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1 Einleitung

1.1 Einfihrung in den Knochen- und Mineralstoffwech sel

Der Knochen ist ein dynamisches Gewebe, das wahrend des gesamten
Lebens durch Knochenanbau und Knochenresorption umgeformt und
adaptiert wird. Der Knochenumbau erfolgt durch zwei verschiedene Zelltypen:
Durch Knochenmatrix produzierende Osteoblasten und durch Osteoklasten,
die den Knochen resorbieren (Zaidi et al. 2007). Der extrazellulare Anteil des
Knochens besteht aus einer Mineralisationsphase und einer organischen
Matrix. Hauptbestandteil der Mineralisationsphase ist das Hydroxyapatit, eine
komplexe anorganische Verbindung aus Kalziumphosphatmolekilen. Die
organische Matrix setzt sich grof3tenteils aus Kollagen-Typ-I zusammen. Die
Anordnung von Mineral zwischen den Kollagenfibrillen verleiht dem Knochen
die geeignete Steifigheit. Der Knochen leistet Schutz flr Gehirn, Rickenmark,
Sinnesorgane und Knochenmark und dient als Speicher fir homgostatisch
wirksame lonen, wie Kalzium, Phospat, Natrium und Magnesium (Meghji
1992; Blair, Zaidi et al. 2002). Im Inneren des Knochens Ubernimmt das
Knochenmark wahrend der Fetalentwicklung den Uberwiegenden Teil der
Blutbildung. Im Laufe des Lebens wird das blutbildende rote Knochenmark
allmahlich durch gelbes Fettmark verdrangt. Nur in wenigen Knochen, wie in
Rippen, Sternum, Wirbelkorper, flachen Schadelknochen, Darmbeinkamm,
Hand-, und Fuf3wurzelknochen, bleibt die blutbildende Funktion erhalten
(Kreft, Reimann et al. 2000).

1.2 Knochenentwicklung - Knochenbildung und

Knochenwachstum

Der groRte Teil des menschlichen Skeletts wird embryonal als Knorpel
angelegt und im weiteren Verlauf der Entwicklung bis auf wenige Abschnitte,
wie Gelenkknorpel und Rippenknorpel, durch Knochen ersetzt. Die
Knochenbildung umfasst die Ablagerung von Osteoid durch Osteoblasten,
gefolgt von dessen Mineralisation aus Kalzium und Phosphat. Es lassen sich
zwei Knochenbildungsvorgange unterscheiden: die desmale und die
chondrale Ossifikation, wobei die letztere wiederum in die peri- und
enchondrale Ossifikation unterschieden werden kann. Wahrend die desmale



und perichondrale Ossifikation flr das Dickenwachstum des Knochens
zustandig sind, indem sich Mesenchymzellen zu Osteoblasten differenzieren,
ist die enchondrale, vom Inneren des knorpeligen Knochenvorlaufers
ausgehende Ossifikation verantwortlich fur das Langenwachstum des
Knochens (White and Wallis 2001). Hierbei wird bestehendes Knorpelgewebe
durch die Einlagerung von Kalk von der Nahrstoffzufuhr abgeschnitten, so
dass der typische Blasenknorpel entsteht. Dieser wird in der Eroffnungszone
durch die Tatigkeit der Chondroklasten und/oder Osteoklasten aufgeldst. Die
zurtickbleibenden Knorpelstreben dienen den Osteoblasten als Leitstruktur,
an deren Oberflache Osteoid abgelagert wird, so dass die Korpelstreben in
einen primitiven Knochen umgewandelt werden (Hill 1998). Die fur das
Langenwachstum verantwortlichen Vorgange lassen sich gut im
histologischem Schnitt durch die Epiphysenfuge, der Struktur zwischen
Schaft und Enden der Rohrenknochen, beobachten (siehe Abbildung 1.1).
Der primitive Knochen, auch Primarspongiosa genannt, wird weiter durch den
hoher differenzierten Lamellenknochen, bei dem die Faserbindel in
parallelen oder konzentrischen Lagen organisiert sind, ersetzt. Nicht nur
wahrend der Entwicklung, sondern — im kleineren Ausmald — wéahrend des
ganzen Lebens findet ein Umbau des Knochens durch Osteoblasten und
Osteoklasten statt (Vaananen 1993). Das Knochengewebe ist dadurch in der
Lage, seine Struktur den funktionellen Anforderungen anzupassen.

Abbildung 1.1:

Schematische Darstellung des
Epipiyss

LT Lkl bt ey 1 1 = Epiphysenknorpel

2 = Saulenknorpel
o o e 3 = Blasenknorpel

4 = Er6ffnungszone
I_‘* 5 = Verkalkte Primé&rspongiosa

6 = Osteoklast

Cianhyse

Caorliaain

Langenwachstums von Roéhrenknochen.



1.3 Endokrine Regulation von Kalzium und Phosphat

Knochen ist der Hauptspeicher von Kalzium und Phosphat. Durchschnittlich
enthélt der menschliche Kérper 1g Kalzium und 600g Phosphat. 99% vom
Kalzium und 85% vom Phosphat werden im Knochen als
Hydroxyapatitkristalle gespeichert. Vom Kalzium-Anteil befinden sich nur
etwa 1% in Serum und extrazellularer Flussigkeit. Die verbleibenden 15% des
Phosphats finden sich Uberwiegend intrazellular und nur ein geringer Anteil
von etwa 0,1% liegt in der extrazellularen Flissigkeit vor. Biologisch wirksam
ist lediglich der ionisierte Anteil.

Die Aufnahme von Kalzium und Phosphat Uber den Darm und deren
Ausscheidung, vorrangig Uuber die Niere, wird durch ein komplexes
endokrines System gesteuert. Dieses umfasst die beiden Polypeptidhormone
Parathormon (PTH) und Kalzitonin sowie das Steroidhormon 1,25-
Dihydroxycholekalziferol (1,25-(OH),-VitaminD3z=Kalzitriol) (Johnson and
Kumar 1994). Die Sekretion von PTH, Kalzitonin und Kalzitriol wird durch
einen Feedbackmechanismus, hauptsachlich Gber den Serumspiegel des
ionisierten Kalziums, beeinflusst (Purroy and Spurr 2002). Zum Beispiel fuhrt
ein niedriger Kalzium-Plasmaspiegel zur Ausschittung von PTH. Gleichzeitig
wird die Kalzitonin-Sezernierung gehemmt und die Synthese von 1,25(0OH),
Vitamin D3 gesteigert. Als Folge ist die Exkretion von Kalzium Uber die Niere
vermindert, die Kalzium-Mobilisierung aus Knochen gesteigert und die
intestinale Kalzium-Aufnahme erhoht. Der Phosphat-Spiegel wird durch PTH,
Kalzitonin und Kalzitriol gréf3tenteils reziprok zum Kalzium-Spiegel reguliert.
Diese Wechselseitigkeit ist wichtig, da sonst das schlecht I6sliche
Kalziumphosphat ausfallen kénnte. PTH hemmt an der Niere die Phosphat-
Reabsorption, indem der Natrium-Phosphat-Kotransporter-2 endozytiert und
in Lysosomen abgebaut wird (Hernando, Forgo et al. 2000) (siehe Kapitel
4.2.5). Gleichzeitig hat PTH eine stimulierende Wirkung auf die Phosphat-
Mobilisation aus Knochen. PTH wirkt allerdings nicht direkt stimulierend auf
die Osteoklasten, da diese keine PTH-Rezeptoren besitzen. Stattdessen wird
Uber die Erstwirkung von PTH auf die Osteoblasten, eine Freisetzung von
Botenstoffen, v. a. RANKL, bewirkt, welche die Osteoklasten zur vermehrten
Resorption und damit zur Phosphat-, und Kalziumfreisetzung anregen
(Burgess, Qian et al. 1999; Gori, Hofbauer et al. 2000; Lacey, Tan et al.
2000). Die Mobilisation von Phosphat aus Knochen wird durch Kalzitriol
unterstitzt. Kalzitriol fordert die Differenzierung und Entwicklung der
Osteoklasten aus Vorlauferzellen. AufRerdem erhoht Kalzitriol bei
erniedrigtem  Serum-Phosphat-Spiegel die  Phosphat-Resorption im



Dunndarm, mit der hochsten Effizienz im Jejunum und im lleum, und wirkt
einer renalen Phosphat-Ausscheidung entgegen (Blair and Athanasou 2004).
Ein Gegenspieler von PTH und Kalzitriol ist das Kalzitonin. Kalzitonin hemmt
die Mobilisierung von Phosphat und Kalzium aus Knochen und foérdert deren
Ausscheidung uber die Niere.

14 Knochenerkrankungen mit verminderter
Knochenmineralisation

Ist die Kalzium-Phosphat-Homoostase gestort, kann dies u. a. zu
Knochenmineralisierungsstérungen  fuhren.  Als  Beispiel fur eine
Mineralisierungsstorung des wachsenden Skeletts ist die Rachitis zu nennen.
Der Mineralisationsdefekt betrifft sowohl die Knochen als auch die
Wachstumsfuge. Dagegen beschreibt die Osteomalazie eine
Mineralisierungsstorung des erwachsenen Skeletts, bei dem die
Epiphysenfuge bereits geschlossen ist (Haussler and McCain 1977).
Ursachen dieser Erkrankungen sind ein Mangel an Vitamin-D oder eine
Vitamin-D-Resistenz (Li, Pirro et al. 1997; Sakai, Kishimoto et al. 2001).
Daraus resultiert u. a. eine ungenugende intestinale Kalzium-, und
Phosphatresorption. Dies wiederum stimuliert die PTH-Sekretion (sekundarer
Hyperparathyreoidismus), welche die Kalzium- und Phosphatfreisetzung aus
Knochen steigert. An der Niere bewirkt die PTH-Sekretion zum einem eine
Verminderung der Kalziumclearance, zum anderem st die renale
Ruckresorption von Phosphat herabgesetzt. Die meisten Patienten haben
folglich ein normales oder erniedrigtes Serumkalzium bei einer
Hypophosphatdmie (Panda, Miao et al. 2001). Ein nicht ausreichendes
Angebot an Kalzium und Phosphat fuhrt zu einer ungentgenden
Mineralisierung des Osteoids bei anhaltender Osteoidproduktion durch die
Osteoblasten. Charakteristisch ist daher eine Zunahme der Osteoidmasse
und Abnahme der Mineralisationsfront. Bei Kindern sind histologisch eine
Erweiterung und mangelnde Organisation der sonst geordneten
Saulenknorpelschicht an der Epiphysenfuge der langen R6hrenknochen zu
beobachten (Sabbagh, Carpenter et al. 2005). Die R6hrenknochen sind nicht
mehr in der Lage, den mechanischen Belastungen standzuhalten. Bei beiden
Krankheitsbildern imponieren diffuse Knochenschmerzen, Frakturanfalligkeit,
Muskelschwéache mit Gangstérungen (Watschelgang) und
Wachstumsstorungen (Minderwuchs)(Esterberg, Kassim et al. 2003).
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1.5 Knochenerkrankung mit erhohter Knochendichte

Die meisten schwerwiegenden Osteosklerosen beruhen auf Defekte in der
Knochenresorption. Ursachlich ist hierbei haufig eine verminderte Anzahl
oder ein Funktionsverlust der Osteoklasten. Im folgenden werden
diesbeziglich einige Knochenerkrankungen vorgestellt.

1.5.1 Morbus Paget

Der Morbus Paget ist nach der Osteoporose die zweithaufigste
Knochenerkrankung. Das charakteristische Merkmal des Morbus Paget
(Synonym: Osteitis deformans) ist der erhdohte Knochenumbau. In der
Frihphase Uberwiegt der Knochenabbau, nach dem eine sekundare,
Uberstirzte Neubildung von untermineralisierten Faserknochen folgt. Im
Verlauf der Erkrankung nimmt die Resorptionsrate relativ  zur
Knochenneubildung progressiv ab (Roodman and Windle 2005). Typische
klinische Veranderungen sind lokale Schmerzen an den betroffenen Arealen
und ausgepragte Knochendeformitaten (z. B. ,Sabelscheiden“-Tibia,
Zunahme des Kopfumfangs). In etwa 1% der Félle wurden Entartungen zum
Osteosarkom, zu Riesenzelltumoren und Chondrosarkomen, nachgewiesen
(Hansen, Seton et al. 2006; Sun, Lau et al. 2006). Die Identifizierung
verschiedener urséachlicher Mutationen im Bereich der Chromosomen 2q36,
5931, 5035, 10913, 18g21-22 und 18923 weisen auf eine genetische
Heterogenitat hin (Cody, Singer et al. 1997; Nellissery, Padalecki et al. 1998;
Hocking, Herbert et al. 2001; Laurin, Brown et al. 2001; Good, Busfield et al.
2002). Ein haufig mit dem M. Paget in Verbindung gebrachtes Gen ist das
SQSTM1. Sowohl bei familiaren als auch sporadischen Fallen wurden
mehrere Mutationen in diesem Gen gefunden (Laurin et al. 2002, Johnson-
Pais et al. 2003, Hocking et al 2002). SQSTML1 ist wahrscheinlich an der
Regulation der Signaltransduktion des RANK-Rezeptors beteiligt. Auch
andere erbliche Formen des M. Paget oder angrenzende Erkrankungen
werden durch Veradnderungen des RANKL/RANK/OPG-Systems verursacht.
Das RANKL/RANK/OPG-System spielt eine entscheidende Rolle in der
Koordinierung der Osteoblasten-, und Osteoklastenentwicklung (Teitelbaum
and Ross 2003; Hofbauer 2006). Stérungen im RANKL/RANK/OPG-System
fuhren folglich zu einem Ungleichgewicht im Knochenumbau.
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1.5.2 Pyknodysostose

Pyknodysostose ist eine autosomal-rezessive, osteochondrodysplastische
Erkrankung, beruhend auf einer eingeschrankten Knochenresorption. Die
Patienten weisen eine generalisierte Osteosklerose, haufige Frakturen,
Schéadeldeformitaten, Hypoplasie der Schlisselbeine und eine Kkleine
Korperstatur auf. Der franzosische Maler Toulouse-Lautrec soll unter dieser
Erkrankung gelitten haben. Als Ursache wurden Mutationen im Gen fir
Cathepsin K aufgedeckt (Gelb, Moissoglu et al. 1996; Hou, Bromme et al.
1999; Lazner, Gowen et al. 1999; Haagerup, Hertz et al. 2000; Saftig,
Hunziker et al. 2000; Li, Jepsen et al. 2006; Chen, Yang et al. 2007).
Cathepsin K wird stark in Osteoklasten exprimiert und besitzt als lysosomale
Cystein Proteinase die Fahigkeit bei niedrigem pH-Wert die kollagene
Tripelhelixstruktur der organischen Knochenmatrix zu spalten. Nachfolgend
sind andere Proteasen in der Lage unter weniger, sauren Milieu-
Verhéltnissen die Kollagen-Fibrillen weiter abzubauen (Everts, Korper et al.
2006). Ein Cathepsin K-Mangel in Osteoklasten fiihrt folglich zu einem
gestorten Kollagenabbau und zu einer Abbaustérung der organischen Matrix.

1.5.3 Osteopetrose

Die Osteopetrose stellt eine klinisch, biochemisch und genetisch heterogene,
vererbliche Skeletterkrankung dar. Es liegt ihr zumeist ein Defekt der
Knochenresorption zu Grunde, resultierend aus einer unzureichenden
Funktion der Osteoklasten. Dies fuhrt zu einer Vermehrung verkalkten
Knochengewebes und verhindert den Umbau zu stabilem Lamellenknochen.
Das Knochengewebe ist sprode, besitzt keine geordnete Trabekelstruktur und
je nach Auspragung ist der Markraum hochgradig eingeengt oder ganz
verschlossen. Die Folgen sind hamatologische Stérungen mit Anamie und
extramedullarer Blutbildung und hieraus resultierender
Hepatosplenomegalie. AuBerdem hat die Sprodigkeit des Knochens eine
verstarkte Frakturhaufigkeit zur Folge.

Bis zum heutigen Zeitpunkt kénnen drei Formen der Osteopetrose
unterschieden werden: (1) Infantile maligne autosomal rezessive Form
(ARO), (2) a. Adulte benigne autosomal dominante Form Typ | (ADO 1), b.
Adulte benigne autosomal dominante Form Typ Il (ADO 1) (Albers-
Schonberg-Erkrankung), (3) Autosomal rezessive Form mit Carboanhydrase-
[I-Mangel und renal-tubularer Azidose (CA II). Allerdings kdnnen weitere
Formen nicht ausgeschlossen werden.



12

Infantile maligne autosomal rezessive Osteopetrose (ARO)

Obwohl schon seit einigen Jahren Gendefekte fur mehrere osteopetrotische
Maus-Mutanten bekannt sind (Marks, Seifert et al. 1985), wurden erst in
letzter Zeit die urséchlichen Gendefekte fur die humane infantile maligne
Osteopetrose aufgedeckt. Kornak et al. (Kornak, Schulz et al. 2000), Frattini
et al. (Frattini, Orchard et al. 2000) und Scimeca (Scimeca, Quincey et al.
2003) fanden Mutationen im TCIRG1-Gen, das verantwortlich ist fur die
Kodierung der a3-Untereinheit der V-Typ H*-ATPase (s. Kapitel 1.7). Die a3-
Untereinheit, welche auch nach ihrem Molekulargewicht OC116 genannt wird,
wird verstarkt in Osteoklasten exprimiert und ist zustandig fir den H'-
Transport in die Resorptionslakune (Manolson, Yu et al. 2003). Das TCIRG1-
Gen wurde auf Chromosom 11913 lokalisiert, einer Region, die mehrere
potenzielle Kandidatengene enthélt (Heaney, Shalev et al. 1998).

Ein weiteres wichtiges Gen, welches im engen funktionellen Kontakt
zur H'-ATPase steht, kodiert ein ebenfalls stark in der Ruffled Border der
Osteoklasten lokalisiertes Protein: den Chloridkanal CIC-7. Mutationen in
CLCN7 waren bei mehreren an Osteopetrose erkrankten Kindern
nachweisbar. Einige von ihnen zeigten klinisch eine intermediare Form der
rezessiven Osteopetrose ohne schweren Krankheitsverlauf (Campos-Xavier,
Saraiva et al. 2003). Mause, denen CIC-7 fehlt, versterben nach wenigen
Wochen an den Folgen osteopetrotischer Knochenveréanderungen und an
einer Neurodegeneration (Kornak, Kasper et al. 2001). ARO Mutationen
fuhren somit zu einem Funktionsverlust des CIC-7 Proteins.

Weiterhin wurden in drei Fallen Mutationen im OSTM1-Gen gefunden
(Chalhoub, Benachenhou et al. 2003; Quarello, Forni et al. 2004; Ramirez,
Faupel et al. 2004; Pangrazio, Poliani et al. 2006). OSTML1 verschlusselt ein
Membranprotein, dessen Funktion allerdings noch nicht vollstandig geklart ist.
Ostm1 wurde als RB-Untereinheit von CIC-7 identifiziert, die gemeinsam einen
molekularen Komplex bilden (Lange, Wartosch et al. 2006). In grey-lethal (gl)
Knockout-Mausen, denen das OSTM1-Gen fehlt, zeigten sich neben
osteopetrotischen Knochenveranderungen lysosomale Ablagerungen und
eine Neurodegeneration, ahnlich wie sie bei Clcn7-Knockout-Mausen zu
finden sind (Rajapurohitam, Chalhoub et al. 2001; Pangrazio, Poliani et al.
2006).
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Autosomal dominante Osteopetrose Typ Il (ADO II)

In Folgestudien konnte gezeigt werden, dass auch die ADO Il durch CLCN7
Mutationen verursacht wird (Benichou, Cleiren et al. 2001). Alle bei der ADO
Il identifizierten Veranderungen sind Missense-Mutationen (Cleiren, Benichou
et al. 2001; Frattini, Pangrazio et al. 2003). Auffallig héaufig fanden sich
Mutationen in den beiden CBS-Domanen des Proteins, die wahrscheinlich an
den Protein-Protein-Interaktionen beteiligt sind. Kurzlich publizierte Studien
zeigen, dass CLCN7-Polymorphismen involviert sind in der Regulation der
Knochendichte und somit am phanotypischen Schweregrad der ADOII
Patienten (Pettersson, Albagha et al. 2005; Kornak, Ostertag et al. 2006). Da
bereits Mutationen im CLCN7-Gen bei ARO Patienten gefunden wurden,
scheint der Phéanotyp der ADO Il aus einem dominant negativen Effekt zu
resultieren, ahnlich wie Mutationen im CLCN1-Gen zum einen die autosomal
rezessive Myotonie vom Becker Typ und zum anderen die autosomal
dominante Thomsen Form hervorrufen kdnnen. Cleiren and al. (2001) fanden
somit eine Uberlappung der ADOIl und ARO auf genetischer Ebene.
Unterstitzt wird diese Aussage durch einen Bericht Uber eine an ADO Il
erkrankte GroRR3familie, in der zwei Familienmitglieder an ARO leiden (Frattini,
Pangrazio et al. 2003).

Autosomal dominante Osteopetrose Typ | (ADO I)

ADO | ist die einzige Form der Osteopetrose, bei der keine héaufigen
Knochenbrtiche beschrieben wurden (Bollerslev and Mosekilde 1993). In
ADO | Patienten sind Defekte im LRP5-Gen gefunden worden (Van Hul,
Gram et al. 2002; Van Wesenbeeck, Cleiren et al. 2003). Das LRP5-Gen
verschlisselt den Low-Density Lipoprotein Receptor Protein 5 (LRP5) und
befindet sich wie das TCIRG1-Gen in der Region 11g12-13.
Interessanterweise wurden Mutationen im LRP5-Gen bei verschiedenen
Knochenkrankheiten mit erhdhter Knochendichte gefunden. Die Region
11g12-13 scheint damit ebenfalls eine zentrale Bedeutung in der Regulation
der Knochendichte zu haben (Sobacchi, Vezzoni et al. 2004).

Autosomal rezessive Form mit renal-tubulérer Azidos e

Charakteristisch fur die selten vorkommende, autosomal rezessiv vererbbare,
Osteopetrose mit renaler tubuléarer Azidose und cerebraler Kalzifikation ist ein
milderer Krankheitsverlauf (Bolt, Wennink et al. 2005). Mutationen in der
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Carboanhydrase Typ Il (CA Il), die sowohl in den Schaltzellen der Niere als
auch in Osteoklasten vorkommen, sind verantwortlich fur die fehlende
Sauresekretion in beiden Zelltypen (Sly, Hewett-Emmett et al. 1983; Sly,
Whyte et al. 1985). Die zytoplasmatische CA Il ist normalerweise zustandig
fir die Umwandlung von CO; und H,O in H" und HCO3". Die bereitgestellten
Protonen werden dann in der Regel (ber die H'-ATPase in die
Resorptionslakune der Osteoklasten bzw. in die Sammelrohre der Niere
sezerniert (Tashian, Shreffler et al. 1968; Baron 1989; Blair, Teitelbaum et al.
1989). Die cerebralen Kalzifikationen lassen sich ebenfalls durch das
Vorkommen von defekten CA 1l in neuronalen Zellen des Gehirns erklaren.
Als Folge aulRRert sich klinisch eine mentale Retardation (Kida, Palminiello et
al. 2006).

Borthwick et al. untersuchte zwei Mitglieder einer turkischen Familie,
die die klinischen Zeichen einer Osteopetrose und distalen renalen tubuléren
Azidose (dRTA) aufwiesen. Wahrend bei einem eine homozygote frameshift
Mutation im Gen fur CA Il festgestellt wurde, lag beim anderen der CA II-
Spiegel im Normbereich und es waren keine Verdanderungen im CA II-Gen
nachweisbar. Urséchlich fir die Osteopetrose war hier eine homozygote
Deletion im TCIRG1-Gen. Uberdies resultierte die dRTA aus einer
homozygoten Mutation im ATP6V1B1-Gen (Borthwick, Kandemir et al. 2003).
Fur die seltene, rezessive Form der dRTA sind Mutationen im Gen fir die B1-
Untereinheit (ATP6V1B1) und im Gen flur die a4-Untereinheit der V-ATPase
(ATP6VOA4) bekannt. Beide Untereinheiten der V-ATPase kommen speziell
in der apikalen Membran von Typ A Schaltzellen im distalen Nephron vor
(Karet, Finberg et al. 1999; Stover, Borthwick et al. 2002; Stehberger, Schulz
et al. 2003). In dem von Borthwick beschrieben Fall erzeugen zwei selten
auftretende, rezessive Erkrankungen ein klinisches Bild, das dem CA II
Mangel nahezu identisch ist.

1.6 Osteoklastenbiologie

Osteoklasten sind Riesenzellen mit einem Durchmesser von 10-100um. Sie
kbnnen mehr als 10 Zellkerne enthalten (Piper, Boyde et al. 1992). Im
Organismus ist der Osteoklast die einzige Zelle, die in der Lage ist, Knochen
zu resorbieren. Osteoklasten treten bereits mit Bildung der ersten
Knochenbalkchen durch Osteoblasten in Erscheinung. Haufig liegen die
Osteoklasten in durch Resorption entstandenen Einbuchtungen, den
Howshipschen Lakunen, deren Grol3e und Anzahl Ausdruck der
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Osteoklasten-Aktivitat ist (Fuller, Thong et al. 1994). Oder sie sitzen
kappenartig auf dem freien Ende der Knochenbalkchen. Um sich an die
Knochenoberflache anzuheften, benétigen die Osteoklasten transmembrane
Adhasionsproteine, die so genannten Integrine (Helfrich, Nesbitt et al. 1996).
Diese Proteine bilden die Sealing-Zone, die engste Kontaktstelle zwischen
Osteoklast und Knochen mit einem Abstand von 0,2 bis 0,5nm. Zwischen den
Sealing-Zonen befindet sich die Ruffled Border (Burstensaummembran), die
aus Fusionen saurer Vesikel mit der Osteoklastenmembran entsteht und
charakterisiert ist durch eine starke Aufféltelung (Vaananen and Horton
1995). Zur Ruffled Border werden durch Mikrotubuli Vesikel transportiert, die
u. a. Hydrolasen in die Resorptionslakune entleeren. Fir die optimale Aktivitat
der Hydrolasen ist in der Resorptionslakune die Aufrechthaltung eines pH-
Werts von ~4,5 notwendig (Silver, Murrills et al. 1988). Dies wird durch ein
Zusammenspiel zwischen Protonen-, und Anionentransport erzielt. Protonen
werden von der zytoplasmatischen CA 1l durch die Umwandlung von CO, und
H,O in H" und HCOjs bereitgestellt. H gelangt dann durch die V-Typ H*-
ATPase in der Ruffled Border in die Resorptioslakune. Zum Ausgleich der
gebildeten Potentialdifferenz, wird parallel CI' in die Resorptionslakune
transportiert (Schlesinger, Blair et al. 1997). Das anfallende HCO3™ wird am
gegenuberliegenden Zellpol durch einen CI/HCO3-Anionenaustauscher
durch CI ersetzt (Teti, Blair et al. 1989; Blair and Zaidi 2006).

1.7  Vakuolare H "-ATPase

Es gibt drei Klassen von Membranproteinen, die vornehmlich Protonen Uber
die Membran transportieren, die H'/K*-ATPase, der Na'/H*-Austauscher und
die vakuolare H*-ATPase (V-ATPase). Letzteres, die V-ATPase, gehort zur
Familie der ATP-abhangingen Protonenpumpen. Sie wurde erstmals von
Cidon und Nelson (Cidon and Nelson 1983) und von Stone et al. (Stone, Xie
et al. 1983) in intrazellularen chromaffinen Granulae entdeckt. Die V-
ATPasen befinden sich innerhalb intrazellularer Kompartimente, wie
Endosomen, Lysosomen, sekretorischen und synaptischen Vesikeln, und
sind beteiligt an diversen zellularen Vorgangen, wie der rezeptorvermittelten
Endozytose (z.B. von LDL und Insulin), Sortierungsmechanismen von
Proteinen und Lipiden und neuronalen und hormonellen
Signaltransduktionsvorgangen (Forgac 1999). Sie erzeugen einen proton
motor force, die als Antriebskraft fiir zahlreiche sekundéare Transportprozesse
genutzt wird. AulBerdem wurden V-ATPasen in der Plasmamembran von
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spezifischen Zellen, wie renalen Schaltzellen, Osteoklasten und
Makrophagen identifiziert, wo sie eine entscheidende Rolle in der
Séauresekretion und Regulation des zytoplasmatischen pH-Werts spielen
(Brisseau, Grinstein et al. 1996; Li, Chen et al. 1999; Brown and Breton
2000).

1.7.1 Struktur und Regulation der V-ATPase

Die V-ATPase bildet einen Komplex aus mehreren Untereinheiten und ist aus
zwei Domainen aufgebaut. Die v1-Domaine stellt mit 640kDa den peripheren
Komplex dar und ist verantwortlich fur die ATP-Hydrolyse. Die vO-Domaine ist
der membranstandige Teil des Komplexes von 260kDa und zustandig fur die
Protonen-Translokation (Inoue, Wilkens et al. 2003). Ein strukturelles Modell
der V-ATPase ist in der Abbildung 1.2 dargestellt. Die V-ATPase ahnelt der F-
ATPase, die primar die Aufgabe hat ATP in Mitochondrien, Chloroplasten und
Bakterien  herzustellen. Man nimmt an, dass beide Uber
Rotationsmechanismen operieren. Die ATP-Hydrolysierung im v1-Abschnitt
induziert eine Rotationsbewegung des “Schafts”, der Untereinheit zwischen
vO und vl, der wiederum den Proteolipidring der c-Untereinheiten des
membranaren vO-Sektors in Rotation versetzt und dadurch einen Kontakt zu
den beiden Hemikanéalen in der a-Untereinheit herstellt, durch diese die
Protonen durch die Membran geschleust werden (Kawasaki-Nishi, Nishi et al.
2003).

Zytoplasma
vl
Abbildung 1.2:
Schematisch dargestelltes
Membran Strukturmodell der V-ATPase
vO
Lumen

Die grof3te Komponente des vO Sektors ist die a-Untereinheit, auch 116kD
genannt, von der bislang mehrere Isoformen bekannt sind. Die Isoformen
sind gewebespezifisch verteilt und haben unterschiedliche Funktionen. In
Mausen sind vier Isoformen (al-a4) beschrieben worden (Nishi and Forgac
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2000; Toyomura, Oka et al. 2000; Oka, Toyomura et al. 2001). Die Isoform a3
beispielsweise ist verantwortlich fur ein Targeting der V-ATPase in die
Burstensaummembran der Osteoklasten und a4 fuhrt zum Einbau der V-
ATPase in die apikale Membran der renalen Schaltzellen. Topologische
Studien der a-Untereinheit ergaben, dass dieses Protein aus neun
transmembranen Segmenten besteht, mit einer hydrophilen NH2-terminalen
Domaine (45kDa) zur cytoplasmatischen Seite und einer COOH-terminalen
hydrophoben Domaine (55kDa) zum Lumen hin gewandt (Leng, Nishi et al.
1999).

In den gut untersuchten Hefezellen sind zwei Formen der a-
Untereinheit bekannt, Vphlp und Stvlip. Vphlp ist in der vakuolaren
Membran lokalisiert und Stvlp findet sich in der Golgi-Membran (Manolson,
Wu et al. 1994). In Hefe scheint die Amino-terminale Domaine der a-
Untereinheit eine Kontrollfunktion im Targeting zu besitzen, wahrend die
Carboxyl-terminale Domaine in der ATP-Hydrolyse und im Protonentransport
involviert zu seinen scheint (Kawasaki-Nishi, Bowers et al. 2001).

Die Regulation der V-ATPase erfolgt durch unterschiedliche Faktoren.
Beteiligt sind verschiedene Hormone und zahlreiche regulatorische Proteine,
die mit den Untereinheiten der Protonenpumpe interagieren. Die Dichte der
V-ATPase in der Plasmamembran kann zudem durch zellulare Prozesse wie
Endozytose oder Exozytose reguliert werden (Forgac 2000). Ein weiterer
wichtiger Mechanismus fir die Regulation der V-ATPase ist die reversible
Dissoziation des Komplexes in seine beiden Bestandteile vO und v1 (Kane
and Smardon 2003). Diese Dissoziation kann u. a. als Antwort auf eine
veranderte Umgebung wie Glukoseentzug erfolgen und abhangen vom
Vorhandensein von Untereinheiten der V-ATPase. Unterschiedliche
Verknipfungen von Disulfidbricken im katalytischen Abschnitt beeinflussen
ebenfalls die Aktivitat der V-ATPase (Stevens and Forgac 1997). Damit
Protonenpumpen effizient arbeiten kdnnen, bendtigen sie lberdies einen
parallelen Transport von negativen Ladungstragern (Nelson and Harvey
1999; Forgac 2000). Zum Beispiel verhindern Defekte im Chloridkanal CLC-5
eine geregelte endosomale Ansauerung in der Niere und verursachen u. a.
die Dent’'sche Erkrankung (Piwon, Gunther et al. 2000; Marshansky, Ausiello
et al. 2002; Gunther, Piwon et al. 2003; Jentsch 2005; Jentsch 2007).
Mutationen im Chloridkanal CLC-7 fuhren zur Osteopetrose (Kornak, Kasper
et al. 2001).
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1.8 oc-Mausmutante

Die a3-Untereinheit der H*-ATPase, auch OC116 genannt, wird in M&ausen
durch das Gen Atp6i/Atp6v0a3 kodiert und kommt spezifisch in der Ruffled
Border der Osteoklasten vor. Fehlt die a3-Isoform, so ist die Anséduerung in
der Resorptionslakune gestért und die Osteoklastenfunktion eingeschrankt.
Sowohl die spontane osteosclerotic (oc) Mausmutante, die eine Deletion im
Atp6i/Atp6v0a3-Gen aufweist, als auch das Knockout-Mausmodell weisen
einen osteopetrotischen Phanotyp mit lethaler Folge auf (Li, Chen et al. 1999;
Scimeca, Franchi et al. 2000). Die oc-Maus wurde im Jackson Laboratory
erstmals 1967 als Spontanmutation der C57BL/6J-bf Linie beschrieben
(Schlager and Dickie 1967). 1985 lieferte Marks eine genauere
phanotypische Beschreibung der oc-Maus (Marks, Seifert et al. 1985). Beide
Mausmodelle lassen sich, etwa 10 Tage nach Geburt, von den heterozygoten
und Wildtyp-Geschwistern dadurch unterscheiden, dass sie kleiner sind und
keinen Zahndurchbruch zeigen. Mit drei Wochen ist das Kérpergewicht der
Mausmutanten im Vergleich zu normalen Tieren bis zu 70% reduziert und die
Lebenserwartung betragt funf bis sechs Wochen. In Réntgenaufnahmen sind
verkirzte Knochenglieder und eine deutliche erhdhte Knochendichte zu
sehen. Histologisch zeigen sich dicht angeordnete, untermineralisierte
Knochen-, und Knorpeltrabekel und ein obliterierter Knochenmarkraum. Die
GrofRe und Anzahl der Osteoklasten sind vergleichbar mit den Osteoklasten
im Wildtyp. Allerdings entwickeln die Osteoklasten keine regelrechte Ruffled
Border. (Udagawa, Sasaki et al. 1992; Nakamura, Takahashi et al. 1997).
Einen Nachweis fir eine fehlende Anséduerung der extrazellularen
Kompartimente lieferte die Acridin-Orange-Farbung. In Osteoklasten kamen
lediglich Ansduerungen lysosomaler Kompartimente zur Darstellung (Li, Chen
et al. 1999), in denen die al-Untereinheit der H'-Atpase nachweisbar waren
(Toyomura, Oka et al. 2000).
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2 Arbeitshypothese und Fragestellung

Die a3-Isoform der V-ATPase wird zwar spezifisch in Osteoklasten exprimiert,
kommt aber auch in anderen Gewebearten vor. Der erste Teil des von mir
bearbeiteten Projektes beinhaltet die Durchfihrung von Multi-Tissue-
Westernblots zur Untersuchung der Expression der a3-Untereinheit in
Wildtyp-, und oc/oc-Organen. Im zweiten Teil meiner Arbeit wird der
Phénotyp der oc-Mausmutante, die aus dem Jackson Laboratory stammt,
makroskopisch und histologisch beschrieben. Der dritte Teil umfasst
immunohistochemische und Immunofluoreszenz-Analysen zur Lokalisation
der a3-Untereinheit in Osteoklasten. Der angewandte polyklonale Antikorper
gegen die a3-Untereinheit wurde in der Arbeitsgruppe Jentsch (ZMNH) durch
spezifische Immunisierungsmethoden im Kaninchen hergestellt. Mit dieser
Arbeit ist der Gewinn weiterer Klarungen Uber die Lokalisation und Funktion
der V-ATPase im Zusammenhang mit CIC-7 bezlglich des osteopetrotischen
Krankheitsbilds zu erhoffen.
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3 Material und Methode

3.1 Antikorper

Antikorper Verdinnung Herkunft
Anti-a3-Untereinheit 3972(K) 1:50 eigene Herstellung
Anti-a3-Untereinheit 3872 (K) 1:50 eigene Herstellung
Anti-a3-Untereinheit 4872(M) 1:50 eigene Herstellung
Anti-a3-Untereinheit 4772 (M) 1:50 eigene Herstellung
Anti-CLC-7 7N4 (K) 1:300 eigene Herstellung
Anti-31kDa-Untereinheit 1:50 Dr. Steve Gluck
Anti-Kaninchen/Peroxidase 1:2000 DAKO
Anti-Meerschweinchen/Peroxidase 1:2000 DAKO
Anti-Kaninchen/Alexa Fluor 546 1:2000 Molecular Probes
Anti-Kaninchen/Alexa Fluor 488 1:2000 Molecular Probes
Anti-Meerschweinchen/Alexa Fluor 546 1:2000 Molecular Probes

Anti-Meerschweinchen/ Alexa Fluor 488 1:2000 Molecular Probes

3.2 Puffer und Losungen

DNA-Ladepuffer  50% Glycerol; 1mM EDTA; 0,1%(w/v) Xylencyanol in
H,O/DEPC

TAE 10mM Natriumacetat; 1mM NaEDTA; 40mM Tris/HCL; pH 8,0

Tail-Puffer (Lysis-Puffer) 50mM KCL; 50mM Tris/HCL pH 8,0; 25mM EDTA,;
pH 8,0; 0,45% NP40; 0,45% Tween 20

Low TE 10mM Tris-HCL; pH 8,0; 0,1mM Na,EDTA

PBS 137mM NaCl; 2,7mM KCI; 7,4mM Na;HPOy4; 1,5mM KH,PO,

4% PFA 4% Paraformaldehyd wurden unter Rihren bei 70-80° C in PBS

geldst und nach Abkuhlen filtriert.

PLP 2% PFA; 75mM Perjodat, 10mM Lysin in PBS pH 7,4

Immuno-Blocklésung 0,2% BSA; 10% Ziegenserum (NGS); 0,5% NP-40
in PBS
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Immuno-Carrierlésung 0,2% BSA; 1% Ziegenserum (NGS); 0,5% NP-40
in PBS
Western-Blocklosung 5% Magermilchpulver; 0,2% NP-40; 1 x TBS
Western-Waschlosung  0,1% NP-40; 1 x TBS
Lysis-Puffer (Membranprap) 140mM NacCl; 20mM Tris/HCI pH 7,6; 5mM
EDTA; 1 x Complete

3.3 Molekularbiologische Methode

3.3.1 Isolierung von DNA aus Gewebe fir die PCR-Gen otypisierung

Ca. 0,5cm lange Schwanzenden wurden mit 500ul ,Tail-Puffer und 20ul
Proteinase K(14mg/ml Roche) in 1,5ml Eppendorf-Tubes tiber Nacht bei 55T
inkubiert. Am nachsten Tag wurde pro Ansatz 10pl RNAse A (10mg/ ml)
zugesetzt und fur 1h bei 37T inkubiert. Um die Proben von Proteinen zu
befreien, wurden die Ansatze mit 500ul Phenol/Chloroform/Isomyalkohol
(25:24:1) gemischt und eine halbe Stunde lang kopflber rotiert. Hinterher
wurden die Proben bei 4T fur 20min mit 15.000Upm in einer Eppendorf
Tischzentrifuge gesetzt. Die wassrigen Uberstande wurden zur Fallung der
DNA mit 40ul 8M LiCl sowie 400l Isopropanol versetzt und leicht geschiittelt.
Anschlielend wurde zur Sedimentation genomischer DNA fur 20 min bei
14000Upm zentrifugiert. Die DNA-Pellets wurden mit 70% Ethanol
gewaschen und zum Trocknen fur 5min in einen Warmeblock bei 55C mit
offenem Deckel gesetzt. Die getrockneten DNA-Pellets wurden in 150ul Low
TE geldst.

3.3.2 Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)  und

Genotypisierung

Die Methode der PCR (Saiki et al) wurde 1987 von Kary B. Mullis entwickelt.
Mittels der PCR ist es moglich, in vitro spezifische DNA-Sequenzen zu
synthetisieren. Der PCR-Zyklus beginnt mit einer thermischen Denaturierung
(90C-94C) des DNA-Doppelstrangs. An den entstande nen Einzelstrdngen
binden bei Temperaturen von etwa 50C (Annealingtem peratur) synthetische
Oligonukleotide (Primer) an die komplementaren Sequenzen, die den zu
amplifizierenden Abschnitt flankieren. Eine hitzestabile DNA-Polymerase
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synthetisiert im nachsten Schritt den komplementaren dazwischen gelegenen
Sequenzabschnitt, von deren 3 -Ende ausgehend. Das entscheidende Prinzip
der PCR ist eine zyklische Wiederholung der einzelnen Reaktionsschritte,
wodurch die Matrize exponentiell amplifiziert wird.

Von der aus der Schwanzbiopsie isolierten genomischen DNA-LAsung
wurden je 1pul fir einen 50yl PCR Ansatz genommen. Jeder Ansatz enthielt
zudem 1,5mM MgCI2, 0,2mM dNTP, 0,2uM je der drei Primer (Ocf2, Ocf3,
Ocr2), 1U Tag-Polymerase (Life Technologie) und 5ul des zur Tag-
Polymerase mitgelieferten Reaktionspuffer (20mM Tris-HCI, pH 8,4; 50mM
KCI). Das Temperatur Protokoll war wie folgt:

1) Denaturierung 94<C 3 min

2) Denaturierung 94<C 1 min

3) Primerbindung 58T 1 min 3 Zyklen
4) Extension 72<C 3 min

5) Denaturierung 94<C 30 sec

6) Primerbindung 56C 30 sec 39 Zyklen
7) Extension 72<C 2 min

8) Aufbewahrung 10C

3.3.3 Gelelektrophorese von DNA

Nukleinsauren wandern als Anionen im elektrischen Feld zur Anode. Bei der
Gelelektrophorese wandern die verschieden grofRen Fragmente mit einer
unterschiedlichen Geschwindigkeit im Agarosegel, das den Molektlen einen
starken Widerstand entgegensetzt.

Zu den zu analysierenden Proben wurden 1/10 Volumen DNA-
Auftragpuffer pipettiert. Diese wurden dann in einem 1,5%igen Agarosegel
bei 90V aufgetrennt. Die Gelelektrophorese erfolgte in horizontalen
Kammern, die mit 1x TAE als Laufpuffer geflllt waren. Auf einem UV-
Transilluminator konnten die Banden durch das zuvor zugegebene 5pl
Ethiumbromid/100ml Gelvolumen sichtbar gemacht und photographiert
werden.

3.3.4 Filmmaterial

Zur Abbildung von Agarosegelen wurde ein Digital-Videosystem der Firma
Intas (Gottingen) verwendet. Die Nachbearbeitung digitalisierter Bilder
erfolgte mit Photoshop 5.0 (Adobe).
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3.4 Proteinbiochemische Methoden

3.4.1 Membranpraparation aus Organen

Frisch entnommene Organe der Maus wurden mit einer Rasierklinge auf
einer eisgekuhlten Platte zerkleinert und nach zu Gabe von 5ml Lysispuffer
pro Gramm Gewebe, wurde das Gemisch im Homogenisator auf Eis
homogenisiert. Weitere 5ml Lysispuffer wurden zum Homogenat hinzugeflgt
und zun&chst 2mal 10min bei 4T und 1000 x g zentri fugiert. Der Uberstand
wurde danach ein drittes Mal fir 30min bei 4C und 50000 x g in der
Ultrazentrifuge zentrifugiert. Die Membranpellets wurden in eine Lésung mit
0,1% NP-40 und 1x Complete (Roche) in PBS (pH 7,4) aufgenommen.

3.4.2 SDS-Polyacrylamidelektrophorese (SDS-Page)

Proteine wurden nach dem Laemmli-System (Laemmli, 1970) gemal ihrer
Molekilmasse aufgetrennt. Hierzu wurden die Proteinldsungen mit SDS-
Probenpuffer versetzt und fir 5min auf 50C bis 60°C erhitzt. Die
anschlielende Elektrophorese erfolgte auf 5%igen vertikalen Trenngelen bei
80V in Minigelkammern (Hoefer Scientific). Als Molekulargewichtmarker
wurden gefarbte Proteinstandards (wie der Benchmarker von Gibco Brl)
verwendet.

3.4.3 Western-Blot

Das SDS-Gel wurde nach der Elektrophorese in Methanoltransferpuffer
equilibriert. Im Tank mit Transferpuffer wurden blasenfrei auf 3 Lagen
Filterpapapier (3MM Whatman) eine Nitrozellulosemembran (Protan 0,45um
Porengrosse, Schleicher & Schuell) gelegt und auf die Membran das Gel
gebettet. Auf das Gel kamen wiederum 3 Lagen Filterpapier. Der Transfer
wurde in einer Tankblotkammer (Hoefer Scientific) mit Transferpuffer bei 70V
fur 3h oder Uber Nacht bei 20V, jeweils bei 4C unter leichtem Ruhren
durchgefuhrt. Zur Kontrolle des Transfers wurde die Membran anschliel3end
mit Poinceau S geféarbt. Fur die Immundetektion wurde die Membran fur
30min bei 37 in Blockpuffer gelegt. AnschlieRend folgte die Inkubation mit
dem spezifischen Primarantikorper in Blockpuffer fir 2h bei Raumtemperatur
oder Uber Nacht bei 4C. Im nachsten Schritt wurde die Membran dreimal
gewaschen und erneut 30min geblockt, bevor die Membran mit einem
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Peroxidase-markierten Zweitantikorper in Blockpuffer 1h bei Raumtemperatur
inkubiert wurde. Die Membran wurde 3-4x mit dem Western-Waschpuffer
gewaschen und mit entionisiertem Wasser gespult. Zur Detektion wurde das
Renaissnce Kit, Du Pont, verwendet. Die Membran wurde fir 1min mit der
Reaktionslosung beschichtet, die Luminol als Substrat fir die Peroxidase
enthielt. Auf die in eine Plastikfolie eingeschlagene Membran wurde ein
Rontgenfim gelegt und wurde mit Hilfe eines Curix 60 (AFGA) automatisch
entwickelt.

3.4.4 Konzentrationsbestimmung von Proteinldsungen

Die Konzentration an Gesamtprotein einer Losung wurde mit BCA Protein
Assay Kit (Pierce) bestimmt. Als Standard dienten BSA-Verdinnungsreihen.

3.5 Histologische Techniken

3.5.1 Paraffinschnitte

Die perfusionsfixierten Organe wurden durch eine ansteigenden
Isopropanolreihe (60%, 75%, 90% fur je 3h und 100% fur 12h) entwassert
und dann fir weitere 12h in einem 1:1 Gemisch aus 100% Isopropanol und
reinem Paraffin bei 62T inkubiert. AnschlieRend wurden die Praparate in
reines Paraffin umgelagert und fur mindestens 12h im 62T Ofen inkubiert.
Zur Einbettung der Praparate wurde ein halbautomatisches Einbettungsgeréat
(Leica EG1160) verwendet. Die Paraffinblocke wurden am Mikrotom 5um-
7pm dick geschnitten, die Schnitte wurden daraufhin im warmen Wasserbad
gestreckt und auf Objekttrager aufgezogen. Um eine bessere Haftung der
Praparate am Obijekttradger zu erzielen, wurden die Schnitte Gber Nacht bei
37C gelagert. Vor einer Weiterbehandlung der Praparate wurden diese
entparaffiniert, indem sie fur je 5min in Xylolersatz und in eine absteigenden
Ethanolreihe (100%, 90%, 70% und 50%) eingelegt wurden.

3.5.2 Gefrierschnitte

Da die meisten Oberflachenantigene durch die Fixation zerstért und fur
antikérper-immnunohistologischen  Anwendungen unzuganglich werden
kénnen, wurden Gewebeproben alternativ entweder auf Trockeneis in Tissue
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Freezing Medium eingefroren oder in Flussigstickstoff eingetaucht und bei
-80C aufbewahrt. Die gefrorenen Gewebeblockchen wurden in einem
Kryotom der Firma Leica bei -20C 10 um-20um dick geschnitten und auf
Objekttrager gezogen. Die Lagerung der Objekttrager erfolgte bei -80C. Vor
Beginn einer Weiterverwendung wurden die Schnitt mit 4% PFA flr 5min
nachfixiert und darauf mit PBS gespililt.

3.5.3 Eindeckeln von Gewebeschnitten

Um die Gewebeschnitte zu entwadssern, wurden diese durch eine
aufsteigende Ethanolreihe (50%, 70%, 90%, 100%) fur je 5min gezogen und
abschlieBend fir 10min in Xylolersatz inkubiert. Die Objekttrager mit den
Praparaten wurden dann mit einem mit Entellan bestrichen Deckglaschen
eingedeckelt.

3.5.4 Hamatoxilin-Eosin-Farbung

Fur die Hamatoxilin-Eosin-Farbung wurde zum einen Hamatoxilin in Form der
Mayer'schen Losung der Firma Merck verwendet und zum anderen wurde
eine Eosinlosung aus 0,1% Eosin und 0,05% Erythrosin G in Wasser
eingesetzt. Die Schnitte wurden 5min in die Hamatoxilinlésung, dann zweimal
2min in Wasser getaucht und hinterher unter laufendem Leitungswasser fur
5min gehalten. Danach wurden die Schnitte 10min in Eosinldsung inkubiert,
in Wasser gewaschen, entwéssert und eingedeckelt.

3.5.5 Farbung mit Toluidinblau

Toluidinblau wurde zur Farbung von Knochenschnitten und zur Gegenfarbung
von immunhistochemischen DAB-Farbungen genutzt. Die Farbelésung wurde
aus 1% Toluidinblau O und 1% Natriumretraborat gemischt und vor Gebrauch
filtriert. 5-10min wurden die Knochenschnitte in der Farbelésung inkubiert,
dann entwassert und eingedeckelt.

3.5.6 Farbung mit Methylengriin

Zur Gegenfarbung der TRAP-Farbung wurde Methylengriin eingesetzt. Dazu
wurden 1g Methylgrin in 100ml Wasser gelost und 25ml Ethanol absolut
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zugesetzt. Die Schnitte wurden nach der Farbeldsung mit Wasser gespdilt, in
70% und 100% Ethanol differenziert und eingedeckelt.

3.5.7 Nissl-Farbung

Diese Farbung stellt spezifisch die Nissl-Schollen der Neuronen dar. Die
Schnitte wurden fur 5min in der Farbeldsung von 1% Kresylviolett in 90%
Ethanol inkubiert. Bei Paraffinschnitten erfolgte das Differenzieren mit einem
Entfarbegemisch aus 96% Ethanol und 5% Eisessig fir 10sec und bei
Kryoschnitten wurde bis zu 5min differenziert. Danach wurden die
Objekttrager nacheinander in 90%, 100% Ethanol und abschliel3end in
Xylolersatz fur je 5min gelegt und schliel3lich eingedeckelt.

3.5.8 TRAP-Farbung

Die Tartat-resistente saure Phosphatase (TRAP) ist ein Enzym, das
hauptsachlich in Osteoklasten exprimiert ist. 1mg Naphtol-As-MX-Phosphat
wurden in 100l N-N-Dimethylformamid gelést und mit einem Puffer (pH5)
aus 40mM Natriumacetat und 10mM Natriumtartat auf 10ml aufgefillt. 6mg
Fast-Red-Violet LB wurden zugegeben und etwa fir 5min im Ultraschallbad
aufgelost. Die Schnittpraparate wurden mit dieser Farbelosung fir 10min
Uberschichtet, mit PBS gewaschen und eingedeckelt.

3.5.9 Immunhistochemie mit ABC-Methode

Die ABC-Methode (Avidin-Biotin-Komplex) macht sich die Affinitdt von Avidin
zu Biotin zunutze. Avidin ist ein aus Huhnereiweil3 gewonnenes Glykoprotein
(Teramer) mit vier Bindungsstellen fir Biotin, ein wasserlésliches Vitamin.
Heute wird ein neueres Produkt verwendet, das Streptavidin, das aus
Streptomyces avidinii isoliert wird. Nachdem der Primarantikérper an das zu
bestimmende Antigen gebunden hat, wird als Zweitantikbrper ein
Brickenantikdrper verwendet, der mit Biotin markiert (biotinyliert) ist und
somit in der Lage ist eine Verbindung zum ABC-Komplex herzustellen. An
den Komplex ist eine Peroxidase gekoppelt, die ein Substrat in einen
unldslichen Farbstoff umwandelt und so die Antikérper sichtbar macht. Diese
Methode besitzt auf Grund der hohen Affinitat des ABC-Komplexes eine hohe
Empfindlichkeit.
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Zur Vorbehandlung wurden die entparaffinierten Schnitte zunéachst in
einer Citrat-Puffer Losung (pH 6) durch Warmeeinwirkung fur 5min in der
Mikrowelle demaskiert, d.h. die durch die Fixierung verursachte
Proteinvernetzungen wurden aufgehoben. Die Praparate auf den
Objekttragern wurden dann mit einem Fettstift umrandet und 0,1% SDS in
PBS wurden zur Permeabilisierung auf die Schnitte getropft. Nach 5 minatiger
Einwirkung wurde zweimal mit PBS gewaschen. Kryoschnitte wurden ohne
Warmebehandlung lediglich mit PFA nachfixiert, mit SDS permeabilisiert und
mit PBS gewaschen. Die Schnitte wurden darauf in 0,3% H,O, in Methanol
30min lang inkubiert, wodurch die endogenen Peroxidasen zestort wurden.
Es folgte ein nochmaliges Waschen mit PBS und eine 1 stindige Inkubation
in Blockerlosung (0,2% BSA/ 10% Ziegenserum (NGS)/ 0,5% NP-40 in PBS),
um unspezifische Antikorperbindungen zu reduzieren. Anschlie3end wurden
die Primarantikorper in Carrierlosung (0,2% BSA/ 1% NGS/ 0,5% NP-40)
entsprechend verdunnt und aufgetragen. Die Inkubation mit dem
Erstantikorper erfolgte Gber Nacht bei 4T in einer feuchten Kammmer. Der
Zweitantikorper wurde am néchsten Tag nach dreimaligem Waschen in einer
Verdinnung von 1:1000 in Carrierlédsung auf die Praparate pipettiert. Nach 2h
Inkubationszeit wurden die Schnitte gewaschen und es folgte eine weitere 2
stindige Inkubation mit dem ABC-Kit (A und B 1:1000 verdunnt in PBS).
Erneut wurden die Schnitte mit PBS und dann mit Tris-Puffer gewaschen. Zur
Entwicklung der Praparate wurde eine DAB-Substratlosung (10ml 50mM
TrisCl pH 7,6/ 100pul 50mg/ml DAB/ 100ul 1M Imidazol/ 1ml 3%
Ammoniumnickelsulfat) hergestellt und unter dem Abzug aufgetragen. Nach
10 mindtiger Vorinkubation wurden 10ul 3% H»0, zu 5ml DAB-LO6sung
hinzugefligt. Ein letztes Mal wurden die Schnitte gewaschen, entwéassert und
eingedeckelt. Wenn erwlnscht, wurde zuvor noch mit einer Farbelésung
gegen gefarbt.

3.5.10 Immunfluoreszenz

Die Fluoreszenzmethode lauft ahnlich der ABC-Methode ab. Anstelle eines
Enzyms ist der Zweitantikbper jedoch an einen Fluoreszenzfarbstoff
gekoppelt. Durch UV-Licht wird dieser Farbstoff zur Emission von sichtbarem
Licht angeregt, so dass im Mikroskop ein Farbsignal sichtbar wird. Neben
einer schnellen und einfachen Anwendbarkeit dieser Methode ist ein Vorteil,
dass bis zu drei verschiedene Antikorper fur Kolokalisationsstudien benutzt
werden koénnen. Mit dem konfokalen Laserscanning-Mikroskop ist es
aulRerdem maoglich Objekte in mehreren Ebenen darzustellen.
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Wie bei der ABC-Methode kann eine Vorbehandlung zur
Demaskierung erfolgen. Danach wurde wie gehabt blockiert (2% BSA/ 0,5%
NP-50 in PBS) und hinterher wurden die Erstantikdrper in ihrer
entsprechenden Verdiunnung in Carrierléosung (2% BSA in PBS) aufgetragen
und zunachst fur 1h bei Raumtemperatur, dann Uber Nacht bei 4T in einer
feuchten Kammer inkubiert. Am Tag darauf wurden die Schnitte mit
salzighaltigem PBS und einfachem PBS gewaschen und dann nach
Auftragen der mit fluorochrommakierten Zweitantikbrper (Cy2/ Cy3/ Cy5
1:1000 bis 1:2000 verdunnt in PBS) fur 2h bei Raumtemperatur in Dunkelheit
inkubiert. Vor dem Eindeckeln wurden die Schnitte gewaschen und
entwassert.

3.5.11 Farbung der Zellkerne mit TOTO-3 lodid

TOTO-3 lodid (Molekular Probes) ist ein Fluorochrom, der Licht von 633nm
absorbiert und nach Interkalierung in DNA, Photonen bei 660nm Wellenlange
emittiert. Nach Inkubation mit dem Zweitantikorper bei
Immunfluoreszenzversuchen, wurde im vorletzten Waschschritt 0,2uM TOTO-
3 in PBS fur 5min bei Raumtemperatur auf die Praparate pipettiert. Dann
wurden die Schnitte abschlieend wie ublich nochmals gewaschen und
eingedeckelt.

3.6 Mikroskopie

Die histologischen Untersuchungen wurden am konfokalen Laserscanning-
Mikroskop Leica TCS NT und an einem Zeiss Axiophot Mikroskop
durchgefuihrt, dem ein Kamerasystem von Optronics engineering
angeschlossen war. Die Photos wurden mittels MetaMorph-Software
angefertigt.

Das Prinzip des Lichtmikroskops beruht darauf, dass ein Objekt durch
optische Abbildung mit mindestens zwei Linsensystemen, dem Objektiv und
dem Okular, vergré3ert wird. Dabei bildet zunéchst das Objektiv das Objekt in
ein reales Zwischenbild ab, welches durch das Okular analog zur Lupe
vergroRert betrachtet wird. Die VergroRerung des Mikroskops ergibt sich
durch das Produkt aus Objektiv-, und Okularvergréf3erung. Das
Konfokalmikroskop ist eine Variante des Lichtmikroskops, das optische
Schnitte mit mikroskopischer Auflésung in raumlich ausgedehnten Objekten
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erzeugen kann. Mit einem Computer kdnnen diese Schnittbilder schichtweise
zu einer raumlichen Darstellung zusammengesetzt werden.

3.7 Tierversuche

3.7.1 Narkotisierung von Versuchstieren

Zur Narkotisierung der Tiere vor der Perfusionsfixierung wurden 80ul 1%
Xylazinhydrochlorid und 120ul 10% Ketaminhydrochlorid gemischt und auf
Iml mit PBS aufgefillt. Von dieser Loésung wurden 2100upl pro 10g
Korpergewicht dem Tier peritoneal injiziert.

3.7.2 Perfusionsfixierung

Der Brustkorb eines durch Injektion narkotisierten Tieres wurde er6ffnet und
mittels einer Butterfly-Kanule wurde 0,01% Heparin in PBS mit einem Druck
von 180 mm/Hg unter Er6ffnung der rechten Herzkammer in die linke
Herzkammer infundiert. Nach etwa 2min folgte bei konstantem Druck die
Perfundierung mit der Fixierlosung fir 3-5min in die Herzkammer. Als
Fixierlosung wurden die PLP-L6sung und 4% PFA genutzt. Den Mausen
wurden Tibiae, Gehirn, Niere und Augen entnommen. Tibiae wurde Uber
Nacht in der verwendeten Fixierlosung bei 4T immer sionsfixiert und dann fur
5 Tage in 250mM EDTA bei 4C entkalkt. Die Gbrigen Organe wurden nach
der Perfusionsfixierung fur eine weitere halbe Stunde immersionsfixiert.
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4 Ergebnisse

4.1 Detektion der a3-Untereinheit im Multi-Tissue-

Westernblot

Mit dem spezifischen gegen die a3-Untereinheit der H*-ATPase gerichteten
Antikorper, lield sich das 116kDa grol3e Protein in verschiedenen Organen der
Wildtyp-Mause nachweisen. Besonders stark wurde das a3-Protein in der
Niere, Cortex und Auge exprimiert. Im Homogenat der
Membranpréaparationen von a3-defizienten Mausen war keine 116kDa Bande

nachweisbar (Abbildung 2.1).
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Abbildung 2.1: Westernblot Analyse der Expression der a3-Untereinheit in
Organlysaten von Wildtyp-Tier und oc-Mausmutante

4.2 Phanotypische Charakterisierung der oc/oc-Maus

4.2.1 Makroskopische Veranderungen

Nach den Regeln des autosomal rezessiven Erbgangs brachte die Vererbung
der oc-Mutation einen Anteil von 25% oc/oc-Tiere hervor. Die oc/oc-Tiere
waren in den ersten Tagen nach Geburt von den normalen Geschwister-
Tieren nicht zu unterscheiden. Im Alter von 10 Tagen waren die oc/oc-Méause,
obwohl eine ausreichende Nahrungsaufnahme gewahrleistet war, auf3erlich
durch eine verminderte Grél3e und durch ein reduziertes Korpergewicht zu
identifizieren. Die Fellfarbe und Fellbeschaffenheit glichen dem des Wildtyps.
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Da bei den meisten oc/oc-Mausen keine Z&hne sichtbar waren, oder der
Zahndurchbruch nur unvollstandig erfolgt war, erhielten die Tiere ein
spezielles Flussigfutter. Auffallend waren mit dem Alter zunehmende
kreiselende Korperbewegungen. Aul3erdem zeigten die Tiere eine gesteigerte
Erregbarkeit und wirkten unsicher und schreckhaft. Die oc/oc-M&ause blieben
bis maximal 40 Tage am Leben. Haufig verstarben die oc/oc-Mause aus noch
unklaren Ursachen bereits vor der dritten Lebenswoche. Eine mogliche
Erklarung fur ihren frihzeitigen Tod koénnte sein, dass die Tiere in
Stresssituationen hyperventilieren und bei einem niedrigen Kalziumspiegel an
tetanischen Krampfen versterben. Unterschiede zwischen dem Phanotyp
heterozygoter und Wildtyp-Tiere, sowie geschlechtsspezifische Unterschiede
konnten nicht festgestellt werden.

4.2.2 Histologische Analyse des Knochens

Makroskopisch waren die Rdhrenknochen der oc/oc-Tiere im Vergleich zu
den der Wildtyp-Tiere verkirzt und die Epiphysen wirkten keulenférmig
aufgetrieben. Lichtmikroskopische Untersuchungen der Epiphysenfuge in
Wildtyp-, und heterozygoten Tieren zeigten ein normal differenziertes
Knorpelgerist in regularer vertikaler Anordnung (Abbildung 2.2.A). Auch die
Knochenspongiosa bildete ein regelmaRiges Netzwerk durch gleichmalig
angeordnete Knochenbélkchen (Abbildung 2.2.C). Der Markraum war
regelrecht ausgebildet und es fanden sich dort Zellen der Blutbildung.

Die histologische Knochenstruktur von oc/oc-Méausen dagegen fiel
durch eine abnorm verbreiterte, unorganisierte Zone des proliferierenden
Knorpels im Bereich der Wachstumszone auf (Abbildung 2.2.B), &hnlich den
charakteristischen Merkmalen einer rachitischen Stoffwechselstérung. In der
Spongiosa waren breite, dichte, ungeordnete Osteoidtrabekeln eingelagert
und es waren unregelméfige Zungen von Knorpelspangen zu beobachten
(Abbildung 2.2.D). Die Markhohle war durch die massive Spongiosklerose
hochgradig eingeengt und teilweise stark fibrosiert. Die eingeschrankte
blutbildende Funktion des Knochenmarks schien durch die Milz und Leber
ersetzt worden zu sein. Makroskopisch war eine Hepatosplenomegalie
festzustellen.
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A ++ B -/- C ++ D /-

Abbildung 2.2: Toluidinblau gefarbte Paraffin-Schnitte der Tibiae vom Wildtyp-Tier und einer
homozygoten oc-Mausmutante an Tag P28. (A,B) Tibia-Ubersicht mit Darstellung der

Epiphysenfuge. Vergrélerung 50x. (C,D) Ausschnitt aus Knochenspongiosa. Vergréf3erung
200x

4.2.3 Histologische Analyse der Retina

Das osteopetrotische  Krankheitsbild bei  Menschen st haufig
vergesellschaftet mit einer Sehverminderung bis hin zur volligen Erblindung
(Gerritsen, Vossen et al. 1994; Steward 2003). Um zu prufen, ob oc/oc-
Mause, entsprechend den Clcn7”-Mausen, einen Verlust an Photorezeptoren
in der &auRReren Kornerschicht entwickeln oder andere Auffalligkeiten
aufweisen, wurden die Augen der oc/oc-Mause histologisch untersucht.
Anders als bei Clcn7”-Mausen war die Retina der oc/oc-Tiere (Abbildung
2.3.B) mit der der Wildtyp-Tiere (Abbildung 2.3.A) vergleichbar und schienen
primar nicht betroffen zu sein.

A +/+ B -/-

Abbildung 2.3: Nissl-Farbung der Retina einer Wildtyp- und
oc/oc-Maus an Tag P28. Vergrof3erung 100x.
1=Ganglienzellschicht, 2=Innere plexiforme Schicht, 3=Innere
Kornerzellschicht, 4=AuRere plexiforme Schicht, 5=AuRere
Kdrnerzellschicht, 6=Innere Segmente der Photorezeptoren,
7=AuRere Segmente der Photorezeptoren, 8=Retinales
Pigmentepithel
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4.2.4 CT-Befunde von der Schadelbasis

Um den Sehnervkanal zu beurteilen, wurden Mikro-CT-Aufnahmen vom
oc/oc-Schadel im Vergleich zum Wildtyp-Schadel angefertigt. Die oc/oc-Maus
zeigte eine massive Osteopetrose im Bereich des Schadels (Abbildung
2.4.B). Das Schadeldach war erheblich dicker und die Knochenstrukturen
wirkten vergrébert und gestaucht im Vergleich zur Wildtyp-Maus. Der Canalis
opticus in der vorderen Schéadelgrube, durch den der Sehnerv zur Orbita
gelangt, war bei der oc/oc-Maus stark eingeengt &hnlich wie bei der Clcn77”-
Maus.

A ++ B -/-

Abbildung 2.4: Mikro-CT vom Schadel einer Wildtyp-Maus und einer oc/oc-
Mausmutante. Die Pfeile bezeichnen die Foramina des Canalis opticus.

4.2.5 Histologische Analyse des Gehirns

In einzelnen Osteopetrosefédllen bei Menschen ist zum Visusverlust eine
cerebrale Neurodegeneration beschrieben worden (Gerritsen, Vossen et al.
1994; Steward 2003). Klinisch auf3ert sich diese als mentale Retardierung
und durch Krampfanfalle. Auch in den osteopetrotischen Clcn7”-Mausen
wurde eine Neurodegeneration nachgewiesen. Die Clcn7”-Mause zeigen
neuronale Ablagerungen, die lysosomalen Speichererkrankungen sehr
ahnlich sind und insbesondere an die Lipidspeichererkrankung neuronale
Zeroidlipofuszinose erinnern (Kornak et al. 2001; Kasper, Planells-Cases,
Fuhrmann, Scheel et al. 2005).

Die zum Vergleich angefertigten histologischen Hirnpraparate der
oc/oc-Mause zeigten in der Nissl-Farbung dagegen keinerlei auffallende
Veranderungen: Die corticalen Pyramidenzellen waren nicht geschwollen



(Abbildung 2.5.B) und die Zellarchitektur des Hippokampus erschien
regelrecht (Abbildung 2.5.A). Es waren keine Hinweise fur das Vorliegen von
abgestorbenem Zellmaterial nachweisbar.

A B
] i
8 @ Abbildung  2.5:  Nissl-
. Farbung von Hippocampus
(A) und Cortex (B) einer

oc/oc-Maus an Tag P33.
VergroRerung 200x.

4.2.6 Expression des Natrium-Phosphat-Kotransporter s in der Niere

Der Natrium-Phosphat-Kotransporter-2 (Napi-2) ist ein Transportprotein, das
in der Burstensaummembran und in endozytotischen Kompartimenten von
proximalen Tubuluszellen der Niere lokalisiert ist. Dieser ist zustandig fur die
Riuckresorption von etwa 80% des Uuber die Burstensaummembran
transportierten Phosphats. Napi-2 gelangt nach der Internalisierung in
endozytotische Kompartimente (Murer, Hernando et al. 2003). Gegensatzlich
zur Endozytose von Megalin, das als wichtigster apikaler Membranrezeptor
der Niere einem Recyclingmechanismus unterliegt (Christensen and Birn
2002), wird Napi-2 in Lysosomen abgebaut und gelangt nicht zurtick zur
Plasmamembran. Die Endozytose von Napi-2 wird durch die Ausschuittung
von Parathormon (PTH) und durch den Serum-Phosphat-Spiegel reguliert
(Bacic, Lehir et al. 2006). Ein erhéhter PTH-Spiegel im Serum fuhrt zu einer
Internalisierung des Transporters. Bei Phosphatmangel dagegen wird zur
Steigerung der Phosphat-Rickresorption kompensatorisch Napi-2 verstarkt in
die Burstensaummembran des proximalen Tubulus transportiert.

Die an das rachitische Krankheitsbild erinnernden, histologischen
Veranderungen im Knochen der oc/oc-Mause sind hinweisend flr eine
gestorte Kalzium-, und Phosphat-Homoostase. Mit Antikdrpern gegen Napi-2
und Villin wurden die Nieren der oc/oc-Mause, im Vergleich zu denen der
Wildtyp-Méause, mittels Immunofluoreszenz untersucht.
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+/+

Abbildung 2.6: Expression
des Natrium-Phosphat-
Kotransporters 2  in der
Niere einer Wildtyp- und oc-

A B

D E F Knockout-Maus an Tag
P19. (A,D) Villin (rot), (B,E)
Napi-2 (grun), (C,F) Merge.
VergroRerung 50x.
-/-

In den renalen Tubuluszellen sowohl der Wildtyp-Mause, als auch der oc/oc-

Mause, war eine intensive Anfarbung der Blrstensaummembran durch den
anti-Villin-Antikorper zu beobachten (Abbildung 2.6.A/D). Im Wildtyp war die
Anfarbung von Villin kolokalisiert mit den Napi-2-Transportern, die in
subapikalen Vesikeln unterhalb der Biurstensaummembran aufzufinden waren
(Abbildung 2.6.C). Diese Lokalisation ist vereinbar mit dem oben
beschriebenen lysosomalen Abbau der Napi-2-Transporter. In den oc/oc-
Mausen war die Anfarbung der Napi-2-Transporter insgesamt schwach
ausgepragt (Abbildung 2.6.E/F), was flr eine herabgesetzte renale Phosphat-
Ruckresorption spricht. Die gleichmaliige Verteilung der Transporter in den
Tubuluszellen kbnnte moglicherweise hinweisend sein fur das Vorliegen einer
systemischen Regulationsstérung, Z. B. eines sekundaren
Hyperparathyreoidismus.

4.3 Untersuchung der Osteoklasten in oc/oc-Mausen

4.3.1 Morphologie der Osteoklasten

oc/oc-Mause sind der Kategorie von osteopetrotischen Mausmutanten zu
zuordnen, die eine Stérung im Ansduerungsmechanismus aufweisen. Eine
ungestorte physiologische Knochenresorption ist elektronenmikroskopisch
u.a. an der Beschaffenheit der Ruffled Border von Osteoklasten erkennbar.
Als Ruffled Border, wird die aufgefaltete Oberfliche der Osteoklasten
bezeichnet, die der Knochengrundsubstanz zugewandt ist. Durch die
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Auffaltelung wird die aktiv resorbierende Zelloberflache vergroRert. Aktive
Osteoklasten formen eine Lakune (Resorptionslakune) zwischen Knochen
und der Ruffled Border, die sich in der histologischen Farbung (Toluidinblau-
Farbung) als Aufhellung darstellt. Uberdies sind reife Osteoklasten mittels der
histochemischen TRAP-Farbung gut nachweisbar. Dabei werden die
spezifisch Tartrat-resistenten sauren Phospatasen in den Vesikeln der
Osteoklasten rot angefarbt (Abbildung 2.7).

A +/+

Abbildung 2.7: TRAP-Farbung von Osteoklasten (Pfeil) einer Wildtyp-Maus (A)
und oc/oc-Mausmutante (B) an Tag P33. VergroRerung 100x.

In den Knochenpraparaten der oc/oc-Mause waren unter dem Lichtmikroskop
zahlreiche, relativ grol3e, langgestreckte Osteoklasten zu sehen. Bezlglich
der Anzahl und GroRe der Osteoklasten waren Kkeine eindeutigen
Unterschiede zwischen Wildtyp und oc/oc-Méausen festzustellen. Innerhalb
der Osteoklasten waren etwa 2-7 Zellkerne zu z&hlen. Die oc/oc-
Osteoklasten befanden sich zwischen der dichten unregelméfigen Spongiosa
und verstarkt an der Corticalis, wo eine langstreckige subperiostale
Knochenneubildung zu beobachten war. Zwischen Knochen und Osteoklast
kam die Resorptionslakune nur andeutungsweise zur Darstellung. Auf3erdem
war in oc/oc-Osteoklasten keine starke Vakuolarisierung des Zytoplasmas zu
beobachten, wie sie in Wildtyp-Osteoklasten zu sehen war.
Zusammenfassend deutet der oben beschriebene histologische
Knochenbefund auf eine gestorte Resorptionstatigkeit der oc/oc-Osteoklasten
hin. Die Osteoklasten-Differenzierung scheint dagegen ungestort zu sein.
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4.3.2 Lokalisation der a3-Untereinheit der H *-ATPase in Osteoklasten

Die extrazellulare Ansauerung der Resorptionslakune wird durch die H'-
ATPase im Zusammenspiel mit CIC-7 gewébhrleistet (Schlesinger, Blair et al.
1997; Kornak, Kasper et al. 2001). Unter Anwendung von
immunhistochemischen Methoden wurde die Lokalisation der fur die
Osteoklasten spezifischen a3-Untereinheit der H*-ATPase im Knochen
genauer bestimmt.

+/+ anti-a3-AK +/+ anti-CIC-7-AK -/- anti-a3-AK -/- anti-CIC-7-AK

Abbildung 2.8 : Immunohistochemische Untersuchung der Tibia mittels DAB-
Farbung bei einer Wildtyp- und oc/oc-Maus an Tag P19. Vergrof3erung 100x.

Die Farbung mit dem anti-a3-Antikbrper und einem enzymgekoppelten
Zweitantikorper zeigte, sowohl im Paraffin-, als auch im Gefrierschnitt von
Wildtyp-oc-Knochen deutliche, homogen verteilte Signale im Zytoplasma der
Osteoklasten (Abbildung 2.8.A). Die Gegenfarbung mit Toluidinblau hob die
Multinuklearitdt der Osteoklasten hervor. In einer weiteren Untersuchung
wurden die Wildtyp-oc-Knochen mit dem anti-CIC-7-Antikorper angefarbt
(Abbildung 2.8.B). Hierbei schienen die CIC-7-Signale sich verstarkt an die
Knochen zu gewandte Seite der Osteoklasten zu konzentrieren. Vergleichend
zum Wildtyp folgte die Analyse der oc/oc-Knochen. Andeutungsweise
konnten sehr schwache a3-Anfarbungen innerhalb der Osteoklasten in der
VergroRerung unter dem Lichtmikroskop detektiert werden (Abbildung 2.8.C).
Die CIC-7-Signale im oc/oc-Knochen kamen, ahnlich wie die Signale im
Wildtyp, sehr stark zur Darstellung (Abbildung 2.8.D).

In Immunfluoreszenz-Farbungen  zeigten sich  korrelierende
Ergebnisse: Der Wildtyp zeigte eine Konzentrierung des CIC-7 Chloridkanals
an der Ruffled Border (Abbildung 2.9.B) und eine Verteilung der a3-
Untereinheit der H*-ATPase im Zytoplasma (Abbildung 2.9.A). Zudem waren
in der konfokalen Laser-Mikroskopie eindeutige Uberlappungen von a3 und
CIC-7 im Osteoklasten-Zytoplasma zu sehen (Abbildung 2.9.D). Eine
Erklarung dafir kdnnte sein, dass bei aktiven Osteoklasten CIC-7 und a3
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Uberwiegend in gleichen Vesikeln sitzen, und CIC-7 dann praferentiell zur
Ruffled Border gelangt.

A B C

E F G H
Abbildung 2.9: Immunofluoreszenz Analyse der Tibia mit verschiedenen Antikdrpern
bei einer Wildtyp- und oc/oc-Maus an Tag P19. (A,E) a3-Untereinheit der V-ATPase

(grun), (B,F) CIC-7 (blau), (C,G) 31kd Protein (rot), (D,H) Merge. (A-D) VergroRRerung
300x. (E-H) VergroRerung 100x.

+/+

Ein weiteres interessantes Verteilungsmuster zeigten Farbungen mit dem
anti-31kd-Antikorper. Dieser Antikorper ist gegen ein Epitop des E1 Sektors
des V1 Komplexes gerichtet, das in den V-Typ-Protonenpumpen vorkommt.
In Wildtyp-Knochen war auffallig, dass sich stellenweise, intensive 31-kd-
Signale in der Ruffled Border und in intrazellularen Vakuolenmembranen
identifizieren lieBen (Abbildung 2.9.C), die groldtenteils mit CIC-7
kolokalisierten (Abbildung 2.9.D). Dieses Verteilungsmuster unterstitzt die
These, dass CIC-7 als Ausgleichsstrom fur die V-Typ-Protonenpumpe eine
wichtige Rolle spielt. Auch an Nieren war eine endosomale Kolokalisation der
31-kd-Signale mit CIC-5 feststellbar.

In oc/oc-Knochenschnitten waren mit dem anti-a3-Antikorper in der
Immunfluoreszenz-Anfarbung nahezu keine Signale sichtbar (Abbildung
2.9.E). Wohingegen unter Anwendung des anti-31kd-Antikdrpers oc/oc-
Osteoklasten durch eine schwache Fluoreszenz zu detektieren waren
(Abbildung 2.9.G). Die Immunfluoreszenz mit dem anti-CIC-7-Antikdrper in
oc/oc-Osteoklasten zeigte eine starke Intensitat vesikularer Signale, die im
gesamten Zytoplasma homogen verteilt waren (Abbildung 2.9.F). Eine
Konzentration von CIC-7 zur oc/oc-Osteoklastenoberflache war nicht zu
beobachten. Dies deutet auf eine ungentgend ausgebildete Ruffled Border
inaktiver Osteoklasten hin.



39

5 Diskussion

5.1 Einfluss der a3-Untereinheit der H *-ATPase auf den

Knochenphanotyp im Vergleich zu CIC-7

In ca. 50-60% der Patienten, die an der infantilen malignen autosomal
rezessiven Osteopetroseform (ARO) leiden, wurden Mutationen im TCIRG1-
Gen gefunden (Michigami 2002; Scimeca et al. 2003; Susani et al. 2004).
Das TCIRG1 kodiert die a3-Untereinheit der H*-ATPase, die spezifisch in der
Ruffled Border der Osteoklasten lokalisiert ist und Protonen in die
Resorptionslakune sezerniert. Fehlt die a3-Untereinheit, ist in Folge der
Unfahigkeit der Osteoklasten das extrazellulare Kompartiment anzusauern,
ein volliges Ausbleiben der Knochenresorption zu erwarten.

Parallel zum humanen osteopetrotischem Knochenphanotyp weisen
die osteopetrotischen oc/oc- und Clen7”- Mausmutanten, denen das Gen fiir
die a3-Untereinheit der H'-ATPase bzw. fur CIC-7 fehlt, beziiglich der
makroskopischen und histologischen Auspragung des Knochenphanotyps
und hinsichtlich der Morphologie und Funktion der Osteoklasten eine gute
Ubereinstimmung. Osteoklasten in oc/oc-Mausen und Clcn7”- Mausmutanten
entwickeln keine regelrechte Ruffled Border und weisen im Pit Assay einen
volligen Funktionsverlust auf. Bei beiden Mausmodellen kommen die
extrazellularen Kompartimente zwischen Osteoklasten und Knochen in der
Acridin-Orange-Farbung nicht zur Darstellung, was hinweisend ist fur eine
fehlende Ansauerung (Li et al. 1999). Ein Kompensationsmechanismus fir
die fehlende a3-Untereinheit bzw. fehlenden CIC-7-Kanal in oc/oc-M&usen
bzw. Clcn7"-Mausen scheint nicht zu existieren. Dies bekraftigt die
Hypothese, dass ein ungestdrtes Zusammenspiel der H*-ATPase mit CIC-7
von zentraler Bedeutung fir die Funktion der Osteoklasten ist.

Patienten mit TCIRG1-Mutationen scheinen insgesamt ein engeres
klinisches Spektrum aufzuweisen als Patienten mit CLCN7-Mutationen
(Campos-Xavier et al. 2005; Chu et al. 2006). Mutationen im CLCN7-Gen

wurden interessanterweise sowohl bei Patienten mit autosomal rezessiver
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Ostepetrose als auch autosomal dominanter Osteopetrose beobachtet. Im
Gegensatz zur rezessiven Form verlauft die dominante Osteopetroseform
milder. Die dominanten Mutationen in CIC-7 setzen scheinbar die
Osteoklastenaktivitat herab, wahrend durch rezessive Mutationen die
Funktion der Osteoklasten voéllig blockiert werden und zu einer abnorm
erhohten Knochenmasse fiihren. Daher ist zu vermuten, dass Mutationen in
CIC-7 an der Regulation der Knochenmasse beteiligt sind (Kornak, Ostertag
et al. 2006).

5.2 Retinaler Phanotyp der Clcn7 "-Maus verglichen zur

oc/oc-Maus

Eine verminderte Sehfahigkeit bei Osteopetrosepatienten ist eine haufig
auftretende neurologische Komplikation (Keith 1968; Beighton and
Hamersma 1985; Ruben, Morris et al. 1990; Siatkowski, Vilar et al. 1999;
Waguespack, Hui et al. 2007). Als Ursache werden zum einem sekundare
Folgen einer Sklerosierung der Schadelknochen mit Verengung des Canalis
opticus oder einer intrakraniellen Hirndruckerhn6hung durch Verengung des
Foramen jugulare, die zu Papillenddemen und einer Atrophie des Sehnervs
fuhren (Siatkowski, Vilar et al. 1999), diskutiert. Zum anderem liefern eine
Reihe von Berichten Hinweise fur das Vorliegen einer priméren
Retinadegeneration. Beispielsweise wurde in zahlreichen Féllen trotz
operativer Dekompression des Sehnervs oder erfolgreicher
Knochenmarkstransplantation ein Fortschreiten der Sehverschlechterung
beschrieben (Thompson, Kriss et al. 1998; Abinun, Newson et al. 1999). Auch
konnte nicht bei allen sehunfahigen Patienten computertomographisch oder
post mortem eine Sklerosierung der Schadelknochen mit Verengung des
Sehnervkanals und Kompression des Sehnervs festgestellt werden.
Elektrophysiologische und ophtalmoskopische Untersuchungen sprachen
ebenfalls fur eine primére Retinadegeneration und nicht flr eine sekundare
Schéadigung des Sehnervs (Hoyt and Billson 1979; Ruben, Morris et al. 1990).

Zur weiteren Abklarung der retinalen Verdnderungen wurden die
Augen der osteopetrotischen Mausmodelle, der Clen7”- und oc/oc-Maus,
naher untersucht. Schadel-CT-Aufnahmen der Clen7”- und der oc/oc-Maus
zeigten manifeste osteopetrotische Symptome: Die Schadeldecke war massiv
verdickt und der Canalis opticus war stark eingeengt. Weiterfihrende
histologische Untersuchungen ergaben bei erst 2-4 Wochen alten Clcn77-
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Mausen eine Retinadegeneration mit einem fast kompletten Verlust der
Photorezeptoren und einer unversehrten bis geringfligig verringerten
Ganglionzellschicht (Kornak, Kasper et al. 2001). In der Literatur wurde ein
nahezu identisches histologisches Bild bei einem post mortem untersuchten
Osteopetrose-Patienten  beschrieben, allerdings ohne  Anhalt fir
Kompressionsschaden des Sehnervs (Keith 1968). Da eine Kompression des
Sehnervs in der Regel zunachst retrograd die Ganglionzellschicht schadigen
wurde und nicht die Photorezeptoren, sprechen diese histologischen Befunde
eher flr eine primare Retinadegeneration. Diese Hypothese wurde durch
Elektroretinogram-Analysen bestatigt. Lichtimpulse l6sten nur geringe
elektrophysiologische Reaktionen in der Retina der Clcn7”-Mause aus
(Kasper, Planells-Cases et al. 2005). Im Vergleich zu diesen Ergebnissen
zeigte das histologisch untersuchte Auge der oc/oc-Maus eine regelrechte
Retina. Weiterhin konnten im Elektroretinogramm keine Unterschiede
zwischen den elektrophysiologischen Reaktionen der oc/oc-Retina und der
Wildtyp-Retina festgestellt werden (Kasper, Planells-Cases et al. 2005).

Zusammenfassend war bei den oc/oc-Mausen, trotz
computertomographisch festgestellter Verengung des Canalis opticus, kein
Sehverlust zu beobachten. Nicht auszuschlie3en ist allerdings, dass das
frhzeitige Versterben der oc/oc-Mutanten die Entwicklung sekundérer
Sehnervschaden verhindert haben. In Zusammensicht ist aus den
Ergebnissen zu schlieBen, dass bei hochgradig fortschreitender
Sehunfahigkeit sekundare Kompressionsschaden des Sehnervs vermutlich
eine untergeordnete Rolle spielen. Bei Osteopetrosepatienten mit
neurologischen Problemen liegen wahrscheinlich eher Mutationen in CIC-7
vor. Mutationen in der a3-Untereinheit der V-Typ H'-ATPase scheinen eher
seltener mit neurologischen Komplikationen assoziiert zu sein.

Im Multi-Tissue-Westernblot zeigte sich mit dem Antikérper gegen die
a3-Untereinheit der H*-ATPase beim Wildtyp-Tier eine deutliche Expression
in der Membranpraperation vom Auge. Im Allgemeinen ist die V-Typ H’-
ATPase an Ansaduerugsprozessen von endosomalen Vesikeln und
Lysosomen beteiligt und schafft ein pH-Optimum flir proteolytische Enzyme,
SO auch u. a. im phagolysosomalen System des retinalen Pigmentepithels
(RPE) (Deguchi et al. 1994). Zellen des RPE sind aktive Phagozyten, die
zustandig sind fur den Abbau der distalen Segmente der Photorezeptoren
(Nguyen-Legros and Hicks 2000). Versuche mit Bafilomycin Al, einem
spezifischen Inhibitor der H-ATPase, filhrte zu erhohten pH-Werten und
verhinderte den Abbau der Photorezeptoren. Erstaunlicherweise lag keine
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Storung in der Fusion der Phagozyten mit den Lysosomen vor. Indes war die
Retinadegeneration mit der Abbaustorung der Photorezeptoren rickzufihren
auf die inaktiven lysosomalen Enzyme auf Grund des verschobenen pH-
Werts (Deguchi et al. 1994). Als ubigitar vorkommendes lysosomales Protein
wurde Cathepsin D in den Lysosomen und Phagolysomen des retinalen
Pigmentepithels nachgewiesen (Hayasaka, Hara, Mizuno 1975). Korrelierend
war bei der histologischen Analyse des Cathepsin D-Knockout-Tiers eine
Degeneration der Photorezeptoren festzustellen (Koike et al. 2000).

Auf Grund der unversehrten Retina in der oc/oc-Maus stellt sich die
Frage, ob die Funktion der a3-Untereinheit durch andere Untereinheiten der
V-Typ H'-ATPase oder andere Protonentransporter kompensiert werden
kann. Interessant waren dazu u. a. Experimente mit Bafilomycin A in oc/oc-
Zellen. Aul3erdem kodnnte eine Bestimmung der genauen Lokalisation der a3-
Untereinheit in der Retina z. B. mittels immunhistochemischer Methoden zu
weiteren Erkenntnissen beitragen, um die Funktion der a3-Untereinheit der
H*-ATPase im Auge zu klaren.

Im retinalen Pigmentepithel (RPE) sind verschiedene Formen von CI'-
Kanalen gefunden worden (Weng, Godley et al. 2002; Hartzell, Qu et al.
2005). Interessant ist, dass neben den Clcn7-Mausen weitere Clcn”-
Mutanten retinale Verdnderungen zeigen. So weisen Clcn2-, Clcn3- und
Clcn6-Knockout-Méause (Bosl, Stein et al. 2001; Stobrawa, Breiderhoff et al.
2001; Poet, Kornak et al. 2006), sowie Patienten mit Mutationen im
Bestrophin-Gen (Hartzell, Qu et al. 2005; Qu, Chien et al. 2006) eine
Retinadegeneration auf. Allerdings ist bei den jeweiligen Cl-Kanal-Defekten
von unterschiedlichen Pathomechanismen auszugehen, da die einzelnen
Chloridkanale unterschiedlich lokalisiert sind. CIC-2 befindet sich in der
Plasmamembran. Bei Clcn2”-Mausen wird daher spekuliert, dass die
Retinadegeneration auf einer Regulationsstérung des ionalen Milieus
zwischen Photorezeptoren und RPE beruht (Bosl, Stein et al. 2001). CIC-3
tritt dagegen in synaptischen Vesikeln und spaten Endosomen auf, so dass
als Ursache eine gestorte synaptische Transmission nicht auszuschliel3en ist
(Stobrawa, Breiderhoff et al. 2001). Bezuglich CIC-7 wird eine
zugrundeliegende lysosomale Dysfunktion diskutiert, da CIC-7 in Lysosomen
vorkommt. Der Nachweis einer erhohten Aktivitat der 3-Hexosamidase und
Anreichung von elektronendichten Speichersubstanzen in der Retina der
Clcn7”-Mause sprechen fir das Vorliegen einer lysosomalen Stérung
(Kasper, Planells-Cases et al. 2005). Die Clcn7-Knockout-Mause weisen
Uberdies eine generalisierte Neurodegeneration auf, die der neuronalen
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Zeroidlipofuszinose (NCL) sehr ahnlich ist. Die neuronale Zeroidlipofuszinose
(NCL) gehort zum Formenkreis der lysosomalen Funktionsstorungen
(Dawson and Cho 2000; Goebel and Wisniewski 2004) und ist charakterisiert
durch lysosomal nicht abgebaute Lipofuszin-Pigmente (Goebel 2000). Auch
in grey-lethal (gl) Mutanten, deren CIC-7-Ostm1 Interaktion im lysosomalen
Sortierungsweg gestort ist (siehe 1.5.3) sind retinale und/oder cerebrale
neurodegenerative Veranderungen mit Ablagerungen von elektronendichten
Substanzen zu beobachten (Pangrazio, Poliani et al. 2006). Beim Menschen
sind retinale Lipofuchszin-Ablagerungen z. B. bei der humanen
altersabhangigen Makulardegeneration (AMD) nachgewiesen worden. Die
AMD ist assoziiert mit Mutationen im Bestrophin-Gen, das im RPE die
basolateral lokalisierten Cl'-Kanale verschlisselt (Hartzell, Qu et al. 2005; Qu,
Chien et al. 2006). Die basolateralen CI'-Kanale im RPE sind wahrscheinlich
verantwortlich fir die Reifung der Phagolysosomen und Aufrechterhaltung der
endo-lysosomalen Prozesse. Insgesamt scheint also ein ungestorter endo-
lysosomaler Mechanismus mal3gebend fir die Erhaltung einer normalen
retinalen Funktion zu sein.

5.3  Cerebraler Phanotyp der Clcn7 ™-Maus verglichen

zur oc/oc-Maus

Im Gehirn von Wildtyp-Mausen wird CIC-7 in Pyramidenzellen des
Hippocampus, in Purkinje-, und Granulazellen des Cerebellums und im
Cortex exprimiert (Kornak, Kasper et al. 2001). Bei etwa 20 Tage alten Clcn7
F.Mausen war histologisch in diesen Bereichen ein beginnender neuronaler
Verlust sichtbar. Nach weiteren 10 bis 20 Tagen entwickelte sich eine fast
komplette Degeneration der CA3 Region des Hippocampus. Gleichzeitig war
an den betroffenen Stellen eine Astrozytose und eine Aktivitditszunahme der
Mikroglia in der GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein)-Farbung zu beobachten.
Unter dem UV-Mikroskop waren autofluoreszierende, amorphe, PAS
(Periodséaure-Schiff) positive Ablagerungen im Zytoplasma der Neuronen zu
sehen. Elektronenmikroskopisch zeigten sich echoreiche, granulo-lamellare
Substanzen (Kasper, Planells-Cases et al. 2005). Diese Speichersubstanzen
sind vereinbar mit zellularen Lipofuszin-Ablagerungen und sind nahezu
identisch mit GROD (granular, osmiophilic deposit), die als klassische
Zeichen der neuronalen Zeroidlipofuchsinose (NCL) gelten (Goebel,
Wisniewski 2004). Zudem wurde eine Akkumulation von
Speicherinhaltstoffen, z. B. der Untereinheit ¢ der mitochondrialen ATP-



Synthase nachgewiesen, die ebenfalls fur die NCL charakteristisch ist.
Ahnlich wie bei den retinalen Veranderungen waren somit im gesamten
Gehirn der Clcn7"-Mause Schaden nachweisbar, die an eine lysosomale
Funktionsstérung erinnern.

Entsprechende Untersuchungen an oc/oc-Mausen ergaben dagegen keine
Auffalligkeiten. Die Ergebnisse waren mit denen der Wildtyp-Tiere
vergleichbar (Kasper, Planells-Cases et al. 2005).

Der im Rahmen dieser Arbeit erfolgte Multi-Tissue-Westernblot zeigte
beim Wildtyp-Tier ein deutliches Signal der a3-Untereinheit der H*-ATPase in
der Membranpraperation vom Gehirn. Fur eine ungestorte Erregungsleitung
finden im Neuron zahlreiche endolysosomale und sekretorische Prozesse
statt z. B. beim Recyclingvorgang an der synaptischen Membran nach
Sekretion von Neurotransmittern. Dabei werden Plasmamembrananteile mit
den darauf sitzenden Clathrin umhillten Vesikeln invaginiert. Im Zytoplasma
wird der Clathrinmantel  enzymatisch  abgespalten und nach
Transmitterbeladung im Zytosol stehen dann die Vesikel fur eine erneute
Exozytose bereit (Bauerfeind 1996). Wahrend gute Kenntnisse auf
ultrastruktureller Ebene existieren, ist tber die Dynamik und der molekularen
Maschinerie der Endozytose und des intrazellularen traffickings in neuronalen
Zellen noch wenig bekannt. Die endozytotischen und sekretorischen
Vorgange in der Nervenzelle scheinen ahnlich zu verlaufen wie in
Osteoklasten und in Schaltzellen der Niere (Heuser, Reeese 1973; Parton,
Dotti 1993; Morgan, Augustin, Lafer 2002). Hierbei ist eine Absenkung des
pH-Werts in den intrazellularen Kompartments notwendig, der durch einen
Protonentransport erreicht wird. Die deutliche Expression der a3-Untereinheit
im  Westernblot zeigt, dass die H'-ATPase auch im Gehirn bei
Ansauerungsprozessen involviert ist.

Wie oben bereits erwahnt, ist aber davon auszugehen, dass
Mutationen in der a3-Untereinheit der H*-ATPase kaum Auswirkungen auf
neurologische Symptome haben. Zu kléren ist, ob die a3-Untereinheit durch
homologe Isoformen zu ersetzen ist und somit in oc/oc-Mausen eine primare
neuronale Funktionsstorung verhindert wird. Bekannt ist bislang, dass die
Untereinheiten al und a2 der H™-ATPase im Hirn, iberwiegend in
Endosomen und synaptischen Vesikeln, exprimiert werden (Nishi and Forgac
2000; Toyomura, Oka et al. 2000; Toyomura, Murata et al. 2003). Die genaue
Identifikation der Interaktionen der a3-Untereinheit mit anderen
Proteinkomplexen und dessen Lokalisation und Funktion in Nervenzellen
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stellt eine Herausforderung dar, um die Grundmechanismen der Endozytose
in neuronalen Zellen zu verstehen.

Interessant sind die Untersuchungsergebnisse an so genannten
Rescue-Clcn7-Méausen. Es wurde ein transgenes Konstrukt hergestellt, das
das Clcn7-Gen in Verbindung mit einem Osteoklast spezifischen Promoter,
dem TRAP-Promoter, beinhaltet. Dieses Konstrukt wurde dann durch eine
Pronukleusinjektion in das Mausgenom eingefiigt. Nach Kreuzung dieses
transgenen Tieres mit der Clcn7”-Maus, konnte die Lebensdauer der
gezeugten Rescue-Clcn7-Mause verlangert und die Knochenverdnderungen
behoben werden. Die cerebrale und retinale Degeneration dagegen blieben
bestehen. Ahnlich wie die Clcn7”-Mause zeigten die Rescue-Clcn7-Mause
einen progredienten Verlauf der neuronalen Degeneration (Kasper, Planells-
Cases et al. 2005). Die neuronale Degeneration scheint unabhéngig vom
Knochenstoffwechsel auf einem eigenstdndigen Pathomechanismus zu
beruhen und konnte Ausdruck eines Uberlappungssyndroms mit einer
primaren lysosomalen Speichererkrankung sein z. B. einem lysosomalen
Enzymdefekt.

Die Knochenmarkstransplantation ist fiur Osteopetrose-Patienten
bislang die einzige langerfristig Erfolg versprechende Therapie (Gerritsen,
Vossen et al. 1994). Symptomatische Behandlungen mit Prednisolon, y-
Interferon, Kalzitriol, Parathormon und M-CSF (Macrophage Colony
Stimulating Factor) kamen bisher nur mit wechselndem Erfolg zum Einsatz
(Mohn, Capanna et al. 2004). Angelehnt an den oben genannten Ergebnissen
wirden von einer Knochenmarkstransplantation wahrscheinlich nur
Osteopetrose-Patienten ohne Sehverlust und ohne ZNS-Degeneration
profitieren. Patienten mit Defekten in der a3-Untereinheit der Protonenpumpe
haben nach einer Knochenmarkstransplantation wahrscheinlich eine bessere
Prognose als Patienten mit CIC-7-Defekten. oc/oc-Mause zeigten nach einer
in utero Stammezelltransplantation in einigen Fallen eine Voll-, bis
Teilreversiblitat des Phanotyps (Frattini, Blair et al. 2005).
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54 Ausblick

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das oc/oc-Mausmodell geeignet
ist, um die Funktion der H*-ATPase nicht nur in einzelnen Organen zu
studieren, sondern auch im  physiologischen  Kontext eines
Gesamtorganismus. Die bisherigen Analysen des oc/oc-Mausmodells bieten
die Grundlage fur eine Reihe weiterer Ansatze zur Aufklarung der Rolle der
V-Typ H'-ATPase bei zellularen Vorgangen und Ansauerungsprozessen.
Hinsichtlich des Kalzium-Phosphat-Stoffwechsels konnten z. B. durch
Provokationstestungen, indem hohe Konzentrationen von einzelnen
Elektrolyten oder Hormonen einem oc/oc-Tier appliziert werden, die
klinischen Folgen und Variationen mit Auswirkung auf u. a. Knochen, Niere
und pH-Verschiebungen in Urin und Blut Gberpruft werden.

Die von mir durchgefiihrten Westernblot-Analysen ergaben eine starke
Expression der a3-Untereinheit im Auge und Gehirn. Allerdings ist die Frage
nach der genauen Lokalisation der a3-Untereinheit und dessen Funktion im
Auge und Gehirn noch weitgehend ungeklart. Um die Sortierungs- und
Transportmechanismen des endozytotischen Apparates in neuronalen Zellen
besser zu verstehen, konnen weitere vergleichende physiologische
Experimente z. B. Messung der Konzentration von Cathepsin D und
immunhistochemische Analysen mit Kolokationen von Chloridkanalen im
Wildtyp- und oc/oc-Tieren sehr hilfreich sein. Obwohl Mutationen in der a3-
Untereinheit eher seltener neurologische Komplikationen zu verursachen
scheinen, koénnte trotzallem eine Klarung der zu Grunde liegenden
Mechanismen der a3-Untereinheit im Auge und Gehirn, méglicherweise fur
die Entwicklung therapeutischer Stategien bei verschiedenen neurologischen
und/oder neurologisch assoziierten Erkrankungen von Nutzen sein.
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6 Zusammenfassung

Die vakuolare H*-ATPase (V-ATPase) findet sich innerhalb intrazellularer
Kompartimente und in der Plasmamembran von spezifischen Zellen, wie
renalen Schaltzellen und Osteoklasten, wo sie eine entscheidende Rolle in
der Sauresekretion und Regulation des zytoplasmatischen pH-Werts spielen.
Im engen Zusammenhang zur V-ATPase stehen Chloridkandle, die eine
elektronenneutrale  Anséduerung der  betreffenden Kompartimente
ermdglichen.

Die a3-Untereinheit der H*-ATPase kommt gemeinsam mit CIC-7 spezifisch
in der Ruffled Border der Osteoklasten vor, wo sie fur die Protonensekretion
in die Resorptionslakune verantwortlich ist. Der saure pH-Wert in der
Resorptionslakune ist Vorraussetzung fur die resorptive Aktivitdt der
Osteoklasten.

Mittels eines Multi-Tissue-Westerblots mit einem spezifisch gegen die a3-
Untereinheit der H'-ATPase gerichteten Antikérper wurde in der Wildtyp-
Maus zudem eine starke Expression des a3-Proteins in der Niere, Gehirn
und im Auge nachgewiesen.

Die oc-Mausmutante, die eine Deletion im Gen Atp6i/Atp6v0a3 fur die a3-
Untereinheit aufweist, war mit zunehmendem Alter &ufRerlich durch ein
zurlckgebliebenes Wachstum zu identifizieren. Die Rohrenknochen dieser
Tiere waren verkirzt. Der Zahndurchbruch blieb aus oder war nur
ansatzweise zu erkennen. Histologische Analysen des Knochens zeigten
osteopetrotische Knochenverdnderungen mit charakteristischen Merkmalen
einer rachitischen Stoffwechsellage. Die an der Niere festgestellte
verminderte Expression des Natrium-Phosphat-Kotransporters im proximalen
Tubulus kann ebenfalls hinweisend sein fur eine gestdrte Kalzium-Phosphat-
Homoostase. Die Osteoklastenmorphologie in oc/oc-Mausen war unaufféllig
bis auf eine verminderte Anzahl transzytotischer Vesikel. Zusatzlich konnte
die typische Konzentration von CIC-7 in der Ruffled Border nicht beobachtet
werden, was auf eine gestdrte Resorptionstatigkeit der Osteoklasten
hindeutet. In Osteoklasten der Wildtyp-Mause bestand dagegen eine

Kolokalisation von CIC-7 mit der a3-Untereinheit der H*-ATPase in der
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Ruffled Border. Die oc/oc-Mause wiesen histologisch keine priméaren
Retinaschaden oder cerebrale Veranderungen auf.

Fur die Schadigung von neuronalen Zellen im Rahmen des osteopetrotischen
Krankheitsbildes sind vermutlich Defekte in Chloridkanélen verantwortlich, die
zu lysosomalen Abbaustérungen fuhren. Mutationen in der a3-Untereinheit
der H*-ATPase scheinen nur bei einer kleinen Zahl an Osteopetrosefallen mit

neurologischen Symptomen verbunden zu sein.
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