 30 sec
5. Schmelzkurve 57-95 Messung alle 5°C 1x

Die Berechnung der mRNA-Expression erfolgte nach der AACT-Methode (Livak KJ und
Schmittgen TD, 2001). Zur Normalisierung wurde die Expression der Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) bzw. des TATA-binding-Proteins (TBP) verwendet. Die
MRNA-Expression der Kontrollzellen diente als Bezugspunkt und wurde auf 1 gesetzt. In
Bezug dazu wurde die relative mRNA-Expression der zu untersuchenden Gene berechnet.
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Tabelle 3.15: Ubersicht verwendeter Primer zur Messung von cDNA

mRNA SPEZIES* NUKLEOTIDSEQUENZ 5> 3 ™ [°C]
fwd _ AAGCCTTTGTTTGACGCTGT 55.3
ATPEVOD2 m rev. GCCAGCACATTCATCTGTACC 59.8
D11 - fwd  CAATAGCCAGCCTCAGTGC 58.8
rev GAGCCCAGGGGAGAAGTG 60.5
J— - fwd  ACGACTTCCTCTCCGACCTC 61.4
rev. GGCTCACGTAACCGTAGTCG 61.4
S - fwd  GAAACGCGACTTTCAAAAACA 54.0
rev. GGCCGGATCTTTGACATACAA 57.9
Fos N fwd  GGGACAGCCTTTCCTACTACC 61.8
rev. GATCTGCGCAAAAGTCCTGT 57.3
o - fwd  CCAGAAGATGGTGTGGTGTTT 57.9
rev. CTGACCCTCTCCCCTTGC 60.5
o - fwd  TCGGACAGATGAACAACGTG 57.3
rev. GGTGTGAGGAGGATCGACTT 59.4
CreK - fwd  ACAGCAGGATGTGGGTGTTCA 59.8
rev GCCGAGAGATTTCATCCACCT 59.8
SC.STAMD - fwd  TGTATCGGCTCATCTCCTCCAT 60.3
rev GACTCCTTGGGTTCCTTGCTT 59.8
CAPDH - fwd  TCCACTCATGGCAAATTCAA 53.2
rev TTTGATGTTAGTGGGGTCTCG 57.9
GAPDH A fwd  GAGTCAACGGATTTGGTCGTATT 58.9
rev GAATTTGCCATGGGTGGAAT 55.2
SPNVE - fwd  ACGGCAGGTGGAAGGACT 58.2
rev CGGTGAGTCACTGGTCAGG 61.0
- - fwd  CTAAGTGGTCTGCGGTGTCTC 61.8
rev GGTTTTCCAGGTGGGTCTG 58.8
RS - fwd  ACGACATAGACGGCATCCA 56.7
rev GCTGTGGTTCAGTTGTGGTG 59.4
NFAToT - fwd  TCCAAAGTCATTTTCGTGGA 53.2
rev CTTTGCTTCCATCTCCCAGA 573
NFATc2 - fwd  GATCGTAGGCAACACCAAGG 59.4
rev CTTCAGGATGCCTGCACA 56.0
NfeBH - fwd  CAGGTCCACTGTCTGCCTCT 61.4
rev. TGTCACTATCCCGGAGTTCA 57.3
fgo - fwd  TGGAACAGCCCAAACAGC 56.0
rev. CACCTGGCAAACCTCCAT 56.0
oSCAR - fwd  TCTGCCCCCTATGTGCTATC 59.4
rev. AGTCCAAGGAGCCAGAACC 58.8
U - fwd  CAGATGAGGAGGAGGGTGAG 61.4
rev. CCAGCAGGAACTGGTACAGG 61.4
ANK - fwd  TGGGCTTCTTCTCAGATGTCTTT 58.9
rev TGCAGTTGGTCCAAGGTTTG 57.3
i - fwd  GCTCGCCTCACTAGGCAGT 61.0
rev. CACCCGGTTGTTGTTGGT 56.0
o A fwd  ACCACCAACAATCGAGTGAAG 57.9
rev GATCTCATTCTTGCTGAGCTT 55.9
- - fwd  GGCGGTTTGGCTAGGTTT 56.0
rev. GGGTTATCTTCACACACCATGA 58.4
TRARS - fwd  TTGCACATTCAGTGTTTTTGG 54.0
rev. TGCAAGTGTCGTGCCAAG 56.0
TRAP (AcpS) - fwd  GACAAGAGGTTCCAGGAGACC 61.8
rev GGGCTGGGGAAGTTCCAG 60.5

*m = murin, h = human; fwd = forward, rev = reverse

48




Material und Methoden

Fur die Quantifizierung von Chromatin-Immunoprazipitations-DNA (ChIP) wurde 1 pl der

DNA pro Doppelbestimmung verwendet. Es erfolgte eine quantitative PCR (qPCR) im

LightCycler480 (Roche, Mannheim). Aus den gemessenen CT-Werten wurden die Prozent

Input- Werte mit folgender Formel berechnet: 100 x 2*(Ct100 % input — Clcnip-ip)

Tabelle 3.16: qPCR Programm zur Messung von ChIP-DNA

PROGRAMMSCHRITT TEMPERATUR [°C] DAUER
1. Aktivierung der Polymerase 95 15 min 1x
2. Denaturierung 95 30 sec
3. Primer-Anlagerung 57 30 sec 50 Zyklen
4. DNA-Synthese 72 30 sec
5. Messung 78 1 sec 1x
6. Schmelzkurve 57-95 Messung alle 5°C 1x
Tabelle 3.17: Ubersicht verwendeter Primer zur Messung von ChIP-DNA
PROMOTOR SPEZIES* NUKLEOTIDSEQUENZ 5‘> 3¢ TM [°C]
RNAPo! II m fwd CCTCTCCAAATTGTTCTGGTCATG 61,0
rev.  CAGAGAGCCTGGGTTTTCTTTTATC 61,3
DC-STAMP m fwd GAGCTATGGGCTCATCCAGAAATC 62,7
rev. AACTGGAAAAAGGAGCCACAGGTT 61,0
DC-STAMP m fwd CTGACAAGCTTGCAAATGCATATG 59,3
-855bp TSS rev. AATGTCTCTAAGAAGGATGTTGCCT 59,7
DC-STAMP m fwd GGCCTCTCAAGCTCAGGGAAGACT 66,1
+289bp TSS rev.  CGCTTTGCCTCAGTGAACCCTAC 64,2
CTSK m fwd CAGAGGTGTGCCCATAGCCAG 63,7
rev.  ACTGTTTGCTATTAACTGCTTCTGGG 61,6
ACD5 m fwd GGAAAGATTGGGCGGCTTGTG 61,8
P rev_ CTTTCCCACACCCGGTTTCCA 61,8

*m = murin; fwd = foward, rev = reverse; TSS = transcriptional start site

3.1.4 Microarray-Analyse

Die Untersuchung des Expressionsprofils in primaren Monozyten unter verschiedenen

Fragestellungen wurde im Transkriptomanalyselabor, Géttingen durchgefiihrt. Zum einen

wurde das Expressionsprofil von primaren Zellen nach Knockdown von Tall1, zum anderen

das microRNA-Profil in primaren Zellen nach RANKL-Behandlung im Vergleich zu einer

Kontrolle analysiert, dazu wurde eine Agilent-Maus-Array verwendet.
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3.2 Zellkultur-Methoden

3.2.1 Zelllinien

Tabelle 3.18: Ubersicht der verwendeten Zelllinien

ZELLLINIE ORGANISMUS GEWEBE MORPHOLOGIE MEDIUM
RAW264.7 utin gﬂ;[;%zyten/Makrophagen- adhérent (DGl\l/ltl)Ec'\él Darmstadt)
BMM murin primare Monozyten-Zellen | adharent ((XGNilec'\g, Darmstadt)
T
293T human embryonale Nierenzellen adhéarent (DGI\IAbEC'\él Darmstadt)
K62 human Gines OML pationen | Suspensionszelen | iz, parmtady
Jurkat human T-Lymphozyten eines T- Suspensionszellen RPMI

Zell-Leukamie-Patienten (Gibco, Darmstadt)

3.2.2 Kultivierung von eukaryotischen Zellen

Die Kultivierung der verwendeten Zelllinien (Tabelle 2.18) erfolgte bei einer Temperatur von
37°C, 95 % relativer Luftfeuchtigkeit und 5 % CO,. Das oben angegebene Medium wurde mit
10 % fétalem Kalberserum (PAA, Pasching), 1 % Penicillin/Streptomycin (PAA, Pasching),
sowie 2 mM L-Glutamin (PAA, Pasching) supplementiert. Die Isolation und Kultivierung der
BMM-Zellen aus BL/6-M&usen ist in Abschnitt 2.2.5 erlautert.

3.2.3 Transfektion von Zellen

Das Einbringen von Plasmid DNA in 293T- und RAWZ264.7-Zellen erfolgte mittels
Metafecten® bzw. Metafecten Pro® (Biontex, Minchen) nach Angaben des Herstellers.

Fir Interaktionsstudien mittels Immunopréazipitation wurden 293T-Zellen mit einer Zelldichte
von 3*10° Zellen/Well in eine 6-Well-Platte ausgesét. Zur Analyse der Tal1-PU.1-Interaktion
wurden 1 ug Tal1-Flag und 1 pg PU.1-HA mit 2 pl Metafecten® transfiziert, die Tal1-MITF-
Interaktion erfolgte nach Transfektion von 1pug Tali-Flag und 3 pug MITF-HA. Die
Transfektionsansatze wurden 20 min bei Raumtemperatur inkubiert und dann auf die Zellen
gegeben.

Far Promotorstudien wurden RAW264.7-Zellen in 24-Wells (80.000 Zellen pro Well) mit
maximal 2 ug Plasmid-DNA und 6 pl MetafectenPro® transfiziert. Dabei setzte sich die
Menge der Plasmid-DNA aus 250 ng DC-STAMP-Promotor- (wt bzw. mutiert), 250/500 ng
Tal1-, 250/500 ng PU.1-, 250/500 ng MITF1-Plasmid-DNA zusammen. Dieser Ansatz wurde
fir 20 min bei Raumtemperatur inkubiert, dann auf zwei Wells verteilt und die Zellen 48 h im
Brutschrank inkubiert.
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3.2.4 Herstellung einer stabilen Zelllinien

Die RAW264.7-Zellen wurden mit pIRES2-EGFP-hTal1 oder mit verschiedenen psiRNA-
h7SK-GFPzeo-shTal1-Konstrukten transfiziert. Flr eine Selektion transfizierter Zellen
wurden die Zellen 48 Stunden nach der Transfektion mit dem entsprechenden Antibiotikum
behandelt (250 pug/ml G418 fir den pIRES2-EGFP-Vektor, 25 ug/ml Zeozin fir den psiRNA-
h7SK-GFPzeo-Vektor). Nach ca. zwei Wochen resultierte die Antibiotikaselektion in einer
Anreicherung der Zellen, die das Plasmid stabil in ihr Genom integrierten. Zur weiteren
Selektion von GFP-positiven Zellen wurde eine Durchflusszytometrie-Sortierung
durchgefiihrt und die Zellen anschlieBend in Kultur genommen.

3.2.5 Isolation muriner Monozyten

Zur lIsolierung von primaren Monozyten wurden BL/6-Mause bzw. BL/6-M&use mit LacZ-
Knock-in (Elefanty et al.,, 1998) im Alter von 6-10 Wochen verwendet. Die Mduse wurden
durch Genickbruch getétet. Femur bzw. Tibia des Hinterlaufs wurden semisteril entnommen,
von Muskel und Gewebe befreit und in cMEM (Gibco, Darmstadt) auf Eis gelagert. Unter der
Sterilbank wurden die Knochenenden abgeschnitten und das Knochenmark mit Hilfe einer
Spritze und aMEM heraus gespult. Durch kurze Sedimentation setzten sich Knochen- und
Gewebereste ab, der Uberstand wurde in ein neues Rdhrchen (iberfiihrt und die Zellen nach
Zentrifugation bei 1500 rpm, 5 min geerntet. Das Zellpellet wurde in aMEM resuspendiert
und mit 5ng/ml M-CSF (R&D Systems, Wiesbaden) (ber Nacht bei 37°C im
Zellkulturbrutschrank kultiviert. Durch die geringe M-CSF-Konzentration setzten sich die
Stromazellen an der Zellkulturschale ab. Am nachsten Tag wurde der Uberstand geerntet
und bei 1500 rpm, 5 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in aMEM resuspendiert und mit
30 ng/ml M-CSF supplementiert. Nach 2-3 Tagen erfolgte ein Medium- und Zytokinwechsel,
weitere 24 Stunden spater stellen die adharenten Zellen die Monozyten-Population (BMM,
bone marrow derived monocytes) dar. Die Kultivierung bzw. Stammhaltung der BMM-Zellen
ist nicht méglich, daher wurden die Zellen anschlieBend direkt in der fur den jeweiligen
Versuch verwendeten Zellzahl ausgesat.

Zum Ablésen der Zellen wurde Accutase™ von Invitrogen (A11105-01, Darmstadt)
verwendet. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und pro 10cm-Kulturschale 2 ml
Accutase™ auf die Zellen pipettiert. Nach 30 min Inkubation bei 37°C wurden die Zellen mit
8 ml aMEM abgeldst und 5 min bei 1500 rpm zentrifugiert, um das Accutase-haltige Medium

zu entfernen.

Kultivierungsmedium: oMEM (Gibco #32651-029; w/o Ribo,+ L-Glutamax, + Earle’s salt; Darmstadt)
+ 10 % FKS + 1 % Penicillin/Streptomycin + 30 ng/ml M-CSF
M-CSF: 10 pg/mlin PBS/0,1 % BSA (R&D Systems #216-MC, Wiesbaden)
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3.2.6 Herstellung von lentiviralen Partikeln

Die genetische Manipulation primarer Monozyten erfolgte mittels lentiviraler Transduktion
von Knockdown-Vektoren (SEW) bzw. Uberexpressions-Vektoren (SIEW). Zur Herstellung
von lentiviralen Partikel wurden 293T-Zellen (max. Passage #20) mit einer Zelldichte von
3-4*10° Zellen in eine 10 cm Zellkulturschale ausgeséat und 24 Stunden spéter transfiziert.
Dazu wurden 3,5 ug Envelope-Plasmid (pMDG2-VSV-QG), 6,5 ug Core-packaging-Plasmid
(pCMVdelta8 91) und 10 ug SEW/SIEW mit 10 ul Metafectene® (Biontex, Miinchen) in
200 pl serumfreiem DMEM (Gibco, Darmstadt) gemischt, 20 min inkubiert und zu den Zellen
gegeben. Nach vier Stunden erfolgte ein Mediumwechsel. Das Kulturmedium enthalt die
lentiviralen Partikel, wurde zwischen 24-96 Stunden gesammelt und konnte bei 4°C gelagert
werden.

3.2.7 Ultrazentrifugation lentiviraler Partikel

Die Effizienz der lentiviralen Transduktion von primaren Monozyten konnte gesteigert
werden, wenn die Viruspartikel mittels Ultrazentrifugation konzentriert wurden. Hierzu
wurden die Viruslberstande bei 1500 rpm, 5 min zentrifugiert, um Zellreste zu pelletieren.
Der Uberstand wurde mit Hilfe eines 22pm Filter steril filtriert und in ein
Zentrifugationsréhrchen (berfiihrt (BD #326823, Heidelberg). Die Uberstande wurden mit
Saccharose-Lésung unterschichtet. Rotoreinsatz, R6hrchen und Deckel wurden austariert
und in die Ultrazentrifugation BD L8-60M mit Rotoreinsatz SW-Ti 32 (BD, Heidelberg)
gestellt. Die Zentrifugation erfolgte bei 25000 rpm fir 2 Stunden, 4°C. Danach wurde der
Uberstand vorsichtig abgegossen, Fliissigkeitstropfen am Réhrchenrand mit einem
saugfahigen Tuch abgenommen. Die Viruspartikel wurden in sterilem PBS/0,1 % BSA
resuspendiert und bei 4°C gelagert oder sofort verwendet.

Saccharose-Lésung: 200 g D(+)-Saccharose in 1 L H20, steril filtriert (Carl-Roth #9097, Karlsruhe)
1x PBS: 2 g KCI; 2 g KH2PO4, 80 g NaCl; 14,35 g NazHPO4 x 2 H2O in 1 L H.0
PBS/0.1 % BSA: 1 gBSAin 1 L PBS, steril filtriert (PAA, Pasching)

3.2.8 Bestimmung des lentiviralen Titers

Die Bestimmung des lentiviralen Titers bzw. der MOI (multiplicity of infection) wurde mit Hilfe
von 293T-Zellen ermittelt. Dazu wurden 1*10° 293T-Zellen pro Well einer 24-Well-Platte
ausgesat. Am nachsten Tag wurde 1 Stunde vor Transduktion das Medium gegen DMEM-
Medium mit 2x Protaminsulfat erneuert (Bsp.: 10ml Medium + 200 pl Protaminsulfat;
250 pl/Well). Die Verdunnungen der Viruspartikel wurden in einer 24-Well-Platte nach
folgendem Schema hergestellt:
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Tabelle 3.19: Pipettierschema zur Verdiinnung lentiviraler Partikel

1 2 3 4 5
A 1/2 1/20 1/200 1/5 1/50
250ul V 50ul v 50l v 100ulV 50l v
250ul M 450ul M 450ul M 400ul M 450ul M
B 1/10 1/100 1/1000
50ul V 50ul v 50l v
450ul M 450ul M 450ul M

M = Medium, V = Virus, v = Virus-Verdiinnung aus vorherigem Well

Von den Verdinnungen wurden 250 pl auf die Zellen pipettiert. Die Platte wurde bei
2000 rpm, 90 min und 37°C zentrifugiert, im Brutschrank kultiviert und 4 Stunden nach
Virusaufgabe das Medium gewechselt. 3-4 Tage nach Transduktion wurde die Zellen
vorsichtig mit PBS gewaschen, mit Hilfe von 50 ul Trypsin/EDTA (Gibco, Heidelberg)
abgeldst, in FACS™-R&hrchen dberfiihrt und bei 1500 rpm, 5 min geerntet. Das Zellpelett
wurde in 250 ul Roti®-Histofix (Carl-Roth, Karlsruhe) resuspendiert und die GFP-Expression
im FACScan™ (BD, Heidelberg) ermittelt. Die Berechnung des Virustiters erfolgte nach der

Formel:
, % GFP — positive Zellen - ausgesite Zellzahl- Verdiinnun
Titer (TU/ml) = 2 P £ £
100
1x PBS: 2 g KCl; 2 g KH2POy, 80 g NaCl; 14,35 g Na;HPO4 x 2 H20 in 1 L H20

Protaminsulfat: Stammlésung 4 mg/ml in H2O, steril filtriert (Sigma Aldrich #P4020, Miinchen)

3.2.9 Transduktion muriner Monozyten

Zur Transduktion muriner Monozyten wurden die isolierten Zellen mit einer Zelldichte von
5*10* BMM-Zellen/Well in eine 24-Well-Platte ausgesit. Am nachsten Tag wurde 1 Stunde
vor Transduktion das Medium gegen oMEM-Medium mit 2x Protaminsulfat erneuert
(Bsp.: 10 ml Medium + 200 pl Protaminsulfat; 250 pl/Well). AnschlieBend wurden 250 pl des
konzentrierten Virustberstandes auf die Zellen pipettiet und die Platte bei 2000 rpm,
90 min und 37°C zentrifugiert. Nach 4 Stunden wurde das Medium entfernt und die Zellen in
oMEM mit 30 ng/ml M-CSF kultiviert. Zur Steigerung der Transduktionseffizienz wurde

48 Stunden nach der ersten Transduktion eine weitere Transduktion durchgefihrt.

Protaminsulfat: Stammlésung 4 mg/ml in H2O, steril filtriert (Sigma Aldrich #P4020, Miinchen)
M-CSF: 10 pg/ml in PBS/0,1 % BSA (R&D Systems #216-MC, Wiesbaden)
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3.2.10 Sortierung GFP-positiver Zellen mittels Durchflusszytometrie-Sortierung

Zur Anreicherung GFP-positiver Zellen nach Transfektion oder Transduktion wurden die
Zellen geerntet, bei 1500 rpm flr 5 min pelletiert, das Zellpellet in 500 ul PBS/2 % BSA
aufgenommen und mit Hilfe eines Rdhrchens mit integriertem Zellsieb (BD #352235,
Heidelberg) filtriert. Die Sortierung erfolgte am FACSAria™ (BD, Heidelberg) und wurde von
Tefik Merovci durchgefthrt (AG Dr. Manuel Grez, Georg-Speyer-Haus, Frankfurt).

Zur Isolierung von RNA wurden die Zellen 24h nach Transfektion sortiert. Die anhand des
GFP-Signals sortierten Zellen wurden bei 1500 rpm, 5 min zentrifugiert, das Zellpelett in
frischem Medium resuspendiert und die Zellen ausgeséat. Nach 24 h Kultivierung erfolgte die
RNA-Isolierung. Das Sortieren transduzierter BMM-Zellen zur Analyse der Differenzierung in
Osteoklasten erfolgte direkt in eine 96- Well-Platte.

1x PBS: 2 g KCI; 2 g KH2PO4, 80 g NaCl; 14,35 g Na;HPO, x 2 H,0 in 1 L Hz0
PBS/ 2 % FCS: 0,2 ml FCS (PAA, Pasching) in 10 ml PBS

3.2.11 Differenzierung von RAW264.7-Zellen und muriner Monozyten

RAW264.7-Zellen und primére, murine Monozyten aus BL/6-M&usen wurden verwendet, um
die Differenzierung in Richtung Osteoklasten zu analysieren. Die RAW264.7-Zellen mussten
daftir zunachst eine Woche in oMEM (Gibco, Darmstadt) kultiviert werden. Fir die
Differenzierung wurden RAW264.7 oder primdren Monozyten mit einer Zellzahl von 1*10*
Zellen/Well in eine 96-Well-Platte ausgesat. Transduzierte BMM-Zellen konnten aufgrund
des GFP-Signals mit einer Zellzahl von 1*10* BMM-Zellen/Well direkt in die 96- Well-Platte
mittels FACSAria™ sortiert werden. Die Differenzierung in Richtung Osteoklasten wurde
durch Kultivierung der Zellen in aMEM mit 30 ng/ml M-CSF und 20 ng/ml RANKL fir BMM-
Zellen oder 30 ng/ml RANKL fur RAW264.7-Zellen erreicht.

Kultivierungsmedium: oMEM (Gibco #32651-029, Darmstadt) + 10 % FKS + 1 % Penicillin/Streptomycin
RANKL: 10 pg/mlin PBS/0,1 % BSA (R&D Systems #462-TEC, Wiesbaden)
M-CSF: 10 pg/mlin PBS/0,1 % BSA (R&D Systems #216-MC, Wiesbaden)

3.2.12 Farbung der sauren Phosphatase

Die Differenzierung primarer Monozyten in Richtung von Osteoklasten ist verbunden mit der
Expression einer Reihe von Osteoklasten spezifischer Proteine, wie zum Bsp. der sauren
Phosphatase TRAP (Tartrate resistent acid phosphatase). Zum Nachweis der TRAP-
Expression wurde das Acid phosphatase Leucocyte Kit (Sigma Aldrich #387A-1KT,
Munchen) verwendet. Reife Osteoklasten besitzen in vitro eine geringe Adharenz und lésen
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sich durch mechanischen Stress ab, daher musste jeder Pipettierschritt sehr vorsichtig
durchgefihrt werden.

Die Zellen wurden vorsichtig in PBS gewaschen und 10 min mit Hilfe von Roti®-Histofix
(Carl-Roth, Karlsruhe) fixiert. Nach zweimaligem Waschen mit vorgewarmten H,O (ca. 37°C)
wurden die Zellen zunachst darin belassen und ein Mix aus 5 ul Fast Garnet GBC Base
solution und 5 pl Natrium-Nitrit aus dem Kit hergestellt. Dieser wurde 2 min bei
Raumtemperatur inkubiert, danach erfolgte die Zugabe von 0,9 ml vorgewarmten H,O, 10 pl
Naphtol-AS-Bl-Lésung, 40 pl Acetat-Losung und 50 pl einer 1 M Tartrat-Lésung. Die 1 M
Tartrat-L6sung wurde selbst hergestellt, da die Tartrate-Lésung aus dem Kit zu gering
konzentriert ist. Die Farbelésung wurde auf die Zellen pipettiert und 5-30 min im Dunkeln, bei
37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit H,O gewaschen und bis zur Analyse in
PBS bei 4°C gelagert.

1x PBS: 2 g KCI; 2 g KH2PO4, 80 g NaCl; 14,35 g NaoHPO4 x 2 HO in 1 L H20
Tartratlésung: 28 g Kaliumnatriumtartrat (Applichem #A3873, Darmstadt) in 100 ml Natriumacetat 0,1 M; pH 5
I6sen (event. Zugabe einiger Tropfen 10 M NaOH, anschlieBend pH 5 mit 6 N HCI einstellen)

3.3 Proteinbiochemische-Methoden

3.3.1 Herstellung von Gesamtzellextrakten

Zur Herstellung von Gesamtzellextrakten wurden die Zellen zunachst geerntet, mit kaltem
PBS gewaschen und nach Zentrifugation bei 1500 rpm, 5 min, 4°C wurde das Pelett in Lyse-
Puffer resuspendiert. Nach Inkubation fiir 30-60 min auf Eis erfolgte eine Sonifizierung im
Biorupter® (Diagenode, Liége) fur 3 min, Intensitat high. Nach Zentrifugation bei 13000 rpm,
30 min, 4°C konnte der Proteinliberstand direkt verwendet werden oder bei -80°C gelagert

werden.

1x PBS: 2 g KCI; 2 g KH2POy4, 80 g NaCl; 14,35 g NazHPO4 x 2 H0O in 1 L H0O
Lyse-Puffer: 50 mM Tris/HCI pH 7,4; 0,5 % Triton-X-100; 50 mM NaCl

3.3.2 Herstellung von Kernextrakten

Das Protokoll zur Herstellung von Kernextrakten wurde nach Schreiber et al, 1989
modifiziert. Alle Arbeitsschritte erfolgten auf Eis und mit vorgekihlten Puffern. Die Zellen zur
Isolierung der Kernfraktion wurden geerntet und mit PBS gewaschen. Durch Zentrifugation
bei 1500 rpm, 5 min, 4°C wurden die Zellen pelletiert und das Zellpelett in Puffer A
resuspendiert, dabei wurden 4 Volumenteile an Puffer A in Bezug auf die GroBe des
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Zellpellets verwendet. Nach funfminUtiger Inkubation auf Eis erfolgte die Zugabe von 20 %
NP-40 (1:100 in Zellsuspension) und ein weiterer Inkubationsschritt fir 5 min auf Eis. Die
Zellsuspension wurde bei 13000 rpm, 5 min, 4°C zentrifugiert, im Pelett wurden somit die
Zellkerne angereichert, der Uberstand entsprach der Zytoplasmafraktion. Die Zellkernfraktion
wurde in Puffer C resuspendiert, dabei wurde 1 Volumenanteil an Puffer C in Bezug auf die
GroBe des urspringlichen Zellpellets verwendet, und 30 min auf Eis inkubiert. Nach
Zentrifugation bei 13000 rpm, 30 min, 4°C wurde der Uberstand direkt verwendet oder bei

-80°C gelagert.

1x PBS: 2 g KCI; 2 g KH2POy4, 80 g NaCl; 14,35 g NazHPO4 x 2 H0O in 1 L H0O

Puffer A: 10 mM Tris ph 7,5; 0,1 mM EDTA pH 8; 0,1m M EGTA pH 8; 10 mM KCI

Puffer C: 20 mM Tris pH 7,5; 1 mM EDTA pH 8; 1 mM EGTA pH 8; 0,4 M NaCl; 20 % Glycerin
20 % NP-40: 2 ml NP-40 in 10 ml H2O (Carl-Roth, Karlsruhe)

3.3.3 Antikorper

Tabelle 3.20: Ubersicht verwendeter Primirantikérper

NAME SPEZIES | VERWENDUNG* BESCHREIBUNG HERSTELLER
polyklonaler Antikérper gegen Santa Cruz,
E47 (N-649) Kaninchen | 1:1000 far WB Aminoséure 1-649 des humanen Heidelberg
E47, (200 pg/ml) (sc-763)
monoklonaler Antikérper gegen das | Sigma Aldrich,
Flag Maus 1:1000 fir WB FLAG-Peptid DYKDDDDK Minchen
(4,6 pg/ul) (F3165)
monoklonaler Antikérper gegen das | Covance,
HA-probe Maus 1:1000 fir WB HA-Peptid CYPYDVPDYASL Minchen
(1 pg/ul) (MMS101P)
polyklonaler Antikérper gegen ein Abcam,
LaminB1 Kaninchen |1:1000 fir WB synthetisches Peptid der 400-500 AS | Cambridge
des murinen LaminB1 (1 mg/ml) (ab16048)
1:100 far WB monoklonaler Antikérper gegen den | NeoMarkers,
MITF (C-5) Maus 16 P ’ N-Terminus des humanen MITF Dreieich
K9 (200 pg/ml) (MS-771-P0)
polyklonaler Antikérper gegen den Santa Cruz,
MITF (N-15)x Ziege 10 pg/IP N-Terminus des humanen MIFT Heidelberg
(200 pg/0,1 ml) (sc-10999)
monoklonaler Antikérper gegen den | Abcam,
MITF (C5) Maus 10 pg/IP N-Terminus des humanen MITF Cambridge
(1 mg/ml) (ab12039)
. . polyklonaler Antikbrper gegen den Santa Cruz,
PU.1/Spi1 (T-21) | Kaninchen |1F.2g0 fu/:F\)NB und C-Terminus des murinen PU.1 Heidelberg
» O Hg (200 pg/ml) (sc-352)
polyklonaler Antikérper gegen den Santa Cruz,
Taltl (C-21) Ziege 1:100 im WB C-Terminus des humane Tall Heidelberg
(200 pg/ml) (sc-12984)
1:100 fiir IF polyklonaler Antikérper gegen ein Abcam,
Tall Kaninchen 5' P ’ synthetisches Peptid um S122 des Cambridge
H9 humanen Tal1 (0,25 mg/ml) (ab75739)
) . monoklonaler Antikérper gegen die | Abcam,
a-Tubulin Maus 1:2000 im WB Volllange des o-Tubulin aus dem Cambridge
Huhn (1 mg/ml) (ab7291)

* WB = Western Blot, IP = Immunoprazipitation, IF = Immunfluoreszenz, AS = Aminosdure
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Tabelle 3.21: Ubersicht verwendeter Sekundirantikdrper

NAME SPEZIES | VERWENDUNG* BESCHREIBUNG HERSTELLER

. i . . Anti-Ziege 1gG mit HRP Santa Cruz,
anti-goat IgG - HRP | Esel 1:5000 im WB gekoppelt (200 ug/0.5ml) | Heidelberg (sc-2020)

. i . . . Anti-Maus IgG mit HRP Santa Cruz,
anti-mouse IgG - HRP | Ziege 1:5000 im WB gekoppelt (200 ug/0.5ml) | Heidelberg (sc-2005)

. . i . . . Anti-Kaninchen IgG mit HRP | Santa Cruz,
anti-rabbit19G - HRP | Ziege 1:5000 im WB gekoppelt (200 ug/0.5ml) | Heidelberg (sc-2004)

. . . . Anti-Kaninchen mit FITC Santa Cruz,
anti-rabbitFITC Esel 1:200in IF gekoppelt (200 ug/0,5ml) | Heidelberg (sc-2090)
anti-mouse IgG - Ziege 1:10000 im Anti-Maus IgG mit Li-Cor, Bad Homburg
IRDye® 800CW 9 Odyssey-System InfraredDye gekoppelt (926-32210)
anti-rabbit IgG - Ziege 1:10000 im Anti-Kaninchen IgG mit Li-Cor, Bad Homburg

IRDye® 800CW

Odyssey-System

InfraredDye gekoppelt

(926-32211)

* HRP=horseradish peroxidase; FITC= Fluoresceinisothiocyanat; WB = Western Blot; IF = Immunfluoreszenz

Tabelle 3.22: Ubersicht verwendeter Inmunglobuline

NAME SPEZIES | VERWENDUNG*|  BESCHREIBUNG HERSTELLER
l9G goat Ziege | 2-10ug/IP e Soralle in 1P ﬁiﬁiﬁéi‘gz (sc-2028)
l9G mouse Maus 210 pg/IP e Konhalle in 1P ﬁiﬁiﬁéi‘gz (sc-2025)
IgG rabbit Kaninchen | 2-10 pg/IP Kaninchen IgG Santa Cruz,

als Kontrolle in IP

Heidelberg (sc-2027)

* IP = Immunoprézipitation

3.3.4

Immunoblot

Die Detektion von Proteinen mittels Immunoblot erfolgte nach Auftrennung in einem

denaturierenden SDS-PAGE (Sodium-dodecylsulfate-Polyacrylamid-Gelelektrophorese) und

anschlieBendem Transfer auf eine PVDF-Membran (Carl-Roth, Karlsruhe). Die Blockierung

der Membran erfolgte mit Magermilchlésung fir eine Stunde bei Raumtemperatur. Die

Antikérper wurden in Magermilchlésung verdlnnt (Tabelle 2.20 und 2.21) und eingesetzt. Fir

Gesamtzellextrakte wurde o-Tubulin und fir Kernextrakte LaminB1 als Ladekontrolle

verwendet. Der quantitative Ausgleich der Ladekontrolle erfolgte mit Hilfe des Odyssey-

Systems (Li-COR Biotechnologies, Bad Homburg). Dazu erfolgte die Blockierung der

Membran in Odyssey-Puffer (Li-COR Biotechnologies, Bad Homburg) und die Antikérper

wurden in Odyssey-Puffer/0,1 % Tween20 verdinnt und eingesetzt.

4x Protein-Ladepuffer:
10x SDS-Laufpuffer:
10x Transfer-Puffer:

1x Transfer-Puffer:

Magermilchlésung:
Odyssey-Puffer:

500 mM Tris pH 6,8; 4 % SDS; 30 % Glycerol; 40 mM DTT; etwas Bromphenolblau
30 g Tris; 144 g Glycin, 10 g SDSin 1 L H20

30 g Tris; 144 g Glycinin 1 L H20

200 ml 10x Transfer-Puffer, 400 ml Methanol in 1 L H.O
5 % Magermilchpulver in PBS + 0,1 % Tween 20
Odyssey-Stammldsung (Li-COR #927-40000, Bad Homburg) 1:2 in PBS
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3.3.5 Immunfluoreszenz

Zur Vorbereitung der Immunfluoreszenz wurden Zellen auf runden Deckglaschen in einer
24-Well-Platte mit einer Zelldichte von 10000 Zellen pro Well ausgesat. Die Deckglaschen
wurden vor der Aussaat zunachst in 10 % Essigsaure gewaschen, dann mit H,O gespult, mit
70 % Ethanol desinfiziert und unter der Sterilbank getrocknet.

Nach 24 Stunden konnten die Zellen zur Farbung verwendet werden. Zur Beurteilung von
priméren Osteoklasten wurden die Zellen bis zur vollstandigen Differenzierung mit RANKL
behandelt und anschlieBend gefarbt. Dazu wurden die Zellen vorsichtig mit PBS gewaschen
und zur Fixierung auf den Deckglaschen 10 min mit Roti®-Histofix (Carl-Roth, Karlsruhe)
behandelt. Nach dem Waschen der Zellen mit PBS erfolgte zur Permeabilisierung der
Zellmembran eine funfmindtige Inkubation in PBS/0,1 % Triton-X-100, danach wurde
zweimal mit PBS gewaschen. Zur Blockierung unspezifischer Bindestellen wurden die
Deckglaschen fiir eine Stunde in PBS/1 % BSA gelagert. AnschlieBend wurde der
Primarantikérper in PBS/1 % BSA verdinnt (Tabelle 2.20) und tber Nacht bei 4°C in einer
feuchten Kammer inkubiert.

Am nachsten Tag wurde dreimal 5 min mit PBS gewaschen und der Sekundarantikérper, in
PBS/1 % BSA verdinnt (Tabelle 2.21), zugegeben. Nach 3 Stunden Inkubation im Dunkeln
wurden die Zellen zweimal 5 min mit PBS gewaschen, dann erfolgte die Farbung der
Zellkerne mittels DAPI (4',6-diamidino-2-Phenylindol; Sigma-Aldrich, Minchen). Dazu wurde
eine Gebrauchslésung von 1:5000 in PBS hergestellt, auf die Zellen pipettiert und 2 min im
Dunkeln inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen zweimal 5 min mit PBS gewaschen. Die
Deckglaschen wurden vorsichtig getrocknet, in Eindeckmedium Pro Long® Gold antifade
(Invitrogen #P3630, Darmstadt) gelegt und im Dunkeln getrocknet. Am néchsten Tag erfolgte
die mikroskopische Auswertung anhand des Fluoreszenzmikroskops Nikon TE300 und der
Software NISelement AR 2.30.

1x PBS: 2 g KCI; 2 g KH2PO4, 80 g NaCl; 14,35 g NazHPO4 x 2 H20 in 1 L H20
PBS/1 % BSA: 1 gBSA (PAA, Pasching) in 100 ml PBS
DAPI: 5 mg/mlin H2O (Sigma-Aldrich, Mlinchen)

3.3.6 Immunhistologie muriner Knochenschnitte

Die immunhistologische Untersuchung von murinen Knochenschnitten wurde von Dr. Jeske
J. Smink (AG Dr. Achim Leutz, Max-Delbriick-Zentrum, Berlin) durchgeftihrt. Nach Entnahme
der murinen Knochen wurden diese fixiert, zur Entkalkung drei Tage in 0,45 M EDTA/PBS
gelagert und in Paraffin eingebettet. Nach dem Entparaffinieren wurde zum Nachweis der
Tall-Expression der anti-Tall Antikdrper C-21 (Santa Cruz sc-12984, Heidelberg)

verwendet.

58



Material und Methoden

3.3.7 Co-Immunoprazipitation

Die Co-Immunpréazipitation wurde zur Analyse von Protein-Protein-Interaktionen verwendet.
Dazu wurden 293T-Zellen mit Expressionskonstrukien der potentiellen Interaktionspartner
transfiziert (Abschnitt 2.2.3) und 48 Stunden nach Transfektion Gesamtzellextrakte
hergestellt (Abschnitt 2.3.1). Zur Lyse wurden 200 pl Lysepuffer verwendet. Nach Abnahme
einer Input-Kontrolle (5% des Lysevolumens) erfolgte die Zugabe von 6 pl anti-Flag
Agarose- Beads (Sigma Aldrich #A2220, Minchen) Uber Nacht bei 4°C. Am n&chsten Tag
wurden die Proben zum Waschen bei 1500 rpm, 2 min, 4°C zentrifugiert und der Uberstand
vorsichtig abgenommen. Die pelletierten Beads wurden in 0,5 ml Lysepuffer aufgenommen
und 10 min bei 4°C auf einem Rotator gewaschen. Dieser Waschschritt wurde flinfmal
wiederholt, danach wurden die Beads in 15 pl Proteinladepuffer aufgenommen. Nach
Auftrennung der Proben im SDS-PAGE erfolgte die Beurteilung der Co-Immunoprazipitation
mittels Western Blot (Abschnitt 2.3.4).

Lyse-Puffer: 50 mM Tris/HCI pH 7,4; 0,5 % Triton-X-100; 50 mM NaCl
4x Protein-Ladepuffer: 500 mM Tris pH 6,8; 4 % SDS; 30 % Glycerol; 40 mM DTT; etwas Bromphenolblau

3.3.8 Endogene Immunoprazipitation

Zur Analyse endogener Interaktionen wurden zweimal 3*10” RAW264.7-Zellen geerntet und
Gesamtzellextrakte (Abschnitt 2.3.1) hergestellt, dazu wurde das Zellpelett in 0,5 ml
Lysepuffer aufgenommen. Zur Vermeidung unspezifischer Bindungen an die Beads wurden
die Zelllysate zunéchst eine Stunde mit 10 pul Agarose-Beads (Cell Signaling
Technology/NEB #9007S, Frankfurt) inkubiert (Pre-Clearing). Nach Zentrifugation bei
1500 rpm, 2 min, 4°C wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen und in ein neues
ReaktionsgefaB Uberfihrt. Nach Abnahme einer Input-Kontrolle wurden fir die
Immunoprazipitation der spezifische Antikérper bzw. IgG als Kontrolle (Tabelle 2.20 bzw.
2.22) zugegeben und Uber Nacht bei 4°C auf dem Rotator inkubiert. Am néachsten Tag
wurden 10 pl Agarose-Beads dazu pipettiert und 4 Stunden bei 4 °C inkubiert. Zum Waschen
wurden die Proben bei 1500 rpm, 2 min, 4°C zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig
abgenommen. Die pelletierten Beads wurden in 0,5 ml Lysepuffer aufgenommen und 10 min
bei 4 °C auf einem Rotator inkubiert. Dieser Waschschritt wurde flinfmal wiederholt, danach
wurden die Beads in 15 ul Proteinladepuffer aufgenommen. Nach Auftrennung der Proben
im SDS-PAGE erfolgte die Beurteilung der endogenen Interaktion mittels Western Blot
(Abschnitt 2.3.4).

Lyse-Puffer: 50 mM Tris/HCI pH 7,4; 0,5 % Triton-X-100; 50 mM NaCl
4x Protein-Ladepuffer: 500 mM Tris pH 6,8; 4 % SDS; 30 % Glycerol; 40 mM DTT; etwas Bromphenolblau
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3.3.9 GST-Pulldown

Fir einen GST-Pulldown wurde Tall als GST-Fusionsprotein in E.coli BL21-Bakterien
exprimiert und nach Lyse mittels anti-GST Agarose-Beads (Sigma Aldrich #G4510,
Minchen) aufgereinigt. Dieser Versuch wurde von Olga Bélling (AG Dr. Jérn Lausen,
Georg-Speyer-Haus, Frankfurt) durchgefihrt und wird hier kurz beschrieben.

Der mdgliche Interaktionspartner wurde mit Hilfe des TNT Quick coupled transcription/
translation system (Promega #L4610, Madison) nach Angaben des Herstellers in vitro
translatiert und mit **S-Methionin (Hartmann Diagnostics, Hannover) radioaktiv markiert. Fir
die Durchfiihrung des GST-Pulldowns wurden gleiche Mengen des GST-Fusionsproteins,
welches an anti-GST Agarose-Beads gebunden vorlag, mit dem radioaktiv markierten
Interaktionspartner gemischt und anschlieBend mit Lyse-Puffer auf 300 pl Gesamtvolumen
aufgefullt. Nach Inkubation unter sténdiger Rotation fur 3 Stunden bei 4°C wurden die Beads
dreimal mit Lyse-Puffer gewaschen und in 15 pl Proteinladepuffer aufgenommen. Die
Interaktion wurde nach SDS-PAGE mittels anschlieBender Autoradiographie analysiert.
Dafur wurde das Gel vor der Exposition unter Vakuum bei 65°C fir ca. 2 Stunden getrocknet.

Lyse-Puffer: 50 mM Tris pH 7,4; 100 mM NaCl; 0,1 % Triton-X-100; 1 mM EDTA; 10 % Glycerin;
1mMDTT
4x Protein-Ladepuffer: 500 mM Tris pH 6,8; 4 % SDS; 30 % Glycerol; 40 mM DTT; etwas Bromphenolblau

3.3.10 Chromatin-Immunoprazipitation (ChlP)

Zur Untersuchung der Protein-DNA-Interaktion mittels Chromatin-Immunoprazipitation
wurden 1*10” RAW264.7-Zellen geerntet und in 10ml DMEM-Medium (Gibco, Heidelberg)
resuspendiert. Das Protein-DNA-Crosslinking erfolgte durch Zugabe von 37 % Formaldehyd
zu einer Endkonzentration von 0,75 % fir 15 min bei Raumtemperatur. Das Stoppen der
Reaktion wurde durch Zugabe von Glycin in einer Endkonzentration von 125 mM und
Inkubation fir 5 min bei Raumtemperatur erreicht. Danach wurden die Zellen zweimal mit
PBS gewaschen. Das Zellpellet wurde in 1,2 ml FA-Lysepuffer resuspendiert und 30 min auf
Eis inkubiert. Dann wurde das Chromatin durch Sonifikation im Biorupter (Diagenode, Liege)
bis zu einer Fragmentgr6Be von 250-1000 bp sonifiziert und nachfolgend im Agarosegel
Uberprift. Die Zellreste wurden durch Zentrifugation bei 13000 rpm, 5 min, 4°C pelletiert. Das
im Uberstand enthaltene Chromatin konnte anschlieBend direkt verwendet oder bei -80 °C
gelagert werden.

Fur die Immunopréazipitation wurden 100-150 pl Chromatin-Lysat in 450 pl Ripa-Puffer
aufgenommen und mit 6 ul magnetischen Protein G-Beads (New England Biolabs, Ipswich)
und spezifischem Antikérper bzw. IgG als Kontrolle versetzt (Tabelle 2.20 und 2.22),
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anschlieBend wurde bei 4°C und standiger Rotation Gber Nacht inkubiert. Als Input-Kontrolle
wurden 150 pl Chromatin-Lysat bei 4°C gelagert. Die magnetischen Protein G-Beads wurden
vor der Verwendung mit 75 ng/ul DNA aus Lachssperma (Sigma Aldrich, Minchen) fir
30 min und mit Roti®-Block (Carl-Roth, Karlsruhe) fiir 45 min blockiert und anschlieBend
dreimal mit RIPA/SDS-Puffer gewaschen.

Am néachsten Tag wurden die Beads dreimal mit Waschpuffer und einmal mit Final-
Waschpuffer fir je 10 min bei 4°C unter stéandiger Rotation gewaschen. Die ReaktionsgefaBe
wurden in ein magnetisches Rack gestellt, so dass sich die Beads sammelten und der
Uberstand abgenommen werden konnte. Die Elution des Chromatins erfolgte durch
Inkubation der Beads in 120 ul Elutionspuffer fiir 15 min bei 30°C. Der Uberstand wurde in
ein neues ReaktionsgefédB Uberflhrt. In den weiteren Schritten musste eine Input-Probe
mitgefihrt werden. Zur Entfernung der RNA wurde 1 pl RNase 20 mg/ml (Invitrogen,
Darmstadt) zugegeben und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde auf ein
Gesamtvolumen von 400 pl mit Elutionspuffer aufgefullt und 5 pl Proteinase K (Applichem,
Darmstadt) zugegeben. Durch die anschlieBende Inkubation fir 5 Stunden bei 65°C im
Schittelinkubator wurden die Proteine abgebaut und somit die Verknipfung von Proteinen
und Chromatin aufgehoben. Es folgte eine Phenol-Chloroform-Extraktion mit anschlieBender
Ethanol-Féallung Uber Nacht bei -20°C. Dazu wurden 2 Vol 100 % Ethanol und 10 pl
Glykogen (Carl-Roth, Karlsruhe) zugegeben.

Am néachsten Tag wurde das préazipitierte Chromatin bei 15000rpm, 60 min, 4°C pelletiert,
zweimal mit 70 % Ethanol gewaschen, das Pellet getrocknet und in 20 ul H,O geldst.
AnschlieBend konnte die ChIP-DNA mittels (qRT-)PCR analysiert werden (Abschnitt 2.1.3).

1x PBS: 2 g KCI; 2 g KH2PQO4, 80 g NaCl; 14,35 g NazHPO, x 2 H20 in 1 L H20

FA-Lysepuffer: 50 mM HEPES-KOH pH 7,5; 140 mM NaCl; 1 mM EDTA pH 8,0; 1 % Triton-X-100,
1 % Natrium-Deoxycholat; 0,4 % SDS

RIPA-Puffer: 50 mM Tris-HCI pH 8; 150 mM NaCl; 2 mM EDTA pH 8,0; 1 % NP-40; 0,5 % Natrium-
Deoxycholat

RIPA-Puffer: 50 mM Tris-HCI pH 8; 150 mM NaCl; 2 mM EDTA pH 8,0; 1 % NP-40; 0,5 % Natrium-
Deoxycholat; 0,1 % SDS

Waschpuffer: 0,1 % SDS; 1 % Triton-X-100; 2 mM EDTA pH 8; 150 mM NaCl; 20 mM Tris-HCI pH 8

Final-Waschpuffer: 0,1 % SDS; 1 % Triton-X-100; 2 mM EDTA pH 8; 500 mM NaCl; 20 mM Tris-HCI pH 8

Elutionspuffer: 1 % SDS; 100 mM NaHCO3

Glycogen: 5 mg/ml in H2O (Carl-Roth #HP51, Karlsruhe)

SSD: 1 pg/pl in H20 (Sigma Aldrich, Miinchen)
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3.3.11 Chromatin-immunoprazipitation mit geringer Zellzahl (uChlIP)

Zur Bestimmung der Protein-DNA-Interaktionen in primaren Monozyten wurde die ChIP-
Methode (Abschnitt 2.3.10) auf einen geringere Zellzahl angepasst. Die Zellen wurden
geerntet und 500.000 Zellen in 500 pl aMEM-Medium (Gibco, Heidelberg) resuspendiert.
Das Crosslinking der Proteine an die DNA, die Vorbereitung des Chromatins fir die
Immunoprazipitation und die Immunopréazipitation wurden, wie im ChlIP-Protokoll unter 2.3.10
angegeben, durchgefiuhrt.

Am nachsten Tag wurden die Beads einmal mit Ripa-Puffer, anschlieBend dreimal mit
Waschpuffer und zweimal mit Final-Waschpuffer fir je 5 min bei 4°C unter standiger Rotation
gewaschen. Das Konzentrieren der Beads erfolgte in einem magnetischen Rack. Die Elution
des Chromatins wurde durch Inkubation der Beads in 120 pl Elutionspuffer fir 15 min bei
30°C, 1400 rpm erreicht. Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaB Uberfithrt und
auf ein Gesamtvolumen von 400 pl mit Elutionspuffer aufgeflllt. In den weiteren Schritten
wurde eine Input-Probe mitgeflhrt werden. Das weitere Vorgehen entspricht dem ChlP-
Protokoll (Abschnitt 2.3.10).

3.3.12 ChIP-ReChIP (sequentieller ChIP)

Zur sequentiellen Analyse der Protein-Protein-Interaktion auf Chromatinfragmenten wurde
die ChIP-ReChlP-Methode verwendet. Die Zellernte von 1*10° RAW264.7-Zellen, das
Crosslinking und die Fragmentierung der DNA erfolgten nach dem ChIP-Protokoll
(Abschnitt 2.3.10). Fir die 1. Immunoprazipitation wurden 150 pl Lysat in 600 ul Ripa-Puffer
aufgenommen und mit dem 1. spezifischen Antikérper (Tabelle 2.20) bzw. IgG als Kontrolle
(Tabelle 2.22) und magnetischen Beads versetzt, dann Gber Nacht bei 4°C auf dem Rotator
inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Beads dreimal mit Waschpuffer und einmal mit Final-
Waschpuffer gewaschen. Die Elution der DNA erfolgte mittels 30 minGtiger Inkubation in
50 pl DTT 10 mM unter standigem, kraftigen vortexen. Der Uberstand wurde 1:10 in FA-
Lysepuffer verdinnt und fur die 2. Immunopréazipitation der 2. spezifische Antikbrper bzw.
IgG als Kontrolle (Tabelle 2.20 und 2.22) und magnetische Beads zugegeben, dann Uber
Nacht bei 4°C auf dem Rotator inkubiert. In den weiteren Schritten musste eine Input-Probe
mitgeflihrt werden. Das weitere Vorgehen entspricht dem ChlIP-Protokoll (Abschnitt 2.3.10).

62



Material und Methoden

3.3.13 Promotorstudien

Zur Analyse der Promotoraktivitdt wurden 48 Stunden nach Transfektion die Lysate
hergestellt. Zunachst wurden die Zellen mit PBS gewaschen, anschlieBend in 90 ul
Luciferase-Lysepuffer lysiert und 15 min auf Eis inkubiert. Zur Messung der Luciferase-
Aktivitdt wurden 10 pl des Lysats in eine 96-Well-Platte pipettiert. Im Luminometer
(Microlumat LB96P, Berthold Technologies, Bad Wildbad) wurde das emittierte Licht,
welches bei der durch die Luciferase katalysierten Oxidation des Luciferins freigesetzt
wurde, bei 562 nm gemessen. Zusatzlich wurde ein Basalwert fur den Luciferase-Lyse-Puffer

ermittelt.

Luciferase-Lyse-Puffer: 50 mM Tris pH 7,4; 1 % Triton X-100; 50 mM NaCl
Luciferase-Puffer: 21,625 mM Glycylglycin; 1 mM ATP (Carl-Roth #CN22.1, Karlsruhe); 10 mM MgSOs;
0,075 mM Luciferin (Carl-Roth #CN24.3, Karlsruhe)

Als Kontrolle der Transfektionseffizienz wurde ein B-Galaktosidase-Vektor co-transfiziert. Zur
Messung der B-Galaktosidaseaktivitat wurden 10 pl des Zelllysats in eine 96-Well-Platte
vorgelegt und 100 ul der B-Galaktosidase-Lésung dazugegeben.

Die Gelbfarbung, welche aus der Hydrolyse des o-Nitrophenyl-g-D-galaktopyranosid (ONPG)
zu Galaktose und ortho-Nitrophenol (gelb) resultierte und durch die p-Galaktosidase
katalysiert wird, wurde gemessen. Die Messung erfolgte mit dem SPECTRAmax™ 340
(Molecular Devices, Sunnyvale) mit dem Programm SPF SoftMaxPro bei einer Wellenldnge

von 420 nm.

B-Galaktosidase-L6sung: 11,1 mM MgClz; 50 mM B-Mercaptoethanol; 3,25 mM ONPG; 74,4 mM Natrium-
Phosphat pH 7,5

Na-Phosphat-Lésung (0,1 M): 82 mM NazHPO4 x 2H20; 18 mM NaH2PO4 x 2H20

ONPG: 13,28 mM in 0,1 M Natrium-Phosphat-L&sung
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4. Ergebnisse

4.1 Monozyten und reife Osteoklasten exprimieren Tal1

4.1.1 Tal1-Expression in Knochenschnitten

Die Expression von Tall konnte bisher in einigen Zellen der embryonalen und adulten
Hamatopoese gezeigt werden, vor allem in erythroiden Zellen, Megakaryozyten, Mastzellen
und Monozyten (Green AR et al., 1991; Green AR et al., 1992; Elefanty AG et al., 1998; Hall
MA et al., 2003; Dey S et al., 2010). Zur Untersuchung der Tal1-Expression in Osteoklasten
bzw. im Knochengewebe wurden Gewebeschnitte der Oberschenkel von Wildtyp-Mausen
hergestellt. Nach Entkalkung, Einbettung in Paraffin und nach Herstellung von
Gewebeschnitten erfolgte eine immunhistologische Farbung mit einem Tal1-Antikérper. Die
Analyse der Tall-Expression in den histologischen Schnitten erfolgte durch Dr. Jeske J.
Smink (Max-Delbriick-Zentrum, Berlin). In Abbildung 4.1 ist der schematische Aufbau eines
Réhrenknochens und als Ubersicht ein immunhistologisch-gefarbter Knochen einer Maus
dargestellt, die rémischen Ziffern kennzeichnen die untersuchten Bereiche.

Gelenkknorpel

Sekundares

Epiphyse Ossifikations-
zentrum
Metaphyse [ Wachstumsfuge
Diaphyse

Abb.4.1: Schematische und histologische Darstellung eines Réhrenknochens. Der Knochen wird in
Epiphyse und Diaphyse unterteilt, wobei der Ubergangsbereich als Metaphyse bezeichnet wird. Der
Gelenkknorpel wird von Chondrozyten gebildet. In der Wachstumsfuge kommt es zum Langenwachstum des
Knochens. In der Resorptionszone finden der Abbau der Chondrozyten und der Aufbau von Knochengewebe
statt. Die romischen Ziffern kennzeichnen die Bereiche, die in Bezug auf die Tall-Expression im Knochen
untersucht wurden. Dieser Versuch wurde von Dr. J.J. Smink durchgefiihrt (AG Dr. A. Leutz, Max-Delbriick-

Zentrum, Berlin).
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Die Tal1-Expression konnte in Chondrozyten des Gelenkknorpels (Abb.4.21) und der
Wachstumsfuge (Abb.4.211) nachgewiesen werden. AuBerdem exprimieren reife,
multinukledre Osteoklasten der Resorptionszone Tal1 (Abb.4.2 III). Diese befinden sich an
der Oberflache des Knochengewebes.

Wachstums-

zone Wachstums-
Hypertrophe fuge

{Zone
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Abb.4.2: Immunhistologischer Nachweis von Tal1 in Osteoklasten. Die Knochen von BL/6-M&usen wurden
entnommen, fixiert und entkalkt. Nach immunbhistologischer Farbung mit einem spezifischen Antikérper gegen
Tal1 erfolgte die Auswertung der verschiedenen Bereiche des Knochens. Die rémischen Zahlen bezeichnen die
verschiedenen Zonen, in denen die Tall-Expression nachgewiesen wurde (Pfeile). Anhand der
immunhistologischen Untersuchung der Knochen konnte die Tall-Expression in Chondrozyten des
Gelenkknorpels (I) und in der hypertrophen Zone der Wachstumsfuge (II) gezeigt werden. AuBerdem wird Tal1 in
reifen Osteoklasten exprimiert (IIT). Dieser Versuch wurde von Dr. J.J. Smink durchgefihrt (AG Dr. A. Leutz,
Max-Delbriick-Zentrum, Berlin).
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4.1.2 Osteoklasten-Vorlauferzellen exprimieren Tal1

Zur Analyse der Tal1-Expression in einem in vivo-Zusammenhang wurde ein Mausmodell
verwendet, das mit Hilfe einer LacZ-Knock-in-Strategie die Expression von LacZ
(B-Galaktosidase) unter Tal7-regulatorische Elemente stellt. Durch das Einbringen des LacZ-
Gens in den Tal1-Locus wird die Expression von Tal1 gestort (Elefanty AG et al., 1998).
Diese Mause zeigen die gleichen Eigenschaften wie Tal1-defiziente M&use. Homozygote
Tiere sterben in E9.5 (Shivdasani RA et al., 1995), heterozygote Tiere mit einem Tal1-LacZ-
Allel besitzen einen normalen Ph&notyp und die Expression von LacZ kann in der fétalen
Leber, Zellen der H&matopoese und im Gehirn nachgewiesen werden. Also in Geweben, die
bereits in der Literatur in Zusammenhang mit der Expression von Tal1 beschrieben wurden
(Green AR et al., 1992, Kallianpur AR et al., 1994).

Die Analyse der Tal1-LacZ-Mause erfolgte durch Dr. Joachim R. Géthert (Universitat
Duisburg-Essen). Dazu wurde das Knochenmark der Mause entnommen, mit Hilfe von
Antikérpern gefarbt und eine Durchflusszytometrie-Analyse durchgefiihrt. Zunachst wurden
die Zellen anhand des Propidiumiodid-Signals (Pl) sortiert, um zwischen lebenden und toten
Zellen unterscheiden zu kénnen. Durch die Auftrennung der Lebendzell-Population in GrdBe
(FCS, foward scatter) und Granularitat (SSC, sideward scatter) wurden Zellaggreagate
ausgeschlossen. Diese Population wurden anschlieBend in eine c-Kit- und
lin-Zellpopulation (lineage) sortiert. Die CD117"-Population (auch c-Kit oder SCFR,
mast/stem cell growth factor receptor) wurde dann anhand des Oberflachenmarkers CD115
(auch Csfr1, colony stimulating factor 1 receptor) und des Oberflachenmarkers Mact
(macrophage 1 antigen, auch CD11B) flr die Makrophagen/Monozyten-Population sortiert.
Die CD115'CD1177lin-Population konnte anschlieBend mit Hilfe von FDG-Féarbung
(Fluorescein-di-B-D-galactopyranosid) als Nachweis fir die Expression der B-Galaktosidase

analysiert werden.

Die Untersuchung der Tal1-LacZ-Mause anhand der oben genannten Durchflusszytometrie-
Parameter zeigte, dass die CD115°CD117’lin-Population der Tal1-LacZ-M&use eine
Expression von LacZ aufweist (Abb.4.3A). Als Kontrolle wurden die Knochenmarkzellen von
Wildtyp-Mausen anhand der gleichen Durchflusszytometrie-Parameter untersucht. Die
Analyse der Wildtyp-Mause zeigte keine FDG-Farbung in der CD115°CD117"lin-Population
in der Durchflusszytometrie (Abb.4.3B). Insgesamt wurde je Versuchsgruppe das
Knochenmark von vier Mausen analysiert (gesamte Daten siehe Anhang 7.2). Die
statistischen Berechnungen weisen eine statistische Signifikanz mit einem p-Wert von 0,002
auf. Die Tal1-LacZ-Mause zeigten in der Osteoklasten-Vorlauferpopulation im Mittel eine
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LacZ-Expression von 27,3 %. In Wildtyp-M&use wurde LacZ im Mittel zu 0,271 % in der
CD115"CD117"lin-Population exprimiert. Zur Verdeutlichung wurde die FDG/LacZ-
Expression (Abb.4.3C) und die MFI (mean fluorescence intensity) der Wildtyp- und Tal1-
LacZ-Méause in einem Diagramm dargestellt (Abb.4.3D).
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Population A Population
An Tall-LacZ %FDG" 1084 WT %FDG"
#1 28,0 #1 0,291
e #2 23,6 § b #2 0,463
§ #3 26,2 al #3 0,111
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Abb.4.3: Durchflusszytometrie-Analyse der LacZ-Expression in Tal1-LacZ-Mausen. Das Knochenmark der
Tal1-LacZ-Mause wurde entnommen und mit Antikérpern zur Durchflusszytometrie-Analyse inkubiert. Zunéchst
erfolgte eine Auftrennung in lebende und tote Zellen mit Hilfe von Propidiumiodid (PI). Diese Zellen wurden dann
anhand der Oberflachenmarker CD115°CD1177lin” in die Osteoklasten-Vorlauferpopulation sortiert und die
Expression von LacZ mit Hilfe der FDG-Farbung analysiert. (A) Die Tal1-LacZ-Mause exprimieren in den
Osteoklasten-Vorlauferzellen LacZ. (B) Die Wildtyp-M&ause weisen in den Osteoklasten-Vorlduferzellen keine
Expression von LacZ auf. (C) Darstellung der FDG-Féarbung in der Osteoklasten-Vorlauferpopulation (OCP). Die
Osteoklasten-Vorlauferzellen der Tal1-LacZ-Méuse weisen FDG-Farbung in dieser Population auf, im Gegensatz
zu den Wildtyp-M&usen. (D) Auch die Darstellung der MFI (mean fluorescence intensity) verdeutlicht die LacZ-
Expression in den Osteoklasten-Vorlauferzellen der Tal1-LacZ-Méause. Dieser Versuch wurde von
Dr. J.R. Gothert durchgeflihrt (Universitat Duisburg-Essen).

Die Expression von LacZ in der CD115°CD117"lin-Population der Tal1-LacZ-Mause zeigt,
dass die regulatorischen Elemente des Tal7-Promotors in der Population der Osteoklasten-
Vorlauferzellen aktiv sind.
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4.1.3 RAWZ264.7-Zellen als Modell fiir Osteoklastogenese exprimieren Tal1

Die Tal1-Expression wurde bisher in in vivo-Modellen mittels Immunhistologie und
Durchflusszytometrie-Analyse eines Maus-Modells gezeigt. Im n&chsten Schritt wurde die
Tal1-Expression in vitro in einer etablierten Zellkultur analysiert. Dazu wurde die Zelllinie
RAW264.7 verwendet, eine murine Monozyten/Makrophagen-Leukamiezelllinie, die aus
einem Tumor generiert wurde, der durch Infektion mit dem murinen Abelson-Virus
entstanden war (Raschke WC et al., 1978). Die RAW264.7-Zellen sind in der Lage in vitro in
Richtung Osteoklasten zu differenzieren, wenn sie mit dem Zytokin RANKL (receptor
activator of NfxB ligand) behandelt werden (Abb.4.4).

A
Abb.4.4: Darstellung der RAW264.7-Zellkultur. (A) Die
RAW264.7-Zellen sind eine etablierte, adharente
Monozyten/Makrophagen-Leukadmiezelllinie. Die Zellen wurden mit
B Giemsa geféarbt. (B) Nach Inkubation der RAW264.7-Zellen mit dem

Zytokin RANKL fusionieren die einzelnen Zellen zu reifen,
multinuklearen Osteoklasten. Die Zellen wurden mit Giemsa geféarbt.

Der Nachweis der Tal1-Expression wurde auf mRNA- und Proteinebene erbracht. Als
Negativkontrollen wurden 293T- und HelLa-Zellen verwendet (Zur Hausen H, 1967; Scherer
WEF et al,, 1953). Als Positivkontrollen dienten K562-Zellen, eine Erythroleukamiezelllinie,
und Jurkat-Zellen, eine T-Zell-Leukamiezelllinie. Beide Zelllinien wurden aus Patientenzellen
generiert, die aufgrund einer verstéarkten Tal1-Expression Leukdmien entwickelten (Koeffler
HP und Golde DW, 1980; Weiss A und Stobo JD, 1984).

In der gRT-PCR zeigte sich, dass in RAW264.7-Zellen Tal1-kodierende mRNA vorliegt. Die
Expression der mRNA in 293T-, Hela-, K562- und Jurkat-Zellen wurden aufgrund des
humanen Ursprungs der Zellen mit einem spezifischen Primer fir humanes Tall gemessen.
Die mRNA-Expression in RAW264.7-Zellen wurden mit einem spezifischen Primer fir
murines Tall gemessen, da die Zelllinie aus der Maus etabliert wurde. Als Bezugspunkt fur
die Auswertung wurde der Tal7-mRNA-Gehalt in 293T-Zellen auf 1 gesetzt (Abb.4.5A). Die
Tal1-Expression in RAW264.7-Zellen bestétigte sich ebenfalls auf Proteinebene im Western
Blot, da bei etwa 42 kDa eine Bande fur Tal1l zu erkennen war (Abb.4.5B), d.h. die mRNA-
Expression von Tal1 korreliert mit der Tal1-Proteinexpression in RAW264.7-Zellen.
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Abb.4.5: Nachweis von Tall in RAW264.7-Zellen. (A) Genexpressionsanalyse der Tal7-mRNA mittels gRT-
PCR in RNA/cDNA aus 293T-, HelLa-, K562-, Jurkat- und RAW?264.7-Zellen. Die mRNA-Expression in 293T-
Zellen wurde als Bezugspunkt gewahlt und auf 1 gesetzt. In RAW264.7-Zellen konnte die mRNA fir Talt
nachgewiesen werden. (B) Western Blot-Analyse mit Hilfe eines Tal1-Antikérpers der Kernextrakte von 293T-,
Hela-, K562-, Jurkat- und RAW264.7-Zellen. In RAW264.7-Zellen zeigte sich die Expression des Tal1-Proteins
bei etwa 42 kDa.

4.1.4 Priméare Monozyten als Modell fiir Osteoklastogenese exprimieren Tal1

Als Zellmodell fir die Analyse der Tall-Expression bzw. flr weitere Experimente zur
Untersuchung des Einflusses von Tall auf die Osteoklastendifferenzierung und auf die
Osteoklasten-spezifische Genexpression wurde eine primdre Zellkultur aus Monozyten
etabliert. Dazu wurde das Knochenmark von BL/6-Mausen isoliert und mit M-CSF inkubiert,
so dass eine Anreicherung der Monozyten des Knochenmarks erfolgte. Die Isolierung der
BMM-Zellen aus murinem Knochenmark erfolgte nach einem etablierten Protokoll
(Takahashi N et al., 1988). Die BMM-Zellen (bone marrow derived monocytes) sind in der
Lage sich in vitro in Richtung Osteoklasten zu differenzieren, wenn sie mit dem Zytokin
RANKL (receptor activator of NfkB ligand) behandelt werden (Suda T et al., 1999).

Abb.4.6: Darstellung der BMM-Zellkultur. (A) Die BMM-Zellen
wurden aus dem Knochenmark von 6-10 Wochen alten BL/6-M&usen
unter Inkubation mit M-CSF generiert. Sie besitzen eine adhéarente
Zellmorphologie. Die Zellen wurden mit Giemsa gefarbt. (B) Nach
Inkubation der BMM-Zellen mit dem Zytokin RANKL fusionieren die
einzelnen Zellen zu reifen, multinukledren Osteoklasten. Die Zellen
wurden mit Giemsa geféarbt.
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Die BMM-Zellen wurden mittels Immunfluoreszenz auf die Expression von Tal1 untersucht.
Dazu wurden die Zellen auf Glasplatichen ausgesat und mit M-CSF zur Kultivierung der
Monozyten-Zellen bzw. mit M-CSF/RANKL zur Generierung reifer Osteoklasten inkubiert.
Nach 24 h erfolgte die Farbung der undifferenzierten BMM-Zellen. Nach sechs Tagen
Kultivierung waren die BMM-Zellen nahezu vollstdndig in Osteoklasten differenziert und
wurden fir die Immunfluoreszenz verwendet. In Abb.4.7 ist die Immunfluoreszenz-Farbung
von Tall der BMM-Zellen dargestellt. Tall wird in den BMM-Zellen im Kern exprimiert
(Abb.4.7A), auch die reifen, multinuklearen Osteoklasten exprimieren Tal1 in den Kernen
(Abb.4.7B). Die DNA wurden mit Hilfe von DAPI (4',6-Diamidin-2-Phenylindol) angefarbt.
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Abb.4.7: Immunfluoreszenz-Analyse in Monozyten und reifen Osteoklasten. Nach Isolierung der BMM-
Zellen aus dem Knochenmark von BL/6-Mausen wurden die Zellen auf Glasplattchen ausgeséat und nach 24 h
bzw. nach Differenzierung in Osteoklasten eine Immunfluoreszenz-Farbung durchgefiihrt. Der Nachweis erfolgte
anhand eines FITC-gekoppelten Sekundér-Antikérpers. Die DNA wurden mittels DAPI angefarbt. (A) BMM-Zellen
exprimieren Tal1 in den Zellkernen. (B) In Osteoklasten differenzierte BMM-Zellen weisen ebenfalls eine Tall-
Expression in den Zellkernen auf. (C) BMM-Zellen exprimieren PU.1 in den Zellkernen. (D) In Osteoklasten
differenzierte BMM-Zellen weisen ebenfalls eine PU.1-Expression in den Zellkernen auf. (E) BMM-Zellen wurden
auf Glasplatichen ausgesat und nach 24 h nur mit dem FITC-gekoppelten Sekundarantikdrper inkubiert. Der
Antikdrper weist keine unspezifische Bindung auf. (F) Die reifen Osteoklasten wurden ebenfalls nur mit dem
FITC-gekoppelten Sekundarantikdrper inkubiert, auch hier ist keine unspezifische Bindung zu erkennen.
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Die Entstehung der Monozyten/Makrophagen-Zellen wahrend der Hamatopoese aus
hamatopoetischen Stammzellen ist in frihen Differenzierungsschritten unter anderem vom
Transkriptionsfaktor PU.1 abhéngig (Tondravi MM et al., 1997). Daher wurden die BMM-
Zellen und die reifen Osteoklasten ebenfalls auf die Expression von PU.1 mittels
Immunfluoreszenz untersucht. Es zeigte sich, dass die primaren Monozyten PU.1
exprimieren und dass PU.1 im Kern lokalisiert ist (Abb.4.7C). Nach RANKL-Behandlung und
Differenzierung in Richtung Osteoklasten war die PU.1-Farbung ebenfalls in den Kernen der
multinukledren Zellen zu beobachten (Abb.4.7D).

Als Kontrolle der Immunfluoreszenz und als Nachweis, dass das Fluoreszenzsignal
spezifisch vom Priméarantikérper stammt, wurden BMM-Zellen und reife Osteoklasten nur mit
dem FITC-gekoppelten Sekundarantikérper inkubiert und bewertet. In Abb.4.7 E und F ist zu
erkennen, dass der Sekundérantikdrper keine unspezifische Bindung in den Zellen aufweist.

Bisher konnte nachgewiesen werden, dass Tal1 in Osteoklasten-Vorlauferzellen und in reifen
Osteoklasten exprimiert wird. Die Analyse erfolgte in vivo mittels Immunhistologie von
murinen Knochenschnitten und anhand des Maus-Modells, in dem das LacZ-Gen unter
Tal1-regulatorischen Elementen exprimiert wird. AuBerdem konnte Tal in vitro in der
etablierten Monozyten/Makrophagen-Zelllinien RAW264.7 und in der Primarzellkultur aus
BMM-Zellen von murinem Knochenmark gezeigt werden. Als nachstes wurde die Tall-
Expression wahrend der Osteoklasten-Differenzierung untersucht.

4.2 RANKL induziert die Expression von Tal1 in Osteoklasten

Tal1 wird in Osteoklasten-Vorlauferzellen und reifen Osteoklasten exprimiert. Zur Analyse
der Tal1-Expression mittels gRT-PCR und Western Blot wahrend der Osteoklasten-
Differenzierung wurden BMM-Zellen mit rekombinantem M-CSF/RANKL inkubiert und an
Tag 0, 2, 4 und 6 geerntet. Zur Uberpriifung, dass die BMM-Zellen durch Inkubation mit dem
rekombinanten Zytokin RANKL in Richtung Osteoklasten differenzieren, wurden die
verschiedenen Zeitpunkte zundchst auf die Expression Osteoklasten-spezifischer Gene
Uberprtft, die in der Literatur beschrieben wurden. Die Genexpressionsanalyse erfolgte
mittels qRT-PCR. Abb.4.8 verdeutlich, dass die untersuchten Osteoklasten-spezifischen
Gene wahrend der Inkubation mit RANKL induziert werden. Die RANKL-Induktion erfolgt
Uber dessen Rezeptor RANK (receptor activator of NfkB), der an Tag 6 etwa 3-fach induziert
wurde (Abb.4.8A).
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Die fir die Zellfusion entscheidenden Rezeptoren DC-STAMP (dendritic cell specific
transmembrane protein) und ATP6V0D2 (d2 isoform of vascuolar ATPase V0O domain)
wurden an Tag 6 etwa 20-fach (Abb.4.8B) bzw. 4-fach (Abb.4.8C) verstarkt exprimiert, wobei
die Expression von DC-STAMP schon an Tag 4 ein Plateau erreichte. Die Osteoklasten-
spezifischen Enzyme CTSK (cathepsin K) und Acp5 (TRAP, tartrate resistent acid
phosphatase) wurden etwa zu 50-fach an Tag 6 nach RANKL-Behandlung induziert
(Abb.4.8D/E). Die Expression von MMP9 (matrix metallopeptidase 9) wurde an Tag 6 etwa
13-fach gesteigert (Abb.4.8F). Durch die RANKL-Behandlung differenzieren sich die BMM-
Zellen in Richtung Osteoklasten, was anhand der Expressionsanalysen der Osteoklasten-
spezifischen Gene gezeigt werden konnte.
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Abb.4.8: RANKL induziert die Expression Osteoklasten-spezifischer Gene. Genexpressionsanalyse der
mRNA aus BMM-Zellen nach 0, 2, 4 und 6 Tagen RANKL-Behandlung mittels qRT-PCR der Osteoklasten-
spezifischen Gene (A) RANK (receptor activator of NfxB), (B) DC-STAMP (dendritic cell specific transmembrane
protein), (C) ATP6V0D2 (d2 isoform of vascuolar ATPase VO domain), (D) CTSK (cathepsin K), (E) Acp5 (TRAP,
tartrate resistent acid phosphatase) und (F) MMP9 (matrix metallopeptidase 9) in BMM-Zellen ohne RANKL- und
mit RANKL-Behandlung firr 2, 4 und 6 Tage. Im Verlaufe der Osteoklasten-Differenzierung, die in BMM-Zellen
durch Inkubation mit RANKL erreicht wurde, wurden die Osteoklasten-spezifischen Gene induziert. Die
Berechnung erfolgte im Vergleich zur Expression in unbehandelten BMM-Zellen, die als Bezugspunkt auf 1
gesetzt wurde.
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Die Expression von Tall auf mRNA-Ebene wurde in BMM-Zellen und RANKL-behandelten
BMM-Zellen bestimmt. Es zeigte sich, dass sich das Expressionslevel der Tal7-mRNA im
Verlaufe der Osteoklasten-Differenzierung nicht verdndert (Abb.4.9A). Ahnlich verhielt sich
auch die mRNA-Expression der Osteoklasten-spezifischen Transkriptionsfaktoren PU.71 und
MITF (Abb.4.9B und Abb.4.9C).
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Abb.4.9: RANKL hat keinen Einfluss auf die Expression von Tal7-mRNA. Genexpressionsanalyse mittels
gRT-PCR von BMM-Zellen ohne RANKL- und mit RANKL-Behandlung flr 2, 4 und 6 Tage. (A) Die Expression
der Tal1-mRNA wird durch die Inkubation der Zellen mit RANKL nicht beeinflusst. (B/C) Auch die Osteoklasten-
spezifischen Transkriptionsfaktoren PU.7 und MITF weisen kein verdndertes mRNA-Expressionslevel nach
RANKL-Behandlung auf.

Zum Nachweis der Tal1-Proteinexpression mittels Western Blot wurden BMM-Zellen aus
dem Knochenmark von BL/6-Mausen isoliert und mit RANKL behandelt. An Tag 0, 2, 4 und 6
wurden die Zellen geerntet, Kernextrakte nach Schreiber et al. (1989) hergestellt und die
Tal1-Expression anhand eines Tal1-Antikbrpers im Western Blot analysiert.
Die Behandlung der BMM-Zellen mit RANKL fuhrte auf Proteinebene zur Induktion der Tal1-
Expression, was im Western Blot in Abb.4.10A anhand der Tal1-Proteinbande bei 42 kDa zu
erkennen ist. Fir die Osteoklasten-spezifischen Transkriptionsfaktoren PU.1 und MITF
zeigte sich ebenfalls eine Induktion nach RANKL-Behandlung (Abb.4.10B).
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Abb.4.10: RANKL induziert die Expression von Tal1 auf Proteinebene. (A) BMM-Zellen wurden aus dem
Knochenmark von Mausen isoliert und mit RANKL behandelt. Nach Ernte der Zellen an Tag 0, 2, 4 und 6 wurden
Kernextrakte hergestellt und im Western Blot anhand eines spezifischen Tal1-Antikdrpers analysiert. Es zeigte
sich, dass RANKL wéhrend der Differenzierung das Expressionslevel an Tal1-Protein induziert. (B) Der Vergleich
von Tag 0 (- RANKL) und 6 (+ RANKL) zeigt die Induktion der Proteinexpression von Tal1, PU.1 und MITF.
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Die Regulation der Tal1-Expression wahrend der Osteoklastogenese findet nicht auf
transkriptioneller Ebene, sondern auf Proteinebene statt, so dass die RANKL-Behandlung zu
einem verstarkten Vorkommen des Tal1-Proteins flhrt. Die Regulation von Tal1 scheint
somit einem posttranskriptionellen Prozess zu unterliegen. Auf posttranskriptioneller Ebene
kann die Genexpression von microRNA (miR) reguliert werden. Um zu klaren, ob die Tall-
Expression durch eine microRNA reguliert wird, wurde ein microRNA-Microarray im
Transkriptomanalyselabor , TAL* (Universitatsmedizin Géttingen) durchgefiihrt. Dazu wurde
die RNA von unbehandelten BMM-Zellen und die RNA von BMM-Zellen nach dreitagiger
RANKL-Behandlung analysiert. Durch den microRNA-Microarray wurden 32 microRNA’s
identifiziert, die im Vergleich von unbehandelten Zellen zu RANKL-behandelten Zellen ein
verandertes Expressionsniveau aufzeigten. In Tabelle 4.1 sind die regulierten microRNA’s
dargestellt, auBerdem gibt die Tabelle einen Einblick in die bisher beschriebenen Funktionen
der jeweiligen microRNA. Die microRNA’s regulieren mRNA auf posttranskriptioneller Ebene
durch Beeinflussung der Translation des Proteins. Sie spielen in verschiedenen biologischen
Prozessen, wie der Hamatopoese und in der Entstehung von Krankheiten wie Krebs, eine
entscheidende Rolle (Havelange V und Garzon R, 2010; Farazi TA et al., 2011).

Im Zusammenhang mit der posttranskriptionellen Regulation von Tal1 in BMM-Zellen sind
vor allem solche microRNA der Microarray-Analyse interessant, die aufgrund der RANKL-
Behandlung eine geringere Expression aufweisen. W&é&hrend der Osteoklasten-
Differenzierung kommt es zu einer Induktion des Tal1-Proteins, obwohl die Expression der
Tall-mRNA nicht verandert wird. Hypothetisch sollte RANKL zur reduzierten Expression
einer microRNA flhren, so dass die Reprimierung der Tall-mRNA aufgehoben und die
Translation des Tal1-Proteins aktiviert werden kann. Bei den herabregulierten microRNA’s
des Microarrays handelt es sich um die microRNA’s miR-451, miR-144, miR-706, miR-139-
39 und miR-486. Oftmals liegen die codierenden Sequenzen von microRNA’s in einem
Cluster, so auch im Fall von miR-451 und miR-144. Die Regulation dieser microRNA"s wird
vom Transkriptionsfaktor GATA1 reguliert und beide spielen eine Rolle in der Regulation der
Erythropoese (Rasmussen KD et al, 2010). Eine bioinformatische Analyse mittels
TargetScan (Lewis BP et al., 2005) ergab auBerdem eine potentielle Bindestelle fir die miR-
144 im 3'-UTR (untranslated region) von Tal1.
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Tabelle 4.1: Regulierte microRNA’s in BMM-Zellen

microRNA Treated vs. Wt LITERATUR
mmu-miR-451 -5,027 induziert Erythropoese (Bruchova-Votavova H et al., 2010)
mmu-miR-144 -5,007 im Cluster mit miR-451 (Rasmussen KD et al., 2010)
mmu-miR-706 -2,790 Fettsaure-vermittelte Insulinresistenz (Li ZY et al., 2011)
mmu-miR-139-3p 2,177 exprimiert in Nebennierentumoren (Tombol Z et al., 2010)
mmu-miR-486 -1,569 Einfluss auf den PI3K/Akt-Signalweg (Small EM et al., 2010)
mmu-miR-34a 1,383 negative Regulation von Onkogenen (Zauli G et al., 2011)
mmu-miR-191 1,457 Expression wahrend Monozytopoese (Cekaite L et al., 2010)
mmu-miR-29¢* 1,605 verantwortlich fur Hypermethylierung (Nguyen T et al., 2011)
mmu-miR-130a 1,665 reguliert Erythopoese (Yang GH et al., 2009)
mmu-miR-96 1,742 dereguliert in kolorektalen Karzinomen (Bandres E et al., 2006)
mmu-miR-342-3p 1,843 exprimiert in aktivierten B-Zellen und CLL (Li S et al., 2011)
mmu-miR-101a 1,850 Regulation der Cyclooxygenase-2 (Chakrabarty A et al., 2007)
mmu-miR-183 1,903 dereguliert in kolorektalen Karzinomen (Bandres E et al., 2006)
mmu-miR-34b-5p 2,165 Regulation der Aktin-mRNA (Ghosh T et al., 2008)
mmu-miR-378 2,210 reguliert Osteoblasten-Differenzierung (Kahai S et al., 2009)
mmu-miR-146b 2,277 exprimiert in Osteomyelofibrose (Hussein K et al., 2009)
mmu-miR-99b 2,315 Expression in LT-HSC (Guo S et al., 2010)
mmu-miR-155 2,376 verringerte Expression in Erythropoese (Masaki S et al., 2007)
mmu-let-7e 2,428 im Cluster mit mir-99b und mir-125a-5p (Lionetti M et al., 2009)
mmu-miR-199b* 2,486 induziert Calcineurin/NFAT(da Costa Martins PA et al., 2010)
mmu-miR-199a-5p 2,505 verringerte Expression durch Akt (Sayed D et al., 2010)
mmu-miR-193 2,513 induziert TRAIL-Signalweg (Ovcharenko D et al., 2007)
mmu-miR-149 2,553 inhibiert Akt und E2F1 in Krebszellen (Lin RJ et al., 2010)
mmu-miR-125a-5p 2,557 Expression in vaskular-endothelialen Zellen (Li D et al., 2010)
mmu-miR-34c 2,789 reguliert Zellproliferation mit p53 (Corney DC et al., 2007)
mmu-miR-146a 2,796 Einfluss auf Osteoklastogenese (Nakasa T et al., 2011)
mmu-miR-365 2,924 reguliert in Blutplattchen (Osman A und Falker K, 2011)
mmu-miR-199a-3p 2,970 reguliert mTOR (Fornari F et al., 2010)
mmu-miR-143 3,294 Einfluss in Osteosarkom-Metastasierung (Osaki M et al., 2011)
mmu-miR-193b 3,413 Expression in Adenokarzinom reduziert (Wu W et al., 2009)
mmu-miR-214 3,552 beeinflusst Entwicklung des Skeletts (Watanabe T et al., 2008)
mmu-miR-455 4,456 verstarkte Expression in Adipozyten (Walden TB et al., 2009)
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4.3 Tal1 inhibiert die Osteoklastendifferenzierung

Nachdem die Expression von Tall in Osteoklasten-Vorlauferzellen und reifen Osteoklasten
gezeigt werden konnte, wurde die biologische Funktion von Tall in dieser Zellpopulation
untersucht. RAW264.7- und BMM-Zellen stellen ein geeignetes Zellsystem dar, um die
Osteoklasten-Differenzierung in vitro zu untersuchen, da sie unter Behandlung mit
rekombinanten RANKL fusionieren und multinukleare Osteoklasten ausbilden (Suda T et al.,
1999). Zur Untersuchung der biologischen Funktion von Tall in vitro wurde das
Expressionslevel von Tal1 in den Zellen mit Hilfe von Knock-down-Konstrukten bzw. Tal1-

Expressionskonstrukten manipuliert.

4.3.1 Nachweis des Knock-downs und der Uberexpression von Tal1

Die Etablierung des Knock-downs von Tall wurde zunédchst in der Zelllinie RAW264.7
durchgefthrt. Dazu wurden verschiedene shRNA (short hairpin RNA) gegen murines Tal1 in
den Vektor psiRNA-h7SK-GFPzeo der Firma Invivogen (San Diego) kloniert. Die shRNA-
Sequenzen fiir zwei Konstrukte wurden mit Hilfe der Software siRNA Wizard™ von Invivogen
generiert, diese sind komplementar zur helix-loop-helix-Region von murinem Tall. Zwei
weitere Konstrukte enthielten shRNA-Sequenzen, die von Ambion (Darmstadt) generiert
wurden. Diese shRNA regulieren die Tal1-Expression durch Bindung im 3’-UTR von
murinem Tal1. Die Knock-down Effizienz wurde nach transienter Transfektion in RAW264.7-
Zellen bestimmt. Das Konstrukt mit der Sequenz ,GGCCAAGTTACTCAATGACCA" zeigte
den deutlichsten Tal1-Knock-down in RAW264.7-Zellen und wurde zur Herstellung einer
stabilen Zelllinie verwendet. Nachdem die shRNA in das Genom integriert wurde, wurden die
Zellen geerntet und die Knock-down-Effizienz des Konstrukts auf mRNA-Level mittels qRT-
PCR und auf Proteinlevel im Western Blot kontrolliert. Als Kontrolle diente eine shRNA, die
gegen das Gen der B-Galaktosidase gerichtet war. Im Vergleich zur Kontrolle erzielte das
sh-Tal1-Konstrukt eine Reduzierung der Tal1-Expression um etwa 30-40 % auf mRNA-
Ebene (Abb.4.11A). Die Uberpriifung des Knock-downs im Western Blot zeigte eine
deutliche Reduktion der Tal1-Expression, die etwa 50-60 % betrug (Abb.4.11B).
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Abb.4.11: Analyse der Knock-down-Effizienz des sh-Tal1-Konstrukts. (A) Expressionsanalyse der Tal1-
mRNA in stabil transfizierten RAW264.7-Zellen. Das sh-Tal1-Konstrukt sorgte flr eine Knock-down-Effizienz von
etwa 30-40 %. (B) Western Blot-Analyse der Knock-down-Effizienz von Tal1 auf Proteinebene. Der Knock-down
von Tal1 ist auf Proteinebene deutlicher zu erkennen als auf mMRNA-Ebene und zeigte im Western Blot eine
Reduzierung der Tal1-Expression um 50-60 %.

Die Sequenzen fur die sh-Kontrolle und das sh-Tal1-Konstrukt wurden in den SEW-Vektor
kloniert (Demaison C et al., 2002). Dieser Vektor wurde zur Herstellung lentiviraler Partikel
verwendet, die zur Transduktion der primaren BMM-Zellen eingesetzt wurden. Die
Herstellung der Viruspartikel erfolgte in 293T-Zellen nach dem ,Drei-Plasmid-System*, d.h.
der SEW-sh-Tal1 wurde mit den Verpackungsplasmiden co-transfiziert. Flr die Transduktion
wurden die BMM-Zellen mit einer Zelldichte von 5*10* Zellen/Well in einer 24-Well-Platte
ausgesat. Nach 24 h erfolgte die erste Transduktion und nach weiteren 48 h eine zweite
Transduktion. Die Transduktionseffizienz der BMM-Zellen wurde anhand des GFP-Signals
mikroskopisch und mittels Durchflusszytometrie Uberprift. In Abbildung Abb.4.12 ist zu
erkennen, dass die Mehrzahl der Zellen ein GFP-Signal aufweist. Die Auswertung der
Durchflusszytometrie zeigte eine Transduktionseffizienz von etwa 60 % (Abb.4.12C/D).

Zellzahl

60

Zellzahl
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Abb.4.12: Transduktionseffizienz der BMM-Zellen. (A) Mikroskopische Auswertung der BMM-Zellen nach
Transduktion mit den Viruspartikeln der sh-Kontrolle. Im Vergleich zum Durchlicht (links) erscheinen die meisten
Zellen GFP-positiv (rechts). (B) Mikroskopische Auswertung der BMM-Zellen nach Transduktion mit
Viruspartikeln fir sh-Tall. Im Vergleich zum Durchlicht (links) sind nahezu alle Zellen GFP-positiv (rechts).
(C) GFP-Messung mittels Durchflusszytometrie der transduzierten BMM-Zellen mit den Viruspartikeln der sh-
Kontrolle. Die Zellen sind zu etwa 60 % GFP-positiv. (D) GFP-Messung mittels Durchflusszytometrie der

transduzierten BMM-Zellen mit den Viruspartikeln fir sh-Tal1. Die Zellen sind zu etwa 60 % GFP-positiv.

Nach erfolgreicher Transduktion der primdren BMM-Zellen wurde im nachsten Schritt die
Knock-down-Effizienz Gberprift. Dazu wurde die RNA der transduzierten Zellen isoliert, in
cDNA umgeschrieben und die Expression der Tal1-mRNA mittels gRT-PCR analysiert. Der
Knock-down von Tall1 fuhrte in den transduzierten BMM-Zellen zu einer Reduktion der Tal1-
MRNA um etwa 40-50 %. Transduzierte BMM-Zellen, die drei Tage mit rekombinantem
RANKL behandelt wurden, zeigten einen Tal1-Knock-down von etwa 60 % (Abb.4.13).

Abb.4.13: Tal1-Knock-down in BMM-Zellen.
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Zur Untersuchung der Auswirkung des Tal1-Knock-down konnte auch das Mausmodell
verwendet werden, das einen Knock-in des B-Galaktosidasegens in den Tal1-Locus tragt,
wie in Abschnitt 4.1.2 bereits erlautert. Die BMM-Zellen der Tal1-LacZ-Mause wurden
kultiviert, RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben. AnschlieBend erfolgte die Beurteilung
der Tal1-Expression mittels gRT-PCR. Die Tal1-Expression in den BMM-Zellen der Tal1-
LacZ-Mausen betrug etwa 20 % (Abb.4.14A). Auch nach dreitdgiger RANKL-Behandlung
zeigte sich eine Reduktion der Tal1-Expression auf 20 % (Abb.4.14B).
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A B Abb.4.14: Tal1-Expression in BMM-LacZ-Zellen.
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Zur Uberexpression von Tall in BMM-Zellen wurde die humane Sequenz von Tal7 in den
SIEW-Vektor kloniert (Demaison C et al., 2002). Es wurde die humane Sequenz verwendet,
um zwischen endogener und ektoper Expression unterscheiden zu kénnen. Dieser Vektor
wurde ebenfalls zur Herstellung lentiviraler Partikel in 293T-Zellen verwendet. Die
Transduktionseffizienz der SIEW-hTal1-Partikel in BMM-Zellen war vergleichbar mit den
Knock-down-Partikeln. Die Uberpriifung der Tal1-Uberexpression erfolgte mittels qRT-PCR
und im Western Blot. Dazu wurde die RNA transduzierter Zellen isoliert und in cDNA
umgeschrieben. Die Analyse der hTal1-mRNA in den hTal1-Uberexprimierenden BMM-Zellen
ergab eine 100-fache Induktion (Abb.4.15A). Fiir die Analyse der Tal1-Uberexpression auf
Proteinebene wurden die transduzierten Zellen geerntet und Gesamtzellextrakte erstellt. Im
Western Blot mit anti-Tal1-Antikbrper zeigte sich in den Tal1-Uberexprimierenden BMM-
Zellen ein starkes Signal fir Tal1 bei etwa 42 kDa (Abb.4.15B).

A 150, B Abb.4.15: Tal1-Expression in BMM-hTal1-Zellen.
_5 (A) gRT-PCR der Tall-mRNA in transduzierten
% 1001 ‘[— a-Tal1 S - 42 kDa BMM-Zellen. Im Vergleich zur Kontrolle ist die Tal1-
E g o-Tubulin|#sss @ (- 55 kDa Expression 100-fach induziert. (B) Nachweis der
2 50; \@\\e‘ «.2}’\ Tal1-Expression mittels Western Blot. Die BMM-
% *_0(\ * Zellen transduziert mit SIEW-Tall zeigen ein
0 < - deutliches Tal1-Signal bei 42 kDa im Vergleich zu
N 4 den Kontroll-Zellen.

e
AuBerdem wurden RAW264.7-Zellen mit pIRES2-EGFP-hTal1 transfiziert und unter G418-
Selektion eine stabile Zelllinie hergestellt. Auch hier erfolgte die Uberpriifung der Tall-
Uberexpression mittels qRT-PCR und im Western Blot. Die RNA der stabilen RAW264.7-
hTal1-Zellen wurde isoliert und in cDNA umgeschrieben. Die Tal1-Expressionsanalyse ergab
fur die stabile Zelllinie eine etwa 75-fach erhdhte Tal7-mRNA-Menge im Vergleich zu den
Kontrollzellen (Abb.4.16A). Auch im Western Blot war eine deutliche Tal1-Uberexpression in
der stabilen Zelllinie ersichtlich (Abb.4.16B).
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A B Abb.4.16: Tal1-Expression in RAW264.7-hTal1-
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4.3.2 Ektope Expression von Tal1 inhibiert die Osteoklastogenese

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die stabile Zelllinie in RAW264.7 Tall verstarkt
exprimiert, wurde im nachsten Schritt die Auswirkungen der Tal1-Uberexpression auf das
Differenzierungsverhalten der Zellen in Richtung Osteoklasten untersucht. Dazu wurden die
RAW264.7-hTal1-Zellen mit einer Zelldichte von 10.000 Zellen/Well in einer 96- Well-Platte
ausgesat und mit RANKL behandelt. Nach sechs Tagen Inkubation waren die Osteoklasten
im Mikroskop erkennbar und die Zellen wurden mit Hilfe des Acid phosphatase Leucocyte Kit
von Sigma-Aldrich (Mldnchen) angefarbt. Diese Farbemethode weist die Expression von
Acp5 (TRAPC, TRAP, tartrate resistant acid phosphatase) nach, das ein Markergen flr
Osteoklasten ist und zur funktionellen Charakterisierung von reifen Osteoklasten verwendet
wird. Die Beurteilung der gefarbten Zellen erfolgte mikroskopisch, dabei wurden alle
multinukledren Zellen gezahlt, die mehr als drei Zellkerne beinhalteten. Es konnte gezeigt
werden, dass die Uberexpression von Tal1 in den RAW264.7-Zellen zu einer Blockade der
Differenzierung fuhrt, da im Vergleich zur Kontrolle etwa 50 % weniger multinukledre Zellen
entstanden sind (Abb.4.17).
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Abb.4.17: Tal1 inhibiert die Osteoklasten-Differenzierung in RAW264.7-hTal1-Zellen. (A) TRACP-Farbung
von RAW264.7-GFP-Zellen, die sechs Tage mit RANKL Tage behandelt wurden. (B) TRACP-Farbung von
RAW264.7-hTal1-Zellen, die sechs Tage mit RANKL behandelt wurden. (C) Statistische Auswertung der Anzahl
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der multinukleéren Zellen (MNZ) aus RAW264.7-hTal1 im Vergleich zur Kontrolle. Die Zahlung der MNZ erfolgte
im Mikroskop nach Farbung der TRACP, gez&hlt wurden alle Zellen mit mehr als drei Zellkernen. Fir die
Auswertung wurde der Mittelwert der MNZ der Kontrolle als 100 gesetzt. Dieser Versuch wurde von Dr. J. Lausen
durchgefihrt (Georg-Speyer-Haus, Frankfurt/Main).

Die Auswirkung der Tal1-Uberexpression in Bezug auf die Osteoklasten-Differenzierung
wurde auch in primaren Zellen analysiert, da diese ein physiologisches Zellsystem im
Gegensatz zur etablierten Zellkultur aus RAW264.7-Zellen darstellen. Dazu wurden die
BMM-Zellen von BL6-Méausen isoliert und mit lentiviralen Partikel zur ektopen Expression
von Tall transduziert. Die erfolgreiche Transduktion konnte anhand des GFP-Signals
mikroskopisch beurteilt werden. GFP-positive, d.h. erfolgreich transduzierte Zellen, wurde mit
Hilfe des FACSAria™ mit einer Zellzahl von 10.000 Zellen/Well in eine 96- Well-Platte sortiert.
Nach sechs Tagen Inkubation mit rekombinantem RANKL waren die Osteoklasten im
Mikroskop erkennbar und die Zellen wurden mit Hilfe des Acid phosphatase Leucocyte Kit
von Sigma-Aldrich (Minchen) angefarbt. Nach der Farbung erfolgte die Ausz&hlung aller
multinukledren Zellen mit mehr als drei Zellkernen. Abb.4.18A und B stellen die Farbung der
TRACP-positiven Zellen dar. Die statistische Auswertung in Abb.4.18C verdeutlicht, dass die
Uberexpression von Tal1 auch in primdren Zellen der Monozyten/Makrophagen-Linie einen
inhibierenden Effekt auf die Osteoklastogenese hatte. Im Vergleich zur Kontrolle lagen in den
BMM-hTal1-Zellen im Mittel nur etwa 34 % multinukledre Zellen vor.
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Abb.4.18: Tal1 inhibiert die Osteoklasten-Differenzierung in BMM-hTal1-Zellen. (A) TRACP-Farbung von
BMM-Zellen, die sechs Tage mit RANKL behandelt wurden. (B) TRACP-Farbung von BMM-hTal1-Zellen, die
sechs Tage mit RANKL behandelt wurden. (C) Statistische Auswertung der Anzahl der multinukledren Zellen
(MNZ) aus BMM-hTal1-Zellen im Vergleich zur Kontrolle. Die Zahlung der MNZ erfolgte im Mikroskop nach
Farbung der TRACP, gezahlt wurden alle Zellen mit mehr als drei Zellkernen. Fir die Auswertung wurde der
Mittelwert der MNZ der Kontrolle als 100 gesetzt.
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4.3.3 Knock-down von Tal1 induziert die Osteoklastogenese

Der Einfluss des Knock-downs von Tall wurde ebenfalls in primaren Zellen der
Monozyten/Makrophagen-Linie untersucht. Nachdem die Effizienz des Knock-downs nach
Transduktion in BMM-Zellen erfolgreich gezeigt werden konnte, wurden die GFP-positiven
Zellen mittels FACSAria™ mit einer Zellzahl von 10.000 Zellen/Well in eine 96-Well-Platte
sortiert. Nach etwa 3 Tagen Inkubation mit RANKL entwickelten sich aus den BMM-sh-Tal1-
Zellen die ersten multinukledren Zellen. Nach 4-5 Tagen waren nahezu alle BMM-sh-Tall-
Zellen zu Osteoklasten fusioniert, so dass die Zellen aller Versuchsansétze fixiert wurden.
Die Beurteilung der Zellen nach Farbung der TRACP mit dem Acid phosphatase Leucocyte
Kit von Sigma-Aldrich (Minchen) erfolgte mikroskopisch durch Auszahlung aller
multinukledren Zellen, die aus mindestens drei Zellen entstanden sind, d.h. drei Zellkerne
enthalten. Es zeigte sich, dass der Knock-down von Tall verstarkt zu einer Differenzierung
der BMM-Zellen in Richtung Osteoklasten fuhrt. Im Vergleich zu den Kontroll-Zellen
entstanden aus den BMM-sh-Tal1-Zellen 5-fach mehr Osteoklasten (Abb.4.19).
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Abb.4.19: Knock-down von Tal1 induziert die Osteoklasten-Differenzierung in BMM-Zellen. (A) TRACP-
Farbung von BMM-Zellen, die vier Tage mit RANKL behandelt wurden. (B) TRACP-Farbung von BMM-sh-Tal1-
Zellen, die vier Tage mit RANKL behandelt wurden. (C) Statistische Auswertung der Anzahl der multinukleéren
Zellen (MNZ) aus BMM-sh-Tal1 im Vergleich zur Kontrolle. Die Z&hlung der MNZ erfolgte im Mikroskop nach
Farbung der TRACP, gezahlt wurden alle Zellen mit mehr als drei Zellkernen. Fir die Auswertung wurde der

Mittelwert der MNZ der Kontrolle als 100 gesetzt.

Eine Knock-down-Situation fir Tal1 liegt ebenfalls im LacZ-Mausmodell vor, so dass die
isolierten BMM-Zellen dieser Mause auf ihr Differenzierungsverhalten in Richtung
Osteoklasten untersucht wurden. Nach Aussaat von 10.000 Zellen/Well in eine 96-Well
Platte wurden die Zellen mit RANKL fir etwa vier Tage inkubiert. Die mikroskopische
Auswertung erfolgte nach TRACP-Farbung der Zellen. Es wurde jedoch kein Unterschied im
Vergleich von Kontroll-Zellen zu BMM-LacZ-Zellen festgestellt (Abb.4.20).
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Abb.4.20: BMM-Zellen aus Tal1-LacZ-Mausen zeigen keine verénderte Osteoklasten-Differenzierung.
(A) TRACP-Farbung von BMM-Zellen, die vier Tage mit RANKL behandelt wurden. (B) TRACP-Farbung von
BMM-LacZ-Zellen, die vier Tage mit RANKL behandelt wurden. (C) Statistische Auswertung der Anzahl der
multinukledren Zellen (MNZ) aus BMM-LacZ-Zellen im Vergleich zur Kontrolle. Die Zahlung der MNZ erfolgte im
Mikroskop nach Farbung der TRACP, gezéhlt wurden alle Zellen mit mehr als drei Zellkernen. Fir die
Auswertung wurde der Mittelwert der MNZ der Kontrolle als 100 gesetzt.

Der Transkriptionsfaktor Tal1 besitzt einen Einfluss auf die Differenzierung in Richtung
Osteoklasten. Die ektope Expression von Tall in RAW264.7- und BMM-Zellen resultierte in
einer Inhibierung der Osteoklastogenese. Im Gegensatz dazu fuhrte der Knock-down von
Tall zu einer induzierten Differenzierung der BMM-Zellen, so dass es zu einer erhdhten
Anzahl an multinukledren Zellen kam. Die Expression von Tall und die biologische
Auswirkung von Tall wahrend der Osteoklastogenese konnten bisher gezeigt werden. Zur
Klarung der molekularbiologischen Vorgange in Abhangigkeit von Tal1 wurde als nachstes
der Einfluss von Tal1 auf Osteoklasten-spezifische Gene untersucht.

4.4 Tal1 beeinflusst Osteoklasten-spezifische Gene

Der Transkriptionsfaktors Tal1 besitzt eine entscheidende Funktion in der Entwicklung des
hamatopoetischen Systems. Das Fehlen von Tal1 in Tal71-defizienten Mausen fihrt zum Tod
im Verlaufe der embryonalen Entwicklung zwischen E8.5 und E10.5 (Robb L et al., 1995;
Shivdasani RA et al., 1995). In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Uberexpression von
Tal1 einen inhibierenden Effekt auf die Osteoklastogenese besitzt. Der Einfluss von Tal1 auf
Osteoklasten-spezifische Gene ist nicht bekannt. Daher wurde der Effekt von Tall auf
Osteoklasten-spezifische Gene untersucht, um den inhibierenden Effekt von Tall auf die
Osteoklasten-Differenzierung zu erklaren. Dazu wurden Genexpressionsanalysen in der
stabilen Zelllinie RAW264.7-hTal1 und in BMM-sh-Tal1-Zellen durchgefihrt. Die Expression
der Osteoklasten-spezifischen Gene in Abhangigkeit von Tal1 wurde mittels gRT-PCR und

Chromatin-Immunoprazipitation verifiziert.
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4.4.1 Einfluss der Tal1-Uberexpression auf Osteoklasten-spezifische Gene

Die Analyse des Tal1-Einflusses auf Osteoklasten-spezifische Gene erfolgte zunachst
anhand einer Tal1-Uberexprimierenden Zelllinie. RAW264.7-Zellen wurden mit dem pIRES2-
hTal1-Konstrukt transfiziert. Damit eine stabile Integration in das Genom erfolgte, wurden die
Zellen 48 Stunden nach der Transfektion unter Selektionsdruck mit Antibiotika gesetzt. Durch
kontinuierliche Behandlung mit Antibiotika entwickelte sich die stabile RAW264.7-hTall-
Zelllinie (Nachweis der Tal1-Expression siehe Abb.4.16). Aus diesen Zellen wurden RNA
isoliert, in cDNA umgeschrieben und mittels gRT-PCR die Expression Osteoklasten-
spezifischer Gene untersucht. AuBerdem wurden die RAW264.7-hTal1-Zellen fir zwei Tage
mit RANKL behandelt, RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben, um Unterschiede der
RANKL-Induktion in RAW264.7-Zellen und RAW264.7-hTal1-Zellen vergleichen zu kénnen.
Die Auswahl der untersuchten Osteoklasten-spezifischen Gene erfolgte nach
Literaturrecherche. Sie umfasste Gene der RANKL-Signalkaskade, Osteoklasten-spezifische
Transkriptionsfaktoren und Osteoklasten-spezifische Marker, die fir die Knochenresorption
entscheidend sind.

In Abb.4.21 ist die Genexpressionsanalyse der verschiedenen Osteoklasten-spezifischen
Gene in RAW264.7-hTal1-Zellen gezeigt. Die Zellen wurden nicht mit RANKL behandelt, d.h.
die Tal1-Uberexpression stellt hier zunéchst den Einfluss auf Monozyten/Makrophagen-
Status dar. Dabei zeigte sich, dass Tall keinen Einfluss auf Monozyten/Makrophagen-
Oberflachenmarker wie CD11B oder c-FMS besitzt. Auch die Expression von RANK, dem
Rezeptor von RANKL, der fir die Initiation der Osteoklasten-Differenzierung verantwortlich
ist, zeigte keine Veranderung. Die RANKL-Signalkaskade wird Uber das Adaptormolekdl
TRAF6 in der Zelle weitergeleitet, auch hier konnte kein Effekt von Tall auf die Expression
von TRAF6 festgestellt werden (Abb.4.21A). In den RAW264.7-hTal1-Zellen wurde die
Expression der Osteoklasten-spezifischen Transkriptionsfaktoren c-Fos/c-Jun, NFATc1/2,
NfkB1/2, MITF und PU.1 untersucht. Ein deutlicher Effekt von Tali war hier auf die
Expression von NFATc2, CEBPS und MITF zu erkennen. NFATc2 und CEBPSwurden in den
RAW264.7-hTal1-Zellen etwa 1,5-fach verstarkt exprimiert, wahrend die Expression von
MITF inhibiert war (Abb.4.21B). Am deutlichsten war der Effekt von Tall in Bezug auf die
Expression der Osteoklasten-Marker. Die Expression von DC-STAMP, GPNMB, CTSK und
MMP9 wurde durch die Tal1-Uberexpression reduziert, Acp5 wurde etwa 2-fach verstarkt
exprimiert. Auf die Expression von CICn7 hatte Tal1 keinen Einfluss (Abb.4.21C).
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Abb.4.21: Genexpressionsanalyse in Tal1-iiberexprimierenden RAW264.7-Zellen. (A) In RAW264.7-hTal1-
Zellen war die Expression von Monozyten/Makrophagen-Markern CD11B und c-FMS nicht veréndert. Auch die
Expression von RANK und TRAF6 wurde durch Tal1 nicht beeinflusst. (B) Die Genexpressionsanalyse der
Osteoklasten-spezifische Transkriptionsfaktoren in Tal1-UOberexprimierenden RAW264.7-Zellen zeigte einen
induzierenden Effekt auf NFATc2 und CEBPp, und einen inhibierenden Effekt auf MITF. (C) Die Tall-
Uberexpression sorgte fur eine Reduktion der Osteoklasten-Marker DC-STAMP, GPNMB, CTSK und MMP9. Die
Expression von Acp5 wurde induziert. Es zeigte sich kein Effekt auf die Expression von CICn7.

Im nachsten Schritt wurden die Auswirkungen der Tal1-Uberexpression in RAW264.7-Zellen
untersucht, die mit RANKL inkubiert wurden. Dieser Versuchsansatz diente dazu
festzustellen, ob Tall einen Effekt auf die RANKL-vermittelte Induktion der Osteoklasten-
spezifischen Gene hat. Die stabilen RAW264.7-hTal1-Zellen wurden fir zwei Tage mit
RANKL inkubiert. Nach RNA-Isolierung und Umschreiben der RNA in cDNA erfolgte die
Genexpressionsanalyse der in Abb.4.21 analysierten Gene in RAW264.7-Wildtyp (wt) und in
RAW264.7-hTall. In Abb.4.22 sind die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse
zusammengefasst, dabei stellen die dunkelgrauen Balken die RANKL-vermittelte Induktion
der Gene in RAW264.7-wt dar, die hellgrauen Balken entsprechen der Expression in
RAW264.7-hTal1 nach RANKL-Inkubation. Es zeigte sich, dass die Tal1-Uberexpression in
RANKL-behandelten Zellen keinen Einfluss auf die Expression der Rezeptoren ¢-FMS und
RANK besitzt, auch das Adaptormolekil TRAF6 wurde in seiner Expression nicht verandert.
Die Expression von CD11B wurde im Vergleich zu den Wildtyp-Zellen um etwa 50 %
reduziert (Abb.4.22A). In Bezug auf die Expression der meisten Osteoklasten-spezifischen
Transkriptionsfaktoren konnte ebenfalls kein Tal1-Einfluss festgestellt werden. Eine
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Ausnahme stellte die MITF-Expression dar, die aufgrund der Tal1-Uberexpression reprimiert
wurde (Abb.4.22B). Tall wirkte sich hauptsachlich auf die Gene DC-STAMP, GPNMB,
CTSK, MMP9 und Acp5 aus. Die Expression von DC-STAMP war aufgrund der Tall-
Uberexpression um etwa 50 % reduziert, bei GPNMB und CTSK fiihrte Tal1 zu einer 90 %
bzw. 80 % geringeren Expression in den RAW264.7-hTall nach RANKL-Inkubation im
Vergleich zur Kontrolle. Im Fall von MMP9 und Acp5 sorgte Tal1 fiir eine deutliche Induktion
der Expression. Auf die Expression von CICn7 zeigte sich kein Effekt (Abb.4.22C).
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Abb.4.22: Einfluss von Tall in RAW264.7-hTal1-Zellen nach RANKL-Inkubation. (A) Die Tall-
Uberexpression in RAW264.7-hTal1-Zellen filhrte zu keiner veranderten Genexpression der Rezeptoren c-FMS
oder RANK nach RANKL-Behandlung (hellgraue Balken), auch die Expression von TRAF6 wurde nicht
beeinflusst. Die Expression von CD11B wurde in RAW264.7-hTal1 reprimiert. (B) Die Osteoklasten-spezifischen
Transkriptionsfaktoren zeigten in RAW264.7-wt aufgrund der RANKL-Behandlung keine Induktion der
Genexpression, mit Ausnahme von NFATc?1 und NFxB2, die induziert wurden (dunkelgraue Balken). Die
Uberexpression von Tall hatte keine Auswirkungen in RAW264.7-hTall auf den Expressionsstatus fir die
analysierten Transkriptionsfaktoren (hellgraue Balken). (C) Tal1 sorgte fir einen inhibierenden Effekt auf die
Induktion von DC-STAMP, GPNMB und CTSK in RAW264.7-hTal1 nach RANKL-Inkubation. Die Expression von
CICn7 wurde nicht beeinflusst. Die RANKL-vermittelte Expression von MMP9 und Acp5 wurde aufgrund der Tal1-
Uberexpression verstarkt.
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Die Genexpressionsanalyse der Tal1-lUberexprimierenden, stabilen Zellinie RAW?264.7-
hTal1 gab Aufschluss Uber einige potentielle Zielgene von Tal1, deren Expression sowohl
auf Makrophagen/Monozyten-Status als auch wahrend der Osteoklasten-Differenzierung
verandert vorlagen. Dazu gehdrte der Rezeptor CD11B und der Transkriptionsfaktor MITF,
auf deren Expression Tal1 einen inhibierenden Einfluss hatte. Der GroBteil der untersuchten
Gene, die in die RANKL-Signalkaskade involviert sind, wurde nicht durch Tal1 beeinflusst.
Der inhibierende Effekt von Tall zeigte sich vor allem in Bezug auf die Expression von
DC-STAMP, GPNMB, CTSK und MMP9. Nach RANKL-Inkubation blieb der inhibierende
Tal1-Effekt erhalten. Die Expression von MMP9 und Acp5 wurde durch Tall aktiviert. Um
den genomweiten Einfluss von Tall zu untersuchen, wurde im nachsten Schritt eine

Genexpressionsanalyse mittels Microarray des Knock-downs von Tal1 untersucht.

4.4.2 Genexpressionsanalyse nach Tal1-Knock-down

Die Genexpressionsanalyse mittels Microarray des Tal1-Knock-downs erfolgte in primaren
Monozyten aus BL/6-Mausen. Die Genexpressionsanalyse sollte einen Gesamteindruck des
Tal1-Effekts auf die Genexpression in BMM-Zellen vermitteln. Die BMM-Zellen wurden aus
dem Knochenmark der Mause isoliert und der Tal1-Knock-down mit Hilfe lentiviraler Partikel
in die primaren Zellen eingebracht. Die Zellen wurden geerntet und die RNA isoliert, die dann
im Transkriptomanalyselabor Géttingen flr einen Agilent-Array (Maus) verwendet wurde. Es
erfolgte ein Vergleich von BMM-sh-Tall mit BMM-sh-Kontrolle. Anhand der Array-Daten
wurde eine Liste von regulierten Genen erstellt, die mit Hilfe der Software DAVID
Bioinformatics Resources 6.7 (Huang DW et al., 2009) ausgewertet wurde und anhand von
GO-Termini (gene ontology) kategorisiert wurde. Der Begriff ,GO-Termini“ umfasst eine
biomedizinische Ontologie, in denen sich die Bereiche ,Zellulare Komponente", "Biologischer
Prozess" und "Molekulare Funktion“ darstellen lassen.

Durch die Gruppierung mit der Software DAVID Bioinformatics Resources 6.7 wurden die
veranderten Gene verschiedenen Bereichen zugeordnet. Die Microarray-Genliste wurde auf
Gene untersucht, die einen Einfluss im Knochengewebe und im hamatopoetischen System,
einen Einfluss in der Entwicklung des Skeletts und einen Einfluss auf transkriptionelle
Regulation besitzen.
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Durch den Knock-down von Tal1 wurde die Expression von 1273 Genen mit einer DAVID-ID
verandert. Die Analyse zur Expression in Geweben zeigte, dass 3,8 % der veranderten Gene
in Verbindung mit der Expression in Makrophagen und 0,9 % der veranderten Gene mit der
Expression im hamatopoetischen System beschrieben sind.

Zunachst wurde analysiert, welchen Bereichen die meisten Gene zugeordnet werden
konnten. Dabei zeigte sich, dass 253 Gene der lonen-Bindung, 60 Gene der extrazellularen
Matrix, 72 Gene der Zelladh&sion und 40 Gene der Vesikel-Formation verandert vorlagen.
AuBerdem zeigte sich, dass durch den Tal71-Knock-down 18 Gene der Kollagen-Entwicklung,
22 Gene der Knochenentwicklung und 41 Gene des Skelett-System veréandert vorlagen.
Durch den Tal1-Knock-down wurden die Gene von SOX9 und MEF2C beeinflusst, beide
Gene kodieren fir Transkriptionsfaktoren, die einen entscheidenden Einfluss auf die
Entwicklung von Chondrozyten und die Entstehung von Kollagen besitzen (Yang X und
Karsenty G, 2002). In der Kategorie der Skelett-Entwicklung finden sich Gene wie Matrix-
Metalloproteinasen, Acp5 (auch TRAP, tartrate resistant acid phosphatase) oder TGFpS
(transforming growth factor beta). Acp5 findet sich auch in der Kategorie ,Entwicklung von
Knochen*.

Der Kategorie ,Transkriptionsfaktoren wurden 82 Gene zugeteilt, die durch den Tal1-Knock-
down eine veranderte Expression im Vergleich zur Kontrolle aufweisen. Darunter
Transkriptionsfaktoren wie MEF2C, der entscheidend fir die Chondrozyten-Entwicklung ist
(Arnold MA et al., 2007). Auch die Expression des Transkriptionsfaktors CEBP, der einen
negativen Effekt auf den RANKL-Signalweg besitzt (Smink JJ und Leutz A, 2009), scheint
von Tal1 reguliert zu werden. AuBerdem liegt eine verédnderte Expression der Gene fir Lyl1
und Tal2, die ebenso wie Tal1 zur Familie der bHLH-Transkriptionsfaktoren gehdren, vor
(Baer R, 1993). Der Knock-down von Tal1 hatte auch Auswirkungen auf die Expression von
E47 (TCF3, transcription factor 3), der als Interaktionspartner von Tal1 beschrieben ist (Lahlil
R et al., 2004).

In Bezug auf die Lokalisation zeigte sich, das der Hauptteil der veranderten Gene eine
Lokalisation im Kern bzw. in der Membran besaBen (Abb.4.23A). Insgesamt waren 666
Gene hochreguliert mit GO-Termini, z.B. in Zelladhdsion oder Skelettentwicklung. 607 Gene
waren herabreguliert mit GO-Termini in z.B. Immunantwort oder Regulation des Zelltods
(Abb.4.23B).
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Abb.4.23: Kategorisierung der regulierten Gene des Microarrays. Die Auswertung der Genliste des
Microarrays erfolgte mit der Software DAVID Bioinformatics Resources 6.7 (Huang DW et al., 2009). (A) Die
Analyse ergab 1273 Gene mit einer DAVID-ID, die eine regulierte Genexpression aufweisen. Davon waren die
meisten der Membran- bzw. Kernlokalisation zuzuordnen. (B) Von den Genen mit veranderter Expression waren
666 Gene in den BMM-sh-Tal1 hochreguliert, 607 Gene waren in den BMM-sh-Tal1 herabreguliert.

Die Array-Analyse erbrachte 607 Gene, die aufgrund des Tal71-Knock-downs herabreguliert
waren. EAR5 (eosinophil associated, ribonuclease A family, member 5), SLPI (secretory
leukocyte peptidase inhibitor), IRG1 (immunoresponsive gene 1), S100A8 (S100 calcium
binding protein A8) und FPRT1 (formyl peptide receptor 1) waren in BMM-sh-Tall am
starksten herabreguliert. Unter den herabregulierten Genen konnten ebenfalls CTSK, MMP9,
Acp5, IL6 (interleukin 6) und RUNX3 (runt-related transcription factor 3) gefunden werden.
AuBerdem fuhrte der Tal1-Knock-down zu 666 Genen, die hochreguliert waren. Die am
starksten hochregulierten Gene waren IGFB2 (insulin like growth factor binding protein 2),
COLB8A2 (collagen, type VIII, alpha 2), CXCL12 (chemokine C-X-C motif ligand 12), TSLP
(thymic stromal lymphopoietin) und ASB10 (ankyrin repeat and SOCS box-containing 10). In
der Liste der hochregulierten Gene konnten auch DC-STAMP, ATP6V0D2 (d2 isoform of
vascuolar ATPase V0 domain) und MEF2C (myocyte specific enhancer factor 2C) gefunden
werden. Im Vergleich der Array-Ergebnisse mit einer genomweiten Studie zur Identifikation
von Tal1-Zielgenen in hamatopoetischen Vorlauferzellen zeigte sich eine Uberlappung von
etwa 300 Genen, d.h. dies sind vermutlich direkte Zielgene von Tall (Wilson NK et al.,
2010).
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4.4.3 Vergleich der Ergebnisse des Microarray mit Daten aus RAW264.7-hTal1-Zellen

Die Genexpressionsanalyse der Tall-Uberexprimierenden RAW264.7-Zellen und der
Microarray nach Tal1-Knock-down ergaben eine Reihe von Genen, deren Expression durch
Tal1 beeinflusst wurde. Im Vergleich beider Analysen zeigte sich eine Uberlappung bei der
Regulation von DC-STAMP, Acp5, CTSK und MMP9. Die Gene GPNMB, CD11B oder MITF
wurden in der RAW264.7-hTal1-Zelllinie von Tal1 beeinflusst, wurden jedoch in der
Microarray-Analyse nicht identifiziert. Die Osteoklasten-Differenzierung wird durch Tal1
beeinflusst, dies kdnnte mit einem Tall1-Effekt auf die Zellfusion zusammenhangen, daher
wurden im folgenden DC-STAMP untersucht. AuBerdem zeigte sich in den Analysen der
Osteoklasten-Differenzierung, dass die Zellen in der Lage sind Acp5 zu exprimieren, d.h.
spate Differenzierungsschritte scheinen von Tal1 nicht beeinflusst zu werden. Es zeigte sich,
dass der Knock-down von Tal1 sowohl in BMM-Zellen als auch in RAW264.7-Zellen zu einer
verstarkten Expression von DC-STAMP flhrte. Die Expression von Acp5 wurde reprimiert
(Abb.4.24A). Dieser Effekt von Tall konnte ebenfalls in der Microarray-Analyse beobachtet
werden. Vice versa verursachte die Uberexpression von Tall eine Reduktion von
DC-STAMP in BMM- und RAW264.7-Zellen. Die Expression von Acp5 wurde induziert
(Abb.4.24B).
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Abb.4.24: Genexpressionsanalyse von DC-STAMP und Acp5. (A) Die qRT-PCR zeigte eine induzierte
Expression von DC-STAMP in BMM- und RAW264.7-Zellen nach Knock-down von Tall1. Die Expression von
Acp5 wurde in beiden Zellsystemen aufgrund des Tal1-Knock-downs reduziert. Dieses Ergebnis zeigte sich auch
in der Microarray-Analyse. (B) Vice versa zeigte die Genexpressionsanalyse der Tal1-Uberexpression in BMM-
bzw. RAW264.7-Zellen eine Inhibierung von DC-STAMP und eine Aktivierung von Acp5.

Aufgrund der Genexpressionsanalysen und der Microarray-Analyse konnten DC-STAMP,

Acp5, MMP9 und CTSK als potentielle Zielgene von Tal1 festgestellt werden. Es stellte sich
nun die Frage, ob es sich um direkte Zielgene von Tal1 handelte.
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4.4.4 Tal1 bindet im Promotorbereich Osteoklasten-spezifischer Gene

Die Osteoklasten-spezifischen Gene DC-STAMP, Acp5, CTSK und MMP9 konnten als
potentielle Zielgene von Tall identifiziert werden. Die Promotorbereiche aller Gene wurden
als nachstes auf potentielle Tal1-Bindestellen untersucht. Eine Analyse der
Promotorregionen der Gene anhand der Software TESS (transcription element search
system; Schug J, 2008) ergab mehrere E-box-Motive, die potentielle Tal1-Bindestellen
darstellen. Eine Ausnahme war MMP9, dessen Promotorregion keine E-Box aufwies, daher
erfolgte hier keine weitere Analyse. Die Tal1-Bindung an die Promotorbereiche von
DC-STAMP, Acp5 und CTSK wurde mittels Chromatin-Immunoprazipitation (ChlIP)
untersucht. Dazu wurden RAW264.7- bzw. BMM-Zellen geerntet und ChlP-Lysate nach
Crosslinking der Proteine an die DNA hergestellt. Die Lysate wurden mit spezifischem Tal1-
Antikérper inkubiert und die Komplexe mittels magnetischer Protein G-Beads aufgereinigt.
AnschlieBend wurden die prazipitierten DNA-Fragmente in einer PCR amplifiziert (siehe
Abschnitt 3.3.10).

Dadurch konnte festgestellt werden, dass Tall direkt an die Promotorregion der
untersuchten Gene von DC-STAMP, Acp5 und CTSK bindet. Die Tal1-Bindung an die
untersuchten Promotoren von DC-STAMP, Acp5 und CTSK konnte in RAW264.7-Zellen und
in BMM-Zellen nachgewiesen werden (Abb.4.25).
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Abb.4.25: Tal1 bindet an die Promotorbereiche potentieller Zielgene. Die Analyse der Promotorregion von
DC-STAMP, Acp5 und CTSK erbrachte potentielle Tal1-Bindestellen, so genannte E-Box-Motive. Die Chromatin-
Immunoprézipitation mit spezifischem Tal1-Antikérper zeigte, dass Tall in der Lage ist im Promotorbereich der
Zielgene zu binden. Die Tal1-Bindung konnte in RAW264.7- und BMM-Zellen nachgewiesen werden.
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Die Genexpressionsanalyse der RAW264.7-hTal1-Zellen, der Microarray nach Tal1-Knock-
down in BMM-Zellen und die Chromatin-Immunoprazipitation deuteten gemeinsam auf einen
Tal1-Einfluss auf DC-STAMP, Acp5 und CTSK hin. Die biologischen Auswirkungen von Tal1
auf die Osteoklasten-Differenzierung, die in Abschnitt 3.3 dargestellt wurden, zeigten einen
inhibierenden Effekt von Tall auf die Bildung von multinuklearen Zellen. Das Fehlen der
multinukledren Zellen nach Tal1-Uberexpression kénnte durch die Tall-Regulation von
DC-STAMP erklart werden, da DC-STAMP fir die Zell-Zell-Fusion verantwortlich ist. Im
folgenden Abschnitt wurde die Regulation von DC-STAMP in Abhangigkeit von Tall
untersucht.

4.5 Talt interagiert mit PU.1 und MITF

Der Transkriptionsfaktor Tall ist ein basic helix-loop-helix-Protein der Klasse B und
interagiert z.B. mit anderen bHLH-Proteinen der Klasse A als Heterodimer (Hsu HL et al.,
1991). Tall ist in der Lage an sogenannte E-Boxen mit der Sequenz CANNTG im
Promotorbereich von Zielgenen zu binden (Nielsen AL et al, 1996). Je nach
Zusammensetzung des transkriptionellen Komplexes kommt es dann zur Aktivierung oder
Repression der Transkription (Huang S et al., 1999; Huang S und Brandt SJ, 2000; Huang S
et al., 2000; Lahlil R et al., 2004).

Die Genexpressionsanalysen konnten bereits zeigen, dass Tall das Osteoklasten-
spezifische Gen DC-STAMP beeinflusst. DC-STAMP ist ein entscheidender Faktor wahrend
der Fusion der mononukledren Osteoklasten zu aktiven, multinukledren Osteoklasten (Yagi
M et al., 2005). Mittels TESS-Analyse wurde der Promotorbereich des murinen DC-STAMP
auf potentielle Bindestellen fur Tal1l, MITF und PU.1 untersucht. Es zeigte sich, dass in
diesem Bereich einige potentielle E-Boxen ,CANNTG“ vorhanden sind. Der
Transkriptionsfaktor MITF bindet ebenfalls an DNA-Sequenzen mit dem E-Box-Motiv. Im
Bereich um -343 Basenpaare vor dem Transkriptionsstartpunkt konnte ebenfalls eine
potentielle PU.1-Bindestelle festgestellt werden, die sich durch eine purinreiche Sequenz
auszeichnet. In Abb.4.26 ist der Promotorbereich von DC-STAMP schematisch, basierend
auf der TESS-Analyse, dargestellt. Die E-Boxen sind als weiBe Boxen dargestellt, diese
kommen vermehrt im ,upstream*-Bereich des Promotors vor. Eine Kombination aus E-Box
und potentieller PU.1-Bindestelle befindet sich um -343 bp. Im ,downstream®-Bereich
befinden sich keine potentiellen Bindestellen fur PU.1, MITF oder Tal1.

92



Ergebnisse
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Abb.4.26: Schematische Darstellung des murinen DC-STAMP-Promotorbereichs. Die Sequenz des murinen
Promotorbereichs von DC-STAMP wurde mit Hilfe der TESS-Analyse auf mdglich Bindestellen fur Tal1, PU.1 und
MITF untersucht. Tal1 und MITF binden an E-Box-Sequenzen, wahrend PU.1 an purinreiche Sequenzen bindet.
Die weiBen Boxen markieren E-Box-Sequenzen, die graue Box die potentielle PU.1-Bindestelle. Die Pfeile
kennezeichnen die Primer fir Chromatin-Immunoprazipitations-Analysen.

Die Tal1-Bindung an den Promotor von DC-STAMP konnte bereits gezeigt werden
(Abb.4.25). Im nachsten Schritt wurde untersucht, ob Tali auch an andere Bereiche
2upstream® oder ,downstream* des DC-STAMP-Promotors bindet. Auch die Bindung der
Transkriptionsfaktoren PU.1 und MITF in diesen Bereichen wurde analysiert. Dazu wurde
eine Chromatin-Immunoprazipitation (ChIP) der einzelnen Transkriptionsfaktoren in
RAW264.7-Zellen durchgeflhrt.

Die Bindung von Tal1 an die E-Box im Bereich -343 bp bestatigte sich. In anderen Bereichen
des DC-STAMP-Promotors konnte keine Bindung festgestellt werden (Abb.4.27, links). Die
potentielle Bindestelle fir PU.1 liegt in der Nahe der nachgewiesenen Tal1-Bindestelle und
auch far PU.1 war hier eine Bindung zu erkennen (Abb.4.27, mittig), ebenso wie fir MITF
(Abb.4.27, rechts). In ,upstream”- und ,downstream‘-Bereichen zeigte sich auch fur PU.1
und MITF keine Bindung.
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Abb.4.27: Chromatin-Immunopréazipitation von Tal1, PU.1 und MITF auf dem DC-STAMP-Promotor. Die
ChIP-Analyse des DC-STAMP-Promotors stellt die Bindung von Tal1 an die E-Box im Bereich -343 bp vor dem
Transkriptionsstartpunkt dar. Im Bereich vor oder nach dieser E-Box fand keine Tal1-Bindung statt. Das gleiche
Bindungsmuster zeigte sich auch fir PU.1 und MITF. Fir die ChlP-Analyse wurden RAW264.7-Zellen und die in
Abb.4.26 angezeigten Primer (Pfeile) verwendet.
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Die untersuchten Transkriptionsfaktoren Tal1, PU.1 und MITF belegten den Promotor von
DC-STAMP im gleichen Bereich, dies konnte in individuellen ChlIP-Analysen fiir jeden
Transkriptionsfaktor gezeigt werden. Die Bindung der Faktoren wurde in einem sequentiellen
ChlIP untersucht, um die gleichzeitige Bindung der Transkriptionsfaktoren an den
DC-STAMP-Promotor zu zeigen. Die ChlP-Lysate von RAW264.7-Zellen wurden zunéchst
mit dem ersten spezifischen Antikdrper inkubiert. Nach Préazipitation mittels magnetischer
Protein G-Beads und Elution, erfolgte die Inkubation mit dem zweiten spezifischen
Antikdrper. AnschlieBend wurden die Antikdrper-Protein-DNA-Komplexe erneut mit
magnetischen Protein G-Beads prazipitiert. Nach Entfernung der Proteine konnten die DNA-
Fragmente mittels PCR analysiert werden. Wahrend die Bindung von MITF und Tal1 an den
DC-STAMP-Promotor nicht gezeigt werden konnte, bestatigte die PCR-Analyse des
sequentiellen ChIP von Tall und PU.1 die gemeinsame Bindung auf dem DC-STAMP-
Promotor dieser Transkriptionsfaktoren (Abb.4.28).

Abb.4.28: Sequentieller ChIP von Tall und PU.1 auf dem

RN
N @ & DC-STAMP-Promotor. ChIP-Lysate aus RAW.264.7-Zellen wurden
\ . .
\(\Qﬁ &90 c},\ﬁ‘gﬁ @,Q\) verwendet, um die Interaktion von Tall und PU.1 auf dem DC-STAMP-
—— J— | Promotor zu analysieren. Es zeigte sich eine simultane Bindung von

Tal1 und PU.1 auf dem DC-STAMP-Promotor.

Es konnte gezeigt werden, dass der Transkriptionsfaktor Tall mit den Osteoklasten-
spezifischen Transkriptionsfaktoren PU.1 und MITF an den Promotorbereich von DC-STAMP
bindet. Als nachstes stellte sich die Frage, ob Tal1 in der Lage ist mit diesen Faktoren zu
interagieren. Dazu wurde eine Co-Immunoprazipitation in 293T-Zellen durchgefuhrt. Die
Zellen wurden mit Expressionskonstrukten von Tall und PU.1 bzw. Tall und MITF
transfiziert. Tal1 lag als Flag-Fusionsprotein vor und konnte mit anti-Flag-Agarose-Beads
prazipitiert werden. Die potentiellen Interaktionspartner PU.1 und MITF wurden als HA-
Fusionsproteine exprimiert. Nach Auftrennung mittels SDS-PAGE wurden die potentiellen
Interaktionspartner im anschlieBenden Western Blot analysiert. Der Nachweis der
Immunoprazipitation erfolgte anhand eines anti-HA-Antikorpers. Die Input-Kontrollen wurden
mit anti-Flag fir Tal1, und anti-HA fir PU.1 und MITF nachgewiesen. In Abb.4.29 ist zu
erkennen, dass es in entsprechend transfizierten 293T-Zellen zu einer Interaktion von Tal1
und PU.1 bzw. von Tal1 und MITF kommt.
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Abb.4.29: Tal1 interagiert mit PU.1 und MITF. 293T-Zellen wurden mit Expressionskonstrukten fir Tal1 und
PU.1 bzw. MITF transfiziert. Das Flag-Tal1-Fusionsprotein wurde mit anti-Flag-Agarose-Beads aus den Lysaten
prézipitiert und die potentiellen Interaktionspartner im Western Blot mit einem anti-HA-Antikérper detektiert. Es
zeigte sich, dass Tall mit PU.1 (A) und MITF (B) interagiert. Der Versuch zur Interaktion von PU.1 und Tall

wurden von Dr. J. Lausen durchgeflhrt (Georg-Speyer-Haus, Frankfurt/Main).

Um die Interaktion von Tal1 mit den Osteoklasten-spezifischen Transkriptionsfaktoren PU.1
und MITF auch auf endogenem Level zu zeigen und somit die biologische Relevanz dieser
Interaktion in einem Zellkulturmodell fir Osteoklasten-Differenzierung zu verdeutlichen,
wurde eine endogene Immunoprazipitation durchgefihrt. Dazu wurden Lysate aus
RAW264.7-Zellen hergestellt und mit dem spezifischen Antikérper fir den potentiellen Tal1-
Interaktionspartner inkubiert. Die Aufreinigung der Antikdrper-Protein-Protein-Komplexe
erfolgte mit Agarose-Beads. Die Komplexe wurden im SDS-Gel aufgetrennt und Tal1 mit
einem anti-Tal1-Antikérper nachgewiesen. Die Interaktion von MITF und Tall konnte in
RAW264.7-Zellen nicht gezeigt werden. Jedoch bestétigte sich die Interaktion von PU.1 und
Tal1l in RAW264.7-Zellen auf endogenem Level (Abb.4.30).

_r

N

N N >

\(‘Q \(\Q \Cg) G;K
42 kDa— 37 kDa-| =t e
o-Talll_— a-PU.1 . Wan e

Abb.4.30: Tal1 interagiert mit PU.1 in RAW264.7-Zellen. Mittels endogener Immunoprézipitation von PU.1 aus
RAW264.7-Zellen konnte die Interaktion mit Tal1 festgestellt werden. Der Nachweis erfolgte im Western Blot mit
einem anti-Tal1-Antikdrper. Die Expression der Interaktionspartner in den RAW264.7-Zellen wird durch die Input-
Proben verdeutlicht.

Im nachsten Schritt wurde untersucht, ob die Interaktion von Tal1 und den Osteoklasten-
spezifischen Transkriptionsfaktoren PU.1 und MITF auf einer direkten Protein-Protein-
Interaktion beruht. Tal1 wurde als GST-Fusionsprotein in E.coli BL21 exprimiert und mit Hilfe
von GST-Beads aufgereinigt. Die potentiellen Interaktionspartner wurden in vitro translatiert,
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dazu wurde das TNT Quick coupled transcription/ translation system (Promega, Madison)
verwendet. Wahrend der Translation wurde radioaktiv-markiertes %°S-Methionin in die
Proteine eingebaut. Das Tal1-GST-Protein wurde gekoppelt an die GST-Beads mit den *°S-
markiertem PU.1 bzw. MITF inkubiert. Nach dem Waschen der Beads erfolgte die
Auftrennung mittels SDS-PAGE mit anschlieBender autoradiographischer Auswertung. Es
zeigte sich, dass die Interaktion von Tall mit PU.1 bzw. MITF auf einer direkten Protein-
Protein-Interaktion beruht (Abb.4.31).
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Abb.4.31: GST-Pulldown von Tal1 mit PU.1 und MITF. (A) GST-Tal1 wurde mit in vitro translatiertem und %3
radioaktiv-markiertem PU.1 inkubiert. Die Autoradiographie zeigt die Interaktion von Tal1 und PU.1. (B) GST-Tall
wurden mit in vitro translatiertem und **S radioaktiv-markiertem MITF inkubiert. Die Autoradiographie nach

Auftrennung zeigt die Interaktion von Tal1 und MITF. Die Versuche wurden von Olga Bélling durchgefihrt (AG Dr.
J. Lausen, Georg-Speyer-Haus, Frankfurt/Main).

Die Versuche zur Analyse der Interaktion von Tall mit PU.1 und MITF zeigten, dass die
untersuchten Transkriptionsfaktoren direkt interagieren und an den Promotorbereich des
murinen DC-STAMP binden.

4.6 Tal1 wirkt als Repressor von DC-STAMP

DC-STAMP ist maBgeblich an der Zell-Zell-Fusion wahrend der Osteoklasten-
Differenzierung beteiligt (Yagi M et al., 2005). Durch die RANK-RANKL-Signalkaskade wird
die Expression von DC-STAMP induziert und der Rezeptor wird an der Oberflache von
fusionskompetenten, mononukledren Osteoklasten exprimiert, die dann miteinander
fusionieren kdnnen (Kim K et al.,, 2008; Kim T et al., 2010). Die biologische Relevanz von
Tall wahrend der Osteoklasten-Differenzierung wurde bereits in Abschnitt 4.3 dargestellt.
Die Uberexpression von Tall zeigte einen inhibierenden Einfluss auf die Ausbildung
multinukledrer Zellen. AnschlieBende Genexpressionsanalysen ergaben eine Reihe von
Osteoklasten-spezifischen Genen, die von Tal1 reguliert werden. Unter anderem zeigten die
bisherigen Experimente einen Einfluss von Tal1 auf die Expression von DC-STAMP. Tal1 ist
in der Lage an den Promotorbereich von DC-STAMP zu binden, auch PU.1 und MITF binden
an den DC-STAMP-Promotor.
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Als n&chstes wurde der Einfluss von Tal1 auf DC-STAMP untersucht, dabei wurde der Tal1-
Effekt vor allem im Zusammenhang mit RANKL-induzierten Veréanderungen wahrend der
Differenzierung analysiert. Die in Abschnitt 4.4. teilweise gezeigten Genexpressionsanalysen
in BMM-Zellen sind hier in Abb.4.32 erneut dargestellt. Es war zu erkennen, dass der Knock-
down von Tall in BMM-Zellen die Expression von DC-STAMP induziert, wahrend die
Expression von CTSK (cathepsin K), GPNMB (transmembrane glycoprotein nmb) und Acp5
(TRAP, tartrate resistant acid phosphatase) inhibiert wurde. Den gegenteiligen Effekt erzielte
die Uberexpression von Tall. Die Expression von DC-STAMP wurde inhibiert, CTSK und
ACP5 wurden induziert. Auf GPNMB zeigte die Tal1-Uberexpression keinen Einfluss.
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Abb.4.32: Vergleich des Knock-downs und der Uberexpression von Tal1. (A) Die Genexpressionsanalyse
des Knock-downs von Tall in BMM-Zellen verdeutlicht einen induzierenden Einfluss von Tal1l auf DC-STAMP.
Die Expression von CTSK und Acp5 wurde reprimiert. (B) Die Genexpressionsanalyse der Uberexpression von
Tal1 in BMM-Zellen zeigt den gegenteiligen Effekt zum Knock-down. Die Expression von DC-STAMP wurde
reprimiert, wahrend CTSK und Acp5 verstarkt exprimiert werden. Auf GPNMB zeigte sich kein Tal1-Einfluss.

Um die Genexpression auch in Zusammenhang mit RANKL zu untersuchen, wurden die
BMM-Zellen nach Transduktion des Tall-Konstrukts flir den Knock-down bzw. flr die
Uberexpression mit RANKL behandelt. Nach drei Tagen Inkubation mit RANKL wurde die
RNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und mittels qRT-PCR analysiert. Die RANKL-
Behandlung in der Kontrolle flhrte zu einer Induktion der Osteoklasten-spezifischen Gene
DC-STAMP, CTSK und Acp5 (Abb.4.33A, dunkelgraue Balken). Der Knock-down von Talt
sorgte flr eine verstarkte Induktion der Expression von DC-STAMP, aber auch von CTSK
und Acp5 (Abb.4.33A, hellgraue Balken). Vice versa verursachte die Uberexpression von
Tal1 in BMM-Zellen nach RANKL-Behandlung eine verringerte Expression von DC-STAMP,
CTSK und Acp5 (Abb.4.33B, hellgraue Balken). Die Expression von GPNMB wurde durch
Tal1 nicht beeinflusst und dient hier als Kontrolle.
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Abb.4.33: Einfluss von Tal1 auf Zielgene nhach RANKL-Behandlung. (A) Die Inkubation der BMM-Zellen mit
RANKL sorgte fir eine Induktion von DC-STAMP, CTSK und Acp5 (dunkelgraue Balken). Im Vergleich mit der
physiologischen Induktion durch RANKL zeigte sich, dass der Knock-down von Tall die Expression von
DC-STAMP verstarkte. Auch die Expression von CTSK und Acp5 wurden induziert (hellgraue Balken). (B) Die
Uberexpression von Tal1 in BMM-Zellen fiihrte zu einem gegenteiligen Effekt auf die Expression von DC-STAMP,
CTSKund Acp5 im Vergleich zum Knock-down. Es zeigte sich eine verminderte Induktion von DC-STAMP, CTSK
und Acp5 in den Tal1-Oberexprimierenden Zellen nach RANKL-Behandlung (hellgraue Balken).

Die Genexpressionsanalyen nach Knock-down und Uberexpression von Tall verdeutlichten
einen inhibierenden Effekt von Tall auf die Expression von DC-STAMP. Mittels Chromatin-
Immunoprazipitation wurde gezeigt, dass Tal1, PU.1 und MITF an den Promotor von
DC-STAMP binden, daher wurde in der folgenden Reportergen-Analyse der Einfluss von
Tal1 in Zusammenhang mit PU.1 und MITF untersucht. Dazu wurden RAW264.7-Zellen mit
einem Luciferase-Reportergen-Konstrukt transfiziert, das 682 bp vom Promotorbereich des
murinen DC-STAMP enthalt (Yagi M et al., 2007).
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Die Promotoranalyse von DC-STAMP zeigte, dass Tal1 allein nicht in der Lage war das
Promotorkonstrukt zu aktivieren. Die Transkriptionsfaktoren PU.1 und MITF induzierten die
Luciferase-Aktivitdat etwa 2-fach. Zusammen sorgten MITF und PU.1 fir eine 4-fache
Aktivierung des DC-STAMP-Promotorkonstrukts. Die Aktivierung des DC-STAMP-
Promotorkonstrukts durch MITF und PU.1 wurde durch Co-Transfektion von Tal1 bis auf den
Basalwert des DC-STAMP-Promotors reprimiert (Abb.4.34).
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Abb.4.34: Promotorstudie von DC-STAMP in Abhéngigkeit von Tal1, PU.1 und MITF. RAW264.7-Zellen
wurden mit einem DC-STAMP-Promotorkonstrukt transfiziert. Tal1 allein zeigte keine Aktivierung der Luciferase.
PU.1 und MITF aktivierten den Promotor, zusammen verstérkte sich dieser Effekt. Tall zeigte eine
konzentrationsabhéngige Reprimierung der von MITF und PU.1 verursachten Aktivierung des DC-STAMP-

Promotorkonstrukts.

Wie bereits in Abb.4.26 dargestellt, besitzt der Promotorbereich von DC-STAMP mehrere
E-Boxen, d.h. potentielle Bindestellen fur Tal1. Die Bindung von Tall an die E-Box -343 bp
vor dem Transkriptionsstartpunkt von DC-STAMP konnte mittels Chromatin-
Immunoprazipitation nachgewiesen werden (Abb.4.27). Diese E-Box ist ebenfalls im
Promotorkonstrukt von DC-STAMP enthalten. Durch Mutagenese wurde die CAGCTG-
Sequenz der E-Box in AAGCTG verandert, um zu analysieren, ob Tal1 an diese E-Box des
DC-STAMP-Promotors bindet. Zur Analyse der Auswirkungen dieser Mutation wurden das
DC-STAMP-Promotorkonstrukt und die mutierte Variante in RAW264.7-Zellen transfiziert
und die Luciferase-Aktivitdt bestimmt. Die mutierte Variante des DC-STAMP-
Promotorkonstrukts wies eine hdhere Luciferase-Aktivitat als das Wildtyp-Konstrukt auf
(Abb.4.35). Die im Reportergen-Konstrukt enthaltene E-Box scheint die Tal1-Bindestelle zu
sein, denn nach Mutation ist Tal1 nicht mehr in der Lage an den Promotor von DC-STAMP
zu binden, was zu einer verstarkten Luciferase-Aktivitat fihrt. Dies zeigt, dass Tal1 eine
reprimierende Funktion auf die Regulation der DC-STAMP-Genexpression besitzt.
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Die Genexpressionsanalysen nach Tall Knock-down und Uberexpression zeigten einen
Einfluss auf die DC-STAMP-Expression, mittels Chromatin-Immunoprazipitation bestatigte
sich die Bindung von Tall an den DC-STAMP-Promotor und mittels Luciferase-Analysen
konnte ein reprimierender Effekt von Tal1l auf DC-STAMP festgestellt werden. Daher wurde
als nachstes das Verhalten von Tall in Bezug auf dessen Bindung auf dem DC-STAMP-
Promotor wahrend der RANKL-Behandlung, d.h. wahrend der Osteoklasten-Differenzierung,
untersucht. Dazu wurden primare Monozyten (BMM-Zellen) aus BL/6-M&ausen isoliert und mit
RANKL behandelt. Nach drei Tagen RANKL-Inkubation wurden die Zellen geerntet und
ChlP-Lysate erstellt. Es folgte eine Chromatin-Immunopréazipitation mit Tal1 von RANKL-
behandelten Lysaten im Vergleich zu Lysaten, die nicht mit RANKL inkubiert waren. Die
Analyse der Promotor-Belegung mittels quantitativer PCR (qPCR) zeigte, dass Tall den
DC-STAMP-Promotor besetzte, aber wahrend der Osteoklasten-Differenzierung wurde die
Tal1-Bindung aufgehoben (Abb.4.36).

15 M gG Abb.4.36: Einfluss von RANKL auf die Tal1-Belegung des
5 a WTal DC-STAMP-Promotors. Die qPCR der Chromatin-
%10 Immunopréazipitation mit Tall in BMM-Zellen ohne RANKL-
“E’ Behandlung verdeutlichte die Tal1-Bindung an den
fj 51 DC-STAMP-Promotor. ~ Wé&hrend  der  Osteoklasten-
'(% Differenzierung kam es zu einer verringerten Tal1-Bindung an
o (}.-__ij. den DC-STAMP-Promotor in BMM-Zellen, die drei Tage mit
Tage 0 3 RANKL behandelt wurden.
RANKL - +

Aufgrund der ChlIP-Analyse der Tal1-Bindung an den DC-STAMP-Promotor konnte
festgestellt werden, dass es wahrend der Osteoklastogenese zu einer Reduktion der Tal1-
Bindung kommt. AbschlieBend wurde untersucht, wie sich die Bindung der
Transkriptionsfaktoren PU.1 und MITF wahrend der Osteoklasten-Differenzierung auf dem
DC-STAMP-Promotor verandert. Auch hier wurden BMM-Zellen ohne (-) und mit (+) RANKL-
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Behandlung verwendet. In Abb.4.37 ist zu erkennen, dass beide Faktoren wéahrend der
Osteoklastogenese verstéarkt den DC-STAMP-Promotor belegen. Die Bindung von PU.1 an
DC-STAMP betrug in etwa 1,3-fach mehr als die IgG-Kontrolle und nahm auf etwa 2-fach
nach RANKL-Inkubation zu (Abb.4.37A). Die Bindung von MITF an den DC-STAMP-
Promotor war mit etwa 2,5-fach Uber der IgG-Kontrolle deutlicher als die PU.1-Bindung.
Waéhrend der Osteoklasten-Differenzierung steigerte sich die MITF-Belegung auf das 6-fache
(Abb.4.37B).
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Abb.4.37: Einfluss von RANKL auf die PU.1- und MITF-Bindung an den DC-STAMP-Promotor. (A)
Chromatin-Immunprazipitation von PU.1 in BMM-Zellen ohne (-) und mit (+) RANKL-Inkubation. Die Bindung von
PU.1 an den DC-STAMP-Promotor verstarkt sich wéahrend der Osteoklasten-Differenzierung. (B) Chromatin-
Immunpréazipitation von MITF in BMM-Zellen ohne (-) und mit (+) RANKL-Inkubation. Die Bindung von MITF an
den DC-STAMP-Promotor verstarkt sich wahrend der Osteoklasten-Differenzierung.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass Tall in Osteoklasten-Vorlauferzellen und
reifen Osteoklasten exprimiert wird. Die Uberexpression von Tal1 verursacht eine Blockade
der Osteoklasten-Differenzierung und der Knock-down von Tal1 resultiert in einer verstarkten
Ausbildung multinukledrer Zellen. Der Tal1-Einfluss lasst sich auf molekularer Ebene unter
anderem durch die Interaktion mit den Osteoklasten-spezifischen Transkriptionsfaktoren
PU.1 und MITF erklaren. Die Transkriptionsfaktoren liegen vermutlich in einem
transkriptionellen Komplex vor, der vermutlich die Expression von DC-STAMP, dem
verantwortlichen Rezeptor der Zell-Zell-Fusion wahrend der Osteoklastogenese, reguliert.
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5. Diskussion

Das Skelett der Vertebraten besteht aus Knochen- und Knorpelgewebe, diese Gewebe
werden von den Osteoblasten, Osteoklasten und Chondrozyten aufgebaut (Buckwalter JA
und Cooper RR, 1987). Die Entstehung der Knochen wahrend der embryonalen Entwicklung
und die Erhaltung des Knochengewebes im adulten Organismus beruht auf einem
Gleichgewicht der Aktivitat von Osteoblasten und Osteoklasten. Wahrend Osteoblasten fiir
den Aufbau von Knochengewebe verantwortlich sind, dienen Osteoklasten der
Knochenresorption (Karsenty G und Wagner EF, 2002; Zaidi M, 2007; Teitelbaum SL, 2000).
Ist das Gleichgewicht von Knochenaufbau und Knochenabbau gestért, kann dies zu
Krankheiten wie Osteoporose und Osteopetrose flihren (Helfrich MH, 2003; Sambrook P und
Cooper C, 2006; Novack DV und Teitelbaum SL, 2008). Die Zellpopulation der Osteoklasten
geht aus den hamatopoetischen Stammzellen Uber die Zwischenstufe der Monozyten hervor.
Die Differenzierung der Osteoklasten wird hauptséchlich von den Zytokinen M-CSF und
RANKL, die verschiedene Signalwege in Osteoklasten-Vorlduferzellen beeinflussen,
induziert. Der RANKL-Signalweg fuhrt zur Aktivierung verschiedener Osteoklasten-
spezifischer Transkriptionsfaktoren, die in einem streng regulierten Netzwerk die Aktivierung
von Genen induzieren, die fir die Osteoklasten-Differenzierung und fir die
Knochenresorption bendtigt werden (Menaa C et al., 2000, Yavropoulou MP und Yovos JG,
2008). In dieser Arbeit konnte der Transkriptionsfaktor Tal1 als Regulator der Osteoklasten-
Differenzierung identifiziert werden. Tal1 wird in reifen Osteoklasten exprimiert und hat einen
Einfluss auf die Osteoklasten-Differenzierung durch die Regulation von DC-STAMP.

5.1 Tal1 wird in Knochen exprimiert

Die Differenzierung der hdmatopoetischen Stammzellen und die Entwicklung verschiedener
Blutzelllinien unterliegen maBgeblich dem Einfluss von Tall (Lecuyer E und Hoang T, 2004;
Bloor AJ et al., 2002; Shivdasani RA et al., 1995). Die Expression von Tall konnte in
hamatopoetischen Stammzellen, Erythrozyten, Megakaryozyten und Mastzellen gezeigt
werden. AuBerhalb des hamatopoetischen Systems konnte die Tal1-Expression im Gehirn
und in Endothelzellen festgestellt werden. AuBerdem wurde die Expression von Tall in
CMP-Zellen beschrieben, d.h. in Monozyten/Makrophagen von Maus, Zebrabérbling und
Mensch (Muroyama Y et al., 2005; Green AR et al., 1991; Elefanty AG et al., 1998; Hall MA
et al., 2003; Mouthon MA et al., 1993; Pulford K et al., 1995; Kallianpur AR et al., 1994;
Zhang XY und Rodaway AR, 2007).
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In Kollaboration mit Dr. J.J. Smink (Max-Delbrick-Zentrum, Berlin) wurde die Expression von
Tal1 in immunhistologischen Analysen von murinen Knochenschnitten gezeigt. Die Tal1-
Expression konnte in Zellen des Gelenkknorpels und der hypertrophen Zone der
Wachstumsfuge beobachtet werden (Abb.4.2). Das Gewebe des Gelenkknorpels und der
Wachstumszone wird hauptsachlich von Chondrozyten und z.T. von Osteoblasten gebildet
(Karsenty G und Wagner EF, 2002; Erlebacher A et al., 1995; Sahni M et al., 1999). Ein
Zusammenhang von Tal1 und Chondrozyten war bisher nicht bekannt und somit liegen auch
keine Kenntnisse Uber den Einfluss von Tal1 auf die Entwicklung von Chondrozyten vor. Die
Expression von Tall im Bereich des Gelenkknorpels und der hyperthrophen Zone lasst
vermuten, dass Tall einen transkriptionellen Effekt in Chondrozyten besitzt. Die
Differenzierung von Chondrozyten wird maBgeblich durch den Transkriptionsfaktor MEF2C
(myocyte specific enhancer factor 2C) reguliert (Arnold MA et al., 2007; Wuelling M und
Vortkamp A, 2010). Der Transkriptionsfaktor MEF2C aktiviert die Genexpression, die in
Chondrozyten zur Entstehung der Hypertrophie fihrt (Arnold MA et al., 2007). In der Literatur
ist MEF2C als direktes Zielgen von Tall in Megakaryozyten beschrieben, Tal1 aktiviert die
Expression von MEF2C, dies sorgt fir normale Differenzierung der Megakaryozyten in
Richtung Thrombozyten (Gekas C et al, 2009). In dieser Arbeit konnte in
Genexpressionsanalysen mittels Microarray ein Einfluss von Tal1 auf die Expression von
MEF2C gezeigt werden (s. Abschnitt 4.4.2 und 5.5). Der Knock-down von Tal1 in BMM-
Zellen resultierte in der Aktivierung von MEF2C. Mdglicherweise ist Tall auch in
Chondrozyten fur die Aktivierung von MEF2C verantwortlich, reguliert Gene der
Differenzierung oder der Hypertrophie von Chondrozyten.

Die Wachstumsfuge enthalt neben Chondrozyten auch Osteoblasten, deren Differenzierung
maBgeblich vom Transkriptionsfaktor RUNX2 abhéangig ist (Yang X und Karsenty G, 2002).
Die Expression von Tal1 wurde bereits in Osteoblasten beschrieben (Pulford K et al., 1995),
wobei in vitro kein Einfluss von Tall auf die Osteoblasten-Differenzierung gezeigt werden
konnte. Jedoch liegen keine in vivo Daten vor, da konditionale Knock-out-Mause nicht auf
einen Knochen-spezifischen Phanotyp untersucht wurden (Pimanda JE et al, 2006). Die
Expression von Tal1 spricht allerdings dafir, dass Tall eine Rolle in Osteoblasten spielt.
Tal1 ist in der Lage mit dem Transkriptionsfaktor RUNX1 zu interagieren und reguliert die
Genexpression der RUNX-Gene. AuBerdem ist bekannt, dass Tal1 an den Promotorbereich
von RUNX1 und RUNXS3 in fétalen Leberzellen bindet (Landry JR et al., 2008; Palii CG et al.,
2011), und in dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Tal1 die Expression von RUNX3
reguliert. Die RUNX-Gene gehdéren zu einer Proteinfamilie, eventuell findet daher auch eine
Tal1-Regulation von RUNX2 statt.
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In Bezug auf das Thema dieser Arbeit war eine wichtige Beobachtung, dass Tal1 in vivo in
reifen Osteoklasten exprimiert wurde (Abb.4.2 1II). AuBerdem konnte die Tal1-Expression in
Monozyten aus dem Knochenmark von BL/6-Mausen gezeigt werden. Auch in vitro
differenzierte Osteoklasten exprimierten Tal1 (Abb.4.7). Diese Beobachtung bestétigte das
Vorkommen von Tall in CMP-Zellen, wie sie bereits fir die Differenzierung von
Monozyten/Makrophagen beschrieben wurde (Dey S et al., 2010). In Kollaboration mit Prof.
Dr. J.R. Géthert (Universitat Duisburg-Essen) konnte gezeigt werden, dass der Promotor von
Tal1 in Osteoklasten-Vorlauferzellen aktiv ist (Abb.4.3). Mittels Durchflusszytometrie konnte
in der CD115"CD117"lin"-Population von Mausen, die einen LacZ-Knock-in im Tal1-Locus
tragen (Elefanty AG et al., 1998), die Expression der B-Galaktosidase anhand der FDG-
Farbung verdeutlicht werden. Dies zeigt, dass die Expression der B-Galaktosidase an Tal7-
regulatorische Elemente gekoppelt ist. Zur weiteren Bestatigung der Tal1-Expression in
Osteoklasten-Vorlauferzellen und reifen Osteoklasten kénnten von LacZ-Knock-in-M&usen
Knochenschnitte angefertigt und eine LacZ-Farbung durchgefiihrt werden, ebenso kdénnte
die Expression der B-Galaktosidase in BMM-Zellen untersucht werden. Die Untersuchung
anderer Tal1-Reportergen-Mause kbénnte ebenfalls zum Verstédndnis der Tal1-Regulation in
Bezug auf den Einfluss von Promotor oder Enhancer-Strukturen im Knochengewebe
beitragen, wie es flir die Regulation in hamatopoetischen Stammzellen gezeigt wurde
(Géttgens B et al., 2002).

5.2 RANKL verursacht eine Induktion des Tal1-Proteins

Die Differenzierung der Osteoklasten aus hamatopoetischen Stammzellen tber Monozyten
wird maBgeblich von den Zytokinen M-CSF und RANKL induziert (Menaa C et al., 2000,
Yavropoulou MP und Yovos JG, 2008; Arai F et al.,, 1999; Ross FP und Teitelbaum SL,
2005). RANKL aktiviert die Differenzierung durch Interaktion mit dem Rezeptor RANK, der an
der Oberflache von Osteoklasten-Vorlaufer exprimiert wird (Takahashi N et al., 1988;
Kartsogiannis V et al., 1999). Die RANK-RANKL-vermittelte Induktion der Differenzierung
findet durch Regulation spezifischer Transkriptionsfaktoren statt, die zur Expression
Osteoklasten-spezifischer Gene flihren (Lacey DL et al., 1998; Yang X und Karsenty G,
2002; Teitelbaum SL und Ross FP, 2003).

Der Transkriptionsfaktor Tal1 wird in Osteoklasten-Vorldufern und reifen Osteoklasten
exprimiert. Die Analyse des RANKL-Einflusses auf die Expression von Tal1 zeigte, dass der

Transkriptionsfaktor Tal1l auf Proteinebene verstarkt exprimiert wurde, je langer die Zellen
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mit RANKL behandelt wurden, d.h. wahrend der Osteoklasten-Differenzierung kommt es zu
einer Induktion des Tall-Proteins (Abb.4.10A). Weiterhin werden die Osteoklasten-
spezifischen Transkriptionsfaktoren PU.1 und MITF nach RANKL-Behandlung auf
Proteinebene induziert (Abb.4.10B). Es zeigte sich allerdings, dass Tali nicht auf
transkriptioneller Ebene reguliert wurde, da sich das mRNA-Level in den RANKL-
behandelten BMM-Zellen nicht veranderte (Abb.4.9A), auch fir die Transkriptionsfaktoren
PU.1 und MITF zeigte sich auf mRNA-Ebene keine RANKL-vermittelte Aktivierung
(Abb.4.9B/C).

Wahrend der Osteoklasten-Differenzierung wird durch das Zytokin RANKL der PI-3K/AKT-
Signalweg induziert, der fir die Aktivierung anti-apoptotischer Gene in Osteoklasten eine
Rolle spielt. Dieser Signalweg kdnnte fir die Regulation von Tal1 verantwortlich sein. Der
Zusammenhang von Tal1 und Apoptose konnte bereits in hdmatopoetischen Stammzellen
gezeigt werden, da adulte hamatopoetische Stammzellen und Vorlauferzellen Tal1 fir das
Uberleben bendtigen (Souroullas GP et al., 2009), dieser Zusammenhang kénnte auch in
Osteoklasten bestehen. AuBerdem ist bekannt, dass Tal1 durch die Akt1-Kinase an Threonin
90 phosphoryliert wird, dadurch kommt es zu einer veranderten Lokalisation von Tal1
innerhalb des Zellkerns. Durch die Akt-vermittelte Phosphorylierung wird die
Repressorfunktion von Tal1 aufgehoben (Palamarchuk et al., 2005), dies verdeutlicht einen
direkten Zusammenhang des PI-3K/AKT-Signalweg und Tall, der auch in Osteoklasten

zustande kommen kdnnte.

Die Diskrepanz zwischen mRNA und Protein von Tall kénnte auch durch eine erhdhte
Proteinstabilitat zustande kommen. Im Zusammenhang mit LMO2 wurde beschrieben, dass
die Interaktion von Tal1 und LMO2 zu einem Proteinkomplex fiihrt, so dass der Abbau durch
das Proteasom verhindert wird (Lecuyer E et al., 2007). Die Proteinstabilitdt von Tal1 kdnnte
auch von einer posttranslationalen Modifikation beeinflusst werden. Die Arginin-Methylierung
von FOXO1 fihrt zu einer Inhibierung der Phosphorylierung durch Akt, wodurch ebenfalls die
Polyubiquitinierung von FOXO1 inhibiert ist (Yamagata K et al., 2008). Der Zusammenhang
von Phosphorylierung und Degradation konnte bereits fir Tal1 gezeigt werden. Tal1 wird am
Serin300 phosphoryliert, wodurch es zu einer NOTCH-vermittelten Ubiquitinierung von Tal1
kommt, die zur Degradation fihrt (Nie L et al., 2008). Eventuell wird die Phosphorylierung
von Tall im Verlauf der Osteoklasten-Differenzierung aufgehoben, so dass es zu keiner
NOTCH-vermittelten Degradation von Tal1 kommen kann.
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Bisher wurden mehrere posttranslationale Modifikationen fir Tall beschrieben (siehe
Abschnitt 2.10 und Abb.5.1), wie zum Beispiel Acetylierung und Phosphorylierung (Cheng JT
et al., 1993; Palamarchuk A et al., 2005; Prasad KS und Brandt SJ, 1997; Huang S et al.,
2000).

K221/ K255/
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| |
Tal1 P42 .~ AD bHLH | 331

Abb.5.1: Schema der posttranslationalen Modifikationen von Tal1. Das Tal1-Protein wird an verschiedenen
Aminoséuren posttranslational modifiziert. Neben Phosphorylierungen, wird Tal1 auch acetyliert und sumoyliert

(potentielle Sumoylierungsstelle).

Diese posttranslationalen Modifikationen von Tal1 kénnten sich gegenseitig beeinflussen und
somit die Proteinstabilitat regulieren. AuBerdem kdnnte die Expression der Tal7-mRNA in
Osteoklasten-Vorlauferzellen von einer microRNA abhéngig sein (siehe Abschnitt 5.3). Zur
Kldrung des induzierten Tal1-Proteinlevels wahrend der Osteoklasten-Differenzierung
konnten  Tal1-Konstrukte hergestellt werden, in denen durch Mutation die
Modifikationsstellen oder potentielle microRNA-Bindestellen verandert wurden.

5.3 Regulation von microRNA’s wéahrend der Osteoklastogenese

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Tall in Osteoklasten-Vorlaufern und reifen
Osteoklasten exprimiert wird. AuBerdem zeigte sich aufgrund von RANKL eine Induktion des
Tal1-Proteins wéhrend der Osteoklasten-Differenzierung, die jedoch auf mRNA-Ebene nicht
vorhanden war. Die Diskrepanz zwischen der Expression der Tal/?-mRNA und der
Expression des Tal1-Proteins kann durch eine gesteigerte Proteinstabilitat, posttranslationale
Modifikationen von Tall oder durch posttranskriptionelle Regulation, dafir kénnen

microRNA"s verantwortlich sein, zustande kommen.

Der Einfluss von microRNA’s findet in physiologischen Prozessen wie der Hamatopoese,
aber auch in Krankheiten wie Krebs statt (Havelange V und Garzon R, 2010; Farazi TA et al.,
2011). In der Literatur findet sich bereits eine Analyse des microRNA-Profils in Osteoklasten
bzw. Osteoklasten-Vorlauferzellen. In dieser Studie wurde der microRNA-Microarray 24 h
nach RANKL-Behandlung durchgefiihrt und erbrachte 70 regulierte microRNA’s (Sugatani T
et al, 2011). Allerdings verstarkt sich die Expression des Tal1-Proteins wahrend der
Osteoklasten-Differenzierung erst zwischen 2-4 Tage RANKL-Behandlung.
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Die dreitdgige RANKL-Inkubation zeigte in einem microRNA-Microarray ein Effekt auf 32
microRNA’s, deren Expression verandert wurden (Tabelle 4.1). Im Vergleich mit dem
microRNA-Microarray nach 24 h RANKL-Behandlung zeigte sich eine Ubereinstimmung in
8 microRNA’s, die in beiden Arrays verandert exprimiert vorlagen (Sugatani T et al., 2011).
Die Liste enthélt einige microRNA’s, die bereits in Zusammenhang mit der Osteoklasten-
Differenzierung beschrieben wurden, z.B. miR-155 und miR-146a (Mizoguchi F et al., 2010;
Nakasa T et al, 2011). Die miR-199b* konnte mit der Regulation des Calcineurin/NFAT-
Signalweg in Herzzellen in Verbindung gebracht werden, eventuell besteht auch in
Osteoklasten eine Verbindung dieser microRNA und dem NFAT-Signalweg (da Costa
Martins PA et al, 2010). Der microRNA-Microarray erbrachte den Hinweis auf finf
microRNA’s, deren Expression wahrend der Osteoklasten-Differenzierung reduziert wurde,
diese sind potentielle Kandidaten fur die Regulation von Tall.

Die microRNA mir-451 und mir-144 wurden am starksten reprimiert, beide liegen zusammen
in einem Cluster vor. Sie werden fur die erythroide Differenzierung benétigt und mir-451
fordert die Erythropoese in K562-Zellen (Rasmussen KD et al., 2010; Bruchova-Votavova H
et al, 2010). Die Bindung der Transkriptionsfaktoren Tall und RUNX1 konnte auf der
Promotorregion von miR144-451 mittels Chromatin-lImmunoprazipitation in K562-Zellen
gezeigt werden (Dr. Jérn Lausen), eventuell findet hier ein Feed-back-loop in Bezug auf die
gegenseitige Regulation statt. Eine Analyse des 3 -UTR (untranslated region) von murinem
Tal1 mit Hilfe von TargetScan Mouse 5.1 (Lewis BP et al., 2005) erbrachte eine potentielle
Bindestelle der miR-144. In Monozyten kdnnte die miR-144 fir die geringe Expression der
Tal1-mRNA verantwortlich sein. Durch RANKL wird die Osteoklasten-Differenzierung
induziert, dies sorgt fur die reduzierte Expression der miR-144, dadurch kénnte die
Reprimierung der mRNA aufgehoben und die Translation von Tal1 aktiviert werden.

Der hier vermutete Einfluss einer microRNA auf die Regulation von Tal1 wurde ebenfalls fur
den Transkriptionsfaktor AML1 (acute myeloid leukemia 1 protein, RUNX1) beschrieben. Die
Expression der AML1-mRNA zeigte wahrend der Monozytopoese keine Veranderungen,
aber das AML1-Protein wurde verstérkt exprimiert. Die posttranskriptionelle Regulation der
AML1-mRNA erfolgte durch die microRNA miR-17-5p, miR-20a und miR-106a (Fontana L et
al., 2007). Das 3'-UTR von Tal1 besitzt ebenfalls eine potentielle Bindestelle fur die miR-17-
5p, miR-20a und miR-106a. Die Regulation von Tal1 kénnte ebenso wie die Regulation von
AML1 von derselben microRNA abhangig sein. Zur Bestatigung dieser Hypothesen kdnnte
die generelle Aktivierung des 3’-UTR von Tal1 wahrend der Osteoklasten-Differenzierung
untersucht werden. AnschlieBend kénnte ein spezifischer Einfluss auf Tall durch Knock-
down oder Uberexpression der microRNA’s analysiert werden.
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5.4 Tall beeinflusst die Osteoklasten-Differenzierung

Der biologische Einfluss von Tall wurde anhand von zwei Modellen zur Osteoklasten-
Differenzierung untersucht. Die etablierte Zelllinie RAW264.7 und primare Monozyten aus
dem Knochenmark von BL/6-Mausen kdnnen in vitro in Richtung Osteoklasten differenziert
werden, wenn sie mit dem Zytokin RANKL inkubiert werden (Suda T et al., 1999). Die ektope
Expression von Tall in RAW264.7-Zellen resultierte in einer Reduktion der Anzahl an
multinukledren Zellen (Abb.4.17). Das gleiche Ergebnis konnte in Tal1-Uberexprimierenden
BMM-Zellen beobachtet werden (Abb.4.18). Umgekehrt konnte anhand des Knock-downs in
BMM-Zellen gezeigt werden, dass es durch den Verlust von Tall zu einer verstérkten
Bildung von multinukleédren Zellen kam (Abb.4.19).

Die Osteoklasten-Differenzierung scheint jedoch nicht komplett gestért zu sein bzw. wirkt
sich Tall nur auf spate Stufen der Osteoklastogenese aus, da nicht fusionierte,
mononukledre Zellen eine positive Acp5-Farbung aufweisen. Acp5 ist ein Osteoklasten-
Marker, der zu Identifizierung von Osteoklasten verwendet wird. Die Expression von Acp5
findet bereits in friihen Schritten der Osteoklastogenese statt. Die positive Farbung fir Acp5
in den mononuklearen Zellen verdeutlicht, dass Tal1 friihe Schritte der Differenzierung nicht
beeinflusst und scheinbar erst spate Schritte reguliert.

Die Experimente verdeutlichen einen negativen Einfluss von Tall auf die Osteoklasten-
Differenzierung. Dieser Effekt von Tal1 konnte bereits in Bezug auf die Differenzierung von
CMP-Zellen gezeigt werden, die eine Vorstufe von Osteoklasten wahrend der
Osteoklastogenese darstellen. Die Expression von Tall erfolgt in allen Stufen der
Monozytopoese von CMP-Zellen bis hin zu Makrophagen. Der Tal1-Knock-out in CMP-
Zellen resultierte in einer verringerten Zellproliferation wahrend spéateren Stufen der
Monozytopoese und in einem verzégerten Durchlaufen der S-Phase. Im Gegensatz zu den
Tal1-Effekten auf die Proliferation wurde die Differenzierung der CMP-Zellen in Richtung
Monozyten nach Knock-out von Tall gesteigert (Dey S et al., 2010). Der Knock-down von
Tall in den Osteoklasten-Vorlauferzellen kénnte ebenfalls zu einer verénderten bzw.
verringerten Proliferation flhren, so dass die Differenzierung der Zellen vorangetrieben wird.
Der Einfluss von Tal1 auf die Proliferation der Osteoklasten-Vorlauferzellen kénnte mit einer

Zellzyklus-Analyse Uberprift werden.
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Zur Untersuchung des Tal1-Effekts auf die Osteoklasten-Differenzierung in vivo wurde das
Tal1-LacZ-Knock-in-Mausmodell verwendet (Elefanty AG et al., 1998), hier wurde das LacZ-
Gen in den Tal1l-Locus mittel Rekombination eingebracht, dadurch kommt es zu einer
Deletion von Tal1. Nach Isolation der BMM-Zellen aus dem Knochenmark heterozygoter
LacZ-Mause, wurden diese in Bezug auf die Osteoklasten-Differenzierung untersucht.
Allerdings zeigte sich zwischen Kontrolle und BMM-LacZ-Zellen kein Unterschied in der
Anzahl der multinukleéarer Zellen (Abb.4.20).

Eine Erklarung fir diese Beobachtung kénnte das Alter der Mause sein, sie waren mit
7 Wochen relativ jung, eventuell wirkt sich die Tal1-Deletion erst bei alteren Mausen auf die
Osteoklasten-Differenzierung aus. AuBerdem kénnte es in den Tal71-LacZ-Knock-in-Mausen
zu Kompensationsmechanismen kommen. Die genetische Verdnderung liegt bereits
wahrend der Embryogenese vor, eventuell Ubernehmen im Verlauf der Entwicklung
alternative Faktoren die Funktion von Tal1. Eine &hnliche Beobachtung wurde bereits fir die
Entwicklung von Erythrozyten beschrieben. Es zeigte sich, dass der Tal1-Knock-out nur
einen geringen Einfluss auf die Reifung von Erythrozyten hatte, die Mause zeigten nur eine
milde Andmie (Hall MA et al., 2005). Die Funktion von Tal1 konnte erfolgreich durch den
bHLH-Transkriptionsfaktor Lyl1 (lymphoblastic leukemia derived sequence 1) hergestellt
werden (Porcher C et al., 1999; Capron C et al., 2006). Zur Klarung, ob Lyl1 eventuell durch
verstarkte Expression in BMM-LacZ-Zellen fir eine Aufhebung der Tal7-Deletion sorgt,
wurde die mRNA-Expression bestimmt, jedoch wurde keine erhéhte Expression gemessen
(Daten nicht gezeigt).

Tal2 gehért ebenfalls zur Familie der der bHLH-Transkriptionsfaktoren und ist strukturell
ahnlich zu Tal1, beide weisen eine hohe Konservierung im Bereich der bHLH-Doméane auf
(Baer R, 1993; Xia Y et al, 1994; Baer R et al, 1997). Tal2 wird ebenso wie Tall in
Osteoklasten-Vorlauferzellen exprimiert und der Promotor von Tal2 ist in RAW264.7-Zellen
aktiv (Diplomarbeit C. Mucke, AG Dr. J. Lausen, Georg-Speyer-Haus, Frankfurt/Main).
Allerdings zeigte sich auch far Tal2 in BMM-LacZ-Zellen keine veranderte Expression, die
zur Kompensation der Tal1-Deletion fuhren koénnte (Daten nicht gezeigt). Um
Kompensationsmechanismen auszuschlieBen, kdnnte ein Osteoklasten-spezifisches Tal1-
Knock-out-Mausmodell verwendet werden (siehe dazu Abschnitt 5.7).
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5.5 Tal1 beeinflusst Osteoklasten-spezifische Gene

Tal1 spielt eine wichtige Rolle wahrend der Erythropoese, der Megakarypoese und der
Entwicklung von Mastzellen (Green AR et al.,, 1991; Green AR et al., 1992; Elefanty AG et
al., 1998; Hall MA et al., 2003). In einer Studie, die eine genomweite Analyse von Tall-
Zielgenen beinhaltete, konnte die Bindung von Tali auf mehr als 7000 Genen in
hamatopoetischen Stammzellen und Vorlauferzellen gezeigt werden (Wilson NK et al.,
2010). Eine weitere Studie zeigte mittels ChlP-Sequenzierung die Bindung von Tal1 auf etwa
2000 Genen in primaren Erythrozyten der fétalen Leber (Kassouf MT et al., 2010).

Der Transkriptionsfaktor Tal1 zeigte in in vitro-Differenzierungsexperimenten einen negativen
Einfluss auf die Osteoklasten-Differenzierung. Die molekularbiologischen Vorgange in
Osteoklasten-Vorlduferzellen und reifen Osteoklasten in Abhangigkeit von Tall wurden
mittels Genexpressionsanalyse der RAW264.7-hTal1-Zelllinie und nach Knock-down in
BMM-Zellen untersucht. Die Genexpressionsanalyse mittels Microarray erbrachte 1273
Gene, die aufgrund des Tal1-Knock-downs in primdren Monozyten eine veranderte
Expression aufzeigten. Im Vergleich mit der bereits erwdhnten Studie, in der die
Promotorbindung von Tall in h&matopoetischen Stammzellen/Vorlduferzellen untersucht
wurde, zeigte sich eine Uberlappung von 300 Genen. Méglicherweise stellen diese direkte
Zielgene von Tal1 dar (Wilson NK et al., 2010). Der Knock-down von Tal1 resultierte in mehr
als 600 Genen, die herabreguliert waren, und etwa 600 Genen, die hochreguliert waren. Dies
verdeutlicht, dass Tall in Osteoklasten-Vorlauferzellen sowohl eine reprimierende als auch
eine aktivierende Funktion auf die Regulation Osteoklasten-spezifischer Gene besitzt. Die
Proteinexpression von Tall wird wahrend der Osteoklasten-Differenzierung induziert, dies
kénnte bedeuten, dass Tal1 vermehrt fir die Regulation Osteoklasten-spezifischer Gene
bendtigt wird.

Die Genexpressionsanalyse erbrachte auBerdem einen Tal1-Einfluss auf RUNX3 und IL6.
Der Tal1-Knock-down flihrte zu einer Reduzierung von RUNX3 (runt-related transcription
factor 3). Der Transkriptionsfaktor RUNX3 wurde bereits mit der Differenzierung von
Monozyten in Verbindung gebracht (Sanchez-Martin L et al., 2011; Puig-Kroger A et al.,
2010). Eventuell spielt er auch wahrend der Osteoklasten-Differenzierung eine
entscheidende Rolle, d.h. die reduzierte Expression von RUNX3 sorgt fur eine Induktion der
Differenzierung und koénnte damit erklaren, dass der Tal1-Knock-down vermehrt zu einer
Ausbildung multinukleé&rer Zellen fhrt. AuBerdem zeigte sich flr das Interleukin 6 (IL6) eine
verringerte Expression aufgrund des Tal1-Knock-downs. IL6 kann aktivierende und
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reprimierende Effekte auf die Osteoklasten-Differenzierung austben. In Osteoblasten
aktiviert IL6 die Expression von RANKL, das wiederum die Osteoklasten-Differenzierung
durch Interaktion mit seinem Rezeptor RANK an der Oberflache von Osteoklasten-
Vorlauferzellen einleitet (Manolagas SC, 1995). Allerdings fuhrt die direkte Interaktion von
IL6 mit Osteoklasten-Vorlaufer zu einer Inhibierung der Differenzierung und IL6-transgene
Mause zeigen eine reduzierte Anzahl an Osteoklasten, die mit einer verminderter
Knochenresorption verbunden ist (Yoshitake F et al., 2008). Eine verringerte Expression an
IL6 kdnnte in BMM-Zellen somit zur Aufhebung der Repressorfunktion von IL6 flhren, so
dass es verstarkt zur Osteoklasten-Differenzierung kommt.

Die Liste der hochregulierten Gene enthielt u.a. DC-STAMP und ATP6V0D2. Beide
Rezeptoren werden nach RANKL-Induktion an der Oberflache von mononukleéren
Osteoklasten exprimiert und sind verantwortlich fir die Zell-Zell-Fusion, die mit der
Ausbildung multinukleérer, reifer Osteoklasten verbunden und fir die Knochenresorption
entscheidend ist (Kim K et al., 2008; Kim T et al., 2010; Yagi M et al., 2005). Die induzierte
Expression von DC-STAMP nach Tal-Knock-down in BMM-Zellen passt zu den
Beobachtungen in RAW264.7-hTal1-Zellen, in denen es aufgrund der Tal1-Uberexpression
zu einer Reduktion der DC-STAMP-Expression kommt. Der Einfluss von Tal1 konnte sowohl
in BMM- als auch in RAW264.7-Zellen nach Tal1-Knock-down und vice versa nach Tall-
Uberexpression gezeigt werden (Abb.4.24). Die Acp5-Expression unterliegt einer Tall-
vermittelten Induktion, auch dies konnte in beiden Zellmodellen zur Osteoklasten-
Differenzierung nach Tal1-Knock-down und Tal1-Uberexpression verdeutlicht werden
(Abb.4.24). Die Analyse der Promotoregionen von DC-STAMP und Acp5 zeigten potentielle
Bindestellen von Tal1, so genannte E-Boxen. Mittels Chromatin-Immunoprazipitation konnte
die Bindung von Tal1 auf den Promotoren der Osteoklasten-spezifischen Gene Acp5 und
DC-STAMP gezeigt werden (Abb.4.25). Dies lasst vermuten, dass Tali durch direkte
Bindung an die Promotoren die Expression der Zielgene reguliert.

Zusammenfassend zeigte die Analyse der Tall1-Zielgene in Osteoklasten-Vorlauferzellen
eine Reihe potentieller Kandidaten, die den inhibierenden Effekt von Tall auf die
Osteoklasten-Differenzierung erklaren. Osteoklasten entstehen durch Zellfusion, wobei
bereits gebildete multinukleére Zellen fusionskompetente Vorlauferzellen einfangen, die eine
hohe DC-STAMP-Expression aufweisen (Mensah KA et al, 2010). In Osteoklasten-
Vorlauferzellen sorgt Tall  fur die Reprimierung der  Transkription  von
DC-STAMP. Nach RANKL-vermittelter Induktion der Osteoklasten-Differenzierung kommt es
dann zu einer Aktivierung der DC-STAMP-Transkription  vermutlich  durch
Transkriptionsfaktor- oder Cofaktor-Austausch auf dem Promotor von DC-STAMP.
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In weiterfihrenden Experimenten kénnte der Transkriptions- und Cofaktorstatus auf den
Osteoklasten-spezifischen Genen untersucht werden. Mittels ChlP-Sequenzierung kénnte
die Bindung von Tal1 genomweit untersucht werden. Es ware interessant, den Status in
Osteoklasten-Vorlauferzellen und reifen Osteoklasten zu vergleichen, um die Dynamik der
Tal1-Bindung auf Zielgenen zu analysieren. Die genomweite Analyse der Tal1-Bindung
kénnte Aufschluss dartiber geben, ob die Regulation der Zielgene durch einen Osteoklasten-
spezifischen Tal1-Komplex zustande kommt. AuBerdem st Tall in der Lage mit
Coaktivatoren wie p300 und Corepressoren wie mSin3A und HDAC1 zu interagieren und je
nachdem die Expression von Zielgenen zu induzieren oder zu reprimieren (Huang S und
Brandt SJ, 2004; Huang S et al., 2009; Huang S et al., 2000). In Bezug auf die Regulation
von DC-STAMP, aber auch von anderen Osteoklasten-spezifischen Genen, kdnnte mittels
ChlIP die Bindung mdglicher Tal1-Cofaktoren auf den Promotoren untersucht werden, um im
Zusammenhang mit Histonmodifikationen auf den Aktivierungsstatus des Promotors
schlieBen zu kénnen. Die Expression von DC-STAMP wird wahrend der Osteoklastogenese
induziert, d.h. es kommt vermutlich zu einer Bindung von transkriptionellen Aktivatoren und
zur Veranderungen der Histonmodifikationen, die sich aktivierend auf die Genexpression
auswirken. Die Analyse der Histonmodifikationen kénnte ebenfalls mittels ChIP erfolgen.

5.6 Tall reguliert die Expression von DC-STAMP

Der Transkriptionsfaktor Tall gehdrt zur Familie der basic helix-loop-helix Proteine und
bindet DNA-Sequenzen mit dem CANNTG-Motiv im Promotorbereich der Zielgene (Hsu HL
et al.,, 1994; Nielsen AL et al, 1996). Auf dem Promotor bildet sich zur Regulation der
Transkription ein Komplex aus mehreren Transkriptions- und Cofaktoren (Ravasi T et al.,
2010). Die Tal1-vermittelte Regulation von Zielgenen kann je nach Zusammensetzung des
transkriptionellen Komplexes zu einer Reprimierung oder Aktivierung der Transkription
fihren (Lecuyer E und Hoang T, 2004).

Die Genexpressionsanalysen zeigten, dass Tal1 einen Einfluss auf Osteoklasten-spezifische
Gene besitzt und im Promotorbereich dieser Zielgene bindet. Vor allem der Einfluss von Tal1
auf die Expression von DC-STAMP kénnte den beobachteten Effekt von Tal1 auf die
Osteoklasten-Differenzierung erklaren. Der Prozess der Osteoklasten-Differenzierung bzw.
der Zellfusion wahrend der Differenzierung wird maBgeblich durch DC-STAMP erreicht. DC-
STAMP-defiziente Mause sind nicht in der Lage multinukledre Osteoklasten zu bilden, d.h.
der Prozess der Zellfusion ist gestdrt und die Fahigkeit zur Knochenresorption ist
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beeintrachtigt (Yagi M et al., 2005; Lee SH et al., 2006). Der Knock-down von Tal1 resultierte
in einer induzierten Expression von DC-STAMP, was in der Konsequenz vermutlich in einer
verstarkten Zellfusion in multinukleéare Osteoklasten fuhrte.

Die Analyse des Promotorbereichs von DC-STAMP erbrachte einige potentielle Bindestellen
fur die Osteoklasten-spezifischen Transkriptionsfaktoren PU.1 und MITF. Mittels ChIP konnte
die Bindung von Tal1, PU.1 und MITF an den DC-STAMP-Promotor gezeigt werden, d.h.
Tal1 reguliert DC-STAMP durch direkte Bindung an dessen Promotor. AuBerdem zeigte sich,
dass Tall mit dem Osteoklasten-spezifischen Transkriptionsfaktor PU.1 interagiert. Die
Interaktion von Tal1 und MITF konnte nur nach ektoper Expression gezeigt werden, nicht auf
endogenem Level. Moglicherweise liegt der Tal1-MITF-Komplex in den Zellen in geringer
Konzentration vor, so dass der Komplex nicht nachweisbar ist. AuBerdem konnte das
Erkennungsmotiv des verwendeten Antikorpers in der Interaktionsflache von Tal1l und MITF
liegen, so dass eine Immunprazipitation nicht méglich ist.

Der reprimierende Effekt von Tal1 auf die Expression von DC-STAMP konnte ebenfalls in
einer Promotorstudie gezeigt werden. Die Osteoklasten-spezifischen Transkriptionsfaktoren
PU.1 und MITF sind in der Lage ein DC-STAMP-Promotorkonstrukt zu aktivieren. Agieren
beiden Transkriptionsfaktoren zusammen, wird die Aktivierung von DC-STAMP verstarkt.
Tall sorgte fir eine konzentrationsabhangige Reduzierung der DC-STAMP-
Promotoraktivitdt. Die Analyse der Bindung von Tall an den Promotor von DC-STAMP
wahrend der Osteoklasten-Differenzierung zeigte, dass es durch die RANKL-vermittelte
Induktion der Osteoklastogenese zu einer Abnahme der Tal1-Bindung an den DC-STAMP-
Promotor kommt, wahrend die Bindung von MITF und PU.1 zunimmt. Vermutlich bilden Tal1,
PU.1, MITF und andere Faktoren in Osteoklasten-Vorlauferzellen einen transkriptionellen
Komplex zur Regulation von DC-STAMP.

Der aktivierende Einfluss von MITF und PU.1 auf die Expression Osteoklasten-spezifischer
Gene wahrend der Differenzierung wurde in der Literatur bereits beschrieben. MITF und
PU.1 aktivieren die Transkription der Osteoklasten-spezifischen Gene Acp5 (TRAP, tartrate
resistant acid phosphatase) und CTSK (Cathepsin K). M-CSF sorgt auf Osteoklasten-
spezifischen Genen fur eine Komplexbildung von MITF und PU.1, allerdings erfolgt dadurch
keine verstarkte Expression dieser Gene (So H et al., 2003; Luchin A et al., 2001). Erst durch
RANKL kommt es zu einer Aktivierung des Transkriptionsfaktor-Komplexes durch
Phosphorylierung von MITF durch MAPK/p38, Rekrutierung von Coaktivatoren und NFATc1
(Sharma SM et al., 2007). AuBerdem konnte gezeigt werden, dass der Komplex von MITF
und PU.1 in Osteoklasten-Vorlauferzellen den Transkriptionsfaktor EOS enthalt, der
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zusammen mit mSin3A und HDAC1 zu einer Reprimierung der Transkription von Acp5 und
CTSK fuhrt. Die Behandlung der Osteoklasten-Vorlauferzellen mit RANKL sorgt flr einen
Austausch des reprimierenden Komplexes in einen Komplex, der die Transkription von Acp5
und CTSK aktiviert (Hu R et al., 2007).

Der Transkriptionsfaktor Tal1 scheint in Bezug auf die Regulation von DC-STAMP wéahrend
der Osteoklasten-Differenzierung eine &hnliche Rolle wie der Transkriptionsfaktor EOS zu
spielen. In Osteoklasten-Vorlauferzellen binden MITF, PU.1 und Tal1 vermutlich mit anderen
Faktoren in einem reprimierenden Komplex an DC-STAMP. RANKL sorgt fur die verstérkte
Rekrutierung von MITF und PU.1, auBerdem kommt es vermutlich zur Bindung von
Coaktivatoren, so dass die Expression von DC-STAMP induziert wird. Die Analyse mdglicher
Corepressoren wie mSin3A, HDAC1 und mdglicher Coaktivatoren wie p300, P/CAF mittels
Chromatin-Immunoprazipitation kdénnte zur weiteren Klarung des Tall-Effekts auf die
transkriptionellen Vorgénge in Bezug auf DC-STAMP beitragen.

In weiteren Experimenten kénnte eine detaillierte Bestimmung der Interaktionsflachen
erfolgen. Mit Hilfe von N- oder C-terminalen GST-Konstrukten von Tall oder der
Interaktionspartner kénnte analysiert werden, ob die C- oder N-Termini von Tal, PU.1 oder
MITF interagieren. Anhand von Deletionskonstrukten kénnte die Interaktionsflache der
Proteine auf wenige Aminosduren genau bestimmt werden. Die Verwendung von Tal1-
Konstrukten, die Mutationen an Modifikationsstellen beinhalten, kbnnte Aufschluss geben, ob
eine posttranskriptionelle Modifikation von Tal1 (Abschnitt 2.10) fir die Protein-Protein-
Interaktion bendtigt wird. Die Osteoklasten-Differenzierung und die damit einhergehenden
regulativen Vorgange zur Expression Osteoklasten-spezifischer Gene wird neben PU.1 und
MITF auch von anderen Transkriptionsfaktoren gesteuert, dabei spielen vor allem AP-1 und
NFATc1 eine entscheidende Rolle (Ross FP und Teitelbaum SL, 2005). Zur Aufdeckung
anderer Interaktionspartner von Tal1 in Osteoklasten-Vorlauferzellen und reifen Osteoklasten
koénnten die Aufreinigung von Tal1 mit moglichen Interaktionspartnern aus RAW264.7-Zellen
und eine Analyse mittels Massenspektroskopie erfolgen.

Zur weiteren Untersuchung des reprimierenden Einflusses von Tal1 auf die Osteoklasten-
Differenzierung bzw. die DC-STAMP-vermittelte Zellfusion wird analysiert, ob die ektope
Expression von DC-STAMP in Tal1-Uberexprimiernden Zellen die Zellfusion wiederherstellen
kann. Die Expression von DC-STAMP kénnte die Tall-vermittelte Inhibierung der
Osteoklasten-Differenzierung aufheben. AuBerdem wére zu klaren, ob Tall auch die
biologische Funktion von Osteoklasten beeintrachtigt, da Tall einen Effekt auf die
Expression von Acp5 und CTSK besitzt. Auch die Analysen zur Osteoklasten-Differenzierung
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zeigten, dass nicht fusionierte Zellen in der Lage sind Acp5 zu exprimieren. Der Einfluss von
Tall auf die Fahigkeit der multinukledren Zellen zur Knochenresorption kdnnte mittels
Resorptionsanalysen stattfinden. Dazu werden Tal1-manipulierte Zellen auf Knochensplitter
ausgesat und durch RANKL-Inkubation in Richtung Osteoklasten differenziert. Die reifen
Osteoklasten resorbieren das Knochenmaterial und greifen somit den Knochen an, was
mittels Giemsa-Farbung nachgewiesen werden kénnte. Dies kdnnte zeigen, ob Tal1 die
Fahigkeit zur Knochenresorption beeintrachtigt.

5.7 Tal1 und Osteoklasten-assoziierte Krankheiten

Die Aktivitdten von Osteoblasten und Osteoklasten beruht auf einem empfindlichen
Gleichgewicht, kommt es zu einer Stérung dieses Gleichgewichts kann dies zu krankhaften
Veranderungen des Knochengewebes fuhren (Lerner UH, 2006). In einigen Knochen-
assoziierten Krankheiten kommt es zu einer erhéhten Osteoklasten-Aktivitat, die die Aktivitat
der Osteoblasten Ubersteigt und somit zu einem verstarkten Abbau von Knochengewebe
fihrt (Rodan GA und Martin TJ, 2000). Meistens beruhen diese Osteoklasten-assoziierten
Krankheiten auf einer monogenetischen Ursache, andere Formen wie zum Beispiel das
Paget-Syndrom stellen komplexe Krankheiten dar, die durch genetische und 6kologische
Faktoren entstehen (Helfrich MH, 2003).

Eine Verbindung des Transkriptionsfaktors Tal1 mit Osteoklasten-assoziierten Krankheiten
ist bisher nicht bekannt. Tall wird haufig im Zusammenhang mit chromosomalen
Translokation in T-Zellen beschrieben, die zur Ausbildung von akuter, lymphoblastischer T-
Zell-Leukamie fuhrt (Begley CG et al., 1989; Ferradono AA und Look AT, 2003). In dieser
Arbeit konnte gezeigt werden, dass Tal1 einen Einfluss auf die Osteoklasten-Differenzierung
besitzt. Dies lasst vermuten, dass Tall eine Rolle in der Entstehung von Osteoklasten-
assoziierten Krankheiten spielen kénnte, dadurch kénnte Tal1 als therapeutisches Ziel zur
Behandlung dieser Krankheiten in Frage kommen.

Osteoporose ist eine Erkrankung des menschlichen Skeletts, wobei es zum Verlust des
Knochengewebes aufgrund erhdhter Osteoklasten-Aktivitdt kommt (Cummings SR und
Melton LJ, 2002). In Fallen von Osteopetrose kommt es zu einem Verlust der Osteoklasten-
Aktivitat und einer Zunahme der Knochensubstanz (Tolar J et al., 2004). Tal1 kénnte hier far
die erhbéhte bzw. verringerte Osteoklasten-Aktivitdt verantwortlich sein. Die repressive
Funktion von Tall kénnte durch Verwendung von inhibierenden kleinen Peptiden oder
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shRNA’s aufgehoben werden, ahnlich wie es fir die Behandlung von metastasierenden
Knochentumoren beschrieben wurde (Kawatani M und Osada H, 2009).

Riesenzellen ahneln Osteoklasten aufgrund der multinukledren Morphologie und entstehen
in multiplen Myelomen oder aufgrund von metastasierenden Brust- und Prostatakrebsarten.
Die aus Riesenzellen entstehenden Riesenzelltumore sind zunadchst gutartig, flhren
allerdings im Verlauf der Krankheit in 50 % aller Falle zu einem bésartigen Tumor (Anract P
et al., 1998; Campanacci M et al., 1987). Die Ursache fir Riesenzelltumore ist weitgehend
unerforscht, allerdings konnte ein Zusammenhang des Ubergangs in einen bdsartigen Tumor
mit der Expression von IL6 gezeigt werden (Vogrincic GS et al., 1997; Gamberi G et al.,
2003). Tall konnte zur Entstehung der Riesenzelltumore beitragen, eventuell durch
Beeinflussen der Expression von IL6 oder DC-STAMP.

Die Tal1-Effekte in Krankheiten wie dem Paget-Syndrom, Osteoporose, Osteopetrose oder
Riesenzelltumoren kénnte mit Tal7-Mausmodellen untersucht werden. Tal1-transgene
Mause zeigten einen Knochen-assoziierten Phanotyp, der sich durch geknickte Schwéanze
auszeichnete. Jedoch wurden diese Mause nicht weiter in Bezug auf den Tal1-Einfluss auf
die Knochenremodellierung untersucht (Aplan PD et al., 1997). Es wére zunachst interessant
die primaren Monozyten/Makrophagen der Tal1-transgenen Mause auf ihre Fahigkeit zur
Osteoklasten-Differenzierung zu untersuchen. In den Tal1-LacZ-Knock-in-M&usen zeigte
sich in vitro kein Effekt auf die Osteoklastogenese, die untersuchten Tiere waren jedoch
noch relativ jung, eventuell wirkt sich die Tal1-Deletion erst mit dem Alter aus. AuBerdem
kénnte die Untersuchung Aaltere Tiere Aufschluss auf eventuelle Erkrankungen wie
Osteoporose geben, die anhand der Knochendichtemessung bestimmt werden kénnte. Ein
optimales Mausmodell wére ein Osteoklasten-spezifischer Tal1-Knock-out. Beide Mause zur
Herstellung einer Osteoklasten-spezifischen  Tal1-Knock-out-Maus  existieren, die
Osteoklasten-spezifischen Maus exprimiert die Cre-Rekombinase unter regulatorischen
Elementen von Cathepsin K oder Acp5 (Chiu WS et al., 2004) und in einer anderen Maus
wird das Tal1-Gen von zwei loxP-Sequenzen flankiert (Hall MA et al., 2003).
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5.8 Hypothese zur Tal1-Regulation der Osteoklasten-Differenzierung

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Transkriptionsfaktor Tal1 in Osteoklasten-
Vorlauferzellen und reifen Osteoklasten exprimiert wird. Das Proteinlevel von Tal1 wird durch
das Zytokin RANKL wahrend der Osteoklasten-Differenzierung induziert, was im Gegensatz
zur konstanten Expression an Tal1-mRNA wahrend der Osteoklastogenese steht. Vermutlich
liegt hier eine posttranskriptionelle Regulation durch microRNA’s oder eine Regulation durch
posttranslationale Modifikationen, die zur Proteinstabilitdit von Tall beitragen, vor. Der
Knock-down von Tal1 in Osteoklasten-Vorlauferzellen hatte einen Einfluss auf die Regulation
von mehr als 1200 Genen, wobei etwa 600 Genen herauf- und etwa 600 Gene herabreguliert
waren. Dies zeigt, dass Tall sowohl als Aktivator und als Repressor in der Regulation
Osteoklasten-spezifischer Gene fungiert. AuBerdem kdénnte die induzierte Tall-
Proteinexpression wahrend der Differenzierung mit einer verstarkten Genregulation von

Osteoklasten-spezifischen Genen stehen.

microRNA
|
Tal
Osteoklasten- nac;r;:gi:l;lseti:‘e multinukledrer Knochen-resorbierender
Hamatopoetische Vorlauferzelle Osteoklast Osteoklast
Stammzelle
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Abb.5.2: Schematische Darstellung der Hypothese zur Tal1-Regulation der Osteoklastogenese. Tall wird
in Osteoklasten-Vorlauferzellen und in reifen Osteoklasten exprimiert. Die Tal1-Proteinexpression nimmt wahrend
der Osteoklasten-Differenzierung zu, wahrend die Expression der Tal/7-mRNA konstant bleibt. Die Diskrepanz
zwischen Tal1-mRNA und Tal1-Protein kénnte durch posttranskriptionelle (microRNA) oder posttranslationale
Regulation entstehen. Frihe Differenzierungsprozesse werden von Tall nicht beeinflusst, da die Zellen in der
Lage sind Acp5 zu exprimieren (violette Farbung). In Bezug auf die Regulation von DC-STAMP scheint Tal1 in
Osteoklasten-Vorlauferzellen eine Repressorfunktion zu besitzen. Im Verlauf der Osteoklastogenese nimmt die
Tal1-Bindung an den DC-STAMP-Promotor ab. Vermutlich kommt es dann zur Rekrutierung eines
Aktivatorkomplexes, der PU.1 und MITF enthélt und die Expression von DC-STAMP induziert.
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Far Tall wurde in Bezug auf die Regulation von DC-STAMP eine Repressorfunktion in
Osteoklasten-Vorlauferzellen gezeigt. Scheinbar bildet Tal1 einen transkriptionellen Komplex
mit den Osteoklasten-spezifischen Transkriptionsfaktoren PU.1 und MITF. In Osteoklasten-
Vorlauferzellen wird DC-STAMP nicht exprimiert. Der RANKL-Signalweg sorgt fir den
Austausch des Repressorkomplexes in einen Aktivatorkomplex, so dass die Expression von
DC-STAMP induziert wird. Die reprimierende Funktion von Tal1 auf die Expression von
DC-STAMP kommt vermutlich erst wahrend spéater Stufen der Osteoklastogenese zustande.
Frihe Differenzierungsprozesse sind nicht beeinflusst, da die Zellen in der Lage sind Acp5
zu exprimieren, das einen friihen Marker der Osteoklasten-Differenzierung darstellt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit verdeutlichen, dass die Regulation der Zellfusion ein
entscheidender Prozess ist und dass Tal1 daran beteiligt ist. Die unkontrollierte Expression
von DC-STAMP kénnte zu einer erhéhten Zahl an reifen Osteoklasten flhren, dies wéare mit
einer verstarkten Knochenresorption verbunden, die sich eventuell in Richtung Osteoporose

entwickeln kdnnte.

Die Untersuchung der regulativen Effekte von Tal1 in Bezug auf die Zellfusion und der
Osteoklasten-spezifische Knock-out von Tall tragen zur Aufklarung des transkriptionellen
Netzwerks wahrend der Osteoklasten-Differenzierung bei. Das molekulare Verstandnis der
transkriptionellen Vorgédnge wahrend der Osteoklastogenese ist entscheidend fur die
Entwicklung neuer therapeutische Ansatze zur Behandlung von Osteoporose oder anderen
Knochen-assoziierten Krankheiten. Tall kdénnte hier als therapeutisches Ziel in Frage

kommen.
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7. Anhang

7.1 Abklrzungsverzeichnis

a-
%

Abb.
Acp5
AK, AB
aMEM
AS
ATP

BMM

bp

BSA
Bsp., z.B.
bzw.

ca.
c-FMS
ChiP
Co-IP
CTSK

Da

DAPI
DC-STAMP
d.h.

DMEM
DNA

E. coli
EDTA
etal.

FDG

FITC
FKS, FCS
fwd

G

9
GFP /EGFP

GST

anti-

(v/v) Volumenprozent, (w/v) Gewichtsprozent
Grad Celsius

Mikro-

Adenin

Abbildung

auch TRAP oder TRACP, tartrate resistant acid phosphatase
Antikérper, engl. antibody

alpha minimum essential medium

Aminoséure

Adenosin-triphosphat

bone marrow derived monocytes
Basenpaar

bovines Serumalbumin

(zum) Beispiel

beziehungsweise

Cytosin

circa

auch Csf1r, colony stimulating factor 1 receptor
Chromatin-Immunoprazipitation
Co-Immunoprazipitation

cathepsin K

Dalton

4',6-diamidino-2-Phenylindol

dendritic cell specific transmembrane protein
das heiBt

Dulbecco’s modified Eagle medium
Desoxyribonukleinsgure

Escherichia coli
Ethylen-diamintetraacetat
und andere, lat. et alii

Fluorescein-di-beta-galactopyranosid
Fluoresceinisothiocyanat

fetales Kalberserum

foward

Guanin
Gramm

grin fluoreszierendes Protein, engl. (enhanced) green fluorescent protein

Gluthation-S-Transferase
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HA
HRP

19G
IRES

kDa

LacZ

M-CSF
min
MITF
Mw

OC, OCP

PAGE
PBS
PCR, qPCR
PU.1
PVDF

RANK
RANKL
rev
RNA
RNase
rpm

RT

Scl
SDS
shRNA

Tab.
Tal1
™
TRAP

u.a.

WB
wt

human oder Stunde

Hamaglutinin

Meerrettich-Peroxidase, engl. horseradish peroxidase
Immunfluoreszenz

Immunglobulin G

internal ribosomal binding site

Kilo-
Kilodalton

Liter
B-Galaktosidase

murin

molar (Mol pro Liter)

Macrophage colony stimulating factor

Minute

Microphthalamia associated transcription factor
Molekulargewicht

Osteoklast, osteoclast progenitor

Polyacrylamidgelelektrophorese
Phosphat-gepufferte Salzlésung

(quantitative) Polymerase-Kettenreaktion, engl. polymerase chain reaction

auch Spi1, SFFV proviral integration oncogen
Polyvinylidendifluorid

receptor activator of nuclear Nfxkb

receptor activator of nuclear Nfxb ligand

reverse

Ribonukleinsaure

Ribonuklease

Umdrehungen pro Minute, engl. rounds per minute
Raumtemperatur

Sekunde

stem cell leukemia protein, auch Tal1
Natriumdodecylsulfat, engl. sodiumdodecylsulfate
short hairpin RNA

Thymin

Tabelle

T-cell acute lymphocytic leukemia protein 1, auch Scl
Schmelztemperatur

tartate resistant acid phosphatase

unter anderem

Western Blot
Wildtyp

135



Anhang

7.2 FDG/LacZ-Expression in Tal1-LacZ- und Wildtyp-Mé&usen

Die Knochenmarkzellen der Tal1-LacZ- und der Wildtyp-Mause wurde anhand der in
Abschnitt 4.1.2 genannten Durchflusszytometrie-Parameter aufgetrennt und bewertet. Hier
sind die Werte der einzelnen Analysen dargestellt. Abb.7.1 zeigt die Auswertung der Tal7-
LacZ-Mause, in Abb.7.2 sind die Daten der Wildtyp-Mause dargestellt. Die Analyse wurde
von Dr. J.R. Géthert (Universitét Duisburg-Essen) durchgefuhrt.
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Abb.7.1: Durchflusszytometrie-Analyse der LacZ-Expression in Tal1-LacZ-Mausen. Das Knochenmark der
Tal1-LacZ-Mause wurde entnommen und mit Antikérpern zur Durchflusszytometrie-Analyse inkubiert. Zunachst
erfolgte eine Auftrennung in lebende und tote Zellen mit Hilfe von Propidiumiodid (Pl). Die lebenden Zellen
wurden dann weiterhin anhand ihrer Expression von CD117 und lin sortiert. Die CD117"-Population entspricht
den hamatopoetischen Zellen und wurde anschlieBend anhand von CD115 und Mac1 in die Osteoklasten-
Vorlaufer-Population unterteilt. Die CD115"CD1177lin-Population wurde auf die Farbung von FDG als Marker flr
die LacZ-Expression untersucht. Es zeigte sich, dass die Tal1-LacZ-Mause in den Osteoklasten-Vorlduferzellen
LacZ, d.h. Tal1 exprimieren. Dieser Versuch wurde von Dr. J.R. Géthert durchgefiihrt (Universitédt Duisburg-

Essen).
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Abb.7.2: Durchflusszytometrie-Analyse der LacZ-Expression in Wildtyp-Mausen. Das Knochenmark der

Wildtyp-M&use wurde entnommen und mit Antikbrpern zur Durchflusszytometrie-Analyse inkubiert und in der

Durchflusszytometrie analysiert, wie bereits beschrieben. Die Wildtyp-Mause exprimieren in den Osteoklasten-

Vorlauferzellen kein LacZ. Dieser Versuch wurde von Dr. J.R. Géthert durchgefuhrt (Universitét Duisburg-Essen).

137



Anhang

7.3 Verwendete Chemikalien

Tabelle 7.1: Ubersicht der verwendeten Chemikalien und der Hersteller

CHEMIKALIE HERSTELLER ORT
Ampicillin (AMP) Carl Roth Karlsruhe
Adenosintriphosphat (ATP) Carl Roth Karlsruhe
Bromphenolblau Sigma Aldrich Miinchen
Bovines Serumalbumin (BSA) PAA-Laboratories Pasching
4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) Sigma Aldrich Minchen
Dithiothreitol (DTT) Carl Roth Karlsruhe
Essigsaure, 100 % Carl Roth Karlsruhe
Ethanol, 100 % Carl Roth Karlsruhe
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) Carl Roth Minchen
Ethylenglycoltetraessigsdure (EGTA) Carl Roth Miinchen
Formaldehyd Carl Roth Karlsruhe
Fetales Kalberserum (FKS) PAA-Laboratories Pasching
G418 AppliChem Darmstadt
Kanamycin Carl Roth Karlsruhe
L-Glutamin PAA-Laboratories Pasching
Glycerin Carl Roth Karlsruhe
Glycin Carl Roth Karlsruhe
Glycogen Carl Roth Karlsruhe
Glycylglycin (Gly Gly) AppliChem Darmstadt
2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsiure (HEPES) | Carl Roth Karlsruhe
Isopropanol Carl Roth Karlsruhe
Kaliumchlorid (KCI) Carl Roth Karlsruhe
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PQOs) Carl Roth Karlsruhe
Luciferin Carl Roth Karlsruhe
Magermilchpulver Carl Roth Karlsruhe
Macrophage-colony stimulating factor (M-CSF) R&D Systems Wiesbaden
B-Mercaptoethanol Carl Roth Karlsruhe
Metafectene® Biontex Minchen
Metafectene Pro® Biontex Miinchen
Magnesiumsulfat (MgSO.) Carl Roth Karlsruhe
Magnesiumchlorid (MgCly) Carl Roth Karlsruhe
Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth Karlsruhe
Natriumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth Karlsruhe
Natrium-Deoxycholat Carl Roth Karlsruhe
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) Carl Roth Karlsruhe
Natriumhydroxid (NaOH) Carl Roth Karlsruhe
Di-Natriumhydrogenphosphat (NazHPO4 x 2H20) Carl Roth Karlsruhe
NatriumdihydrogenphosphatNaH>PO4 x 2 H>O Carl Roth Karlsruhe
Nonidet P-40 (NP-40) Applichem Darmstadt
o-Nitrophenyl-B-D-galactopyranosid (ONPG) Carl Roth Karlsruhe
Penicillin/Streptomycin PAA-Laboratories Pasching
Phenol-Chloroform-lsoamylalkohol (25:24:1) AppliChem Darmstadt
Protaminsulfat Sigma Aldrich Minchen
Protease-Inhibitor-Mix Roche Mannheim
Proteinase K Applichem Darmstadt
Receptor activator of NfkB ligand (RANKL) R&D Systems Wiesbaden
RNase A Invitrogen Darmstadt
Roti®-Block Carl Roth Karlsruhe
Roti®-Histofix Carl Roth Karlsruhe
Salzsaure (HCI) Carl Roth Karlsruhe
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan Carl Roth Karlsruhe
Triton X-100 Carl Roth Karlsruhe
Tween-20 Carl Roth Karlsruhe
Zeozin Invivogen Cyla

138



Anhang

7.4 Verwendete Geréte

Tabelle 7.2: Ubersicht der verwendeten Gerite und Hersteller

GERAT BEZEICHNUNG HERSTELLER ORT
Autoklav HST 4-5-6 E Zirbus Technology Bad Grund
Bakterienbrutschrank Kelvitron Haraeus Holding Hanau
DNA Thermal Cycler Thermal Cycler 480 Perkin Eltner Cetus Tuttlingen
DNA Thermal Cycler GeneAmp 2400 Perkin Eltner Cetus Tuttlingen
Elektrophoresekammer DNA PerfectBlue Gelsystem S PeglLab Biotechnologie Erlangen
Elektrophoresekammer Protein | Elektrophoresesystem PegLab Biotechnologie Erlangen
Entwicklermaschine OptimaxTQ MS Laborgeréte Diehlheim
Durchflusszytometrie-Gerat FACSAria’™, FACSScan™ BD Biosciences Erembodegem
Falkon-Zentrifuge Universal 320R Andreas Hettich Tuttlingen
Gefrierschrank -80°C Hettich Freezer Andreas Hettich Tuttlingen
Geldokumentation DNA Gel Doc 2000 Bio-Rad Laboratories Minchen
Heizbad 1002 Gesellschaft fiir Labortechnik | Burgwedel
Kuhlzentrifuge CT15RE Hitachi HighTechnologies Mannheim
Light Cycler LightCycler480 Roche Mannheim
Luminometer Microlumat LB96P Berthold Technologies Bad Wildbad
Magnetrihrer lkamag RCT lka Staufen
Mikroskop-Zellkultur Diavert Leitz Wetzlar
NanoDrop New Drop 1000 Spectromax | Biotechnologie Erlangen
PCR-Thermocycler Primus 96 PeglLab Biotechnologie Erlangen
Photometer BioPhotometer Eppendorf Hamburg
Rollmixer R137 PSI Medizintechnik Laudenbach
Schittelinkubator TH15 Edmund Biihler Hechingen
Schttler Skyline DRS-12 ELMI LTF Labortechnik Wasserburg
SemiDry-Blotter PerfectBlue SemiDry Web S | PegLab Biotechnologie Erlangen
Sonifizierer Bioruptor Diagenode Liege
Spektrometer SpektraMax 340 MWG Biotech Ebersberg
Sterilbank CleanAir BioFlow Technik Meckenheim
Stromgeber Consort Labortechnik Frébel Wasserburg
Vortexer Vibrofix VF1 Janke & Kunkel Labortechnik | Staufen i. Br.
Tank-Blotter PerfectBlue Web S PegLab Biotechnologie Erlangen
Thermoblock TDB-120 Kisker-Biotech Steinfurt
Waage EMB 600-2 Kern & Sohn Balingen
Wasserbad Polystat CC3 P.Huber Kaltemaschinenbau | Offenburg
Zahlkammer Glasstic Glide Hycor Biomedical Inc. Kassel
Zellkulturbrutschrank Cellstar Nunc Wiesbaden
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