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Abkirzungen

CEACAM Carcinoembryonic Antigen-Related Cell Adhesion Molecule
COL1A1 Kollagen Typ Il alpha 1

CT Calcitonin

CTR Calcitoninrezeptor

CTX C-terminale Crosslinks

FZD Frizzled

IBSP Integrin Binding Sialoprotein

ICAML1 Intercellular Adhesion Molecule 1

IL17A Interleukin-17A

ISG15 Interferon Stimulated Gene 15

LRP Low-Density Lipoprotein Receptor-Related Protein
LYSM Lysozym M

M-CSF Macrophage colony-stimulating factor

OPG Osteoprotegerin

PTH Parathormon

RANKL Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa-B Ligand
RUNX2 Runt-Related Transcription Factor 2

S1P Sphingosin-1-Phosphat

S1PR3 Sphingosin-1-Phosphat Rezeptor 3

SGPL1 Sphingosin-1-Phosphat Lyase 1

SMPD3 Sphingomyelin Phosphodiesterase 3

SPNS2 Spinster Homolog 2

VCAML1 Vascular Cellular Adhesion Molecule 1

WNT Wingless and Int-1

NFATC1 Nuclear Factor of Activated T-Cells, Cytoplasmic 1



1. Einleitung

Das Skelett besitzt zwei Hauptfunktionen im gesunden Organismus. Zum einen ist Knochen ein sehr
stabiles und ausdauerndes Gewebe, das die Last des gesamten Korpers trgt, eine rasche
Fortbewegung ermdéglicht und als Schutz fir innere Organe dient. Zum anderen reprasentiert Knochen
das Hauptreservoir an Kalzium und fungiert als dynamischer Speicher, der unmittelbar auf intra- und
extrazellulare Veranderungen des Kalziumspiegels reagieren kann. Aufgrund dieser Eigenschaften ist
die Aufrechterhaltung des Knochengewebes als entscheidende Uberlebensfunktion zu betrachten, die
von der Aktivitat der beiden Schliusselzellen im Knochen, den Osteoblasten und den Osteoklasten,
abhéangig ist (Karsenty, 2012).

Die Neubildung von Knochen (Knochenformation) wird durch Osteoblasten ausgefiihrt, die von
mesenchymalen Stammzellen abstammen. Die osteogene Differenzierung dieser Vorlauferzellen ist
besonders von den Transkriptionsfaktoren Runt-Related Transcription Factor 2 (RUNX2) in friihen
Stadien und spater von Osterix abhangig (Zaidi, 2007). Osteoblasten sezernieren eine spezifische
Kombination von extrazellularen Peptiden wie Kollagen Typ | alpha 1 (COL1A1l), Osteocalcin und
Alkalische Phosphatase. Diese Proteine bilden zuerst die nicht-mineralisierte Knochenmatrix (Osteoid),
die spater unter dem Einfluss von Integrin Binding Sialoprotein (IBSP) und Sphingomyelin
Phosphodiesterase 3 (SMPD3) durch die Inkorporation von Kalziumphosphat mineralisiert und in der
Formation von leichtem, jedoch &uferst stabilem Knochengewebe resultiert (Hunter und Goldberg,
1994; Aubin et al., 2005). Im Gegensatz dazu wird die Knochenresorption durch Osteoklasten vermittelt,
die aus hamatopoetischen Vorlauferzellen hervorgehen und hochspezialisierte, multinukleéare
Riesenzellen reprasentieren. Diese Vorlauferzellen stellen auch den Ursprung von Zellen der
Monozyten/Makrophagenlinie dar, die jedoch unter dem Einfluss von Macrophage Colony-Stimulating
Factor (M-CSF) und Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa-B Ligand (RANKL) zu Osteoklasten
fusionieren (Kodama et al.,1991; Dai et al., 2002; Lacey et al., 1998; Yasuda et al., 1998). Dieser
Prozess ist von Transmembranproteinen wie Macrophage Fusion Receptor und Dendritic Cell-Specific
Transmembrane Protein abhéngig und wird durch Zelladh&sionsmolekile wie Vascular Cellular
Adhesion Molecule 1 (VCAM1) und Intercellular Adhesion Molecule 1 (ICAM1) potenziert (Michigami et
al., 2000; Pearse et al., 2001). RANKL wird primar von Osteoblasten exprimiert, sodass eine
unmittelbare Kopplung der Knochenresorption an die Knochenformation erfolgen kann.

Die kombinierte Aktivitat von Osteoblasten und Osteoklasten wird als Knochenumbau beschrieben, der
den grundlegenden zellularen Mechanismus zum Erhalt der Knochenmasse, -Struktur, und —Qualitat
darstellt (Abb. 1). Der Knochenumbau findet kontinuierlich an multiplen Lokalisationen innerhalb des
Skelettsystems statt und unterliegt verschiedenen Regulationsmechanismen. Mechanosensorische,
autokrine und parakrine Signale sichern die Adaption des Knochengewebes an wechselnde
mechanische Belastungen. Von besonderer Bedeutung auf dieser lokalen Ebene ist der WNT
Signalweg, der die Differenzierung mesenchymaler Progenitorzellen sowie die Funktion
ausdifferenzierter Knochenzellen entscheidend beeinflusst (Clevers und Nusse, 2012). Auf
systemischer Ebene vermitteln im Blut zirkulierende Faktoren wie Parathormon (PTH) oder Calcitonin
(CT) die Signale endokriner Organe und erlauben so die Anpassung des Organismus an
unterschiedliche Stoffwechsellagen (Martin und Sims, 2015). Gemal den Gesetzen der negativen

Ruckkopplung verschiedener Organsysteme bestehen dartber hinaus Hinweise, dass Knochen selbst



endokrine  Funktionen auslibt und beispielsweise den Glukosestoffwechsel oder die
Testosteronsynthese reguliert (Karsenty, 2012).

Durch die Komplexitat der Regulations- und Kommunikationsmechanismen im Knochenstoffwechsel
kénnen diese Prozesse auf mehreren Ebenen empfindlich gestért werden und aus dem Gleichgewicht
geraten. In der rheumatoiden Arthritis beispielsweise, der haufigsten entziindlichen Gelenkerkrankung
weltweit, fuhrt die lokale Inflammation zu einer Interleukin-17A (IL17A) vermittelten Steigerung der
Osteoklastenformation, die eine gelenknahe Knochendestruktion verursacht (Schett und Gravallese,
2012). Im Falle der Osteoporose, der haufigsten Knochenerkrankung des Menschen mit hohen
soziobkonomischen Auswirkungen, kommt es durch verschiedene lokale und systemische Alterationen
zu einem Knochenmasseverlust und damit zu einer erhdhten Frakturneigung (Cole et al., 2008).
Obgleich heutzutage auch komplexe osteoporotische Frakturen technisch sicher und komplikationsarm
versorgt werden koénnen, ist die Hospitalisierung betroffener Patienten aufgrund Immobilitdt und
nosokomialen Infektionen mit einer verhéltnisméRig hohen Gesamtmorbiditdt und —Mortalitat
verbunden. Demnach besteht ein grofRes klinisches Interesse, dem Knochenmasseverlust praventiv zu
begegnen und auch in &lteren Patienten eine gesunde Knochenstruktur anzustreben. Hierfur ist das
Verstandnis der zugrundeliegenden Mechanismen der Differenzierung und Funktion von Knochenzellen
von hdchster Bedeutung, um langfristig neuartige Therapieformen fur Patienten mit

Knochenerkrankungen etablieren zu kénnen.

Osteoblasten Osteoklasten

Reifer Knochen Osteozyten

Abb. 1. Schematische Skizze des Knochenumbaus. Osteoklasten, die einzigen Zellen im Organismus mit der
Fahigkeit zur Knochenresorption, bauen gealtertes Knochengewebe ab und beginnen somit einen typischen
Umbauzyklus im Knochen. Diese multinukledren Zellen sekretieren Salzsaure und proteolytische Enzyme in die
Resorptionslakune, was zu der Freisetzung von Kalzium und der Degradation der organischen Knochenmatrix fiihrt.
Nachfolgend migrieren Osteoblasten zu der Stelle des Knochenabbaus und fiillen den Defekt mit nicht-
mineralisierter Knochenmatrix (Osteoid), die durch die Inkorporation von Kalziumphosphat im weiteren Verlauf
mineralisiert. Osteoblasten, die im neu geformten Knochengewebe eingebettet werden, differenzieren zu
Osteozyten. Modifiziert nach Keller, 2011.



2. Ergebnisse
2.1. Die Rolle der Carcinoembryonic Antigen-Related Cell Adhesion Molecules in der Regulation

der Knochenresorption.

Increased osteoclastogenesis in mice lacking the carcinoembryonic antigen-related cell adhesion
molecule 1.

Heckt T, Bickert T, Jeschke A, Seitz S, Schulze J, Ito WD, Zimmermann W, Amling M, Schinke T, Horst
AK, Keller J.

PLoS One. 2014, 9(12):e114360

http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0114360

Im gesunden Organismus wird der Knochenumbau durch die balancierte Aktivitat der
knochenresorbierenden Osteoklasten und der knochenbildenden Osteoblasten aufrechterhalten. In der
Osteoporose findet sich zumeist eine relative Erhéhung der Knochenresorption im Vergleich zur
Knochenformation, was in einem kontinuierlichen Verlust an Knochenmasse resultiert. Nachdem eine
exzessive Knochenresorption nicht nur in der Osteoporose, sondern auch im Falle des Morbus Paget
oder tumorinduzierten Osteolysen beobachtet werden kann, ist es von hoher Bedeutung, die
molekularen Regulationsmechanismen der Osteoklastenformation zu verstehen (Roodman, 1995;
Goltzman, 2001). In der Vergangenheit konnten sowohl auf systemischer als auch auf lokaler Ebene
entscheidende Regulatoren dieser Prozesse identifiziert werden. Hierzu zahlen neben den langen
bekannten und systemisch wirksamen Hormonen wie Estrogen, Testosteron, CT oder PTH auch die
primér lokal sekretierten Zytokine wie beispielsweise M-CSF oder RANKL. Nachdem die Formation
funktioneller Osteoklasten einen hochkomplexen Prozess darstellt, ist es nicht verwunderlich, dass
weitere, bislang unbekannte Molekile eine wichtige Rolle in der Zelldifferenzierung einnehmen. Erst vor
wenigen Jahren konnte eine neuartige Funktion von Zelladhasionsmolekulen in der Differenzierung und
Funktion von Osteoklasten demonstriert werden. VCAM1, das auf Plasmozytomzellen exprimiert wird
und mit Integrinen auf der Oberflache von Osteoklasten interagiert, weist einen stimulierenden Effekt
auf die Migration und Fusion von Osteoklastenvorlauferzellen auf und fungiert somit als potenter
Regulator der Knochenresorption (Michigami et al., 2000; Pearse et al., 2001). Daruber hinaus konnte
nachgewiesen werden, dass ICAM1 eine strukturelle Bindung zwischen Osteoblasten und
Osteoklastenvorlauferzellen ermdglicht, und somit die pro-resorptive Wirkung von RANKL potenziert
(Tanaka et al., 2000). Eine weitere Gruppe von Zelladhasionsmolekulen, die in den letzten Jahren fir
hohes wissenschaftliches und klinisches Interesse sorgte, sind die sogenannten Carcinoembryonic
Antigen-Related Cell Adhesion Molecules (CEACAMS), eine Untereinheit der groBen Immunoglobulin
Superfamilie. Obwohl die Rolle der CEACAM Familie in pathologischen Zustanden wie Entziindung,
Infektion und Malignitét intensiv untersucht wurde, war eine mdgliche Funktion im Knochenstoffwechsel
bislang unbekannt (Kuespert et al., 2006).

In tierexperimentellen Studien wurde daher zuerst die Expression der CEACAM Familie in Wildtyp (WT)
Méausen auf mRNA Ebene untersucht. Hier konnte eine verhaltnismafRig starke Expression von
CEACAM1 und CEACAM10 in Knochengewebe detektiert werden. Sowohl CEACAM1 als auch

CEACAM10 wurden wéahrend der in vitro Differenzierung von Osteoblasten verstarkt exprimiert,



wohingegen die Expression zwar in hamatopoetischen Vorlauferzellen, nicht jedoch in
ausdifferenzierten Osteoklasten nachweisbar war. Nachdem diese Beobachtung auf eine spezifisch
Rolle von CEACAM1 und CEACAM10 im Knochenstoffwechsel hindeutete, wurde nachfolgend der
Knochenphéanotyp von Mausen mit globaler CEACAM1- oder CEACAM10-Defizienz analysiert.
CEACAML1-defiziente Mause wiesen eine erniedrigte Knochenmasse auf, wohingegen CEACAM10-
defiziente Mé&use keine Verdnderungen der strukturellen Knochenparameter zeigten. Der
osteoporotische Knochenphéanotyp von CEACAM1-defizienten Mausen lieR sich nicht nur in der
Wirbelsdule beobachten, sondern auch in den langen Réhrenknochen wie Femur und Tibia. Als Ursache
konnte mittels quantitativer Knochenhistomorphometrie eine erhéhte Osteoklastenanzahl
nachgewiesen werden, die von normalen Knochenformationsparametern begleitet war. Weiterfiihrende
in vitro Untersuchungen zeigten ubereinstimmend damit eine exzessive Osteoklastenformation in
Knochenmarkszellen aus CEACAML1-defizienten Tieren, was mechanistisch durch eine erhohte
Expression von Nuclear Factor of Activated T-Cells, Cytoplasmic 1 (NFATC1) erklart werden konnte,
dem wichtigsten Transkriptionsfaktor der Osteoklastendifferenzierung.

In dieser Studie konnte demnach zum ersten Mal die Rolle der CEACAM Familie im
Knochenstoffwechsel naher analysiert werden. Dartber hinaus wurde mit CEACAM1 ein
Zelladhasionsmolekiil identifiziert, welches die Osteoklastenformation negativ beeinflusst und somit
einen Ansatzpunkt zukinftiger antiresorptiver Therapieoptionen fiir Patienten mit (berschieRender

Knochenresorption darstellen kénnte.
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2.2. Direkte Hemmung der Knochenresorption durch FZ D8, einem WNT Co-Rezeptor

Canonical Wnt signaling inhibits osteoclastogenesis independent of osteoprotegerin.

Albers J*, Keller J *, Baranowsky A*, Beil FT, Catala-Lehnen P, Schulze J, Amling M, Schinke T. (‘equal
contribution)

The Journal of Cell Biology. 2013, 200(4):537-49.

http://dx.doi.org/10.1083/jcb.201207142

CEACAML1-defiziente Mause zeigten eine gesteigerte Osteoklastenformation als Ursache fur ihre
erniedrigte Knochenmasse. Eine mdgliche molekulare Erklarung kénnte durch die Tatsache bedingt
sein, dass CEACAM1 als Regulator des WNT Signalweges fungiert, einem der wichtigsten
Signalkaskaden im Knochenstoffwechsel (Leung et al.,, 2008; Jin et al., 2008). Neben anderen
Signalkaskaden (nicht-kanonisch) vermittelt der WNT-Signalweg seine biologischen Effekte primér tiber
das Protein B-Catenin (kanonisch), dessen Stabilisierung und intrazellulare Akkumulation die
Transkription multipler Zielgene steuert (Mosimann et al., 2009). Liganden der WNT Familie, die eine
wichtige Rolle wahrend der Embryonalentwicklung sowie in vielen verschiedenen (patho-)
physiologischen Vorgangen spielen, binden in Knochenzellen an einen Rezeptorkomplex, der aus
einem Frizzled-Rezeptor (FZD) und einem der Co-Rezeptoren LRP5 oder LRP6 besteht (Clevers and
Nusse, 2012; Abb. 2). Inaktivierende Mutationen im Gen fir LRP5 resultieren in einer Osteoporose,
wohingegen aktivierende Mutationen eine Osteosklerose verursachen (Gong et al., 2001; Boyden et al.,
2002; Little et al., 2002). Obgleich diese Beobachtungen darauf hinwiesen, dass der WNT Signalweg
primér die Knochenformation reguliert, fiihrte die selektive Inaktivierung von 3-Catenin in Osteoblasten
nicht zu der erwartenden Reduktion der Osteoblastenfunktion, sondern zu einer gesteigerten
Osteoklastenformation. Dieser Effekt konnte molekular durch eine erniedrigte Synthese von
Osteoprotegerin (OPG) erklart werden (Glass et al., 2005; Holmen et al., 2005; Kramer et al., 2010), ein
von Osteoblasten sezernierter Decoy-Rezeptor, der die Osteoklastendifferenzierung durch
Neutralisation von RANKL inhibiert (Simonet et al., 1997).
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Abb. 2. Vereinfachte Darstellung des WNT Signalwegs. Durch Bindung von WNT Liganden an den WNT
Rezeptorkomplex (LRP5/6 und FZD) kommt es zu einer intrazellularen Akkumulation von B-Catenin, dass
normalerweise durch den Proteinkomplex aus Axin, APC, und GSK3 abgebaut wird. Dies fiihrt zu der Translokation
von B-Catenin in den Nukleus, wo die Transkription mehrerer WNT-Zielgene initiiert und somit die Differenzierung
und Funktion von Knochenzellen gesteuert wird. Modifiziert nach Han und Na, 2011.

In den Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass die Inaktivierung des WNT Signalwegs in
Osteoklastenvorlauferzellen Gberraschenderweise einen osteoporotischen Knochenphanotyp bewirkt
(Keller, 2014). Diese Mause, in denen eine Deletion von B-Catenin durch CRE/LOX-Rekombination
mittels des Lysozym M (LYSM)-Promotors erfolgt war (Clausen et al., 1999), zeigten eine gesteigerte
Osteoklastendifferenzierung bei normaler Knochenformationsrate.

Um hier die Rolle des WNT Signalweges in der Regulation der Osteoklastenformation detaillierter zu
verstehen, wurde die Genexpression aller bekannten FZD-Rezeptoren in verschiedenen Geweben und
Zelltypen analysiert. Hierbei konnte eine hohe Expression von FZD8 in Osteoblasten und Osteoklasten
detektiert werden. Die nachfolgende histomorphometrische Analyse FZD8-defizienter Mause zeigte
einen osteoporotischen Knochenphanotyp aufgrund einer gesteigerten Osteoklastendifferenzierung bei
normaler Knochenformationsrate. Interessanterweise wiesen FZD8-defiziente Knochenzellen eine
intakte WNT SignalUbertragung auf, was durch eine kompensatorische Erhéhung der FZD Rezeptoren
FZD1-7 und FZD10 erklart werden konnte. Weitere in vitro Untersuchungen demonstrierten, dass der
hemmende Effekt von FZD8 unabhangig von der OPG oder RANKL Synthese in Osteoblasten vermittelt
wird und FZD8 somit als direkter Inhibitor der Osteoklastendifferenzierung fungiert.

Zusammenfassend konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass FZD8 einen direkt hemmenden Effekt
auf die Osteoklastendifferenzierung austibt, der unabhangig von der OPG Synthese in Osteoblasten
vermittelt wird. Nachdem FzZD8 einen G-Protein gekoppelten Oberflachenrezeptor darstellt, dessen
Aktivierung in einer Hemmung der Osteoklastenformation resultiert, konnte somit ein Ansatzpunkt far
neuartige Therapieformen bei exzessiver Knochenresorption identifiziert werden. Obgleich diese Daten
auf eine Alteration des WNT Signalweges als Ursache fiir den Knochenphanotyp von CEACAM1-

defizienten Mausen hinweisen, sind hier weitere mechanistische Untersuchungen notwendig.



38

2.3. Regulation der Knochenformation durch den Serp  entinrezeptor FZD9.

Control of bone formation by the serpentine receptor Frizzled-9.

Albers J, Schulze J, Beil FT, Gebauer M, Baranowsky A, Keller J , Marshall RP, Wintges K, Friedrich
FW, Priemel M, Schilling AF, Rueger JM, Cornils K, Fehse B, Streichert T, Sauter G, Jakob F, Insogna
KL, Pober B, Knobeloch KP, Francke U, Amling M, Schinke T.

The Journal of Cell Biology. 2011, 192(6):1057-72.

http://dx.doi.org/10.1083/jcb.201008012

Durch die oben geschilderten in vitro und in vivo Experimente konnte eine neue Funktion von CEACAM1
und des WNT Signalwegs in der direkten Regulation der Knochenresorption identifiziert werden.
Obgleich diese Ergebnisse die Entwicklung neuartiger antiresorptiver Substanzen entscheidend
beeinflussen kodnnten, stellt die Identifizierung von Signaltransduktionswegen mit regulatorischer
Wirkung auf die Osteoblastenaktivitat ein weiteres Ziel der translationalen Forschung dar. Dies ist
besonders durch die Tatsache bedingt, dass abgesehen von taglichen PTH Injektionen (Teriparatid)
momentan keine therapeutische Substanz zu Verfligung steht, die die Knochenformationsrate klinisch
wirksam steigert (Black und Rosen, 2016). Biomechanisch ist dies ungiinstig, da eine Steigerung der
Osteoblastenfunktion im Gegensatz zu antiresorptiven Substanzen in einer verbesserten Qualitat und
Stabilitat des Knochens resultiert. Die Beobachtung, dass sich Mutationen des WNT Signalwegs,
insbesondere von LRP5, entscheidend auf die Aktivitdt knochenbildender Osteoblasten auswirkt (Gong
et al., 2001; Boyden et al., 2002; Little et al., 2002), ist daher fur die Erforschung zukinftiger
Therapieformen von immenser Bedeutung. Nachdem LRP5 nur durch Komplexbildung mit einem FZD
Rezeptor eine intrazelluldre Signalkaskade auslost (Cong et al., 2004), erscheint es erstaunlich, dass
die Rolle der FZD Rezeptoren in der Regulation der Osteoblastenfunktion bislang nicht untersucht
wurde.

Um diese Licke zu schlieRen, wurde die Expression aller 10 bekannten FZD Gene wahrend der
Osteoblastendifferenzierung mittels Genchip-Analyse untersucht. Das einzige FZD Gen, das wéahrend
der in vitro Differenzierung der Osteoblasten eine differentielle Expression zeigte, war FZD9. In der
frihen Osteoblastendifferenzierung konnte eine rapid ansteigende Expression von FZD9 detektiert
werden, die nachfolgend wahrend der terminalen Osteoblastenreifung graduell abnahm. Um eine
potentielle Funktion in der Regulation der Knochenformation zu testen, wurde nachfolgend eine
komplette histomorphometrische Charakterisierung FZD9-defizienter Mause durchgefihrt. In der Tat
wiesen FZD9-defiziente Tiere einen osteoporotische Knochenphénotyp auf, der ab dem Alter von 6
Monaten zu beobachten war. Als Ursache der verminderten Knochenmasse konnte eine reduzierte
Knochenformationsrate bei normalen Knochenresorptionsparametern  festgestellt  werden.
Ubereinstimmend damit zeigten FZD9-defiziente Osteoblasten eine verminderte Mineralisationsleistung
in vitro, wohingegen die Osteoklastendifferenzierung nicht beeintrachtigt war. Obgleich FZD9 zuvor als
Co-Rezeptor fur LRP5 beschrieben wurde und somit als Mediator des WNT Signalwegs angesehen
wird (Schulte und Bryja, 2007), war die intrazellulare Signalkaskade sowie die Aktivierung WNT-
spezifischer Zielgene nach Stimulation FZD9-defizienter Osteoblasten nicht beeintréachtigt.

Weiterfuhrende Genexpressionsanalysen in FZD9-defizienten Osteoblasten zeigten eine stark
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erniedrigte Expression von Interferon Stimulated Gene 15 (ISG15), einem Ubiquitin-like Modifier Protein
mit unbekannter Funktion im Knochenstoffwechsel (Loeb und Haas, 1992; Skaug and Chen, 2010).
ISG15 zeigte ein vergleichbares Expressionsprofil wie FZD9 wéahrend der Osteoblastendifferenzierung,
und 1SG15-defiziente Osteoblasten waren vergleichbar mit FZD9-defiziente Osteoblasten durch einen
ausgepragten Mineralisationsdefekt gekennzeichnet. Diese in vitro Beobachtungen konnten durch eine
umfassende in vivo Analyse bestétigt werden, da ISG15-defiziente Mause eine Osteoporose aufgrund
einer erniedrigten Knochenformationsrate aufwiesen und somit den Knochenphanotyp von FZD9-
defizienten Tieren rekapitulierten.

Zusammenfassend konnte in dieser Studie zum ersten Mal die Rolle eines FZD Rezeptors in der
Regulation der Knochenformation demonstriert werden. Nachdem FZD9 strukturell als
Serpentinrezeptor mit extrazellularer Bindungsdoméne fungiert und daher einen idealen Ansatzpunkt
fur Medikamente darstellt (Wise et al., 2002; Overington et al., 2006), kdnnte diese Studie langfristig zur
Entwicklung osteoanaboler Therapieformen fur Patienten mit Knochenmasseverlustsyndromen

beitragen.
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2.4. Calcitonin reguliert die Knochenformation durc h Reduktion der Freisetzung von Sphingosin-

1-Phosphat aus Osteoklasten.

Calcitonin controls bone formation by reducing sphingosine 1-phosphate release from osteoclasts.
Keller J, Catala-Lehnen P, Huebner AK, Jeschke A, Heckt T, Lueth A, Krause M, Koehne T, Albers J,
Schulze J, Schilling S, Haberland M, Denninger H, Neven M, Hermans-Borgmeyer |, Streichert T, Breer
S, Barvencik F, Levkau B, Rathkolb B, Wolf E, Calzada-Wack J, Neff F, Gailus-Durner V, Fuchs H, de
Angelis MH, Klutmann S, Tsourdi E, Hofbauer LC, Kleuser B, Chun J, Schinke T, Amling M.

Nature Communications. 2014, 5:5215.

http://dx.doi.org/10.1038/ncomms6215

Die bisherigen Ergebnisse konnten CEACAM1 und FZD8 als direkte Regulatoren der
Osteoklastenformation identifizieren, wohingegen eine direkte Funktion von FZD9 in der Steuerung der
Osteoblastenaktivitat nachgewiesen wurde. Die Differenzierung und Funktion von Osteoblasten und
Osteoklasten erfolgt jedoch nicht nur durch zellautonome Mechanismen, sondern wird auch durch eine
bilaterale Zellkommunikation mittels parakriner Signale reguliert. Dies wird an einer der
Schliisselentdeckungen im Knochenfeld ersichtlich, dass das von Osteoblasten sezernierte Peptid
RANKL essentiell fir die Formation und Funktion reifer Osteoklasten ist. Die Aufdeckung dieses
molekularen Zellkommunikationsmechanismus fiihrte zu der Entwicklung von Denosumab, einem
hochspezifischen, RANKL-neutralisierenden Antikérper, der zur Therapie der Osteoporose im
Menschen zugelassen ist (Martin und Sims, 2015). Unklarheit bestand jedoch bislang dariber, inwiefern
Osteoklasten die Aktivitat von Osteoblasten beeinflussen kdnnen (Sims und Martin, 2014). In den
eigenen Vorarbeiten konnte nachgewiesen werden, dass das von der Schilddriise sezernierte Hormon
CT nicht wie bislang angenommen die Knochenresorption reguliert, sondern Uber den
Calcitoninrezeptor (CTR) in Osteoklasten die Knochenformation steuert (Keller, 2010). Mause mit einer
globalen oder Osteoklasten-spezifischen CTR Deletion weisen eine erhdhte Knochenmasse aufgrund
gesteigerter Knochenformationsrate auf. Als mdglichen molekularen Mediator konnte hierbei
Sphingosin-1-Phosphat (S1P) identifiziert werden, das von Osteoklasten sezerniert wird und in vitro
einen stimulierenden Effekt auf die Osteoblastenfunktion austbt. Wéhrend diese Beobachtung durch
die Arbeit anderer Autoren unterstitzt wird (Ryu et al., 2006; Lotinun et al., 2013), blieben folgende

Fragen bislang jedoch unbeantwortet:

1) Reguliert CT die Knochenformation iber die Regulation der S1P Freisetzung in vivo?

2) Uber welchen S1P Rezeptor und welche intrazellulare Signalkaskade beeinflusst S1P die
Aktivitat von Osteoblasten?

3) Kann die Wirkung von S1P pharmakologisch genutzt werden, um die Knochenformationsrate

und somit die Knochenmasse therapeutisch zu steigern?

In den weiterfiihrenden Studien konnte demonstriert werden, dass CT Uber die verminderte Expression
von Spinster Homolog 2 (SPNS2), kodierend fiir ein transmembrandses Transporterprotein (Kawahara
et al., 2009), die Freisetzung von S1P aus Osteoklasten reduziert. Von den bislang fiinf bekannten S1P

Rezeptoren S1PR1-5 zeigte S1PR3 eine spezifische und wahrend der Zellreifung dynamische



59

Expression in Osteoblasten. S1PR3-defiziente Mause wiesen einen osteoporotischen
Knochenphanotyp aufgrund einer erniedrigten Knochenformation auf, sodass eine osteoanabole
Funktion von S1PR3 im Organismus belegt werden konnte. Die Hypothese, dass CT Uber S1P und
S1PR3 die Osteoblastenfunktion inhibiert, konnte nachfolgend in vivo verifiziert werden, nachdem die
Deletion von S1PR3 in CTR-defizienten Mausen zu einer Normalisierung der Knochenformationsrate
und der Knochenmasse fiihrte (Abb. 3). Ubereinstimmend mit der Tatsache, dass eine hohe Expression
von SPNS2 und S1PR3 in humanen Knochenbiopsien detektiert werden konnte, lie3 sich der
hemmende Effekt von CT auf die Knochenformation auch in Patienten im Zustand nach totaler
Thyreoidektomie beobachten. In diesen Patienten zeigte sich die Abwesenheit von CT mit dem
Auftreten einer gegeniiber dem Altersdurchschnitt erhéhten Knochenmasse assoziiert, sodass von
einer biologisch relevanten Funktion von CT im Menschen ausgegangen werden kann.

Weitere Zellkulturexperimente demonstrierten, dass S1P in primaren Osteoblasten Uber S1PR3 die
Expression von COL1A1, IBSP und SPMD3 steigert, die alle entscheidend an der Synthese der
extrazellularen Knochenmatrix beteiligt sind (Hunter und Goldberg, 1994; Aubin et al., 2005; Glorieux
2008). Im Gegensatz dazu konnte ein S1PR3-unabhéangiger Effekt auf die Expression von RANKL
gezeigt werden. Um diese potenten Effekte von S1P in vivo zu uberprifen, wurden zudem Mause mit
einem Defekt im Gen fir Sphingosine-1-Phosphat Lyase 1 (SGPL1) analysiert, das normalerweise die
Inaktivierung von S1P vermittelt. Diese Mause sind durch lokal und systemisch erhdhte S1P Spiegel
charakterisiert und haben aufgrund verschiedener Komorbiditaten eine nur geringe Lebenserwartung
(Vogel et al., 2009). SGPL1-defiziente Mause zeigten eine mehr als verdoppelte Knochenmasse im
Alter von 6 Wochen, was durch einen erhdhten Knochenumbau mit einer simultan gesteigerten
Knochenformation und Knochenresorption erklart werden konnte. Um zu Uberprifen, ob der anabole
Effekt von S1P auf die Knochenformation auch pharmakologisch genutzt werden kann, wurden
schlussendlich Mause mit FTY720 (Fingolimod) fir die Dauer von vier Wochen behandelt. FTY720 stellt
einen nicht-selektiven S1P Agonisten mit agonistischer Wirkung an S1PR3 dar, der seit wenigen Jahren
zur Behandlung der Multiplen Sklerose eingesetzt wird (Pitman et al., 2012). Die Behandlung mit
FTY720 fuahrte in WT Mausen zu einer Steigerung der Knochenmasse aufgrund einer erhéhten

Osteoblastenaktivitat, was in S1PR3-defizienten Mausen nicht zu beobachten war.
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Abb. 3. Kopplung der Knochenformation an die Knoche nresorption. Calcitonin hemmt die Expression von
SPNS2 und reduziert somit die Sekretion von S1P aus Osteoklasten. S1P vermittelt einen osteoanabolen Effekt

Uiber S1PR3 in Osteoblasten. Intrazellulares S1P wird durch SGPL1 abgebaut. Modifiziert nach Martin und Sims,
2015.

Zusammenfassend konnte diese Studie nachweisen, dass CT Uber den CTR die Sekretion von S1P
aus Osteoklasten inhibiert. Hierdurch kommt es zu einer reduzierten Stimulation von S1PR3 auf
Osteoblasten, dass normalerweise eine Steigerung der Knochenformation bewirkt. Dieser
Mechanismus kann pharmakologisch genutzt werden, sodass die zukinftige Entwicklung von
spezifischen S1PR3 Agonisten einen vielversprechenden Ansatzpunkt far

Knochenmasseverlustsyndrome darstellen kénnte.
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2.5. Systemisch erhéhte IL17A Spiegel in Psoriasis bewirken den Verlust von Knochenmasse

durch Hemmung des WNT Signalwegs in Osteoblasten.

Chronic skin inflammation leads to bone loss by IL-17-mediated inhibition of Wnt signaling in
osteoblasts.

Ulugkan O, Jimenez M, Karbach S, Jeschke A, Grafia O, Keller J, Busse B, Croxford AL, Finzel S,
Koenders M, Berg W, Schinke T, Amling M, Waisman A, Schett G, Wagner EF.

Science Translational Medicine. 2016, 8(330):330ra37.
http://dx.doi.org/10.1126/scitransImed.aad8996

Die Studien zur Funktion von CT zeigen, dass der Knochenstoffwechsel nicht nur durch lokale, sondern
auch durch systemische Prozesse gesteuert wird. Diese Tatsache ist besonders vor dem Hintergrund
bedeutsam, dass verschiedene extraskeletale Erkrankungen mit einer Alteration verschiedener
Botenstoffe im Blut assoziiert sind und somit den Knochenstoffwechsel nachhaltig beeinflussen kénnen.
Eine dieser Erkrankungen stellt die Hauterkrankung Psoriasis dar, die in 2-3% der Bevdlkerung auftritt
und durch erhdhte IL17A Spiegel in betroffenen Hautarealen und im Blut der Patienten gekennzeichnet
ist (Wagner et al., 2010). Durch experimentelle und klinische Beobachtung konnte in der oben
genannten Studie gezeigt werden, dass die Psoriasis sowohl in Mausen als auch in Menschen zu einer
erniedrigten Knochenmasse fihrt. Hierbei korrelierte die Knochenmasse invers mit den systemischen
erhohten IL17A Spiegeln, die eine Erniedrigung der Knochenformationsrate bewirkten. Im Gegensatz
dazu wurde die Knochenresorption nicht beeintrachtigt. In vitro fihrte die Stimulation von
knochenbildenden Osteoblasten mit IL17A zu einer Hemmung des WNT Signalwegs, was in einer
erniedrigten Osteoblastenfunktion resultierte (Abb. 4). Wurden an Psoriasis erkrankte Mause mit einem
IL17A-neutralisierenden Antikérper behandelt, so konnte eine Normalisierung der Osteoblastenaktvitat

beobachtet werden.
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Abb. 4. Systemische Kontrolle des Knochenstoffwechs els durch IL17A. Hautentziindungen wie die Psoriasis
fuhren zu systemisch erhdhten IL17A Spiegeln, die eine Hemmung der Knochenformation bewirken. Im Gegensatz
dazu kénnen lokal erhdhte IL17A Spiegel wie im Falle der rheumatoiden Arthritis eine RANKL-induzierte gesteigerte
Knochenresorption bedingen. Modifiziert nach Ulugkan und Wagner, 2016.
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Zusammenfassend konnte in dieser Studie nachgewiesen werden, dass die systemisch erhéhten IL17A
Spiegel in Psoriasis Uber die Hemmung der Knochenformation einen Knochenmasseverlust
verursachen. Darliber hinaus konnte mit dem Einsatz eines IL17A-neutralisierenden Antikorpers eine

Behandlungsstrategie entwickelt werden, um betroffene Patienten vor Osteoporose zu schitzen.
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2.6. Osteocalcin ist assoziiert mit Testosteron in der allgemeinen Bevélkerung und in Patienten

mit Knochenerkrankungen.

Hannemann A, Breer S, Wallaschofski, Nauck M, Baumeister S, Barvencik F, Amling M, Schinke T,
Haring R, Keller J .

Osteocalcin is associated with testosterone in the general population and selected patients with bone
disorders.

Andrology. 2013, 1(3):469-74.

http://dx.doi.org/10.1111/j.2047-2927.2012.00044.x

Die bislang beschriebenen Untersuchungen dieser Arbeit zeigen, dass der Knochenstoffwechsel durch
eine Vielzahl verschiedener Mechanismen sowohl auf lokaler als auch auf systemischer Ebene reguliert
wird. Als eine der wichtigsten Erkenntnisse der letzten Jahre gilt in diesem Zusammenhang die
Beobachtung, dass Knochen nicht nur ein wichtiges Zielorgan darstellt, sondern selbst als endokrines
Organ fungiert und andere Organsysteme reguliert (Karsenty und Olson, 2016). Hierzu zahlt
insbesondere das Peptidhormon Osteocalcin, das von Osteoblasten in die Knochenmatrix eingebettet
und durch knochenresorbierende Osteoklasten aktiviert und freigesetzt wird. Experimentelle und
klinische Beobachtungen deuten mittlerweile auf eine relevante Rolle dieses Peptids in der Regulation
des Glukosestoffwechsels hin. Eine 2011 erschienene Studie zeigte Uberraschenderweise, dass
Osteocalcin dariiber hinaus auch die Testosteronproduktion in ménnlichen Mausen reguliert (Oury et
al.,, 2011; Abb. 5). Im Gegensatz dazu konnte kein Effekt auf die Estrogenproduktion in Weibchen

detektiert werden.

Knochen Testikel

|

Testosteron

|

Spermatogenese

Osteocalcin

Abb. 5. Knochen als endokrines Organ.  Tierexperimentelle Studien zeigen, dass von Osteoblasten in die
Knochenmatrix sezerniertes Osteocalcin durch Osteokasten aktiviert wird und Uber die Blutbahn zu Leydigzellen
im Testikel gelangt, wo es die Testosteronproduktion stimuliert. Modifiziert nach Oury et al., 2011.

Um zu Uberprifen, ob diese Beobachtung auch in Menschen nachzuvollziehen ist, wurde in einer
Querschnittsstudie der Zusammenhang zwischen den Osteocalcin- und Testosteronspiegeln in 110

Patienten mit Knochenerkrankungen sowie in 1338 Mannern einer reprasentativen populationsbasierten
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Kohorte analysiert. In beiden untersuchten Populationen konnte eine positive und signifikante
Korrelation zwischen Osteocalcin- und Testosteronspiegeln nachgewiesen und somit die in Mausen
beschriebene Assoziation in Menschen bestatigt werden. Dartber hinaus wurde eine positive und
signifikante Korrelation zwischen Testosteron und den Knochenumbauparametern Alkalische
Phosphatase und Crosslaps detektiert, die die Aktivitdt knochenbildender Osteoblasten bzw.
knochenresorbierender Osteoklasten anzeigen.

Zusammengefasst konnte durch diese Studie die im Mausmodell gewonnenen Erkenntnisse im
Menschen reproduziert und Osteocalcin als modglichen Regulator der Testosteronproduktion verifiziert
werden. Diese Daten unterstiitzen die Hypothese, dass Knochen als endokrines Organ die Funktion
anderer Organsysteme reguliert und Knochengesundheit somit als zentraler Aspekt in der Pathogenese

anderer Erkrankungen gewertet werden muss.
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3. Diskussion

Knochen galt lange Zeit als starres und inertes Gewebe, das nur wenigen &uR3eren Einflissen
ausgesetzt ist und dessen Degeneration als physiologischer Alterungsprozess angesehen werden
muss. Intensivierte klinische und tierexperimentelle Studien haben dieses Bild in den letzten Jahren
entscheidend verdndert und konnten durch die Entwicklung moderner diagnostischer und
therapeutischer Ansatze erheblich zu einer zunehmenden Knochengesundheit auch in alteren Patienten
beitragen. Heutzutage ist bekannt, dass Knochen trotz seiner mechanischen Festigkeit ein &uf3erst
dynamisches Gewebe darstellt und komplexen zellularen und molekularen Regulationsmechanismen
auf lokaler und systemischer Ebene unterworfen ist. Das Ziel dieser Arbeit war, das Verstandnis der
Regulationsmechanismen im Knochenstoffwechsel zu erweitern und insbesondere die
Kommunikationswege zwischen Knochenzellen und/oder peripheren Organsystemen naher zu

studieren.

3.1. Die molekulare Regulation der Knochenresorptio n

Das Verstéandnis der Knochenresorption ist weiterhin von hoher Kklinischer Relevanz, da die
Therapieoptionen fir Erkrankungen mit exzessiver Osteoklastenaktivierung limitiert sind. Hierzu zahlt
primar die Osteoporose, die haufigste Skeletterkrankung des Menschen, der Morbus Paget, sowie
tumorinduzierte Osteolysen, die haufig mit einer konsekutiven Stabilitatsgefahrdung und pathologischen
Frakturen assoziiert sind. Fur die medikamentése Behandlung stehen aktuell zwei Klassen an
antiresorptiven Medikamenten zur Verfligung (Eastell et al., 2016). Weit verbreitet sind die
Bisphosphonate, die sich an die Knochenoberflache anlagern und nach Aufnahme durch Osteoklasten
entweder eine Hemmung von intrazelluldren Schliisselenzymen bewirken oder die Zellapoptose
induzieren. Dartiber hinaus steht seit mehreren Jahren der monoklonale Antikdrper Denosumab zu
Verfugung, der den fir die Osteoklastogenese entscheidenden Differenzierungsfaktor RANKL
neutralisiert und somit die Knochenresorption hemmt. Obwohl die Wirksamkeit beider Substanzklassen
klinisch bewiesen werden konnte, ist deren Effektivitat in einigen Patienten unzureichend und durch
relevante Nebenwirkungen limitiert. Das fehlende Angebot an alternativen antiresorptiven Substanzen,
besonders fiir den Einsatz bei tumordsen oder entzindlichen Knochenerkrankungen, ist durch ein
mangelndes Verstandnis der molekularen Mechanismen bedingt, die die Differenzierung und Funktion
der Osteoklasten regulieren.

Vor diesem Hintergrund wurde in dieser Arbeit die Rolle der CEACAMs in der Regulation des
Knochenumbaus analysiert. CEACAMSs Uben pleiotrophe Funktionen im Organismus aus und sind
insbesondere in der Tumorgenese und im Immunsystem von entscheidender Bedeutung, sodass sie
ein geeignetes pharmakologisches Ziel fur die Kontrolle der Knochenresorption in komplexen klinischen
Situationen darstellen kénnten (Kuespert et al., 2006; Tchoupa et al., 2014). Diese Annahme wird durch
die Beobachtung gestiitzt, dass CEACAML1 als entscheidender Modulator des WNT-Signalweges
beschrieben wurde (Leung et al., 2008, Jin et al., 2008). Bei der Analyse aller bekannter CEACAMs
konnte in dieser Arbeit nur die Expression von CEACAM1 und CEACAM10 in Knochengewebe
festgestellt werden. Obgleich diese Beobachtung eine potentielle Rolle anderer CEACAMSs in der
Regulation des Knochenstoffwechsels nicht ausschlief3t, deutete sie auf eine spezifische Funktion von
CEACAM1 und CEACAM10 in Knochenzellen hin. Diese Hypothese konnte partiell bestéatigt werden,
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nachdem eine erniedrigte Knochenmasse in CEACAM1-defizienten Mause detektiert wurde. Die
Beobachtung, dass CEACAM10-defiziente Mause keinen Knochenphéanotyp aufweisen, verdeutlicht die
Tatsache, dass verschiedene CEACAMs trotz vergleichbarem Expressionsmuster und &hnlicher
molekularer Struktur hochspezifische Funktionen innerhalb des Organismus ausfihren. Wahrend der
Phanotyp CEACAM1-defizienter Mause unter normalen Haltungsbedingungen als unaufféallig
beschrieben wurde (Hemmila et al., 2004), konnte in dieser Arbeit erstmals eine physiologische Funktion
von CEACAM1 als Regulator der Knochenresorption gezeigt werden. CEACAM1-defiziente Mause
waren durch eine erniedrigte Knochenmasse aufgrund einer gesteigerten Knochenresorption
gekennzeichnet, was durch einen zellautonomen Defekt knochenresorbierender Osteoklasten erklart
werden konnte. Im Gegensatz dazu fihrte in einer vorherigen Studie die leberspezifische Inaktivierung
von CEACAM1 zu der Entwicklung einer erhéhten Knochenmasse aufgrund einer reduzierten
Knochenresorption (Huang et al., 2010). Das entsprechende Mausmodell war jedoch durch eine
Hyperinsulindmie und Glukoseintoleranz gekennzeichnet, was einen potenten Effekt auf die Funktion
von Knochenzellen ausiibt und die phanotypischen Diskrepanzen erklaren kann. Obgleich die genauen
molekularen Mechanismen weiterer Untersuchungen bedurfen, scheint eine globale CEACAM1-
Defizienz die Effekte von hepatischer CEACAM1-Expression zu Ubertreffen. Vor diesem Hintergrund ist
es von besonderer Bedeutung, dass eine kiirzlich erschienene Studie einen Zusammenhang zwischen
CEACAML1 und der Knochenmasse in Menschen demonstrieren konnte und die Beobachtungen im
Mausmodell bestatigt (Ma et al., 2016). Die Autoren konnten eine positive und signifikante Assoziation
zwischen den CEACAM1 Spiegeln und der Knochendichte in 350 postmenopausalen Frauen
nachweisen. Dariiber hinaus wurde eine positive und signifikante Assoziation zwischen CEACAM1 und
B-Catenin demonstriert, die die zuvor beschriebene Interaktion von CEACAMs mit Komponenten des

WNT-Signalweges unterstitzt.

3.2. Der WNT Signalweg in der molekularen Kontrolle ~ des Knochenumbaus

Seit der Identifikation von LRP5 als einem der wichtigsten Regulatoren des Knochenstoffwechsels im
Menschen steht der WNT Signalweg im Fokus vergangener und aktueller Forschungsbemihungen.
Inaktivierende Mutationen im Gen fir LRP5 resultieren in einer erniedrigten Knochenformationsrate,
wohingegen aktivierende Mutationen eine Steigerung der Osteoblastenfunktion bedingen und somit die
Entwicklung  neuartiger, osteoanaboler  Therapiestrategien fir die  Behandlung von
Knochenmasseverlustsyndromen erméglichen kénnten (Gong et al., 2001; Boyden et al., 2002; Little et
al., 2002). Obgleich der WNT Signalweg daher primar mit der Regulation der Osteoblastenfunktion
assoziiert wurde, konnte eine direkte Funktion von FZD8 in der Kontrolle der Knochenresorption
aufgedeckt werden. Die erhdhte Knochenresorption von FZD8-defizienten Mausen zeigte sich
unabhangig vom RANKL/OPG-System und rekapitulierte den osteoporotischen Knochenphanotyp, der
in Mausen mit einer Osteoklasten-spezifischen Deletion von (-Catenin beobachtet werden konnte.
Demnach gelang hier die Identifikation eines potentiellen pharmakologischen Zielproteins, das durch
seine Struktur als Oberflachenrezeptor einen idealen Ansatzpunkt fir spezifische Agonisten darstellt
(Wise et al., 2002). Die Beobachtung, dass die Aktivierung des WNT Signalwegs in Osteoklasten oder
deren Vorlauferzellen eine direkte Hemmung der Knochenresorption bewirkt, wurde mittlerweile in

verschiedene Studien bestatigt. Mit einem vergleichbaren Mausmodell zeigten sowohl Wei et al. als
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auch Otero et al., dass die LYSM-CRE vermittelt Deletion von B-Catenin in Monozyten/Makrophagen in
einer Osteopenie aufgrund einer gesteigerten Knochenresorption resultiert (Wei et al., 2011; Otero et
al., 2012). In diesen Modellen wurde jedoch ein potentieller Einfluss des RANKL/OPG Systems nicht
ausgeschlossen, sodass kein Beweis eines direkten Effekts auf die Osteoklastendifferenzierung
erfolgen konnte. In einer weiteren Studie wurde demonstriert, dass die Deletion von B-Catenin in reifen
Osteoklasten mittels CathepsinK-CRE zu einer ausgepréagten Osteoporose aufgrund fehlender
Apoptose der Osteoklasten und damit unkontrollierten Knochenresorption fuhrt (Ruiz et al., 2016).
Demnach ist davon auszugehen, dass der WNT Signalweg nicht nur die Differenzierung der
Osteoklasten im frihen Reifestadium, sondern auch deren Lebensdauer im reifen Zellstadium limitiert.
Bei der Analyse von FZD-Rezeptoren mit hoher Expression in Knochengewebe konnte neben FZD8
auch das verwandte Peptid FZD9 detektiert werden. FZD9-defiziente Mause zeigten wie FZD8-
defiziente Versuchstiere einen osteoporotischen Knochenphanotyp auf, der jedoch nicht durch eine
gesteigerte Knochenresorption, sondern durch eine verminderte Knochenformation bedingt war. FZD9
erlangte 1997 erstmalig klinische Aufmerksamkeit, nachdem die kodierende Sequenz innerhalb eines
gréReren Genabschnittes lokalisiert werden konnte, dessen Deletion im Menschen zum Williams-
Beuren Syndrom (WBS) fiihrt (Wang et al., 1997; Wang et al., 1999; Schubert et al., 2009). Das WBS
ist durch geistige Retardierung, Fehlbildungen und Osteoporose charakterisiert. Von den
phéanotypischen Anomalien des WBS konnten bislang nur kognitive Einschrankungen in FZD9-
defizienten Mausen nachgewiesen werden (Zhao et al., 2005). Die beobachtete Osteopenie in mutierten
Méausen identifiziert somit FZD9 als biologisch relevanten Rezeptor, der sowohl in Mausen als auch in
Menschen den Knochenstoffwechsel reguliert. Obgleich FZD9-defiziente Mause einen zellautonomen
Osteoblastendefekt aufwiesen, konnte keine Alteration in der Aktivierung des WNT-Signalweges
detektiert werden. Dies ist insofern erstaunlich, da FZD9 zuvor in 293T Zellen als notwendig fur die
Aktivierung von B-Catenin beschrieben wurde (Karasawa et al., 2002). Auf der Suche nach alternativen
Signaltransduktionswegen, die den Osteoblastendefekt bei FZD9-Defizienz erklaren, konnte eine
signifikante Veranderung der Expression bestimmter Chemokine und Interferon-regulierter Gene
identifiziert werden. Hier ist insbesondere die Beobachtung wichtig, dass FZD9-defiziente Osteoblasten
eine verminderte Protein-ISGylierung durch verminderte Expression von ISG15 aufweisen. Der
osteoporotische Knochenphanotyp von 1SG15-defizienten Mausen deutet zudem auf eine
entscheidende Rolle dieses Proteins in der Regulation der Knochenformation hin. Nachdem die
physiologische Rolle von ISG15 bislang noch verhaltnisméRig unbekannt ist (Hermann und Bogunovic,
2016), liefern diese Beobachtungen die Basis fir eine weiterfilhrende Charakterisierung dieses Proteins

im Knochenstoffwechsel.

3.3. Kopplung der Knochenformation an die Knochenre sorption

Wahrend der WNT Signalweg einen Grof3teil seiner Effekte direkt in den entsprechenden Zielzellen
vermittelt, so kann er Uber die Regulation der OPG Synthese in Osteoblasten indirekt die Differenzierung
und Aktivitat von Osteoklasten steuern. Vor diesem Hintergrund erscheint es nicht Giberraschend, dass
Osteoklasten Uber die Freisetzung spezifischer Faktoren die Aktivitat knochenbildender Osteoblasten
regulieren kénnen (Sims et al., 2016). Dieses Phanomen ist klinisch im Falle der Bisphosphonate zu

beobachten, die durch eine Hemmung der Knochenresorption eine Reduktion der Knochenformation
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bewirken. In dieser Arbeit konnte der biologisch entscheidende Faktor S1P identifiziert werden, der von
Osteoklasten sezerniert wird und sich positiv auf die Osteoblastenaktivitdt ausibt. S1P wird durch
SPNS2 aus Osteoklasten herausgeschleust und vermittelt iiber den Rezeptor S1PR3 auf Osteoblasten
einen osteoanabolen Effekt. Diese Ergebnisse werden durch die Beobachtungen anderer Autoren
bestatigt. Sato et al. konnten nachweisen, dass S1P den osteoanabolen Effekt von BMP2 auf die
Osteoblastendifferenzierung verstarkt (Sato et al., 2012). Ubereinstimmend dazu zeigten Higashi et al.
einen stimulierenden Effekt auf den fir Osteoblasten essentiellen Transkriptionsfaktor RUNX2 (Higashi
et al., 2016). Gleichermalien konnte demonstriert werden, dass der positive Einfluss von CathepsinK
Inhibition auf die Knochenformation Uber die Freisetzung von S1P aus Osteoklasten vermittelt wird
(Lotinun et al., 2013). Die Beobachtung, dass in vivo der osteoanabole Effekt von S1P Uber S1PR3
vermittelt wird, kénnte langfristig entscheidend fiir die Therapie der Osteoporose sein, nachdem der
nicht-selektive S1P Agonist FTY720 einen S1PR3-abhéngigen osteoanabolen Effekt verursacht. Dies
ist besonders vor dem Hintergrund interessant, dass FTY720 als neuartiges Therapeutikum der
multiplen Sklerose mit gutem klinischem Erfolg eingesetzt wird. Nachdem S1PR3-defiziente Mause
keine wesentlichen extraskeletalen Auffélligkeiten aufweisen (Ishii et al., 2001), kdnnten spezifische
S1PR3-Agonisten mit einem niedrig zu erwartendem Nebenwirkungsspektrum einen neuartigen

Therapieansatz fur Patienten mit Knochenmasseverlustsyndrom darstellen.

3.4. Systemische Regulation des Knochenumbaus durch periphere Entziindungen

Die Wirkung von CT auf den Knochenstoffwechsel reprasentiert einen klassischen endokrinen
Wirkmechanismus, der durch periphere Effekte eines systemisch zirkulierenden Hormons
gekennzeichnet ist. Vergleichbare Mechanismen sind jedoch nicht nur im gesunden Organismus von
Bedeutung, sondern auch in verschiedenen Systemerkrankungen, die einen profunden Einfluss auf die
Knochengesundheit austiben kénnen. Das Cushing Syndrom beispielsweise, gekennzeichnet durch
einen systemischen Hyperkortisolismus, fihrt zu einem ausgepragten Knochenmasseverlustsyndrom
mit erhéhtem Frakturrisiko der betroffenen Patienten. Ahnliche Beobachtungen kénnen beim priméaren
oder sekundaren Hyperparathyreoidismus gemacht werden, wo dauerhaft erhéhte PTH Spiegel zu einer
exzessiven Knochenresorption fihren. Bislang unbekannt war die Tatsache, dass entzindliche
Hautveranderungen ebenfalls einen entscheidenden Einfluss auf den Knochenumbau austben. In
dieser Arbeit konnte erstmalig nachgeweisen werden, dass Patienten mit Psoriasis an einer erniedrigten
Knochenmasse aufgrund reduzierter Osteoblastenaktivitat leiden. 1117A ist eines der pro-
inflammatorischen Schliisselzytokine, die die Krankheitsaktivitat der Psoriasis bestimmten, und dessen
Neutralisierung durch spezifische Antikérper einen therapeutischen Durchbruch bedeutete (AbuHilal et
al., 2016). Bisherige Studien fiihrten den haufig zu beobachteten Knochenverlust wahrend
Entziindungsprozessen auf eine gesteigerte Knochenresorption zuriick (Schett und Gravallese, 2012),
wohingegen die Ergebnisse dieser Arbeit einen hemmenden Effekt von [117A auf die Knochenformation
nachweisen. Mechanistisch konnte demonstriert werden, dass 117A sowohl in Osteoblasten als auch
in Osteozyten einen inhibitorischen Effekt auf den WNT Signalweg ausibt, der die erniedrigte
Knochenformation erklaren kann. Die Frage, wieso hierbei kein Effekt auf die Knochenresorption
festgestellt werden konnte, ist zu diesem Zeitpunkt schwierig zu erklaren. Méglicherweise sezernieren

entziindete Hautareale weitere bislang unbekannte Substanzen, die systemisch einen hemmenden
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Effekt auf die Osteoklastenaktivitdt austiben und somit eine exzessive Knochenresorption durch eine
Stimulation durch IL17A neutralisieren. Obgleich weiterfilhrende Studien notwendig sind, um hier die
beobachteten Effekte im Detail zu verstehen, weist diese Arbeit neue Therapieoptionen auf, um der

Abnahme der Knochenmasse bei entziindlichen Erkrankungen entgegenzuwirken.

3.5. Knochen als endokrines Organ

Die verschiedenen Studien dieser Arbeit konnten demonstrieren, dass der Knochenstoffwechsel im
gesunden und erkrankten Organismus neben zellautonomen Regulationsmechanismen einer
autokrinen, parakrinen und systemischen Kontrolle unterliegt. GemaR dem Gesetz der negativen
Ruckkopplung liegt die Vermutung nahe, dass Knochen selbst die Aktivitdat und Funktion anderer
Zellsysteme reguliert und somit als endokrines Organ fungiert kdnnte. Als geistiger Vater dieser
Hypothese gilt der Endokrinologe und Osteologe Gerald Karsenty, der in den letzten Jahren durch
aufwendige genetische Mausexperimente eine endokrine Funktion des von Osteoblasten sezernierten
Hormons Osteocalcin belegen konnte (Karsenty, 2016). Neben der Beobachtung, dass Osteocalcin
einen positiven Effekt auf den Glukosestoffwechsel austibt, sorgte zudem die Behauptung fur grol3es
Interesse, dass Osteocalcin die Testosteronproduktion im Testikel von Mausen stimuliert (Oury et al.,
2011). Um diese tierexperimentelle Beobachtung zu tGberpriifen, wurde eine retrograde klinische Studie
in 1338 gesunden und 110 an verschiedenen Osteopathologien leidenden Mannern durchgefihrt und
der Zusammenhang zwischen Osteocalcin und Testosteron analysiert. Hierbei konnte in beiden
Populationen eine hochsignifikante Assoziation zwischen beiden Serumparametern festgestellt werden.
Diese Beobachtungen werden von vergleichbaren Studien anderer Autoren gesttitzt, die ebenfalls eine
positive Assoziation zwischen Osteocalcin und Testosteron detektieren konnten (Kirmani et al., 2011;
Valimaki et al., 2004). Interessanterweise konnte zudem eine positive Korrelation zwischen dem
Knochenresorptionsmarker C-terminale Crosslinks (CTX) und Testosteron nachgewiesen werden. In
diesem Zusammenhang wurde zuvor im Tiermodel beschrieben, dass Osteoklasten fiir die Aktivierung
von Osteocalcin aus der Knochenmatrix notwendig sind und somit dessen endokrinologischen Effekte
modulieren (Ferron et al., 2010). Nachdem die aktuelle Studie jedoch durch ein Querschnittdesign
charakterisiert ist, lassen sich keine kausalen Zusammenhénge erschlieBen. Ein regulatorischer Effekt
von Testosteron auf die Osteocalcinspiegel kann somit nicht ausgeschlossen werden, und
weiterfihrende Studien sind notwendig, um das Verstandnis der endokrinologischen Effekte des

Knochens zu vertiefen.
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4. Zusammenfassung

Der Knochenstoffwechsel reprasentiert einen komplexen und dynamischen Prozess, dessen
detailliertes Verstdndnis aufgrund der demografischen Entwicklung mit hoher Pravalenz von
Knochenerkrankungen eine zunehmende klinische Bedeutung erlangt. In dieser kumulativen Arbeit
wurden spezifische Regulations- und Kommunikationsmechanismen im Knochenstoffwechsel
untersucht und auf zellularer, molekularer und klinischer Ebene analysiert. Durch die Charakterisierung
der Rolle der CEACAMs im Knochenstoffwechsel konnte eine entscheidende Funktion des
Zelladhasionsmolekiils CEACAML1 in der Regulation der Knochenresorption identifiziert werden, die
nicht nur in der Pathogenese der Osteoporose, sondern auch bei tumorassoziierten
Knochenerkrankungen von Bedeutung sein kénnte. Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass der WNT Co-
Rezeptor FZD8, ahnlich wie das terminale Signalprotein des WNT Signalweges B-Catenin, einen direkt
hemmenden Effekt auf die Formation von Osteoklasten ausubt. Wahrend FzZD8 somit die
Knochenresorption limitiert, Gibt der verwandte Oberflachenrezeptor FZD9 einen stimulierenden Effekt
auf die Osteoblastenfunktion auf. Im Gegensatz dazu wird die Knochenformation durch das systemische
Hormon CT gehemmt, indem die Freisetzung von S1P aus Osteoklasten inhibiert wird und somit der
S1PR3-abhangige, stimulierende Effekt fiir Osteoblasten ausbleibt. Diese Beobachtung unterstreicht
die Bedeutung der bilateralen Kommunikation von Knochenzellen fiir einen gesunden
Knochenstoffwechsel und zeigt am Beispiel von FTY720, wie ein derartiger Mechanismus
pharmakologisch zur Therapie von Knochenerkrankungen genutzt werden kann. Neben zirkulierenden
Hormonen wie CT kdnnen jedoch auch periphere Entzindungen durch systemische Effekte eine
Stérung des Knochenstoffwechsels verursachen. Dies wird am Beispiel der Psoriasis ersichtlich, in der
erhohte IL17A Spiegel einen bislang unbeschriebenen Einfluss auf den WNT Signalweg ausiiben und
somit knochenbildende Osteoblasten in ihrer Funktion hemmen. Der Knochen représentiert jedoch nicht
nur ein wichtiges Zielorgan systemischer Einfliisse, sondern scheint auch selbst als endokrines Organ
die Funktion von peripheren Zellsystemen zu steuern. Ahnlich wie in tierexperimentellen Studien ist das
Osteoblasten-spezifische Hormon Osteocalcin mit den Testosteronspiegeln in gesunden Probanden
und in Patienten mit Knochenerkrankungen assoziiert, was die physiologische Bedeutung des
Knochenstoffwechsels fur die Gesundheit des Menschen unterstreicht. Obgleich weiterfihrende
experimentelle und klinische Studien notwendig sind, konnte mit dieser Arbeit das Verstandnis wichtiger
Regulations- und Kommunikationsmechanismen im Knochenstoffwechsel erweitert und Ansatzpunkte

neuartiger Therapieformen fir Patienten mit Skeletterkrankungen identifiziert werden.
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Lehrer und ehemaligen Betreuer, Herrn Prof. Dr. rer. nat. Thorsten Schinke, stellvertretender Direktor
des Instituts fiir Osteologie und Biomechanik, Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf, der mir das
naturwissenschaftliche Denken beibrachte und mich ebenfalls uneingeschrankt unterstiitzte. Ohne
Michael und Thorsten wéare diese Arbeit nicht mdglich gewesen. Mein besonderer Dank geht auch an
Frau Dr. rer. nat. Anke Jeschke, die zu jeder Tages- und Nachtzeit fir neue Projektideen zu begeistern
war und die Zusammenarbeit so produktiv und angenehm gestaltete.

AuRerdem mochte ich mich zutiefst bei Herrn PD Dr. med. Philipp Schwabe und PD Dr. med. Sven
Mardian bedanken, deren zielstrebige, geradlinige und offene Art meine Arbeit im klinischen und
operativen Bereich mafigeblich gefoérdert und gepragt hat. Danken mochte ich aul3erdem allen
Kolleginnen und Kollegen des Centrums fiir Muskuloskeletale Chirurgie fur die geleistete Unterstiitzung.
Mein Dank gilt auch Herrn Univ.-Prof. Dr. Georg N. Duda, Direktor des Julius Wolff Instituts fur
Biomechanik und Muskuloskeletale Regeneration, fir die Unterstiitzung und die uneingeschrénkte
Mdglichkeit, meine Forschungsarbeit in Berlin fortfihren zu kénnen.

Mein allergré3ter Dank gilt meiner Familie - meinen Eltern, meiner Schwester Christina, meiner Tante

Gea, und meiner Verlobten Daniela Mau - fir die nie endende Unterstiitzung und ihr Vertrauen.
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6.2. Eidesstattliche Erklarung

8 4 Abs. 3 (k) der HabOMed der Charité

Hiermit erklare ich, dass

- weder friher noch gleichzeitig ein Habilitationsverfahren durchgefuihrt oder angemeldet wurde,

- die vorgelegte Habilitationsschrift ohne fremde Hilfe verfasst, die beschriebenen Ergebnisse selbst
gewonnen sowie die verwendeten Hilfsmittel, die Zusammenarbeit mit anderen
Wissenschaftlern/Wissenschaftlerinnen und mit technischen Hilfskraften sowie die verwendete Literatur
vollstandig in der Habilitationsschrift angegeben wurden,

- mir die geltende Habilitationsordnung bekannt ist.

Ich erklare ferner, dass mir die Satzung der Charité — Universitdtsmedizin Berlin zur Sicherung Guter

Wissenschaftlicher Praxis bekannt ist und ich mich zur Einhaltung dieser Satzung verpflichte.

Datum Dr. Dr. Johannes Keller



