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1. Einleitung

Das Parodont ist eine komplexe Einheit aus Zahnwurzelzement, Desmodont, Gingiva und
Alveolarknochen. Die durch Osteoblasten geforderte extrazelluldre Matrixakkumulation sowie
die anschliefende Matrixmineralisation sind wesentliche Voraussetzungen fiir die Entstehung,
das Remodeling und die Regeneration des alveoldren Knochengewebes, das ein
grundlegender Bestandteil des parodontalen Zahnhalteapparates ist. Das Knochengewebe
unterliegt hohen mechanischen Beanspruchungen und funktionellen Anpassungen an Zug- und
Druckbelastungen sowie an metabolische und inflammatorische Reize. Fibrilldres Kollagen Typ
I ist der Hauptbestandteil der extrazelluliren Knochenmatrix. Die Bildung kollagener
Quervernetzungen verschafft dem Knochen die notigen biomechanischen Eigenschaften, wie
Steifigkeit, Zugkriftigkeit und Viskoelastizitdt (Khoshla und Kleerekoper, 2003; Puxkandl et
al., 2002; Wassen et al., 2000; Yamauchi, 1996). Verringerte Mengen an kollagenen
Quervernetzungen korrelieren mit einer reduzierten Mineraldichte und einer verminderten
mechanischen Belastbarkeit (Knott und Bailey, 1998; Oxlund et al., 1995).

Die Kollagenbiosynthese beruht auf komplexen intrazelluliren und extrazelluldren
Modifikationen des Kollagenmolekiils. Insbesondere extrazelluldre Kollagenmodifikationen
scheinen fiir die Akkumulation einer unldslichen, quervernetzten kollagenen Matrix
entscheidend zu sein (Kagan, 1986a; Kagan und Trackman, 1991). Extrazelluldr erfolgt die
Abspaltung der N- und C-terminalen Propeptide vom Prokollagen durch die Prokollagen C-
Proteinasen (PCP), Bone Morphogenic Protein-1 (BMP-1) und mammalian Tolloid (mTLD),
und die Prokollagen N-Proteinase sowie die kollagene Quervernetzung der
Tropokollagenmolekiile durch die Lysyloxidase (LOX) (Kessler ef al., 2001; Trackman et al.,
1992). Es wird angenommen, dass die Art und die Verteilung der kollagenen
Quervernetzungen eine Voraussetzung fiir den Mineralisationsprozess der extrazelluldren
Matrix ist (Knott und Bailey, 1998). Die genauen Mechanismen der Interaktion zwischen
kollagener Matrix und Zelldifferenzierung sowie der Entstehung von funktionellem
Knochengewebe sind jedoch unklar.

Die vorliegende Habilitationsschrift fasst Originalarbeiten zusammen, die untersuchen,
inwieweit die Enzyme der extrazelluliren Kollagenbiosynthese im Verlauf der
Differenzierung von Osteoblasten reguliert sind. Dabei war die Expression der Enzyme sowie
die zelluldre Lokalisation in Osteoblasten von besonderem Interesse. Des Weiteren wurde die
intrazelluldre Lokalisation des LOX-Spaltproduktes sowie der Einfluss des rekombinanten

LOPP auf zellulire Funktionen untersucht. Daneben wurde mittels spezifischer Inhibitoren
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die Rolle der Enzyme in der Kontrolle der kollagenen Matrixakkumulation analysiert. Die
Originalarbeiten untersuchen schlieflich den Einfluss von Tumor necrosis factor-alpha (TNF-
a), das in hohen Konzentrationen bei entziindlichen Erkrankungen des Parodonts freigesetzt
wird, auf die Regulation der extrazelluldren kollagenmodifizierenden Enzyme und die
osteoblastdre Matrixentstehung.

Die Kenntnis der Regulation der posttranslationalen extrazelluldren Kollagenbiosynthese und
dessen Relevanz fiir die Osteoblastendifferenzierung und die Osteogenese ist nicht nur aus
grundlagenwissenschaftlicher Sicht wesentlich, sondern kann mdglicherweise bei
entziindlichen Erkrankungen des Knochengewebes wie der Parodontitis in Zukunft von
diagnostischer und therapeutischer Bedeutung sein.

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine kumulative Habilitationsschrift. Zunichst
wird ein Uberblick iiber den wissenschaftlichen Hintergrund gegeben. Anschliefend erfolgt
die Formulierung der Fragestellungen sowie die Vorstellung der relevanten Originalarbeiten.
In der Diskussion werden die Ergebnisse im gemeinsamen wissenschaftlichen Kontext
erortert, Schlussfolgerungen gezogen und ein Ausblick auf weiterfiihrende Forschungsansétze

gegeben. Schlieflich wird eine Zusammenfassung der Arbeiten prisentiert.
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2. Wissenschaftlicher Hintergrund
2.1. Posttranslationale extrazellulire Kollagenbiosynthese

Kollagene sind strukturell grundlegende Bestandteile der extrazelluliren Matrix, die zu einer
Familie bestehend aus mindestens 39 Proteinen gehdren (Kielty und Grant, 2002). Dabei ist
fibrilldres Kollagen und dabei insbesondere Kollagen Typ I mit iiber 90 % Hauptbestandteil
der extrazelluliren Matrix des Knochengewebes. Die Kollagenbiosynthese fibrilldrer
Kollagene erfordert eine Reihe posttranslationaler intrazelluldrer und extrazelluldrer
Modifikationen des Kollagenmolekiils. Im intrazelluliren Raum werden die Pra-
Prokollagenketten (2 alpha-1 und eine alpha-2 Ketten) im rauhen endoplasmatischen
Retikulum gebildet und nach Abspaltung des Signalpeptids hydroxyliert und glykosyliert. Die
intrazelluldren Kollagenmodifikationen beruhen im Wesentlichen auf der Enzymaktivitit
dreier Hydroxylasen (Prolyl-3—Hydroxylase, Prolyl-4-Hydroxylase, Lysylhydroxylase) und
zweier Glykosyltransferasen (Hydroxylysylgalaktosyltransferase, Hydroxylysylglukosyl-
transferase) (Kivirikko, 1993; Kivirikko und Pihlajaniemi, 1998; Prockop und Kivirikko,
1995). Nach Translation und Modifikation sowie Tripplehelixbildung erfolgt die Sekretion
der Prokollagenmolekiile.

Im extrazelluliren Raum wird das Prokollagen anschlieBend durch proteolytische
Spaltungsprozesse modifiziert und das Tropokollagen durch intra- und intermolekulare
Quervernetzungen stabilisiert (Kagan, 1986a). Die extrazellulire Modifikation des Kollagens
umfasst die Abspaltung der N- und C-terminalen Propeptide und die Konversion der Lysin-
und Hydroxylysinreste in reaktive Aldehyde und erfolgt im Wesentlichen durch die Enzyme
PCP, PNP und LOX (Abbildung 1) (Kessler et al., 2001; Trackman et al., 1992). Die
extrazelluldren Prokollagenmodifikationen sind flir die Akkumulation von quervernetztem
und damit unloslichem Kollagen verantwortlich und tragen damit wesentlich zu den
biomechanischen Eigenschaften des Knochens bei (Kagan und Trackman, 1991; Knott und

Bailey, 1998).
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v AY \
W quervernetzte Kollagenfibrillen

‘ aktive Lysyloxidase (32 kDa) ‘ T

Prokollagen C-Proteinasen 1
{(BMP-1, mTLD, mTLL)

Kollagenfibrillen

‘ Pro-Lysyloxidase (50 kDa) ‘

N-term. T C-term.

N-term. C-term. % cx
Q\ ,@“ 1
Prokollagen Prokollagen C-Proteinasen (PCP‘s):
( . i Tropokollagen &
PCPE Prokollagen N-Proteinase freigesetzte Propeptide

Abbildung 1: Enzyme der posttranslationalen, extrazelluldren Modifikation des Prokollagens.
Die Prokollagen C-Proteinasen, BMP-1 und mTLD, spalten sowohl das C-Propeptid des
Prokollagens I-III als auch das Propeptid der Pro-Lysyloxidase. BMP-1: Bone morphogenic
protein-1; mTLD: mammalian Tolloid; mTLL: mammalian Tolloid-like; PCP: Procollagen C-

Proteinasen; PCPE: Procollagen C-Proteinase Enhancer; PNP: Procollagen N-Proteinase

2.1.1. Prokollagen C-Proteinasen

Die Prokollagen C-Proteinasen (PCP) umfassen Bone morphogenic protein-1 (BMP-1),
mammalian Tolloid (mTLD) und mammalian Tolloid-like protein (mTLL). Durch die PCP-
Aktivitdt wird das globuldre C-terminale Propeptid vom Prokollagen abgespalten, wodurch
sich die Kollagenldslichkeit um das 10. 000-fache erniedrigt (Prockop und Kivirikko, 1995).
AuBerdem ist die Abspaltung der Prokollagen Propeptide eine wichtige Voraussetzung fiir die
anschlieBende Fibrillenpolymerisation und die Initiierung der kollagenen Quervernetzung.
Dabei scheint insbesondere die Abspaltung des C-terminalen Propeptids fiir die
Fibrillenpolymerisation ausschlaggebend zu sein (Kadler ef al., 1987). Neben der Abspaltung
des C-terminalen Propeptids spalten die PCP auch die 50 kDa grofe Pro-Lysyloxidase (Pro-
LOX), so dass das aktive Enzym LOX entsteht (Uzel et al., 2001)

Das Bmp-1-Gen kodiert fiir BMP-1 und mTLD (Kessler et al., 1996). BMP-1 gehort zur
Tolloid Subfamilie der Metzinine, die an der Spaltung und Aktivierung zahlreicher
extrazellulirer Matrixproteine wie Prokollagen I-III, V, VII, Chordin, Pro-Biglykan, Pro-
Laminin, Pro-LOX beteiligt sind (Kessler et al., 2001; Rattenholl et al., 2002; Uzel et al.,
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2001). Bmp-1 knockout Mduse weisen eine reduzierte Kollagenakkumulation sowie eine
verminderte Ossifizierung der Kalvarien auf, was darauf hinweist, dass BMP-1 eine Rolle in
der Osteogenese spielt (Suzuki et al., 1996). Obwohl BMP-1 die stirkste Enzymaktivitat
innerhalb der Gruppe der PCP aufweist, zeigen auch alternative Spaltungsprodukte des Bmp-
1-Gens wie mTLD und mTLL-1 geringfiigige PCP-Aktivitit (Uzel et al., 2001).

2.1.2. Kollagene Quervernetzung durch die Lysyloxidase

Die Lysyloxidase (LOX, Protein-Lysin-6-Oxidase) wird als inaktives, 47 kDa gro3es Pri-
Proenzym, mit einer N-terminalen Signalpeptidsequenz, gefolgt von einer Propeptiddomine
und einer katalytischen Domine, synthetisiert. Das Signalpeptid wird nachfolgend
abgespalten und Pro-LOX im Golgi-Apparat zu einem 50 kDa groB3en Proenzym glykosyliert.
Letzteres wird in die extrazelluldre Matrix sezerniert, wo es primir durch BMP-1 und andere
PCP gespalten wird, so dass das 32-34 kDa grof3e aktive Enzym, LOX, und das 18 kDa grof3e
Lysyloxidase Propeptid (LOPP) entstehen (Abbildung 2) (Uzel et al., 2001).

Lysyloxidase mRNA

Translationl

47 kDa Pre-Pro-Lysyloxidase
ER

Zelle 47 kDa Pro-Lysyloxidase

Golgi

50 kDa Glykosylierte Pro-Lysyloxidase
Sekretion I

EXM
50 kDa Pro-Lysyloxidase

Extrazelluldre Spaltung
BMP-1/PCP l

32 kDa Lysyloxidase =+ 18 kDa Propeptid

Abbildung 2: Synthese und Spaltungsprozesse der Lysyloxidase. ER: Endoplasmatisches
Retikulum; Golgi: Golgi-Apparat; EXM: extrazelluldre Matrix

Die LOX  katalysiert oxidative  Deaminierungen  von  Peptidyllysin-  und
Peptidylhydroxylysinresten des Kollagen- und Elastinmolekiils, wodurch reaktive Aldehyde
entstehen (Peptidyl-a-aminoadipische-3-Semialdehyd, Peptidyl-6-hydroxy-o-amino-
adipische-0-Semialdehyd) (Abbildung 3) (Kagan, 1986b; Kagan und Trackman, 1991).
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NH, HC=0
‘ Lysyloxidase |
C‘HZ YYO—. H/OH-CH
H/OH-‘C-H +H,0 ’ (C‘Hz)2 + H,0,+ NH,
(CH,), -NH-CH-ﬁ-
|
NH-CH-C- 0
0
Lysyl/Hydroxylysyl a-Aminoadipic-6-Semialdehyd

Abbildung 3: Lysyloxidase katalysiert oxidative Deaminierungen von Lysinresten.

Durch Kondensation der Aldehyde mit weiteren Lysin-, Hydroxylysin- oder Histidinresten
entstehen intermolekulare kollagene Quervernetzungen (Abbildung 4). Natiirlicherweise
vorkommende intermolekulare Quervernetzungen des Kollagen Typ [ sind dehydro-
Dihydroxylysinonorleucin (deH-DHLNL), dehydro-Hydroxylysinonorleucin (deH-HLNL)
und dehydro-Histidinohydroxymerodesmosin (deH-HHMD), welche zu den durch
Natriumborhydrid (NaBHj) reduzierbaren Quervernetzungen gehdren, sowie die durch
NaBHy nicht reduzierbaren Pyridinolin (Pyr, Hydroxylysylpyridinolin), Deoxypyridinolin
(Dpd, Lysyl-Pyridinolin, d-Pyr), Histidinhydroxylysinonorleucin (HHL) und Pyrrol
(Yamauchi, 1996).
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Lysinreste ‘ + ‘ Hydroxylysinreste

Lysyloxidase
(Oxidative Deaminierung)

‘ Aldehyde ‘ + Lysin-/
Hydroxylysinreste

Schiff*sche Base
Amadori Rearrangement

‘ Aldehyde ‘ +|  Reduzierbare, unreife
Quervernetzungen
(DHLNL, HLNL)

Nicht reduzierbare reife
intermolekulare Quervernetzungen
(Pyr, Dpd, Pyrrol)

(3,6:1 Pyr:Dpd)

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Entstehung nicht reduzierbarer, reifer kollagener

Quervernetzungen im Knochengewebe.

Eine Inaktivierung des Lox-Gens im Mausmodell ist nicht mit dem Leben vereinbar.
Homozygote Tiere (Lox™) sterben kurz vor oder unmittelbar nach der Geburt (Hornstra et al.,
2003; Miki et al., 2002). Die wenigen Lox™" Tiere, die die Geburt bis maximal einen halben
Tag iiberleben, sind schwach und kraftlos. Sie leiden an ausgepragten kardiovaskuldren und
pulmonalen Storungen (Hornstra et al., 2003; Méki et al., 2002; Méki et al., 2005) und weisen
Aortenaneurysmenrupturen auf, so dass ein Hdmothorax und Hédmoperitoneum beobachtet
werden konnen. Es konnen des Weiteren Hernien im Diaphragma festgestellt werden. Die
Lox-Gen Defizienz fiihrt aullerdem zu einem reduzierten Hydroxyprolingehalt, zu
verminderten DHLNL- und HLNL-Konzentrationen und zu einer diskontinuierlichen
kollagenen Faserbildung (Hornstra e al., 2003; Miki et al, 2002). In murinen Lox™
Fibroblasten und Lox”" vaskuldren glatten Muskelzellen ist die Lysyloxidation um ca. 80 %
reduziert (Miki et al., 2002). Der Anteil unreifer Quervernetzungen ist in Lox™" Embryos um
ca. 40 % vermindert (Hornstra et al., 2003).

Im Vergleich zum Bindegewebe weisen die verschiedenen Arten der intermolekularen
Quervernetzungen zueinander ein charakteristisches Verhdltnis im Knochengewebe auf.
Dabei kann im Knochengewebe ein Verhiltnis von Pyr zu Dpd von 3,6:1, mit einem
vergleichsweise hohen Anteil an Dpd gemessen werden (Eyre, 1981; Eyre et al., 1988; Knott
und Bailey, 1998). Ein hoher Anteil an Dpd korreliert deutlich mit der Matrixmineralisation.
Allerdings ist die absolute Konzentration an Pyr und Dpd (0,29 mol Pyr und Dpd per Mol
Kollagen) im Knochengewebe, verglichen mit nicht-mineralisiertem Bindegewebe, dullerst

gering. Es wird angenommen, dass die Verteilung der kollagenen Quervernetzungen der
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spatialen Organisation der Mineralisationskristalle im mineralisierten Gewebe dient
(Yamauchi und Katz, 1993; Yamauchi, 1996). Mit zunehmendem Lebensalter reifen
reduzierbare Quervernetzungen (DHLNL, HLNL) zu nicht reduzierbaren (Pyr, Dpd) heran,

d. h. es entsteht ein hoherer Anteil an Pyridinolinen (Eyre et al., 1988). Fiir das
Knochengewebe ist die Persistenz eines relativ hohen Anteils an reduzierbaren
Quervernetzungen im adulten Gewebe charakteristisch, was einerseits auf die hohe
Remodelingrate des Knochengewebes aber auch auf eine verzogerte Umwandlung der
reduzierbaren Quervernetzungen in reife Pyridinoline zuriickgefiihrt wurde (Eyre ef al., 1988).
Die Art und Verteilung der kollagenen Quervernetzungen bestimmt das molekulare Packing
des Kollagens, das fiir die Mineralisation notwendig ist. Die Bildung der nicht reduzierbaren,
reifen Quervernetzungen, Pyr und Dpd, verschafft dem Knochen die nétigen biomechanischen
Eigenschaften, wie Steifigkeit, Zugfestigkeit und Viskoelastizitit (Khoshla und Kleerekoper,
2003; Puxkandl et al., 2002). Verringerte Mengen an Pyr-Quervernetzungen sind mit
reduzierter Mineraldichte und verminderter mechanischer Belastbarkeit des Knochens
assoziiert (Knott und Bailey, 1998; Oxlund et al., 1995).

In den letzten Jahren sind neben LOX vier weitere LOX-Isoenzyme identifiziert worden, die
als Lysyloxidase-like protein 1-4 (LOXL1-4) bezeichnet werden (Huang et al., 2001; Ito et
al., 2001; Jourdan-Le Saux et al., 1998; Jourdan-Le Saux et al., 2001; Kenyon et al., 1993;
Kim et al., 1995; Miki und Kivirikko, 2001; Saito et al., 1997). Die Proteinsequenzen von
LOXLI1-4 dhneln, bis auf die Propeptid Region, der LOX-Sequenz (Csiszar, 2001). Einige
LOX-Isoenzyme weisen Aminoxidaseaktivitit auf (Borel et al., 2001; Kim et al., 2003) und

besitzen damit moglicherweise die Voraussetzung der kollagenen Quervernetzung.

2.1.2.1. Weitere Funktionen der Lysyloxidase

Neben der bisher bekannten kollagenquernernetzenden Funktion der LOX kristallisieren sich
seit einiger Zeit weitere Funktionen des Enzyms heraus. So weisen Untersuchungen darauf
hin, dass die LOX auf den Erhalt eines normalen Zellphénotypes Einfluss nimmt (Contente et
al., 1990; Giampuzzi et al., 2000; Hajnal et al., 1993; Hamalainen et al., 1995; Jeay et al.,
2003; Kenyon et al., 1993; Krzyzosiak et al., 1992; Kuivaniemi et al., 1986). Es wurde
nachgewiesen, dass die LOX-Expression in malignen Tumoren erniedrigt ist und die
Induktion der LOX mit einer Reversion von Tumorzellen in einen normalen Phinotyp
einhergeht (Contente et al., 1990; Csiszar et al., 2002; Giampuzzi et al., 2000; Hajnal et al.,
1993; Hamalainen et al., 1995; Kenyon et al., 1991; Kenyon et al., 1993; Krzyzosiak et al.,
1992; Kuivaniemi et al., 1986; Ren et al., 1998). Studien zeigen, dass die LOX, die bisher als
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vorwiegend extrazelluldr aktives Enzym beschrieben war, auch intrazelluldr nachgewiesen
werden kann (Li et al., 1997; Nellaiappan et al., 2000; Wakasaki und Ooshima, 1990). Es
wird angenommen, dass LOX die Akt/PI3K-Aktivierung hemmt, was wiederum zur Inhibition
der Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB fiihrt (Jeay et al., 2003). NF-kB ist ein
wichtiger Transkriptionsfaktor, der =zahlreiche biologische Prozesse wie z. B. das
Zellwachstum reguliert (Jeay et al., 2003). Diese Daten weisen darauf hin, dass LOX eine
Bedeutung fiir die Zelldifferenzierung hat und damit moglicherweise auch in der

Osteoblastendifferenzierung eine Rolle spielt.
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2.1.2.2. Konsequenzen einer gestorten Lysyloxidase-Aktivitit fiir das

Knochengewebe

Die Bedeutung der Kollagenquervernetzung durch die LOX, insbesondere fiir die Entstehung
funktionellen Knochengewebes, kann am Beispiel verschiedener angeborener und erworbener
Erkrankungen, bei denen eine eingeschrinkte Enzymaktivitét vorliegt, studiert werden. Beim
Ehlers-Danlos-Syndrom Typ IX (Occipital Horn Syndrome, x-linked Cutis Laxa) und bei der
Menke’s Disease (Kinky Hair Syndrome) kommt es aufgrund eines gestorten
Kupferstoffwechsels zu verringerten Kupferspiegeln im Serum (Mercer et al., 1999). Kupfer
ist ein wesentlicher Kofaktor der LOX sowie ihrer Isoenzyme (Gacheru et al., 1990).
Atomabsorptionsspektrometrische Studien zeigen, dass jedes 32 kDa LOX-Monomer ein
gebundenes Kupferatom aufweist und dass LOX durch die Entfernung des Kupferions
katalytisch inaktiv wird. Bei den beschriebenen genetischen Erkrankungen fiihrt die
eingeschrankte LOX-Aktivitdt zu schwer wiegenden skelettalen Beeintrachtigungen (Shim
und Harris, 2003). Auch eine Kupferdefizienz durch mangelnde Kupferaufnahme hat eine
gestorte LOX-Enzymaktivitdt sowie eine verminderte kollagene Quervernetzung zur Folge, so
dass Osteoporose, Knochendeformitidten und Knochenfragilitdt resultieren (Opsahl et al.,
1982).

Ein weiteres Beispiel fiir eine verminderte LOX-Aktivitdt ist der Osteolathyrismus, der im
Tierversuch durch die Fiitterung mit der Pflanze Lathyrus odoratus (Edelwicke, Gartenwicke)
der Familie Fabaceae induziert werden kann (Geiger ef al., 1933). Ursache hierfiir ist das in
den Pflanzen enthaltene B-Aminopropionitril (3-APN), das ein spezifischer Inhibitor der LOX
ist. Beim Osteolathyrismus zeigen sich eingeschrinkte mechanische Knocheneigenschaften,
Deformitidten der Rohrenknochen, Wirbelsdulenverkrimmungen und Distorsionen des
thorakalen Skeletts (Geiger et al., 1933; Selye, 1957).

Nicht nur eine verminderte LOX-Aktivitit, sondern auch eine erhohte Aktivitit hat weit
reichende Konsequenzen. Eine pathologisch erhohte LOX-Aktivitdt fordert die Entstehung
von Fibrosen, die durch eine exzessive Kollagenakkumulation und gesteigerte Pyr-
Konzentration charakterisiert ist (Van der Slot et al., 2004). Stark quervernetztes Kollagen
kann durch Proteasen kaum abgebaut werden, wodurch iiberschiissiges Kollagen akkumuliert.
Dieses Missverhéltnis aus Kollagensynthese und -akkumulation fordert letztendlich die
Entstehung von Fibrosen. Eine erhohte LOX-Aktivitit kann auch bei Erkrankungen wie der
Sklerodermie oder der Arteriosklerose beobachtet werden (Chanoki et al., 1995; Kagan et al.,
1981).
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3. Fragestellungen der vorgestellten Arbeiten

Fibrilldres Kollagen Typ I ist der Hauptbestandteil der extrazelluldiren Knochenmatrix, das
durch seine Struktur und mechanischen Qualititen letztendlich Zugfestigkeit und
Kompressionsfahigkeit des Knochengewebes gewihrleistet (Fratzl et al., 2004; Knott und
Bailey, 1998). Insbesondere das alveoldre Knochengewebe, als ein wesentlicher Bestandteil
des Parodonts, ist wihrend der Mastikation hohen mechanischen Beanspruchungen
ausgesetzt. Extrazelluldre Kollagenmodifikationen durch LOX und Prokollagen Proteinasen
sind eine entscheidende Voraussetzung fiir die Akkumulation einer unldslichen,
quervernetzten kollagenen Matrix und fiir die anschliefende Matrixmineralisation (Kagan und
Trackman, 1991; Prockop und Kivirikko, 1995; Yamauchi, 1996). Genaue Mechanismen der
Interaktion zwischen der kollagenen Matrix und der Differenzierung osteogener Zellen, die
fiir die Bildung von funktionellem Knochengewebe wesentlich sind, sind unklar.

Ein priméres Ziel der vorliegenden Originalarbeiten war es, die Bedeutung der post-
translationalen extrazelluldren kollagenmodifizierenden Enzyme, insbesondere der LOX
sowie der PCP, BMP-1 und mTLD, fiir die Osteoblastendifferenzierung, der
Matrixmineralisation und letztendlich fiir die Entstehung von funktionellem Knochengewebe
Zu untersuchen.

Bei der Spaltung des 50 kDa groBBen LOX-Proenzyms entsteht extrazelluldr das 18 kDa grof3e
LOPP. Bis vor Kurzem wurde angenommen, dass LOPP nach Abspaltung dem Abbau im
extrazelluliren Raum unterliegt und keine weitere Funktion aufweist (Uzel et al., 2001). In
den vorliegenden Untersuchungen wurde die zelluldre Lokalisation der LOX sowie des LOPP
analysiert und mit Hilfe von rekombinantem LOPP der zelluldre Einfluss und damit eine
mogliche Funktionalitit des LOPP aufgezeigt.

Des Weiteren wurden in den vorliegenden Arbeiten strukturelle kollagene Verdnderungen der
akkumulierten extrazelluldren Matrix in Osteoblastenkulturen unter Verwendung spezifischer
Inhibitoren der LOX-Aktivitit (B-APN) und der LOX-Spaltprozesse (BMP-1-Inhibitor)
untersucht.

Im Zuge von entziindlichen Erkrankungen des Knochengewebes wie der Parodontitis kommt
es zur massiven Freisetzung von inflammatorischen Zytokinen wie dem Tumor necrosis
factor-alpha (TNF-a) (Page et al., 1997; Pischon et al., 2008). Im Rahmen der vorliegenden
Arbeiten wurde untersucht, ob TNF-a die Regulation der posttranslationalen
kollagenmodifizierenden Enzyme und damit die Matrixakkumulation beeinflusst, was fiir den
entziindlichen Binde- und Stiitzgewebeabbau sowie fiir die anschliefende Regeneration

entscheidend sein kann.
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4. Vorstellung der Originalarbeiten

e Hong H, *Pischon N, Santana RB, Palamakumbura AH, Babakhanlou Chase H, Gantz
D, Guo Y, Uzel MI, Ma D, Trackman PC. Role for lysyl oxidase regulation in the
control of normal collagen deposition in differentiating osteoblast cultures. J Cell

Physiol 2004 (200):53-62
* Gemeinsame Erstautorenschaft

e Guo Y, *Pischon N, Palamakumbura AH, Trackman PC. Intracellular distribution of

the lysyl oxidase propeptide in osteoblastic cells. Am J Physiol Cell Physiol 2007
(292):C2095-2102

* Gemeinsame Erstautorenschaft

e Palamakumbura AH, Jeay S, Guo Y, Pischon N, Sommer P, Sonenshein GE,
Trackman PC. The propeptide domain of lysyl oxidase induces phenotypic reversion

of transformed cells. J Biol Chem 2004 (279): 40593-40600

e Pischon N, Babakhanlou-Chase H, Darbois L, Ho WB, Brenner MC, Kessler E,
Palamakumbura AH, Trackman PC. A procollagen C-proteinase inhibitor diminishes

collagen and lysyl oxidase processing but not collagen cross-linking in osteoblastic

cultures. J Cell Physiol 2005 (203):111-117

e Pischon N, Darbois L, Palamakumbura AH, Kessler E, Trackman PC. Regulation of

collagen deposition and lysyl oxidase by tumor necrosis factor-a in osteoblasts. J Biol
Chem 2004 (279):30060-30065
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Hong H, *Pischon N, Santana RB, Palamakumbura AH, Babakhanlou Chase H, Gantz
D, Guo Y, Uzel MI, Ma D, Trackman PC. Role for lysyl oxidase regulation in the control
of normal collagen deposition in differentiating osteoblast cultures. J Cell Physiol 2004

(200):53-62 *Gemeinsame Erstautorenschaft

Die posttranslationale extrazelluldre Kollagenbiosynthese ist fiir die Akkumulation von
unldslichen und quervernetzten Kollagen entscheidend. In dem vorliegenden Manuskript
wurde die Regulation der extrazelluldren kollagenmodifizierenden Enzyme, LOX, BMP-1 und
mTLD, im Verlauf der Differenzierung von murinen Osteoblasten (MC3T3-E1 Zelllinie)
untersucht. AuPerdem wurde mittels spezifischer Hemmung der LOX-Aktivitit (B-APN) die
Bedeutung der LOX in der Kollagenakkumulation analysiert. Die vorliegenden Ergebnisse
zeigen eine Regulation der LOX-mRNA und Proteinexpression sowie —Aktivitdt im Verlauf
der Osteoblastendifferenzierung. Die hochste LOX-mRNA Expression erfolgt dabei zeitlich
vor dem maximalen LOX-Aktivitdtsanstieg. Die LOX-Aktivitét steigt vor der Akkumulation
von Kollagen Typ I an. BMP-1 sowie mTLD werden demgegeniiber konstant exprimiert. Die
Hemmung der LOX-Aktivitdt mittels B-APN fiihrt in differenzierenden Osteoblastenkulturen
zur gestorten Kollagenakkumulation mit vergroferten kollagenen Faserdurchmessern und
erhohter Loslichkeit. Die Daten zeigen erstmalig, dass die LOX spezifisch im Verlauf der
Osteoblastendifferenzierung reguliert wird und fiir die Kontrolle der Kollagenakkumulation

wesentlich ist.
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Guo Y, *Pischon N, Palamakumbura AH, Trackman PC. Intracellular distribution of
the lysyl oxidase propeptide in osteoblastic cells. Am J Physiol Cell Physiol 2007
(292):C2095-2102 *Gemeinsame Erstautorenschaft

Das 50 kDa grofe LOX-Proenzym wird in der extrazelluldren Matrix durch BMP-1, mTLD
und mTLL gespalten, so dass das 32 kDa grofe aktive Enzym, LOX, sowie das 18 kDa grofe
LOPP entstehen. In der vorliegenden Studie wurde die Lokalisation der verschiedenen
molekularen LOX-Formen in proliferierenden und differenzierenden Osteoblasten mittels
Immunfluoreszenz und Proteinanalyse untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass in
Abhingigkeit von dem Differenzierungsstadium der Osteoblasten sowohl das aktive LOX-
Enzym als auch das LOPP intrazelluldr nachgewiesen werden kann. In proliferierenden
Osteoblasten ist die LOX mit dem Nukleus und das LOPP mit dem endoplasmatischen
Retikulum und dem Golgi-Apparat assoziiert. In differenzierenden Zellen zeigt sich
demgegeniiber eine Assoziation mit dem Tubulin-Netzwerk. Zukiinftige Studien werden

zeigen, ob die intrazellulire LOX bzw. LOPP die Osteoblastenfunktion beinflussen.
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Palamakumbura AH, Jeay S, Guo Y, Pischon N, Sommer P, Sonenshein GE, Trackman
PC. The propeptide domain of lysyl oxidase induces phenotypic reversion of

transformed cells. J Biol Chem 2004 (279): 40593-40600

Studien weisen darauf hin, dass die LOX nicht nur eine kollagen- und elastinquervernetzende
Funktion, sondern auch einen Einfluss auf den Erhalt eines normalen Zellphdnotypes hat.
Dabei wurde gezeigt, dass die Expression der LOX mit einer Reversion von transformierten
Zellen in normale Zellphdnotypen einhergeht. Suramin ist ein Medikamnt, das bei der
Tumorbehandlung eingesetzt wird. Es ist bekannt, dass Suramin die LOX-Expression in ras-
transformierten Zellen hochreguliert. In der vorliegenden Studie wurde die Bedeutung der
LOX und insbesondere des LOPP fiir den Erhalt eines normalen Zellphdnotypes untersucht.
Die Daten zeigen, dass LOPP (und nicht wie angenommen die 32 kDa grofe LOX) die ras-
abhéngige Transformation von normalen Fibroblasten (NIH3T3 Zellen) in transformierte
Zellen (RS485 Zellen) hemmt. Damit zeigen die Ergebnisse erstmalig, dass LOPP einen

Einfluss auf Zellfunktionen wie die Zellzyklusprogression hat.



Vorstellung der Originalarbeiten 16

Pischon N, Babakhanlou-Chase H, Darbois L, Ho WB, Brenner MC, Kessler E,
Palamakumbura AH, Trackman PC. A Procollagen C-proteinase inhibitor
diminishes collagen and lysyl oxidase processing but not collagen cross-linking in

osteoblastic cultures. J Cell Physiol 2005 (203):111-117

PCP spalten das globuldre C-Propeptid vom Prokollagen Typ I. Anschliefend lagern sich
die Tropokollagenmolekiile zu Kollagenfibrillen zusammen und werden durch die LOX-
Aktivitdt enzymatisch quervernetzt. Neben der Abspaltung des C-terminalen Propeptids
spalten die PCP das 50 kDa groBe LOX-Proenzym, so dass es zur Entstehung des aktiven
LOX-Enzyms und damit zur Quervernetzung des Tropokollagens kommt. In dem
vorliegenden Manuskript wurde die PCP-Aktivitdt experimentell mittels eines Inhibitors
gehemmt, um die Bedeutung der PCP in der Regulation der Kollagenakkumulation in
Osteoblastenkulturen zu untersuchen. Die Daten zeigen, dass der PCP-Inhibitor die
Entstehung des aktiven LOX-Enzyms jedoch nicht die LOX-mRNA-Expression oder die
Kollagenquervernetzung hemmt. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass moglicherweise
einzelne LOX-Isoenzyme nicht durch den PCP-Inhibitor gehemmt werden und somit die
Quervernetzung des Kollagen Typ 1 teilweise iibernehmen. In differenzierenden
Osteoblasten flihrte der PCP-Inhibitor zur verminderten Abspaltung des C-Propeptids vom
Prokollagen Typ 1. Die durch den Inhibitor bedingten Verdnderungen der extrazelluldren
Kollagenmodifikation resultierten in der Akkumulation von fibrilliren Kollagen mit
erhohten kollagenen Faserdurchmessern, was auf eine gestorte Fibrillenpolymerisation
hindeutet. Die Ergebnisse zeigen, dass die PCP-Aktivitit fiir eine regelrechte
Kollagenakkumulation in Osteoblastenkulturen wesentlich ist. Moglicherweise kann in
Zukunft bei Erkrankungen des Knochengewebes eine spezifische Regulation der PCP-

Aktivitét therapeutisch genutzt werden.
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Pischon N, Darbois L, Palamakumbura AH, Kessler E, Trackman PC. Regulation of
collagen deposition and lysyl oxidase by tumor necrosis factor-a in osteoblasts. J Biol

Chem 2004 (279):30060-30065

Entziindliche Erkrankungen des Knochengewebes, wie z. B. die Parodontitis, sind mit der
Freisetzung von inflammatorischen Mediatoren wie dem TNF-o assoziiert. In dem
vorliegenden Manuskript wurde der Einfluss von TNF-a auf die extrazelluldren Enzyme
der Kollagenbiosynthese, insbesondere der LOX sowie der PCP, BMP-1 und mTLD, in
Osteoblastenkulturen  untersucht. Die  Ergebnisse zeigen, dass TNF-a die
Kollagenakkumulation nicht jedoch die Kollagen-mRNA-Expression und die
Kollagensynthese hemmt. Es wurde auPerdem eine konstante BMP-1- und mTLD-
mRNA- und Proteinexpression unter TNF-o-Behandlung festgestellt. Dagegen fiihrte
TNF-o zur Hemmung der LOX-mRNA-Expression sowie der LOX-Proteinsynthese und
der LOX-Aktivitdit und damit zur verminderten kollagenen Quervernetzung. Eine
verminderte Akkumulation sowie Quervernetzung des Kollagen Typ I durch TNF-a
begiinstigt moglicherweise den Abbau extrazelluldrer Knochenmatrix durch Proteinasen
und stellt damit einen wesentlichen Mechanismus in der Pathogenese entziindlicher

Erkrankungen dar.
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5. Diskussion

Die mechanischen Eigenschaften des Knochengewebes beruhen entscheidend auf der
Architektur der extrazelluldren Matrix (Knott und Bailey, 1998). Fibrillires Kollagen Typ I ist
ein primdrer Bestandteil der extrazelluldren Matrix, und die mineralisierten kollagenen Fasern
sind eine elementare Einheit der komplexen Knochenstruktur (Wassen et al., 2000).
Extrazelluldre posttranslationale Modifikationen des fibrilliren Kollagen Typ I fithren zur
kollagenen Quervernetzung und sind damit fiir die Akkumulation einer funktionellen
extrazelluliren Knochenmatrix bedeutend (Knott und Bailey, 1998; Yamauchi und Katz,
1993; Yamauchi, 1996). Unterschiede in der posttranslationellen Kollagen Typ I Modifikation
fihren zu Adaptationen der Faserqualitit und somit zu verdnderten biomechanischen
Knocheneigenschaften (Knott und Bailey, 1998). Storungen der kollagenen Quervernetzung
fiihren zu massiver Verminderung der mechanischen Eigenschaften des Knochengewebes,
reduzierter Mineraldichte, Knochendeformitidten und -frakturen wie es beim Ehlers-Danlos-
Syndrom Typ IX, der Menke’s Disease und beim Lathyrismus beobachtet werden kann
(Geiger et al., 1933; Opsahl et al., 1982; Oxlund et al., 1995).

Kollagene Quervernetzungen haben einen Einfluss auf den Mineralisationsprozess (Knott und
Bailey, 1998; Yamauchi und Katz, 1993; Yamauchi, 1996), allerdings sind die
regulatorischen Mechanismen weitgehend unbekannt. Insbesondere sind fiir die Bildung von
funktionellem Knochengewebe wesentlichen Mechanismen der Zell-Matrix-Interaktionen
unklar. Mit den vorliegenden Originalarbeiten wurde erstmalig gezeigt, dass die
extrazelluliren  kollagenmodifizierenden = Enzyme  spezifisch im  Zuge  der
Osteoblastendifferenzierung reguliert werden. Eine quervernetzte kollagene Matrix scheint fiir
kontrollierte Zell-Matrix-Interaktionen und damit fiir die Zelldifferenzierung von
Osteoblasten entscheidend. Eine Hemmung der posttranslationalen extrazelluldren
kollagenmodifizierenden Enzyme geht mit der Akkumulation einer unorganisierten und
unstrukturierten kollagenen Matrix einher, die die Osteoblastendifferenzierung und

Matrixmineralisation beeintréchtigt.

5.1. Expression und Regulation der extrazelluliren kollagenmodifizierenden

Enzyme im Verlauf der Osteoblastendifferenzierung

Die Osteoblastendifferenzierung wird in drei Phasen unterteilt, Phase der Proliferation, Phase
der Matrixakkumulation und Phase der Matrixmineralisation, die durch die Expression

spezifischer Genprodukte charakterisiert sind (Stein ef al., 1996) (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Phasen I-III der Osteoblastendifferenzierung.
EXM: Extrazelluldre Matrix

Vorliegende wie auch weitere Arbeiten zeigen, dass sowohl die Kollagen Typ I mRNA
Expression als auch die Kollagensynthese in der fritlhen Phase der
Osteoblastendifferenzierung stattfindet, wéahrend die Akkumulation von unldslichem Kollagen
spater (ab dem 10 Tag in der Zellkultur) erfolgt (Franceschi und Iyer, 1992; Gerstenfeld et al.,
1988; Hong et al., 2004). In der Osteoblastenkultur ist die Kollagenakkumulation mit einer
gleichzeitigen Verminderung der Kollagen Typ I Genexpression gekoppelt (Hong et al.,
2004). Ahnliche Beobachtungen wurden nach der Behandlung der Osteoblasten mit
Wachstumsfaktoren gemacht, wobei es nach Zusatz des Transforming Growth Factors-betal
(TGF-B1) zu einem signifikant hoheren Anstieg der Kollagenakkumulation im Vergleich zur
Kollagensynthese kam (Centrella ef al., 1992). In den vorliegenden Originalarbeiten konnte
des Weiteren gezeigt werden, dass das pro-inflammatorische TNF-a primér die extrazelluldre
Kollagenmodifikation und Kollagenakkumulation hemmte, ohne die osteoblastire
Kollagensynthese zu inhibieren (Pischon ef al., 2004). Diese Daten weisen darauf hin, dass in
der Osteoblastendifferenzierung die posttranslationalen, extrazelluliren Modifikationen einer
spezifischen Kontrolle unterliegen und Mediatoren die extrazelluliren Prozesse der
Kollagenbiosynthese spezifisch regulieren (Hong et al., 2004; Pischon et al., 2004; Pischon et
al., 2005a; Trackman, 2005).
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Im spiteren Stadium der Osteoblastendifferenzierung und Matrixmineralisation kommt es zur
zelluldr kontrollierten Ablagerung von kristallinem Material (Boskey, 2003). Kollagen Typ I
ist flir die Initiierung der Mineralisation sowie fiir das Wachstum, die Proliferation und die
Agglomeration der Mineralkristalle entscheidend (Boskey, 2003). Es wird angenommen, dass
die Verteilung der kollagenen Quervernetzungen fiir die lokale Organisation der
Mineralisationskristalle im mineralisierten Gewebe wichtig ist (Yamauchi und Katz, 1993;
Yamauchi, 1996). Mit den vorliegenden Arbeiten konnte gezeigt werden, dass LOX, BMP-1
und mTLD in differenzierenden Osteoblastenkulturen (MC3T3-E1) exprimiert werden und
LOX =zeitlich spezifisch reguliert wird (Hong et al, 2004). Die LOX-Expression in
differenzierenden Osteoblasten ist von nachfolgenden Studien bestitigt worden
(Atsawasuwan et al., 2005; Turecek et al., 2008). Vorliegende Untersuchungen zeigen, dass
im Verlauf der Osteoblastendifferenzierung die LOX-Expression graduell bis hin zur Phase
der Matrixmineralisation ansteigt (Hong et al., 2004). Im Gegensatz zur LOX kann eine
konstante  Expression der PCP, BMP-1 und mTLD, im  Verlauf der
Osteoblastendifferenzierung beobachtet werden (Hong et al., 2004). BMP-1 ist an der
Spaltung und Aktivierung zahlreicher extrazelluldrer Matrixproteine beteiligt (Kessler et al.,
2001; Rattenholl et al., 2002; Uzel et al., 2001). Eine kontinuierliche BMP-1-Expression ist
moglicherweise fiir die Aufrechterhaltung grundlegender Spaltungsprozesse und damit
Gewebshomoostase grundlegend (Hong et al., 2004; Trackman, 2005).

Es wurde gezeigt, dass die reife 32 kDa LOX im Zytoplasma von mesenchymalen Zellen wie
glatten Muskelzellen und Fibroblasten nachgewiesen werden kann (Li et al., 1997,
Nellaiappan et al., 2000). Die vorliegenden Daten zeigen erstmalig eine Intrazellularitit von
32 kDa LOX innerhalb von Osteoblasten (Hong et al., 2004), was darauf hinweist, dass LOX
neben seiner kollagenquervernetztenden Funktion im extrazelluliren Raum mdoglicherweise
auch intrazelluldre Zellfunktionen beeinflusst. Dabei konnte eine spezifische temporire
Expression der LOX in proliferierenden und differenzierenden Osteoblasten nachgewiesen
werden (Guo et al.,, 2007). In proliferierenden Osteoblasten ist LOX nukleédr lokalisiert,
wihrend in differenzierenden Osteoblasten eine Assoziation mit dem Tubulin-Zytoskelett
festgestellt werden kann, was auf eine zellulire Beeinflussung im Verlauf der
Zelldifferenzierung hindeutet (Guo et al., 2007). In einer anderen Studie wurde gezeigt, dass
neben der LOX auch LOXL-1 und LOXL-4 im Verlauf der Osteoblastendifferenzierung
reguliert werden (Atsawasuwan et al., 2005). Die Funktion und Regulation einzelner
Isoenzyme in der osteoblastidren Entwicklung ist jedoch unklar und sollte in weiterfithrenden

Untersuchungen analysiert werden.
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5.2. Expression und Bedeutung von Lysyloxidase-Spaltprodukten in der

Osteoblastendifferenzierung

Es ist bekannt, dass freigesetzte Kollagenpropeptide nach der Abspaltung vom Prokollagen
eine biologische Funktion aufweisen konnen (Aycock et al., 1986; Shichiri und Hirata, 2001;
van der Rest et al., 1986; Weston et al., 1994). Beispielsweise hat das durch die PCP-Aktivitit
freigesetzte Prokollagen Typ I Propeptid Einfluss auf die Zelladhdsion und Zellmigration und
das Prokollagen Typ II Propeptid oder auch Chondrocalcin fordert die Mineralisation von
Knorpelmatrix (van der Rest et al., 1986). Ein weiteres Beispiel eines biologisch aktiven
Propeptids ist das von Kollagen Typ VXIII freigesetzte Endostatin, das die Angiogenese
hemmt (Shichiri und Hirata, 2001).

Bisher wurde angenommen, dass das LOX-Spaltprodukt, LOPP, dem Abbau durch
Proteinasen im extrazelluliren Raum unterliegt und keine eigenstindige Funktion aufweist.
Kollagene Propeptide fallen durch ihre Proteingrofe und auPergewodhnliche strukturelle
Eigenschaften auf. Das 18 kDa grofe LOPP ist ein basisches, argininhaltiges und lysinfreies
Peptid mit einem isoelektrischen Punkt von 12,5 (Palamakumbura et al., 2004). Es wurde
beschrieben, dass kleine basische Peptide in der Lage sein konnen, die Zellmembran ohne
einen spezifischen Rezeptor zu passieren (Futaki et al., 2002). Die vorliegenden Daten zeigen,
dass LOPP nach Abspaltung vom Proenzym von den Osteoblasten aufgenommen wird (Guo
et al., 2007). Dabei konnte eine spezifische LOPP-Lokalisation im Verlauf der
Osteoblastendifferenzierung festgestellt werden. In proliferierenden Osteoblasten ist das
LOPP mit dem Golgi-Apparat und dem Nukleus assoziiert und in differenzierenden
Osteoblasten bindet LOPP an das a-Tubulin-Netzwerk (Guo et al., 2007). Tubulin ist fiir den
Autfbau des Spindel-Apparates und somit flir die Kontrolle der Zellmitose wichtig (Jordan,
2002). Es ist bisher nicht nachgewiesen, ob LOPP die Proliferation und Differenzierung von
Osteoblasten beeinflusst, allerdings ist dies Gegenstand weiterfiihrender Untersuchungen.
Vorliegende Untersuchungen unter Verwendung eines rekombinanten LOPP zeigen jedoch,
dass LOPP biologisch aktiv ist und in der Lage ist, den Zellzyklus zu beeinflussen
(Palamakumbura et al., 2004), was darauf hinweist, dass LOPP moglicherweise einen

Einfluss auf die osteoblastére Zellproliferation hat.
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5.3. Konsequenzen der Inhibition der extrazelluliren Kollagenmodifikation fiir die

osteoblastiare Matrixakkumulation

Durch die PCP-Aktivitdt wird nicht nur das C-Propeptid vom Prokollagen I-III gespalten,
sondern es kommt auch zur Abspaltung des LOPP und damit zur Aktivierung der LOX (Uzel
et al.,2001). In den vorliegenden Untersuchungen fiihrte eine Hemmung der PCP-Aktivitét zu
einer Erhohung von 16slichen und geringer quervernetzten Kollagen in den
Osteoblastenkulturen (Pischon et al., 2005a). Auferdem fiihrte die Behandlung der
Osteoblastenkulturen mit B-APN, einem Lathyrogen und spezifischen Inhibitor der LOX-
Aktivitét, zu einer erhohten Akkumulation von unstrukturiertem und geringer quervernetztem
Kollagen (Hong et al., 2004). Dabei wurde eine hohe Variabilitit der kollagenen
Fibrillendurchmesser mit deutlich erhohten Fibrillendurchmessern beobachtet, was auf eine
mangelhafte Fibrillenanordung und — struktur in der osteoblastidren Matrix hindeutet (Hong et
al., 2004). In einer kiirzlich publizierten Studie fiihrte die LOX-Hemmung mittels 3-APN in
Osteoblastenkulturen zur Reduzierung der Quervernetzungen, Pyr und deH-DHLNL (Turecek
et al., 2008). Osteolathyrismus interferiert nicht nur mit der Expression von Kollagen und
Proteoglykanen, sondern auch von zelluldiren Wachstumsfaktoren wie dem TGF-B (Ekholm et
al., 2000). Es wurde gezeigt, dass das Lathyrogen B-APN Osteocalcin, ein spater Marker der
Osteoblastendifferenzierung, hemmt (Turecek et al., 2008). Die Daten weisen darauf hin, dass
die Akkumulation einer organisierten und strukturierten kollagenen Matrix fiir die
Osteoblastendifferenzierung und Matrixmineralisation entscheidend ist. Die vorliegenden
Originalarbeiten zeigen, dass eine Hemmung der extrazelluliren kollagenmodifizierenden
Enzyme mittels spezifischer Inhibitoren Erkenntnisse {iber die Bedeutung der Enzyme in der
Kontrolle der extrazelluliren Kollagenbiosynthese liefert (Hong et al., 2004; Pischon et al.,
2005b). Die spezifische Regulation der PCP und LOX konnte in Zukunft genutzt werden, um

Spaltprozesse und Akkumulation des fibrilldren Kollagens gezielt zu modulieren.

5.4. Rolle des inflammatorischen Zytokins Tumor necrosis factor-alpha in der

Regulation der extrazelluliren Kollagenmodifikation

TNF-o ist ein pro-inflammatorisches Zytokin, welches hauptsdchlich von stimulierten
Monozyten, Makrophagen und T-Lymphozyten gebildet wird und fiir die Pathogenese von
entziindlichen Erkrankungen wie der Parodontitis von Bedeutung ist (Page et al., 1997,

Pischon ef al., 2008). TNF-a steigert im Knochengewebe die Osteoklastogenese und damit die
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Knochenresorption (Bertolini et al., 1986). TNF-a kann bei der Parodontitis in hohen
Konzentrationen im entziindeten parodontalen Gewebe sowie im Serum nachgewiesen
werden, was zum lokalen Binde- und Stiitzgewebeverlust fiihrt und systemisch zur Entstehung
chronischer Erkrankungen beitrdgt (Joshipura et al., 2004; Page et al., 1997; Pischon et al.,
2007).

Die vorliegenden Originalarbeiten zeigen erstmalig einen direkten Einfluss von TNF-a auf die
Expression posttranslationaler kollagenmodifizierender Enzyme (Pischon et al., 2004). Dabei
zeigen die Daten, dass TNF-a die mRNA-Expression, die Proteinsekretion sowie die
Enzymaktivitdt von LOX hemmt, was die Akkumulation einer unorganisierten extrazelluldren
Matrix mit reduzierter kollagener Quervernetzung beglinstigt (Pischon et al., 2004). Im
Gegensatz dazu bleibt die Expression von BMP-1, mTLD und PCPE unter dem Einfluss von
TNF-a in Osteoblastenkulturen konstant (Pischon et al, 2004). Eine mangelnde post-
translationale Modifikation des Kollagen Typ 1 beeinflusst die Mineraldichte und
Mineralkristallstruktur (Knott und Bailey, 1998). Die durch TNF-a induzierte Akkumulation
von unstrukturiertem, geringer quervernetztem Typ I Kollagen beglinstigt moglicherweise
einen durch kollagenaseinduzierten Matrixabbau und damit den Knochenverlust in der
Pathogenese entziindlicher Erkrankungen (Kagan, 1986a; Pischon et al, 2004). Derzeit
werden TNF-a-Antagonisten vermehrt z. B. in der Behandlung von entziindlichen
Erkrankungen eingesetzt und es wurden in der Parodontalforschung positive Effekte der
TNF-a-Antagonisten auf die Immunantwort und Hemmung des parodontalen
Knochenverlustes verzeichnet (Assuma et al., 1998; Di Paola ef al., 2007; Oates et al., 2002).
Inwieweit sich eine therapeutische Hemmung inflammatorischer Mediatoren mittels
Biologika wie TNF-a-Antagonisten auf die Kollagenbiosynthese und Akkumulation einer

funktionellen extrazelluldren Knochenmatrix auswirkt, wird weiterfithrend untersucht.



Schlussfolgerung und Ausblick 24

6. Schlussfolgerung und Ausblick

Schlussfolgernd weisen die vorliegenden Untersuchungen auf eine prizise Regulation der
posttranslationalen kollagenmodifizierenden Enzyme, insbesondere der LOX, im Verlauf der
Osteoblastendifferenzierung hin. Eine quervernetzte kollagene Matrix ist fiir kontrollierte
Zell-Matrix-Interaktionen und damit fiir die Zelldifferenzierung von Osteoblasten wesentlich.
Eine Hemmung der posttranslationalen extrazelluldren kollagenmodifizierenden Enzyme geht
mit der Akkumulation einer unstrukturierten kollagenen Matrix einher, die die
Osteoblastendifferenzierung und Matrixmineralisation beeintrachtigt. Eine kontinuierliche
BMP-1- und mTLD-Expression scheint dagegen fiir die Aufrechterhaltung zahlreicher
Spaltprozesse und damit fiir die Akkumulation einer funktionellen extrazelluliren Matrix
entscheidend zu sein.

Die vorliegenden Daten zeigen weiterhin, dass sich LOX sowie das Spaltprodukt LOPP an
nukledre und tubuldre Strukturen innerhalb der Osteoblasten bindet. Es ist bisher nicht
nachgewiesen, ob LOPP die Proliferation und Differenzierung von Osteoblasten beeinflusst.
Vorliegende Untersuchungen unter Verwendung eines rekombinanten LOPP zeigen jedoch,
dass LOPP biologisch aktiv und in der Lage ist, das Zellwachstum zu beeinflussen.
Vorarbeiten deuten auf eine Regulation der Osteoblastendifferenzierung durch LOPP hin. Die
vorliegenden Originalarbeiten zeigen auPerdem, dass eine spezifische Hemmung der
extrazelluldren kollagenmodifizierenden Enzyme die Akkumulation einer unstrukturierten
osteoblastiren Matrix begiinstigt (Hong et al., 2004; Pischon et al., 2005b). Schlieflich zeigen
die Daten, dass inflammatorische Zytokine in der Lage sind, die posttranslationalen
extrazelluldren Prozesse der Kollagenbiosynthese spezifisch zu hemmen (Trackman, 2005).
Moglicherweise kann eine gezielte Regulation der extrazelluldren Enzyme in Zukunft genutzt
werden, um Spaltprozesse und Akkumulation des fibrilliren Kollagens zu modulieren und

therapeutisch zu nutzen.
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7. Zusammenfassung

Ein wesentlicher Bestandteil des Parodonts ist das alveoldre Knochengewebe, das einer hohen
mastikatorischen Druckbelastung sowie funktionellen Anpassungen an metabolische und
inflammatorische Reize unterliegt. Die durch Osteoblasten geforderte extrazelluldre
Matrixakkumulation sowie die anschliefende Matrixmineralisation sind fiir die Entstehung,
das Remodeling und die Regeneration des alveoldren Knochengewebes entscheidend. Post-
translationale extrazelluldre Prokollagenmodifikationen sind fiir die Akkumulation von
quervernetztem und damit unldslichem Kollagen verantwortlich. Die extrazelluldre
Modifikation des Kollagens umfasst die Abspaltung der N- und C-terminalen Propeptide und
die Konversion der Lysin- und Hydroxylysinreste in reaktive Aldehyde. Dies erfolgt im
Wesentlichen durch die Enzyme Prokollagen C-Proteinasen (PCP), Prokollagen N-Proteinase
und Lysyloxidase (LOX). Bisher war unklar, wie die extrazelluldren, kollagenmodifizierenden
Enzyme im Zuge der Osteoblastendifferenzierung reguliert werden. Die vorliegenden
Arbeiten zeigen, dass die Expression der Enzyme und insbesondere der LOX in
differenzierenden Osteoblastenkulturen einer priazisen Regulation unterliegt. Im Gegensatz
zur LOX scheint die Expression der PCP im Verlauf der Osteoblastendifferenzierung konstant
Zu sein.

Bei der Spaltung des 50 kDa grofen Lysyloxidase-Proenzyms entsteht das 18 kDa grof3e
Propeptid (LOPP). Die vorgelegten Forschungsergebnisse weisen darauf hin, dass LOPP nach
der Abspaltung vom LOX-Propeptid von den Osteoblasten aufgenommen wird und
intrazelluldr in differenzierenden Zellen an a-Tubulin bindet, was auf eine Funktionalitit des
LOPP im Verlauf der Osteoblastendifferenzierung hindeutet. Vorliegende Untersuchungen
zeigen, dass rekombinantes LOPP in der Lage ist, die Progression des Zellzykluses zu
beeinflussen.

In den vorliegenden Untersuchungen wurde des Weiteren gezeigt, dass sowohl spezifische
Inhibitoren der Lysyloxidaseaktivitidt (B-APN) als auch der Lysyloxidasespaltungsprozesse
(BMP-1-Inhibitor) zu  massiven  strukturellen  kollagenen = Verdnderungen in
Osteoblastenkulturen fiihren.

Im Zuge von entziindlichen Erkrankungen des Knochengewebes wie der Parodontitis kommt
es zur massiven Freisetzung von inflammatorischen Zytokinen. Die Originalarbeiten zeigen,
dass inflammatorische Zytokine wie TNF-a die Gen- und Proteinexpression sowie die
Aktivitit der LOX hemmen. Moglicherweise konnte eine gezielte Regulation der

extrazelluldren Enzyme zukiinftig genutzt werden, um Spaltprozesse und die Akkumulation
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des fibrilldiren Kollagens zu modulieren und im Zuge entziindlicher Erkrankungen des

Knochengewebes therapeutisch zu nutzen.
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