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1.Einleitung

1.1 Pflanzliche Polyphenole - Ellagitannine

Polyphenole pflanzlichen Ursprungs sind ubiquitérbveitete Bestandteile der
Nahrung und sorgen durch ihre adstringierenden rSgwften fur den

charakteristischen Geschmack zahlreicher Genustmite Wein oder Whisky.

Neben ihren geschmacklichen Attributen werden pgflane Polyphenole auch
wegen ihres Einsatzes beim Gerben von Tierhauthgegc Daher stammt auch
der Name dieser heterogenen Substanzgruppe, Tanmeters dienen

Polyphenole von alters her zur Herstellung von &anbnd Tinten. (Niemetz und
Gross, 2005)

1.1.1 Systematische Einteilung der Polyphenole

Die Familie pflanzlicher Polyphenole, in weiterevlge als Tannine bezeichnet,
teilt sich in zwei Gruppen. Auf der einen Seite kilmdensierten Tannine, die sich
von den Flavonoiden ableiten, auf der anderen Seite hydrolysierbaren
Tannine, die Ester der Gallensaure mit einem Palgwktellen. Der einfachste
Vertreter dieser Gruppe ist dgsSlucogallin. Durch zunehmende Substitution mit
Gallensauremolekiilen entsteht die maximal-subetiiei Verbindung 1,2,3,4,6-
penta-O-galloyB-D-Glucopyranose. Die mono- bis penta-substiturekertreter
werden als Einfache Galloylglucosen bezeichnets®istehen den Komplexen
Galloylglucosen, den Gallotanninen, gegeniber. @adotannine werden hierbei
durch Addition weiterer Gallensdurereste an dietdmailoylglucose gebildet.
Hierdurch entstehen hochmolekulare Verbindungen mehn oder mehr
Gallensaureresten. Durch Oxidationsreaktionen koramtzur Briickenbildung
zwischen benachbarten Gallensaureresten und dadwrchAusbildung von
3,4,5,3",4",5"-Hexahydroxydiphenoyl-Einheiten. Dsolchermallen gebildeten
Verbindungen bilden die zweite Gruppe der hydr@gsaren Tannine, die
Ellagitannine. (Niemetz und Gross, 2005)

Sie bestehen aus einem zentralen Zuckermolekuktemsi3-D-Glucopyranose,

das Uber Esterbindungen mit mehreren Gallensauedineh vernetzt vorliegt.
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Die Gallensaurebausteine wiederum sind Uber Kotdé&rsohlenstoff bzw.
Kohlenstoff-Sauerstoff Etherbriicken untereinanderbunden. (Quideau et al.,
2004)

Neben der intramolekularen Brickenbildung zeigetadiknnine auch starke
Tendenzen zur Bildung dimerer und oligomerer Vetbilgen durch die
Ausbildung intermolekularer Briicken. (Niemetz una€s, 2005)

Eine Untergruppe der Ellagitannine besteht aus Miés, die neben den HHDP-
Einheiten auch noch 2,3,5-NonahydroxyterphenoyldBgsine umfassen und um
einen offenkettigen Glukose-Kern aufgebaut sindiid@au et al., 2005; Quideau
et al., 2004)

Diese funktionellen Einheiten sind Bestandteile vaft und zwdélfgliedrigen
Ringen, die diesen Ellagitanninen strenge steraodohe Eigenschaften
bescheren. Durch diese besonderen Struktureigdtesthat diese Untergruppe
der Ellagitannine besonders gut geeignet bestindigproteine, wie etwa von
Viruspartikeln, zu erkennen. (Quideau et al., 2005)

Die Synthese von Ellagitanninen mit NHTP-Struktuehg von der p-
Pentagalloylglucose aus. Durch oxidative Bildung wwHDP-Einheiten an den
Positionen 2,3 und 4,6 entsteht aus dieser Voleifemdung Pedunculagin.
Durch Abspaltung des Gallensdurerestes an Podtientsteht Liquidambin mit
seiner charakteristischen Aldehydgruppe. Weiter&lgkosylierung fihrt zum
Einbau eines freien Gallensaurerestes und somiBidung von Casuarinin und
dessen Epimer Stachyurin. Durch oxidative Verkniigfdes freien Galloylrestes
mit der 2,3-HHDP-Einheit kommt es zur Bildung voes¢alagin und Castalagin,
den ersten Vertretern mit einer NHTP-Einheit. Nokleile Substitution an der
Hydroxylgruppe des C-1 des Zuckers dieser monomeezhindungen fuhrt zur
Bildung von Dimeren und Lyxose bzw. Xylose enthadken Ellagitanninen.
Diese Substitutionsreaktionen laufen unter sterewdctcher Kontrolle ab und
fuhren zur Bildung von Grandinin sowie den Robuniebis E. (Quideau et al.,
2004)
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HHBP unV
- HO

NHTP unit 4: R" =p-OH, roburine A
7 R'= w-0OH, roburing D

}DHR%

1.R'= B-OH, vescalagin
2: R' = «-OH, castalagin

lyxose =R'=H, R? =OH
xylose:R1 OH, RZ=H

3: grandinin (lyxose) H
8: roburine E {xylose)

&: roburine B (lyxose} HO
6: roburine C (xylose)

Abbildung 1: Die acht wesentlichen, NHTP-Gruppenfassenden
Ellagitannine aus dem Holz von Castanea und Qu&kdes (Quideau et al.,
2005)
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1.1.2 Eigenschaften hydrolysierbarer Tannine

Ellagitannine teilen sich viele ihrer Eigenschafteih den Procyanidinen. Sie sind
in Wasser gut I6slich, haben ein hohes Molekulargetwund féallen Proteine und

Alkaloide aus ihrer Loésung. Sauren oder Basen Hysieren die Esterbindungen
der Ellagitannine wobei die HHDP-Einheiten als Hepdroxydiphensaure

abgespalten und spontan in das wasserunléslichetBis Ellagsaure umgesetzt
werden. (Espin et al., 2007; Fridrich et al., 200&metz und Gross, 2005)

1.1.3 Vorkommen von Ellagitanninen

Ellagitannine sind natirliche Bestandteile von etgl als Nahrungsmittel
genutzten Pflanzen. Darunter fallen zahlreiche Nidbite wie die, Pedunculagin
enthaltende, Walnul3, weiters HalRelnufl3 und Mandeieseinige Beerenfriichte,
wie Sanguiin H-6 enthaltende Erdbeeren und Himlmersowie die
Muskatellertraube mit dem Inhaltsstoff Sanguiin HEspin et al., 2007; Fridrich
et al., 2008; Heber, 2008) Weitere Quellen von diléaninen sind Pfirsiche,
Zwetschken und Khakifriichte. (Cerda et al., 2005)

Granatapfel Punica granaturp zeichnen sich durch einen besonders hohen
Gehalt an Ellagitanninen aus. Dieser, Punicalagenagnte Vertreter der
hydrolysierbaren Tannine, kommt in der Fruchtsclide Granatapfels vor und
wird durch Pressen der Frucht in einer Quantitdit n@hr als 2 g pro Liter Saft
gewonnen. Punicalagin kommt exklusiv im Granatapéelund bildet zusammen
mit Punicalin eine Untergruppe der Ellagitanniri¢eljer, 2008)

In pflanzlichen Geweben kommen Ellagitannine in Kamation mit Ellagsaure
vor. (Fridrich et al., 2008) Vertreter der NHTP+saitenden Ellagitannine sind im
Holz von Fagaceaen Myrtaceaen Melastomataceaen Lythraceaen sowie
Combretaceaerzu finden. (Quideau et al., 2005; Quideau et 2004) Das
Hartholz von Eichen- und Kastanienarten enthéltehahteile an Castalagin und
seinem C-1 Epimer Vescalagin (bis zu 6% des Trogé&erchts) sowie Grandinin
und Roburin A bis E. (Quideau et al., 2005) Die age:n Zusammensetzung und
die Konzentrationen der einzelnen Stoffe sind vgezgs und Standort des

Ursprungsbaums abhangig. (Fridrich et al., 2008)
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Auch in zahlreichen alkoholischen Getranken wie $&hiund in Barriquefassern
gereiften Weinen sind Ellagitannine zu finden, d& evahrend des
Reifungsprozesses zum Ubergang der phenolischenindeingen aus dem Holz
der Eichenfasser in die Alkohol-Wasser-Mischung @Enussmittels kommt.
(Espin et al., 2007)

1.1.4 Bioverfugbarkeit und Metabolismus von Ellagitinen

Studien lassen darauf schlieRen, dass die Uber Ndierung zugeflhrten

Ellagitannine nicht in ihrer urspringlichen Formsadem Magen-Darm-Trakt

resorbiert werden. Nur bei massiver Zufuhr an Hiaopinen aus dem

Granatapfel konnte wahrend toxikologisch oriengiert Untersuchungen

Punicalagin in Plasma und Urin von Mausen nachgameverden. An Menschen
durchgefuhrte Studien erbrachten keinen Hinweis dig Resorption der

urspringlichen Verbindungen bei oraler Gabe vonadidanninen. Unter

physiologischen Bedingungen des Magen-Darm-Trakies in humanen Zellen

Ellagsadure aus den Ellagitanninen freigesetzt. ddid&®rgang lauft spontan bei
dem, im Dunndarm vorherrschenden, pH-Wert ab. WihemMNahrung zugefihrte

Ellagsdure wird beim Menschen allerdings nur zagerlaus dem Darm

resorbiert, wie Untersuchungen mit Granatapfelsafl dem Extrakt schwarzer
Himbeeren zeigten (Espin et al., 2007)

Cerda et.al. konnten nach der Einnahme von ellagbaliigen Fruchtsaften

keinerlei Absorption der freien Ellagséure feststel Dieser Umstand mag darauf
zurtckzufiihren sein, dass bestimmte Faktoren disofRgon der freien

Ellagsaure beeinflussen. Zu diesen Faktoren kondiierzusammensetzung des
Nahrungsmittels, die Dosis an enthaltener Ellagsésowie interindividuelle

Unterschiede zahlen. Aul3erdem ist bekannt, dassydgilre eine ausgepragte

Tendenz zur Adsorption an das Darmepithel aufwéistpin et al., 2007)

1.1.4.1 Urolithine — Metabolite der Ellagitannine

Im Magen-Darm-Trakt werden Ellagitannine, vermdtlidurch Bakterien der
Darmflora, in die Dibenzopyranone Urolithin A und Bmgesetzt. Diese
Metabolite liegen 24 bis 48 Stunden nach der Eimeakllagitanninreicher Kost
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in Plasma und Urin als glucuronidierte Form in higchsten Konzentrationen
vor. Im Urin sind Urolithine bis zu 72 Stunden naelisbar. (Espin et al., 2007)
Die Ausscheidung von Ellagitanninen erfolgt beineriddchen, unabhangig von
Quelle und Art der aufgenommenen Ellagitanninei-anm von Urolithin B und
dessen Derivaten, was darauf schlieRen Ilasst, dass der, in der
Verbindungsklasse ubiquitar vorhandene, Ellagséstefir die Bildung der
Urolithine maRgeblich ist. Die Ausscheidung erfalgtden meisten Féllen etwa
16 Stunden nach Einnahme des Ellagitannins und Uié¢r mindestens 40
Stunden an. (Cerda et al., 2005)

Die lange Verweildauer der Metabolite im Urin lasatf eine geringe renale
Clearance schlieRen, welche auf einen enterohepatisKreislauf zurtickgefuhrt
wird. Die Verteilung der Metabolite in den Korpewgben wurde erstmals an
Ratten untersucht, wobei Urolithine in Leber uncemdi nachgewiesen werden
konnten. Weitere kinetische Untersuchungen wurdenSas ibericus einem
Modeltier, dessen Verdauungstrakt dem des Mensdhmraus ahnlich ist,
unternommen. Fleisch und Fett dieser Schweine stem&uf besonders resistent
gegeniber Verderben durch Oxidation und Ranzig-@rerdu sein. Dieser
Umstand wird teilweise auf die Ernahrung der Scheenit ellagitanninreichen
Eicheln zurtckgefihrt. Allerdings war es im Verladér Studie nicht mdglich
Polyphenole aus den Eicheln in Fett- und Muskeldpender Tiere nachzuweisen,
so dass diese Erklarung fur die Resistenz gegerDkiglationsvorgangen nicht
zutreffend scheint. (Espin et al., 2007)

Im Korpergewebe der Schweine konnten 31 verschee@#agitannin-Metabolite
identifiziert werden. Dazu zahlten Metabolite ddagséaure sowie die mikrobiell
gebildeten Urolithine. Die Studie zeigte, dass ddiure unter physiologischen
Bedingungenin vivo aus Ellagitanninen freigesetzt wird und im Verlalgs
Magen-Darmtraktes Uber die Zwischenschritte Urglith und C in die Urolithine
A und B umgewandelt wird. Im Verlauf der Darmpassagverden
Hydroxylgruppen der durch Hydrolyse von Ellagitaven gewonnenen
Ellagsaure sukzessive abgespalten, wodurch die phipe der Metabolite
zunimmt und deren Resorption aus dem Darmlumen ristigii wird. Dieser

Prozess beginnt im Jejunum und findet seinen Alisshin den distalen Arealen
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des Darmes. Urolithin B und D werden bereits inhéti Darmabschnitten
resorbiert und gehen, mit dem Ziel phenolische rdphile Hydroxylgruppen zu

reduzieren, in einen enterohepatischen Kreislanf Einmal absorbiert, erfolgt
der erste Glucuronidierungsschritt der Metaboliteden Darmzellen. Weitere
Metabolisierung der Substanzen erfolgt in der Lehech Bildung von Sulfaten
oder Diglucuroniden, die in die Galle sezerniertradem. Urolithin B, der

vermutete Endpunkt der Metabolisierung im Darmwistler in Galle noch Feces
nachweisbar, da es nur eine einzelne Glucuronidgsstelle aufweist und sofort
in den Urin Ubergeht. In Plasma und Urin sind, mebEllagsdure-

dimethyletherglucuronid, vor allem die Urolithine And B sowie deren
Glucuronide anzutreffen. Urolithin A ist der haujaklich in den Feces von
Mensch und Schwein auffindbare Ellagitannin-Met@b¢Espin et al., 2007)

Im Gegensatz dazu konnte Urolithin B auch in demreBevon Trogopterus

xanthippes festgestellt werden. Die  Ausscheidungsprodukte setie
Eichhoérnchenart werden in der traditionellen chsesen Medizin schon seit
langem bei Blutstau und Allergien eingesetzt. Dieskt sich mit den kirzlich
gewonnen  Erkenntnissen, dass Urolithin B  antiargneg und

hyaluronidasehemmende Eigenschaften besitzt. (& rala 2005)
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Abbildung 2: Metabolismus von Ellagitanninenlrolithinen Uber Ellagsaure
(Espin et al., 2007)

Espin et.al. berichten in ihrer Studie Uber dieskeaz starker interindividueller
Schwankungen bei der Metabolisierung von Ellagitaem was zum
Vorhandensein vohigh und low urolithin excreterduhrt. Im Verlauf der Studie
an Iberischen Schweinen konnten starke individuélleterschiede in der

Ausscheidung von Urolithinen bestatigt werden. (Esp al., 2007)
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1.1.5 Toxikologisches Profil

Einige Studien zeigten, dass Punicalagin, das Yemain Punica granatum

vorkommt, bei Rindern nephrotoxische Effekte undémekrosen verursachen
kann. Studien an Ratten zeigten, dass hohe DosesediEllagitannins zu
schadlichen Auswirkungen fuhrten, die im krassengebsatz zu den
antioxidativen und hepatoprotektiven Effekten der erbindung Dbei

Acetaminophen-induzierten Leberschaden stehen.in(Egpal., 2007) Lin et.al.

konnten diese Erkenntnisse hinsichtlich der toxasctWirkung hoher Dosen
Punicalagin wahrend ihrer flnfwochigen Untersuclamgnicht bestétigen.
(Azorin-Ortuno et al., 2008)

Eine an gesunden, menschlichen Probanden durchtefttudie zeigte, dass die
tagliche Einnahme von einer oder zwei Kapseln eibdsaktes aus Granatapfeln
(entsprechend 435 bzw. 870 mg Gallensaureaquiletiber 28 Tage keinerlei
negative Auswirkungen hat. Auch allergische Readio konnten nicht

festgestellt werden. (Heber et al., 2007)

Auf Grund der Eigenschaft von Ellagitanninen, Bedtaile der Nahrung, wie
Proteine, Cellulose, Pektin und Mineralstoffe zundein und dadurch deren
Resorption aus dem Gastrointestinaltrakt entgegan warken, sowie die

Verdauungstatigkeit durch Komplexierung von Enzymend endogenen
Proteinen zu hemmen, stehen diese Verbindungenumden Erndhrungsstatus
eines Individuums nachteilig zu beeintrachtigenxi$che Effekte von, aus den
Eichenarten Quercus calliprinos Quercus incanaund Quercus coccifera

isolierten, Ellagitanninen konnten bei Rindern, étasund Ziegen festgestellt
werden. Auch fur die Inhaltsstoffe vdQuercus roburexistieren Berichte Uber
toxische Effekte bei Rindern. Uber einen Zeitrauom ©6 Tagen durchgefihrte
Untersuchungen an Ratten mit Milchpulver, das ntidagianninen aus Eichen
angereichert wurde, zeigten keinerlei signifikaBeeintrachtigung von Serum-,
hamatologischen und Gewebsparametern der VersehstiDie milden

Stérungen fuhrten die Autoren der Studie auf dietginreiche Milchpulver-

Ernédhrung der Ratten zurick und folgerten, dass Hienahme von

ellagitanninangereichertem Milchpulver auch fir dedMenschen keine
gesundheitlichen Risiken darstellt. Dieser Umstastheint besonders fir



18

Weinliebhaber bedeutsam, da speziell Barrique-Wegigh an Ellagitanninen aus
dem Holz von Eichenfassern sind. (Azorin-Ortunalet2008)

1.1.6 Bedeutung der Ellagitannine

1.1.6.1 Bedeutung in der Lebensmitteltechnologie

Ellagitannine aus dem Holz verschiedener Eichenasiad wesentlich an der
Ausbildung des Geschmacks alkoholischer Getranke Wein und Whisky
beteiligt. Wahrend des Reifungsprozesses in gesitarh Holzfassern treten
Substanzen aus dem Holz in die schwach saure Aldagser-Mischung uber
und nehmen mdglicherweise Einfluss auf Aussehen gedchmackliche
Komponente des Garungsproduktes. Der Vorgang deshiRéns der Eichenfasser
wird als ,Toasten" bezeichnet und erfolgt durch labfmen der innersten
Holzschicht des Fasses wobei eine diinne Kohlertschiaickbleibt. Wahrend
diesem Vorgang erfahrt ein Grol3teil der im Eichdnlemthaltenen Ellagitannine
eine thermische Umwandlung wodurch die adstringeee
Geschmacksempfindung verringert wird. Nur ein ggm Teil der
hydrolysierbaren Tannine verbleibt in seinem Ursgszustand. (Quideau et al.,
2005)

Untersuchungen zeigten, dass Castalagin und Vegeathe sich nur geringfugig
hinsichtlich der Orientierung einer Hydroxylgruppenterscheiden, durch
thermische Behandlung zu Dehydro- sowie Deoxydegivamgewandelt werden.
Zusatzlich  kommt es zur Abspaltung von Ellagsdureus a den
Ausgangsverbindungen. Deoxyvescalagin dient als rgdimgsprodukt zu
goldbraun-gefarbten, polymeren Verbindungen, dof $iir die geschmackliche
Komplexitat und den Koérper des Getranks verantvabrtizeigen. Vescalagin
wirkt vierzehn Mal starker adstringierend in seirggschmacklichen Qualitaten
als die resultierenden Polymere. Aus den Ellagiteimeren Roburin A und
Roburin D werden Deoxy-Roburin A bzw. Dehydro-RabuD gebildet.
(Glabasnia und Hofmann, 2007)
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1.1.6.2 Bedeutung aus medizinisch-pharmazeutissicét

Ellagitannine werden tberwiegend in traditionelMadizinsystemen eingesetzt,
wobei vor allem der asiatische Raum von BedeutshdQuideau et al., 2004)

In der konventionellen, westlichen Schulmedizin @eurihr therapeutisches
Potential bis dato stiefmutterlich behandelt. Diegjt vor allem daran, dass
Polyphenole, auf Grund ihrer proteinfillenden Egphaften der
pharmazeutischen Industrie ein Dorn im Auge, Ulelialeise zu Beginn von
Standard-Extraktionsverfahren abgetrennt werden falsch-richtig Nachweisen
wahrend eines pharmakologischen Screenings vorgebeu(Quideau et al.,
2005)

1.1.6.2.1 Effekte auf Herz und Blutkreislauf

Bereits 1960 wurden erste Untersuchungen hinsithtldes Effekts von
Ellagsaure auf Blutdruck und Blutgerinnung unternzen. (Espin et al., 2007)
Artheriosklereotische Verdnderungen der GefaBwarsiied das Resultat
verschiedener Faktoren bei denen vor allem dieiented Variante des LDL von
Bedeutung ist. (Anderson et al., 2001)

Zahlreichen vitro Studien haben gezeigt, dass pflanzliche Polypleemok sie in
gebrauchlichen Nahrungsmitteln wie Grinem Tee, Kalade und Rotwein
vorkommen, die Oxidation endogenen LDLs verhindednnen und somit den
Verlauf kardiovaskuléarer Erkrankungen positiv b#essen kdnnen. Dieser
Umstand wird auf das hohe antioxidative Potentiaér dPolyphenole

zurtckgefuhrt. (Espin et al., 2007)

Walnusse und deren Einfluss auf das Blutlipidprofil

Walniusse kdnnen das menschliche Serumlipidprofibessern indem Gesamt-
und LDL-Cholesterin sowie Triglyceride verringedie Konzentration an HDL-
Cholesterin und Apolipoprotein Al hingegen erhohtdwEin Zusammenhang
zwischen dem Verzehr von Walnissen und einer ggrimg des Vorkommens
ischamischer Herzerkrankungen ist ebenso experétienbelegt. Die
polyphenolischen Verbindungen der Walnuf3 sind Wenain dem braunen, den
Kern umgebenden Hautchen, dem Pellikel, zu find&me phenolischen
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Verbindungen fungieren als Schutz fir die, im NuBkeenthaltenen,
oxidationsempfindlichen Fettsauren. Mehr als zebrsehiedene Vertreter mit
phenolischer Struktur konnten im Pellikel nachgeere werden, wobei die
hydrolysierbaren Tannine, genauer gesagt, die iElagne, den Groliteil dieser
Substanzen ausmachen. Nachgewiesen werden konstévatkommen von
Ellagsadure, den Ellagitanninen Valonsaure-Dilaktomd Pedunculagin sowie
dreier weiterer, bis dato unbekannte Verbindungks von der Molekularmasse
her zu den Ellagitanninen zu rechnen sind:itro Untersuchungen von Extrakten
der Walnul3 zeigten eine signifikant ausgepragte rdeny der kupfermediierten
LDL-Oxidation gegenuber reiner Ellagsaure. Die Bkte verhinderten ebenso
die Oxidation von Plasma und LDL mittels 2,2"-Azs@Amidinopropan)-
Hydrochlorid, allerdings in einem geringeren Ausmals Ellagsdure. Die
Fahigkeit, LDL-a-Tocopherol vor Oxidation zu schitzen, ist bei eeigllagsaure
und den Polyphenolen der Walnul3 etwa gleich gutgehiklet. Diese
Erkenntnisse werden von einer kirzlich durchge&imim vivo Studie bestatigt,
die zeigte, dass der tagliche Verzehr von Walnigsesamt- sowie LDL-
Cholesterinspiegel signifikant reduziert, LRiTocopherolspiegel, sowie die
Fahigkeit, ex vivo induzierten Oxidativen Stress zu widerstehen, atieht

beeinflusst werden. (Anderson et al., 2001)

Auch Granatapfel zeigen antioxidative Eigenschaften

Granatapfelsaft mit seinen bemerkenswerten antixien Eigenschaften, die
vermutlich auf das enthaltene Ellagitannin Pungi@lazuriuckzufihren sind,
zeigte in zahlreichen Studien positive Einflissé den Verlauf verschiedenster
Herzkreislauferkrankungen. Zu diesen therapeutisehtvollen Effekten z&ahlen
die Verringerung bestehenden Bluthochdrucks, dieluR&on von oxidativen

Stress sowie die Verbesserung des Blutlipidprofilesamt Faktoren, die fur die
Entwicklung einer artheriosklerotischen GefalR3veeiindg von Bedeutung sind.
(Espin et al., 2007)

Die tagliche Einnahme von Granatapfelextraktkapseéigte bei humanen
Probanden eine signifikante Verringerung der TBARS)em wesentlichen

Biomarker fur oxidativen Stress. (Heber et al., 200
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Rotwein als Vasodilatator

Neben den Polyphenolen aus Walnissen und Punicatagi dem Granatapfel
konnte auch fir den Konsum verschiedener Weinsaterzusammenhang mit
einem verminderten Risiko fur die Entstehung isaséher Herzerkrankungen
ermittelt werden. Dieser kardioprotektive Effektrdvivon anderen alkoholischen
Getranken wie Bier oder Spirituosen nicht getdieser Umstand mag auf das
Fehlen antioxidativ-wirksamer Polyphenole in diesggtranken zurickzufihren
sein. Wahrendn vitro Untersuchungen an, mittels Phenylephrin konsteirign,
Aortenringen von Ratten zeigten in Barrique-Rotwesime ausgepragte endothel-
abhangige Vasodilatation. Der Effekt konnte mittetekstoffmonoxid-Synthase-
Hemmern aufgehoben werden, was auf eine Beteiligiomy Stickstoffmonoxid
an der Vasodilatation schlieRen lasst. Im GegengatzRotweinsorten aus
Eichenfassern zeigten in Stahlfassern gelagertevétaé, neben samtlichen
WeilRweinen der Versuchsreihe, keinerlei dilatieeendEffekte an den
Aortenringen. Dieser Umstand widerspricht den Enteissen der Gruppe um
Fitzpatrick, die wahrend ihrer Versuche eine scthgadasodilatation bei einem
von zwei Weillweinen feststellten. Als Bindegliedisshen barrique- und nicht-
barrique-Weinen prasentiert sich die WeinsoBeaujolais Primeur deren
Reifung zwar in Stahlfassern, der Fermentierungss® aber unter Anwesenheit
der Traubenschalen und Stiele ablauft. Diese Weimgohrte an der Rattenaorta
zu einer Dilatation, aber in geringerem Ausmalle wer Behandlung mit
barrigue-Weinen. Beim Einsatz an humanen, prakogstrten Koronargefal3en
zeigte sich ein vergleichbares Bild, wobei die Riton wiederum von der
Funktionsfahigkeit des Endothels abhing. Der Emsabn Tanninsaure, als
reprasentative, phenolische Verbindung zu Kontwaizken zeigte ebenso eine
Endothel-abh&ngige Vasodilatation an der RatteaaoBbenfalls getestetes
Quercetin lieferte eine Endothel-unabhangige Rélemader Gefal3muskulatur.
Unter Behandlung mit Tanninséure, Quercetin undigae-Rotweinen kam es zu
einem vier bis zehnfachen Anstieg an cGMP, wobeiwRm die starksten
Auswirkungen zeigte. Da der Alkoholgehalt des Wedhs wirksame Substanz
ausgeschlossen werden konnte, gingen Flesch eaabn aus, dass natlrliche

Verbindungen aus den Weinreben und chemische Vgegandhrend des
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Fermentationsvorgangs fur die vasodilatierendeneri@ghaften der Rotweine
verantwortlich sein mussen. Gemald den Erkenntnigkan Studie haben in
Barriquefassern hergestellte Rotweine imevivo erreichbaren Konzentrationen
einen vasodilatierenden Effekt und konnen somit kimonaren Blutfluss positiv

beeinflussen. (Flesch et al., 1998)

1.1.6.2.2 Antivirale Eigenschaften

Ellagitannine zeigen antivirale Wirkungen gegenilb#r, Leukamie- sowie
Herpes-Simplex-Typ | und Il Viren (HSV). Hemmendiekte auf Herpes-Viren
wurden bei derwild-type Stammen Victoria und BJA nachgewiesen, wobei die
eingesetzten Ellagitannine bei Konzentrationen ienoca und picomolaren
Bereich Wirkung zeigten. Vescalagin, mit einer VBaknkeit im subfemtomolaren
Bereich, war bei empfindlichen Herpes simplex St@&mmam effektivsten. Die
Wirkung des Dimers Roburin D ist vergleichbar mirddes Goldstandards
Acyclovir. Weiters wurde die Effektivitat von Ellagnninen bei HSV-Stammen
mit bekannter Resistenz gegenuber Acyclovir dokurmegnEllagitannine zeigten
in diesem Fall durchwegs 1x10is 1x16 mal hohere Aktivitat als Acyclovir.
Wiederum besticht Vescalagin durch seine hervormdgéVirkung. Im Gegensatz
dazu liegt die Wirksamkeit des Epimers Grandiniwisodes Dimers Roburin D
zurtck. Eventuell ist aus diesem Umstand abzuleiess die Orientierung der
Hydroxylgruppe am C-1 des Zuckers wesentlichen l&ssf auf die Interaktion
mit zellularen und viralen Strukturen besitzt. \West Faktoren, die fur die
Aktivitat der Substanzen gegentuber HSV mal3geblicheisen sind die
Anwesenheit von Hexahydroxybiphenyl-Bausteinen sowdie Gesamtzahl
phenolischer Gruppen im Molekil. Die HHDP- sowie TNMEinheiten sind
anscheinend wesentlich an der Interaktion mit &mwalZielproteinen und
Nukleotid-Helices beteiligt. Da die Wirksamkeit &dumach erfolgtem Virus-
Attachment und Eindringen in die Wirtszelle festgswerden kann, scheinen

intrazellulare Vorgange am Wirkmechanismus betei(iQuideau et al., 2004)
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1.1.6.2.3 Beeinflussung des Zellwachstums

Ellagitannine zeichnen sich durch antioxidative, ti@oliferative sowie
proapoptotische Eigenschaften aus und tben dadhintluss auf den Zyklus von
Zellen aus. (Fridrich et al., 2008)

Wirkung auf den Epidermal Growth Factor Rezeptor

Durch Wirkung auf denEpidermal Growth FactorRezeptor beeinflussen
Ellagitannine die Regulation des Zellzyklus und gafas Wachstum von Zellen.
Diese Eigenschaft ist vor allem fir die Praventiomd Therapie des Kolon-
Karzinoms von Bedeutung. Die Wirkung auf dEGFR konnte an Zellen der
HT29 Zelllinie nachgewiesen werden. Nach einer Bdhangsdauer von 72
Stunden fuhrten die Ellagitannine Castalagin, Viegga, Grandinin sowie
Roburin E bei Konzentrationen im mikromolaren Belnezu einer signifikanten
Hemmung des Zellwachstums. Castalagin zeigte Hhierben starksten
hemmenden Effekt. Reine Ellagsaure zeigte eberfsbiémende Eigenschaften,
aber in geringerem Ausmald als Ellagitannine. Eiremkhiung der Protein-
Tyrosinkinase-Aktivitdt am isolierteBEGFR konnte ebenso festgestellt werden,
wobei Ellagitannine und Ellagséure gleichermal3en namomolaren Bereich
wirksam waren. Auch bei intakten HT29 Zellen koneitge Reduktion der EGFR
Autophosphorylierung gezeigt werden. Grandinin Whelscalagin waren hier
beide in mikromolaren Konzentrationen wirksam. Blenzentrationsunterschied
zwischen der Wirkung auf den isolierten Rezeptal demEGFRintakter Zellen
mag durch das hohe Molekulargewicht der Ellagitaeriegriindet sein, da dieses
die Aufnahme in die Zelle beschrankt. (Fridrictakt 2008)

Hemmwirkungen auf die Topoisomerase |l

Vescalagin, Castalagin, Grandinin, Roburin E sof@itissimin A zeigten in
einem Konzentrationsbereich von 0,1 bis 1 uM eigleksive, antiproliferative
Aktivitat gegenuber den Zellen einer MelanomzedlirDas 1-O-Galloyl-Derivat
des Castalagin war bei einer &von 11 uM in der Lage Apoptose in humanen
Leukamie-Zellen zu induzieren. Eine weitere Studie M&ausen zeigte, dass

Acutissimin B eine starke, protektive Wirkung békaholinduzierten Lasionen
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im Bereich des Magen-Darm-Traktes aufweist. Eify&lykosid-Ellagitannine
mit NHTP-Gruppen zeigten Uberdies eine hemmend&Wg auf Topoisomerase
Il Enzyme des Menschen und erscheinen deshalb @dgiaghe Kandidaten zur
Therapie zahlreicher Krebsformen. Eine Hemmung edieEnzyme kann
entweder, wie z.B. bei den Arzneistoffen Doxorubiand Etoposid, durch eine
Stabilisierung des kovalenten Topoisomerase-|l-Di#nplexes und daraus
resultierenden Bruch des Doppelstranges zu Staodemien, oder durch den
Einsatz katalytisch-wirksamer Hemmstoffe, die dimdding der DNA an die
Topoisomerase verhindern. Dies geschieht entwedeer UStabilisierung
nichtkovalenter DNA-Enzym-Komplexe oder durch Vederung der ATP-
Bindung. Vescalagin, Castalagin und Acutissimin Arken vermutlich als
katalytische Hemmstoffe und zeigen leivitro Untersuchungen eine 100- bis
250-fach starkere Hemmwirkung als Etoposid. Quidetaal. waren in der Lage
die potentielle Topoisomerase-ll-Hemmwirkung dies&llagitannine zu
bestatigen und weiteren vitro wirksame Vertreter aufzuzeigen. Dies waren,
neben den schon genannten C-Glykosid-Ellagitanningcutissimin B, die
Epimere von Acutissimin A und B-1-O-Ethylvescalagin, Vescalen, Castalagin,
Vescalagin, Castalin sowie Vescalin. Viele der $ammen zeigten bei
Konzentrationen von 1 pM und 10 pM eine weitausehélAktivitat als Etoposid,
das in diesem Konzentrationsbereich eher schwacksam ist. Vescalin und
Vescalen bewirken bei einer Konzentration von 10 eiie vollstandige
Hemmung der Topoisomerase Il. Auf Grund der stmeltlen Ahnlichkeit
zwischen den bekannten katalytischen Hemmstoffehden Verbindungen aus
Quideaus Testreihe scheint auch fir diese einyketether Wirkmechanismus als
wahrscheinlich. (Quideau et al., 2005)

Die tumorhemmenden Eigenschaften des Granatapfels

Der Saft vonPunica Granatumsteht im Ruf, antiproliferative, proapoptotische
sowie antiangiogene Wirkungen auf Prostata- unddionkrebszellen zu haben.
In vitro Studien belegen die Wirkung von Ellagitanninen &idllen dieser
Krebsformen, wobei vor allem Punicalagin als ak&vSubstanz zu nennen ist. Da

aber eine Kombination aus mehreren Ellagitanningksamer scheint als die
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Einzelsubstanz, ist eine unterstitzende Rolle awlern Ellagitannine nicht
auszuschliel3en. Allerdings sind diese Erkenntmsi$e/orsicht zu bewerten, da
nach Einnahme von Granatapfelsaft keines der Eiiagine in seiner
urspringlichen Form, sondern nur Ellagsdure und litdhee im Blut
nachgewiesen werden kdnnen. (Heber, 2008)

Urolithine und Ellagsdure hemmen das Wachstum gear@abhéngiger und
androgen-unabhangiger  Prostatakarzinom-Zellen. rditlgs tritt  diese
Hemmwirkung bei Urolithinen schon bei geringerennkKentrationen als bei
Ellagsaure auf (LNCaP-Zellen: 31,3+0,5 umol/L v&,4&4,2 umol/L). Unter
Berucksichtigung der geringen Bioverfugbarkeit \@olyphenolen ist allerdings
zu bedenken, dass die vitro wirksamen Konzentrationeim vivo nie erreicht
werden kénnen. (Seeram et al., 2007)

Die Hemmung der Proliferation erfolgt Gber eineilbdrung des Zellzyklus der
Prostatakrebszellen, Stimulation von Apoptose soiber die Inaktivierung
proinfammatorischer Signalkaskaden, wie zum Beispidem NFkB-
Signaltransduktionsweg. Entziindungsreaktionen, sigedurch NF«B, und in
weiterer Folge Cyclooxygenase-2 mediiert, werdenjnd s haufige
Begleiterscheinungen bei Prostatakrebs und anddfesbsvarianten wie
Dickdarm- und Brustkrebs. Der, durch die Entzindbag/orgerufene, oxidative
Stress und die, dadurch bedingte, Bildung reaktSeanerstoffspezies fuhren zur
Entstehung physiologischer Zustande, die das Ubemleder Krebszellen
begiinstigen. Deswegen gilt der nukleare Transkmgtaktor NFkB als
wichtiger Biomarker zur Einschatzung der Wahrscehkeit des
Wiederaufflammens einer Prostatakrebs-Erkrankung.

In anderen Studien konnte gezeigt werden, dass gitaleinreicher
Granatapfelsaft die Proliferation humaner Prostatadzellen sowie humaner
Nabelvenenendothelzellen unter normalen sowie hgpbgn Bedingungen
hemmen kann. Die Konzentrationen Hgpoxia-inducible-Factor-1 alphaind
Vascular endothelial growth Factor beides wesentliche Faktoren der
Angiogenese und somit der Vaskularisierung des Temaearen unter Einfluss

von Granatapfelsaft bei hypoxischen Bedingungemfalie deutlich verringert.
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Die perorale Verabreichung ellagitanninreichen G@Gtapfelsafts Uber einen
Zeitraum von vier Wochen an Mause, denen humanst&fakrebszellen der
LAPC4-Zelllinie injiziert worden waren, fuhrte zuiner Hemmung des
Tumorwachstums, einer Verringerung der Gefal3dicimg einer Reduktion der
Expression vorHIF-1 alphaund VEGFE Diese Ergebnisse liefern erste Hinweise,
dass Ellagitannine des Granatapfelsaftes die Aegiese von Tumoren hemmen
kénnen. (Heber, 2008)

Klinische Studien an Mannern mit PSA-Werten miiggader Tendenz, die sich
zuvor schon einer Chemotherapie oder einen chgcingin Eingriff unterzogen
hatten, und Uber einen Zeitraum von vier Jahrehcta@40 ml Granatapfelsaft
einnahmen, zeigten eine signifikante Verlangerurey deitspanne bis zur
Verdoppelung des PSA-Wertes bei 85% aller TeilnghiiB@ ex vivomit Serum
einiger Studienteilnehmer durchgefuhrter Bio-Assaigte nach zweijdhriger
taglicher Einnahme von Granatapfelsaft eine HemmaergProliferation sowie
die Einleitung von Apoptose der Prostatakarzinoteme(Heber, 2008)

Der Einsatz reiner Ellagsaure bei Mannern mit festdprittenem Prostatakrebs
zur Linderung der Nebenwirkungen einer Chemotherapirde von Falsaperla et
al. untersucht. Die Gruppe berichtete von eineingéiigigen Verringerung der
Nebenwirkungen der Chemotherapie (auffalligstesBng war die Verringerung
des Neutropenie-Risikos) und fand keine Hinweiskedine Verbesserung oder
Verzogerung der Progression der Krankheit durcheré&illagsaure. (Espin et al.,
2007)

Beerenextrakte und Krebserkrankungen

Zahlreichenin vitro Studien bestétigten, dass die Extrakte verschexdBeeren
die Proliferation von Krebszellen hemmen kénneresBi Eigenschaft wird den
verschiedenen, antioxidativ-wirksamen Inhaltsstofteer Beeren, etwa Vitamin
C, Carotinoide, Xantophylle und Polyphenole, zubesben. Fir einige
Polyphenole, wie Anthocyane, Anthocyanidine unda@dure wurde bereits ein
Nachweis der antiproliferativen Wirksamkeit erbracMit Hilfe eines, mit
Polyphenolen angereicherten und von anderen addtxen Komponenten

gereinigten Himbeerextraktes konnte bé vitro Untersuchungen eine
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dosisabhéangige, antiproliferative Wirkung auf human
Gebarmutterhalskrebszellen nachgewiesen werden. ollbworangegangene
Studien auf die Bedeutung von Anthocyanen als \airles Komponente
hindeuteten, konnte kein Zusammenhang zwischenAtghocyangehalt und den
antiproliferativen Eigenschaften des Extraktesgestellt werden, sodass sich die
Schlussfolgerung aufdrangt, dass andere Substafirerdie Hemmwirkung
verantwortlich sind. Die ellagitanninreiche Fraktiodes Extraktes zeigte
wesentlich ausgepréagtere antioxidative Wirkungdds Gesamtextrakt oder der
anthocyanhéltige Anteil. Eine andere Studie zeig&ss dem wasserloslichen
Extrakt aus Himbeersamen, die besonders reich &ygitahninen sind, eine
ausgepragte antiproliferative Aktivitat innewohrBei einer Studie Uber die
antimutagenen Eigenschaften von Erdbeerextraktenr wehenfalls die
ellagitanninreiche Fraktion am wirkungsvollstens Adntiproliferativ wirksamer
Bestandteil des Extraktes wird die metabolischgisetzte Ellagsaure vermutet.
(Ross et al., 2007)

Weiters zeigte die orale Gabe von ellagitanninmictiNahrungsmitteln wie
Erdbeeren oder Himbeeren an Ratten eine hemmendaWgi auf Promotion
sowie Progression chemisch induzierter Karzinomes d@arms und des
Oesophagus. Im Gegensatz zu den bisherigen affgpativen Erfahrungen mit
Ellagitanninen stehen Erkenntnisse einer Forsclgingpe um Paivarinta, die
keine positiven Effekte nach der Verabreichung eeillagsdure (1,5 g/kg
Kdrpergewicht) oder Extrakten alRubus chamaemoruan Mause, die eine
Mutation des APC-Gens aufwiesen und Adenome im Damm trugen,
feststellen konnten. Eventuell lasst sich aus diekegebnis schlie3en, dass die
antitumoralen Eigenschaften der Ellagsaure sowievamdter Molekile vom

Typus der vorliegenden Krebserkrankung abhangespiigeet al., 2007)

1.1.6.2.4 Knochenspezifische Effekte

Park et al. zeigten in ihrer Studie hinsichtlichr &éirkung des, aug&uphorbia
helioscopia isolierten, Ellagitannins Furosin eine hemmenderkWig auf
Entwicklung und Resorptionsfahigkeit von verschiesle osteoklastaren

Entwicklungsstufen. Die eingesetzten Osteoklasterden entweder aus murinen
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Knochenmarkszellen stimuliert mit RANKL und M-CSKlev aus Zellen der
RAW 264.7 Zelllinie unter Zusatz von RANKL kultivie 10 pg/ml Furosin
zeigte bei Osteoklasten aus Knochenmarkszellen \éarengerung der TRAP-
Aktivitat auf etwa 20% der Kontrollgruppe, weshdliese Konzentration fir alle
weiteren Untersuchungen verwendet wurde. Auch lstedklasten aus RAW-
Zellen fuhrte Furosin zu einer Verringerung der |[Zamehrkerniger TRAP-
positiver Zellen sowie einer Reduktion der TRAP-&k&t adulter Zellen. Dieser
Umstand ist nicht auf eine generelle zytotoxisch&kWwhg der Verbindung
zurtckzufiihren, wie Untersuchungen mit der viergachKonzentration an
Furosin belegen.

Durch Zusatz von Furosin zu den Knochenmarkszellsammen mit RANKL
und M-CSF am Tag 0 der Kultur konnte die Osteoklalsidung vollstandig
verhindert werden. Furosin-Zusatz am Tag 1 verriegelie Anzahl TRAP-
positiver Zellen und hemmte die TRAP-Aktivitat tedise. Ab dem zweiten Tag
liegt der Grof3teil der Zellen bereits als mehrkgeniTRAP-positive Osteoklasten
vor, weshalb Furosin keinen Effekt mehr zeigte. &telder Hemmung der
Osteoklastogenese konnten Park et al. auch eineringerung der
Resorptionstatigkeit bestehender Osteoklasten ddrgrosin nachweisen. In
Abhangigkeit zur eingesetzten Dosis an Furosin lk&snzu eingeschrankter
Bildung von Resorptionsarealen, vermutlich zurtd¢étaten auf die Hemmung
der Aktinring-Synthese durch das Ellagitannin. Pak al. vermuten die
Hemmung der Aktinring-Bildung sowie die Verhindegunder RANKL-
induzierten Phosphorylierung von p38 MAP-Kinase undNK/AP-1
Signalkaskaden als hauptséchliche Wirkungsmechamisam. AuRerdem kamen
sie zu der Erkenntnis, dass, neben der hemmendguiyi auf die p38 MAPK
und JNK, auch die Phosphorylierung von ERK, einenegiator der
Osteoklasten-Differenzierung, teilweise verhindertd. Auf Grund der ERK-
Hemmung ist eine Wirkung auf osteoklastare Miknagiren, wie die, zu
Resorptionszwecken unabdingb&effled Bordernicht auszuschlielen. Wegen
der ausgepragten antioxidativen Eigenschaften vilegiEanninen, sowie dem
bekannten Einfluss reaktiver Superoxidradikale #&ufochenresorption und

Osteoklastogenese ist eine Beteiligung antioxigatiWiechanismen an der
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Wirkung wahrscheinlich. Im Gegensatz zu Berichtéie, von einer Quercetin-
induzierten Hemmung des Transkriptionsfaktors Ki--und AP-1 sprechen,
konnte diese Wirkung bei der Behandlung mit Furasaht festgestellt werden.
(Park et al., 2004)

Abhilfe bei Erkrankungen des rheumatischen Fornmesiaks

Wie Shukla et al. feststellten, besitzen die in ratapfelsaft enthaltenen
Ellagitannine eine protektive Wirkung gegentberzéntlichen Knochen- und
Gelenkserscheinungen. Die Gruppe kam zu der Erkenrdass die enthaltenen
Polyphenole in der Lage waren, Verlauf sowie Scleweaes Krankheitsbildes
kunstlicher, kollagen-induzierter Arthritis bei Mgan zu verlangsamen und zu
verbessern. Das Eindringen von EntziindungszelledienGelenke sowie die
damit verbundene Zerstorung von Knochen und Knoigmhnte gemildert

werden. Die Spiegel des Entzindungsfaktors Intkihe@ in den Gelenken der
Mause waren unter Therapie mit Granatapfelsaftifdignt geringer als bei der

Vergleichsgruppe. (Shukla et al., 2008)

1.1.7 Ellagitannin-Dimere und Knochenmetabolismus

Wie vorangegangene Untersuchungen mit pflanzli¢h@gphenolen (Park et al.,
2004; Trzeciakiewicz et al., 2009; Yun et al., 20@@ézeigt haben, sind diese
Verbindungen in der Lage den Knochenmetabolismuserinflussen. Auf Grund
dieser Erkenntnisse und der Moglichkeit Uber dieupe Polyphénols hochreine
Ellagitannine zu beziehen, befassten wir uns inrereh Testreihen mit den
Auswirkungen verschiedener hydrolysierbarer Tanrané den Knochenabbau
durch Osteoklasten. Nachdem bereits flr einige N&Fppen tragende
Ellagitannine eine Hemmung der Osteoklastentatigkeichgewiesen werden
konnte (Ergebnisse nicht publiziert), beschaftigtenuns in weiterer Folge mit
der Untersuchung der Einflisse der Ellagitannin-&&nRoburin A und Roburin

D auf die Funktionalitdt von Knochenzellen, im bederen der Osteoklasten.
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1.2. Knochen und Knochenzellen

1.2.1 Das menschliche Skelett

Das Skelett des Menschen besteht aus 213 Knochagivewei verschiedene
Formen von Knochen unterschieden werden. Dies gaoh einen flache
Knochen, die zum Beispiel den Schéadel, das Untienkiend die Schulterblatter
bilden. Zum anderen finden sich R6hrenknochen,Glberschenkel, Schienbein
und die Speiche des Unterarms bilden. Réhrenknockerden durch eine
Kombination von endochondraler und membranéser Kewokildung gebildet.
Flache Knochen entstehen alleine als Resultat vongdhgen wahrend der

membrandsen Knochenbildung. (Dempster, 2006)

1.2.2 Die Anatomie des Knochens

Rohrenknochen bestehen aus einem hohlen Schaftsicderan beiden Enden
konisch erweitert und in der Metaphyse endet. Blachstumsplatte genannter,
Abschnitt trennt die Metaphyse von der daribereli@gn Epiphyse. Der Schaft
besteht vorwiegend aus kortikalem Knochen, im Gegendazu bestehen Meta-
und Epiphyse vor allem aus spongidsem Knochen, vaer einer Schicht
kortikalem Knochen umgeben ist. Der Uberwiegendd des menschlichen
Skeletts wird von kortikalen Knochen gebildet. Mim geringer Anteil von 20 %
ist spongidsen Ursprungs. Allerdings unterscheisieh das Verhdltnis von
kortikalem zu spongidsem Knochen stark nach dealisition des Knochens im
Korper.

Kortikaler Knochen erscheint makroskopisch betraicsehr dicht und fest. Im
Gegensatz dazu scheint spongiéser Knochen aus bieeenwabenartigen Gitter
aus trabekularen Platten und Staben zu bestehesizd€m werden beide
Knochenarten aus der gleichen Basiseinheit, demo@staufgebaut.
Rohrenknochen werden von einer fibrosen Schichtim d@eriosteum,
umschlossen. Im hohlen Innenraum, das Knochenmagkehzend, liegt eine
zweite membrandse Haut, das Endosteum, dem Knoahermeide Schichten

umfassen neben Nervenendigungen, Osteoblasten steloKlasten die zur
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Ernahrung des Knochens notwendigen Blutgefal3e. Hdmmsteum, das mittels
Shapeys-Fasern aus Kollagen am Knochen verankeunischliel3t den gesamten
Knochen mit Ausnahme der Gelenksareale, die sta#mhe Gelenksknorpel
aufweisen. Das Endosteum fungiert als auf3ere Hattbher Knochen und kleidet
Volkmans Kandale, durch den Knochen verlaufende defid3kanale, aus.
(Dempster, 2006)

Epiphysis
piphy \‘ .
Metaphysis — ?ﬂ
J& |
i]' ! — Periosteum Cortical bone
J | Cancellous
Endosteum
Diaphysis L""("}"H bone
Marrow] I

Osteocyte

Abbildung 3: Der Aufbau eines Roéhrenknochens. ) (A
Elektronenmikroskopische Aufnahme der Wachstumtpldes Schienbeins
der Ratte. (B) Elektronenmikroskopische Aufnahmenegi humanen
Osteoklasten nach 24 Stunden Kultur auf einem Kewoglittchen. (C)
Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Osteoblasie der Oberflache
eines Rohrenknochens der Ratte. (D) Transmissiektsehenmikroskopische
Aufnahme eines Osteozyten der Ratte. (Dempstef)200
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Organische Matrix und Knochenmineralien

Knochen bestehen aus organischer Matrix in Verbigduit einem mineralischen
Anteil. Verleint die organische Matrix dem Knocheeine Flexibilitat und
Elastizitdt, so stammen Belastbarkeit und mechhaisEestigkeit von den
eingelagerten Hydroxylapatitkristallen. Der Minewaleil an den Knochen
erwachsener Saugetiere liegt zwischen 50 und 70lében dem mineralischen
Anteil bestehen Knochen aus 5-10 % Wasser sowaneidpidanteil unter 3 %.
Die genaue Zusammensetzung ist, unter anderem,ngigh&om Alter des
Individuums, der Lokalisation des Knochens im Kérpewie dem Erndhrungs-
und Gesundheitszustand. Die am Knochenaufbau ig&teil Mineralien sind
Analoga des geologischen Hydroxylapatits. Allerding sind die
Hydroxylapatitkristalle des Knochens sehr viel ki als die geologisch
verbreiteten Formen und weisen zahlreiche Veruigengen durch Fremdionen
auf. Ebenso fehlen bei diesen KnochenkristallerGegensatz zum geologischen
Aquivalent einige Hydroxylgruppen. Der physiolodis¢ schlecht-kristalline,
carbonat-substituierte Apatit ist wesentlich bedsstich als die geologischen
Kristalle und kann somit als Speicher fur KalziurRhosphat- und Magnesium-
lonen dienen.

20-40 % der Knochenmasse bildet die organische Kamatrix. Sie besteht aus
Kollagen und Proteinen nichtkollagener Natur. Das &nochenaufbau
verwendete Kollagen Typ 1 ist ein tripel-helikaMslekil, das sich aus zwaeil -
und einer, strukturell sehr ahnlichen aber genetisaterschiedlicheng2-Kette
zusammensetzta-Kollagenfasern zeichnen sich durch die Wiederhgluter
Aminosauresequenz Glycin-Prolin-Hydroxyprolin, wolkolin manchmal auch
gegen andere Aminosauren substituiert werden kammd verschiedene
posttranslationale Modifikationen aus. Die einzali®llagenmolekile bauen ein
Netzwerk aus Fasern auf, das die organische Maddioet. Nichtkollagene
Proteine machen zwischen 10 und 15 % der Gesanfiknotasse aus, wobei
etwa ein Viertel dieser Proteine aus exogenen @uelstammt. Den
Uberwiegenden Teil dieser Verbindungen stellen ddmet des Serums wie
Albumin odera,-HS-Glykoprotein, die auf Grund ihres sauren Chakan das
Hydroxylapatit des Knochens binden. Den Rest derP$iGnit exogenem
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Ursprung stellen verschiedene Wachstumsfaktoremziprell umfassen die
NCPs vier Gruppen, die sich teilweise tUberschneifiRobey und Boskey, 2006)

* Proteoglykane : Makromolekile aus einem zentralmteih mit sauren
Polysaccharidseitenketten. Darunter fallen Versigad Hyaluronan, die
zur Gruppe desmall leucine-rich Proteoglykaneahlen und vor allem
wéahrend der initalen Schritte der Knochenbildungreriert werden. Im
Verlauf der Ossifikation wird Versican durch die d@idroitinsulfat-
Proteoglykane Decorin und Biglykan ersetzt. Diepeelen vermutlich
eine bedeutende Rolle beim Aufbau der meisten Ggavedn sowie der
Knochen. (Robey und Boskey, 2006)

e Glykosilierte Proteine: Hierzu zahlt das wichtigenzZgm alkalische
Phosphatase, das uber Phosphoinositol-Briicken anZdiloberflache
gebunden  vorliegt und  vermutlich  wesentlich an den
Mineralisationsvorgdngen am Knochen beteiligt i€benso wird
Osteonectin, das etwa 2 % aller NCPs des Knochefisrend der
Entwicklung ausmacht, zu dieser Gruppe gerechniet.AHDnktionen von
Osteonectin sind zahlreich und umfassen vermutkafhflisse auf die
Osteoblastenentwicklung und —proliferation sowie Miineralisierung der
Matrix. (Robey und Boskey, 2006)

* Glykosilierte Proteine mit dem Potential zur Anlkiafy an Zellen: Unter
diese Kategorie fallen all jene Proteine, die atledebinden kénnen.
Zahlreiche Verbindungen dieser Gruppe liegen phoggiert oder
sulfatiert vor und enthalten die Aminosauresequéuginin-Glycin-
Asparaginsaure (RGD-Sequenz), die Uber Integrinedemn Oberflache
zahlreicher Zellen eine Bindung herstellen kanmeings ist ebenso eine
RGD-unabhangige Bindung moglich. Zu dieser Gruppe Yroteinen
zahlen Osteopontin sowiBone Sialoproteindie zur Verankerung von
Osteoblasten am Knochen dienen und auf3erdem eime Affinitat zu
Kalzium-lonen zeigen. (Robey und Boskey, 2006)
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e y-carboxylierte Proteine : Vertreter dieser Grupjed sdas Matrixy-
Carboxylsaure-Protein, das in zahlreichen Bindeppsaden vorkommt,
Protein S sowie das, in Dentin und Knochen exklusartretene,
Osteocalcin, das als wesentlicher Marker des Knuaméaus beim

Menschen vor allem in Osteozyten vorkommt. (Robay Boskey, 2006)

o Aggrecan o Alkalische @ Osteopontin o Matrix Gla
Phosphatase Protein

o Versican o Osteonectin @ Bone Sialoprotein @ Osteocalcin

o Decorin o Tetranectin o DMP-1 o Protein S

o Biglykan m Tenascin-C o MEPE

o Asporin m Tenascin-W o DSPP

o Fibromodulin o Thrombospondine

o Osteoadherin/ o Fibronectin

Osteomodulin

o Lumican o Vitronectin
n Osteoglycin/ o Fibrillin 1 und 2
mimecan

o Hyaluronan

Tabelle 1: Tabelle der bekannten Vertreter dehtkollagenen Proteine in der
organischen Knochenmatrix (Robey und Boskey, 2006)

1.2.3 Die Funktionen des Knochens

Der Knochen erflllt im Koérper mechanische sowie ahetische Aufgaben.
Allgemein wird angenommen, dass spongioser Knochetabolisch aktiver ist
als die kortikale Form. Allerdings scheinen speziesd situationsbedingte
Unterschiede in dieser Hinsicht zu bestehen. Rémashen und flache Knochen
erfillen gleichermalRen mechanische Aufgaben, woRéhrenknochen als

Hebelpunkte fur Muskeln dienen und somit an jedernt von Bewegung
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beteiligt sind. Flache Knochen erfullen eine Scfurtktion fur darunterliegende
Organe. Die metabolischen Funktionen umfassen B@eing und Freisetzung
von Kalzium, sowie die regulatorische Beeinflussundgs Séaure-Basen-
Haushaltes. Weiters dienen Knochen und Knochemeelle reichhaltige Quelle
von Wachstumsfaktoren und Zytokinen, die einen |&ssf auf hAmatopoetische
Stammzellen austben. (Dempster, 2006)

1.2.4 Knochenmodeling und —remodeling

Um seine Aufgaben auch auf Dauer erfullen zu konnsnein dynamisches
Prinzip des Knochens unumgénglich. Darunter falleinerseits das
Knochenmodeling, andererseits das KnochenremodelMghrend beider
Vorgange andert sich die Form eines Knochens imgg-alsteoblastarer und
osteoklastarer Funktion, wobei sich das ModelingrvRemodeling durch das
Fehlen vorangegangener Resorptionsaktivitdten anockén unterscheidet.
Knochenmodeling tritt hauptsachlich wahrend des NMgasons sowie zur
Anpassung des Knochens an mechanische Belastundetldicherweise tritt

Knochenmodeling weitaus seltener auf, als Knochmeadeling, kann aber unter
verschiedenen pathologischen Zustanden, wie etwerehegrkrankungen und
Hypoparathyrodismus, verstéarkt in Erscheinung trefaich knochenanabolische
Substanzen, wie Teriparatid, kbnnen Einfluss asfkiaochenmodeling austben.
(Dempster, 2006)

Pre-

Osteoclasts Active Pre-
Osteoclasts Mononuclear Osteoblasts Osteoblasts
Letls Osteocytes
<)
(&)
e B T . | ole
Resting - A \= W A
Bone . -
Surface Resorption Reversal Bone Formation Mineralization

Abbildung 004: Die Phasen des Bone Remodel{iadoor, 2005)
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Remodeling des Knochens

Knochenremodeling dient zur Reparatur belastungsgtst Mikrofrakturen, die

in Folge mechanischer Belastung entstehen und dik&nmulation auf Dauer

die strukturelle Integritat des Knochens nachtebigeinflussen kdnnten. Die
zweite wesentliche Funktion des Remodelings besteler Aufrechterhaltung
der Kalzium- und Phosphat-Homoostase des Korpers.

Knochenremodeling ist ein vierphasiger Prozess, utger Beteiligung einer

Gruppe von Zellen, d8one Remodeling Uniablauft. (Dempster, 2006)

1. Activation Umfasst die Umwandlung des ruhenden Knochenmane
Knochen unter aktivem Umbau. Dieser Vorgang erfdrddie
Bereitstellung mononuklearer Osteoklastenvorlaaiéen, deren
Penetration durch die Zellschicht am Knochen unel Eusion zu
mehrkernigen Osteoklasten. (Dempster, 2006)

2. Resorption Osteoklasten binden Uber Reaktion von Integrigpearen
der Osteoklastenoberflache mit RGD-Peptidsequenzeier
Knochenmatrix an den Knochen und bilden é®aling Zonaus, die
das Bone-Resorbing-Compartmeninschliel3t. Durch Absenken des
pH-Wertes und Einsatz lysosomaler Enzyme wird dieenalische
und organische Knochenmatrix abgebaut und daheiufal] Phosphat
und  Botenstoffe  freigesetzt.  Zurtick  bleiben  rurddic
Resorptionsstellen, sogenannte Howship’sche Lakuben Prozess
endet mit der Apoptose der Osteoklasten. (DempaDeG)

3. Reversal Mononukleare Zellen, darunter Monozyten, Osteszyind
Prasosteoblasten wandern in die Howship'shen Lakue@.
Osteoblasten, die durch chemische Botenstoffe aggez werden,
wandern ebenso in die Lakunen. Der genaue Mechasisder die
Osteoblasten an den Resorptionsort zieht, ist rgektart, allerdings
geht man davon aus, dass wahrend der osteoklasResarption
Wachstumsfaktoren (TGP IGF-1 und 2pbone morphogenic proteins
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platelet derived growth factonsndfibroblast growth factorsaus dem
Knochen freigesetzt werden, die als chemotaktisBwmtenstoffe
fungieren. Ein anderer Erklarungsansatz bietet $ictder Strain
Theorie Diese besagt, dass Osteoklasten wahrend dergRiesodes
Knochens die Spannung innerhalb des Knochens emhoivas
wiederum zur Aktivierung von Osteoblasten fuhrteBtuell spielen
auch die Osteoklasten selbst eine wesentliche Relleer Anziehung
der Osteoblasten. (Dempster, 2006)

4. Formation Im Verlauf dieser Phase synthetisieren Ostecdrtaskie
Knochenmatrix und mineralisieren diese in nachfottgn Schritten.
Zur Generierung eines zur Mineralisierung geeignétilieus setzen
Osteoblasten Matrix-Vesikel ein. Diese bauen Irtbilen des
Mineralisierungsprozesses ab und erh6hen die Kdratem an
Kalzium- sowie Phosphationen im Bereich der Knotlidnngsstelle.
Im Verlauf der Bildung frischer Knochenmatrix wendeeinige
Osteoblasten in der Matrix eingeschlossen und werdeOsteozyten,
die durchGap-Junctionsmiteinander in Kontakt stehen und dadurch
ein feingewobenes Netzwerk bilden, das Informatiornder den
Status des Knochens an Zellen an der Knochenobkeeflébermitteln
kann. Nach Abschluss der~ormation-Phase bleiben einige
Osteoblasten alBone-Lining-Cellsan der Knochenoberflache zurick,
der Uberwiegende Teil der Osteoblasten erleidetpfgse (50-70 %).
Bone-Lining-Cellsdienen zur Regulation des lonenstroms in und aus
dem Knochen und zur Begrenzung von Arealen des Relings. Sie
konnen zu einem spateren Zeitpunkt wieder zu fonkféhigen
Osteoblasten umgestaltet werden. (Dempster, 2006)

Der Endpunkt des Remodelings ist die Bildung einesen Osteons, das heil3t
frischer, unmineralisierter Knochenmatrix. Der Alflales Knochenremodelings
ist in Kkortikalem und spongidsem Knochen der gleicba auf Seiten des

Endosteums die Bilanz der Knochenbildung negatit iséchst die
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Knochenmarkshohle wahrend des Skelettwachstumig.sédinlich verhalt sich
die Situation an den flachen Knochen. (Dempsted6p0

1.2.5 Zelllinien mit wesentlichen Funktionen am I€hen

1.2.5.1 Vertreter der Osteoblasten-Zelllinie

Zu den Abkdommlingen der Osteoblasten-Zelllinie eahDsteoprogenitor-Zellen,
die am Erhalt der Osteoblasten-Population betedigtl, Osteoblasten, die die
Knochematrix sezernieren und an der Mineralisierutgy Knochenmatrix
beteiligt sind, sowie Osteozyten, mit ihren mechaensorischen Eigenschaften,
und Bone-Lining-Cells (Aubin et al., 2006) Alle diese Zelltypen, ebensi
Chondrozyten, Fibroblasten, Myozyten und Adipozytemtwickeln sich aus
mesenchymalen Knochenmarksstammzellen. Die Entwigkder verschiedenen
Zellltypen aus den Stammzellen verlauft unabhanggeinander. Allerdings
konnen ausdifferenzierte Zellen bei Bedarf naclitign andere Zellarten mit

mesenchymalen Stammzellen als Ursprung umgewandetdien. (Zaidi, 2007)

Die Bildung neuer Osteoblasten

Der erste Schritt zur Generierung frischer Ostesibla aus Stammzellen ist die
Entwicklung von Osteoprogenitor-Zellen. Dieser Vamg ist durch die
Ausbildung einer groBen Menge an Hormon- und Zybakdeptoren
gekennzeichnet. Es werden vor allem Rezeptoren Rerathormon,
Prostaglandine, Interleukin-11, IGF-1 sowie TGRgebildet. Die wesentlichen
Regulatoren der frihen Entwicklungsphase sind Vesgjints sowieBone
morphogenetic proteindMal3geblich fir die Proliferation der Zellen simaist
und Id, zwei helix-loop-helix-Proteine. (Zaidi, 200

Die Reifung funktionsfahiger Osteoblasten aus Staelien, und somit als
Konsequenz die Bildung frischen Knochens, wird albem durch drei Faktoren
geregelt. Dies ist zum einen Runx2, der Uber eiegative Beeinflussung des
Transkriptionsfaktors Twist wirkt. Die Aktivierungon Runx2 erfolgt Uber
verschiedene Mechanismen wie die PhosphorylieramgSmad durch BMPs und
TGF{, oder die direkte Phosphorylierung von Runx2 durarathormon und
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Fibroblast Growth Factor Aktivierter Runx2 bindet, zusammen mit seinem
Partner Core binding factorfl an die DNA und bildet in abgeschlossenen
Kernkompartimenten Komplexe mit anderen Regulafakisren. Runx2 ist ein
wesentlicher Faktor fur die Differenzierung zu wattigen Osteoblasten und
erfullt damit eine Schlusselfunktion bei der endwuiiralen Knochenbildung.
(Zaidi, 2007)

Adipocyte
A PPARY2 ARunx2
¥ Runx2 APPARY2
Runx2, 05X
° r— Osteoblast
M
..t?
Mesenchymal Multipotential
Stem Cell Daughter ° Chondrocyte

Cell
Tri- or Bipotential
Progenitor Cells

Abbildung 5: Die Entwicklung pluripotenter Stametien zu Zellen der
mesenchymalen Stammzelllinie. Bemerkenswert isgs dadipozyten durch
gewisse Faktoren (Runx2 etc.) in Osteoblasten uragdeit werden kdnnen.
(Aubin et al., 2006)

Der zweite wesentliche Faktor zur Ausdifferenzigrwon Osteoblasten ist die
Reaktion zwischen Osterix und NFAT. Osterix wird &olge von BMP-2 und
IGF-1 aktiviert. Es bindet die, durch Dephosphaming aktivierte, Variante von
NFAT-2, wodurch die Bildung von Osteoblasten stiientlwird.

Der letzte wesentliche Schritt zur Bildung von @$iasten besteht im Wifit-
Catenin Signaltransduktionsweg, der sowohl fur Krembildung als auch Umbau
des Knochens wesentlich ist. Hierbei wird durch dBing desLow-density
lipoprotein receptor-related protein @n denfrizzled receptorKomplex die
Phosphorylierung de$-Catenins durch die Glykogen Synthetase Kingse-3
verhindert, wodurch p-Catenin gegentuber dem Abbau als Folge von
Ubiquitinierung unempfindlich wird. Daraus resuléa die Akkumulation des

Faktors und der Transport in den Zellkern. Im Kenitt B-Catenin mit dem
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Transkriptionsfaktor Tcf/lLef in Wechselwirkung, waschlussendlich zur

Differenzierung der Zelle zum Osteoblasten futzaidi, 2007)

Lrp5/6
Fnzzled) ﬂ

Abbildung 6: DerCanonical Wnt Signaling Pathwalurch Bindung von
Lrp 5/6 kommt es zu einer Hemmung de&€atenin-Abbaus woraus eine
Anreicherung des Proteins im Zellkern und der Sdart Gentranskription

resultieren. (Liu et al., 2008)

Reife, nicht mehr proliferierende Osteoklasten &w@ren alkalische

Phosphatase, einen der frihesten Biomarker desoldssten-Phenotyps, und
sezernieren Kollagen Typ 1 und weitere Nicht-Kao#ladviatrixproteine. (Aubin et
al., 2006; Zaidi, 2007) Osteoblasten, die aktiv Aaofbau von Knochenmatrix
beteiligt sind, haben einen vergroRerten Zellkerein erweitertes

endoplasmatisches Reticulum und einen aktiven Gibgiarat. Die

funktionsfahigen Osteoblasten liegen mittels Cadleer verankert dem neu
gebildeten Osteoid an. (Zaidi, 2007)

Auf der Oberflache ruhender Knochen findet sich eeiBchicht flacher

Osteoblasten, dieBone-Lining-Cells Diese Schicht fungiert entweder als
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Trennlinie zwischen Knochenmark und Endosteum diggt direkt unter dem
Periosteum in Kontakt zum mineralisierten Knoch@&ubin et al., 2006)

Einige reife Osteoblasten werden wéahrend der Matrithese in der frischen
Knochenmatrix eingeschlossen und differenzierenOsteozyten. Diese Zellen
produzieren zwar keine alkalische Phosphatase, egefzug ist aber die
Expression von Osteopontin stark vermehrt. Osteozygtehen mit Hilfe von
Connexin-mediierterGap-Junctionsn filipodialen Erweiterungen untereinander
in Verbindung. Durch dieses Netzwerk ist es dere@stten mdglich, physische
oder konzentrationsbedingte Veranderungen im umgkheKnochen zu erfassen
und an die Osteoblasten an der Knochenoberflaclibeumitteln. (Zaidi, 2007)
Osteozyten konnen Uber lange Zeitraume ihre Fumétio innerhalb der
Knochenmatrix erfullen. Das Vorkommen leerer Lakun@sst aber darauf
schlief3en, dass auch Osteozyten zu Apoptose be&ihd) Allerdings fiihrt der
programmierte Untergang von Osteozyten zu Verlust®n Knochenmasse.
(Aubin et al., 2006)

Differentiation

Cell Death
Stem Cell Mesenchymal Osteoprogenitor Pre- Mature Osteoc
i tem Cell Osteoblast  Osteoblast =
O -’ o> -0- - &
—-"‘—'
Lining Cell

Abbildung 7: Die verschiedenen Stadien der Qststenentwicklung (Aubin et al.,
2006)

Funktionen abseits der Knochenbildung

Neben der primaren Funktion der Rekrutierung feschOsteoids und der
Mineralisierung desselben, zeigen Vertreter dere@sasten-Zelllinie noch
andere, physiologisch wesentliche Funktionen. Daruféllt die, vor allem bei
Prasosteoblasten, Osteoblasten und Osteozyten rmenfle Fahigkeit zur
Produktion bestimmter parakriner und autokrinertéadn als Folge endokriner
Stimulation. Die gebildeten Faktoren beeinflussen Mobilisierung von Osteo-

progenitor-Zellen, die Entwicklung von Prasostestda, die Regulation des
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osteoklastaren Knochenabbaus durch Einfluss aufwiBikiing und Fusion
mononuklearer Vorlauferzellen zu mehrkernigen Adssten sowie die Aktivitat
ausdifferenzierter Osteoklasten. Eine bestimmendelleR spielt hierbei
Osteoprotegerin, ein léslicher Faktor der die Odestenbildung hemmen kann.
Das Vorliegen von Rezeptoren fur Parathormon, RANKid T, 25-(OH)-
Vitamin Ds allesamt Promotoren der Osteoklastenfunktion, aer d
Osteoblastenoberflache ist wohl ebenso an der Begulder Knochenresorption
beteiligt. Weiters fungieren Zellen der Osteoblasfelllinie als bedeutende
Quelle des Colony-Stimulating Factors-1und sezernieren Zytokine und
Prostaglandine mit wichtigen Funktionen wéahrend @steoklastogenese. Auch
eine unterstitzende Rolle bei der Produktion hapustischer Stammzellen aus
dem Knochenmark erscheint nach jingsten Erkenmstmigkusibel. (Aubin et al.,
2006)

Matrixmineralisierung

Die Einlagerung von Mineralien beginnt zwischen deaollagenfibrillen der

Matrix des Osteoid. Extrazellulare Matrix-Vesikeige sie von Chondrozyten und
Osteoblasten freigesetzt werden, bewirken eine AkKation von Kalzium- und
Phosphationen auf begrenzten Raum. Aulerdem erihalie Vesikel ein
Gemisch aus Phospholipiden, Kalzium und anorgaemchPhosphat, den
Nucleational Core der die Bildung von Apatitkristallen initiierenakn, sowie

Enzyme, die mineralisierungshemmende Proteine deangschen Matrix
degradieren. Da Hydroxylapatit in den Korperfligsiten in geringen
Konzentrationen vorkommt, ist eine spontane Sediatiem auf Grund des
Uberschreitens des Loslichkeitsproduktes nicht kgl weshalb davon
ausgegangen wird, dass andere Faktoren die Peiipitvorantreiben. Fur zwei
Phosphoproteine der KnochenmatriBone Sialoproteinund Dentin matrix

protein-1, konnte bereits eine prazipitationsfordernde Whgkunachgewiesen
werden. Allerdings sind beide Substanzen ebenderihage, Kristallbildung und
—wachstum zu hemmen. Einige, den Phosphorylieruagsg von

Phosphoproteinen  beeinflussende  Enzyme, die waletig darunter

Phosphoproteinkinasen, Phosphoproteinphosphataskealkalische Phosphatase,
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konnten erfolgreich mit einem gesteigerten Minerafungsgrad in Verbindung
gebracht werden. (Robey und Boskey, 2006)

Faktoren mit Einfluss auf die Apatitkristallstruktu

Durch Addition weiterer lonen zum bestehenden HKlHigitter und durch
Zusammenwachsen benachbarter Kristalle mit zunetiemerAlter des Knochens
entstehen gréf3ere und reinere Kristallstruktureas @tsachliche Wachstum der
Apatitkristalle wird von den Gegebenheiten der Egénmatrix vorgegeben,
wobei auch Nicht-Kollagen Proteine Einfluss habddurch Einbau von
Fremdionen kommt es zu einer Veranderung der Klegganschaften und in
Folge zur Veranderung der Attribute des Knochenagi&sium- und Strontium-
lonen kénnen an Stelle von Kalzium ins Gitter ebvagg werden, woraus
kleinere, unreinere Kristalle resultieren. Das $ckie Cadmium wird mit
denselben Folgen fir die Kristallstruktur in dagt€ieingebaut. Im Gegensatz
dazu fuhrt der Einbau von Fluorid-lonen zur Entsteh gro3erer Kristalle mit
verringerter Loslichkeit. Carbonat-lonen, die in ndeKorperflissigkeiten
vorkommen, ersetzen Hydroxyl- und Phosphatreste kinthen, ebenso wie
Citrat, an der Kristalloberflache absorbiert werddeben Fluoriden binden auch
andere, therapeutisch relevante Verbindungen anAgatitoberflache. Dazu
zahlen die resorptionshemmenden Bisphosphonate ugenavie die als
Fluoreszenzmarker verwendeten Tetrazykline, die Restimmung der
Wachstumsrate des Knochens herangezogen wurderenNébrunreinigungen
durch endo- und exogene lonen haben auch zellE@gnisse Einfluss auf die
Kristalleigenschaften. So kommt es bei vermindeleistalleinlagerung zur
Bildung grol3erer Kristalle. Beim osteopetrotischémochen sind die Kristalle
generell kleiner, im Gegensatz zu osteoporotisdkeachen, bei denen grol3e
Kristalle persistieren, da sie widerstandsfahigegen resorbierende Einflisse
sind.

GroRRe und Verteilung der Hydroxylapatitkristalleelmdlussen die mechanischen
Eigenschaften des Knochens mal3geblich. Zu kleiner ad wenig Kristalle

reduzieren die Widerstandsfahigkeit des Knochermdingegen zu viele oder zu
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grol3e Kristalle den Knochen zur Brichigkeit verdaanm(Robey und Boskey,
2006)

1.2.5.2 Osteoklasten und deren Funktion wahrend ddénochenumbaus

Neben Osteoblasten, die den Aufbau frischer Knatlagnx ermdglichen, sind
knochenresorbierende Osteoklasten am Umbau des etSkelbeteiligt.
Osteoklasten gehdren zur Monozyten/ Makrophagehivdiel und entwickeln
sich, ebenso wie Makrophagen, Lymphozyten und desaire Zellen, unter

physiologischen Bedingungen aus hamatopoetisctenrzellen. (Zaidi, 2007)

Die Regulation der Knochenresorption

Durch Produktion der Zytokine RANKL untacrophage Colony-Stimulating
Factor sind, neben Markstromazellen, auch Osteoblasteteaintwicklung von

Osteoklasten  mal3geblich  beteiligt. Beide  Proteinexistieren in

membrangebundener und geldoster Form und bindenieaiRezeptoren RANK
(RANKL) und c-Fms (M-CSF). Die Ausbildung von c-Fmasrd durch den B-

Zell-Transkripitonsmodulator PU.1 ausgeldst. Zu iBegder Differenzierung
konnen sich Osteoklastenvorlauferzellen ebenso gut B-Lymphozyten

entwickeln. Die Determination der Funktion wird tedsirch die Ausbildung der
Rezeptoren RANK und c-fos bestimmt. (Zaidi, 2007)

M-CSF ist an Proliferationsvorgangen, Uberleben ubifferenzierung der
Osteoklastenvorlauferzellen sowie am Uberleben dmrsdifferenzierten
Osteoklasten und zytoskelettéaren VerdnderungenyVdreaussetzung fur deren
resorptive Tatigkeit darstellen, beteiligt. RANKHder zur Tumornekrosefaktor-
Superfamilie zahlt, ist, neben dem Vorliegen von ri#aferzellen, eine
Grundvoraussetzung fur die Bildung funktionsfahig@steoklasten. Sein
natirlicher Gegenspieler ist Osteoprotegerin, das kohe Bindungsaffinitat zu
RANKL aufweist und somit die Konzentration des émi wirksamen Zytokins
kontrolliert. Dieser l6sliche Hemmstoff der RANKL4{¥Kung wird von Zellen

mesenchymalen Ursprungs kontinuierlich, sowie atakion auf Reize wie
Zytokine und Steroide, produziert. (Ross, 2006)
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Proinflammatorische Zytokine und ihre Bedeutungdiém Knochenumbau
Proinflammatorische Zytokine haben eine hemmenderkWg auf die
Osteoprotegerinexpression und fuhren gleichzeitigemem Anstieg an freiem
RANKL, woraus ein gesteigerter Knochenabbau resultiDieser Umstand
erklart den gesteigerten Verlust an Knochensubstamter hohen Spiegeln
proinflammatorischer Botenstoffe wie TN#k-Interleukin-1, Parathormon und
Parathormon-related ProteiPTHrP), sowie die osteoprotektiven Einflisse von
Antikdrpern gegen TNF und dessen Rezeptor. Lungerd Brustkrebszellen
nutzen die gesteigerte Produktion von PTHrP und dielurch ausgelOste
Verschiebung des RANKL/OPG-Verhaltnisses zu ostesilirer
Knochenresorption, wodurch Zytokine und Wachstukisfen aus der
Knochenmatrix freigesetzt werden, die wiederum risigmulierenden Effekt auf
die Krebszellen ausuben. Neben OPG steht aubiterferon im Ruf, eine
hemmende Wirkung auf die Entwicklung von Osteoldasauszuiiben. (Ross,
2006) Allerdings zeigten zahlreicha vivo Studien eine Stimulation des
Knochenabbaus unterinterferon-Behandlung. (Cenci et al., 2003; Keyakt
1995)

Weitere Zytokine mit Wirkung auf Osteoklasten umst&as verschiedene
Interleukine,Granulozyten Macrophage-Colony stimulating factimterferong,
Stromal-derived Growth Factor, Macrophage Inflammatory Proteinalsowie
Monocyte Chemotactic Protein MIPa sowie MCP-1 werden von multiplem
Myelomzellen produziert und tben chemotaktische pnatiferative Einflisse auf
Osteoklastenvorlauferzellen aus. Allerdings findsich fur alle genannten
Zytokine widerspruchliche Daten hinsichtlich derriding am Menschen. (Ross,
2006)

Andere wesentliche Einflussfaktorem;,25-Dihydroxy-Vitamin Bund Ostrogen

la, 25-(OH)}-Vitamin D stimuliert die Kalziumaufnahme aus dem Darm und
suprimiert die Expression proosteoklastaren Paratbos. Trotzdem belegen
zahlreiche Human-Studien die resorptionssteigerri€lgenschaften vonol 25-
(OH),-Vitamin Ds. Diese Wirkung wird durch eine Erhéhung der RANKL-

Expression in Verbindung mit der Verringerung destédprotegerin-Produktion
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erklart.  Auch  Ostrogenspiegel haben einen  Einflusauf die
Osteoklastenentwicklung, wie an Hand der postmemsgian Osteoporose leicht
ersichtlich ist. Fallende Ostrogenspiegel bewirkemmutlich eine gesteigerte
Produktion proosteoklastarer Zytokine, die ihréssdRANKL- und M-CSF-
Expression ankurbeln und hemmendes Osteoprotegerimindern. Auch ein
direkter negativer Einfluss auf die Knochenresanpti scheint nicht
ausgeschlossen, da Ostrogen zum Beispiel die Ptioduk von
Tumornekrosefaktor und RANKL durch T-Lymphozytemise Ostrogen bewirkt
namlich eine Verringerung der Antigenproduktion, raugs eine Senkung der
Aktivitat der T-Zellen resultiert. Weiters lassenige Studien auf eine Erh6hung
der Lebensdauer und Funktion reifer Osteoklastesr Beeinflussung der Pro-
Osteoklasten schlie3en. (Ross, 2006)

Die Wirkung von Glukokortikoiden auf die Zellen #e®chenmetabolismus
Therapeutisch relevant sind die proresorptiven i&geaften endogener und
exogener Glukokortikoide, die einerseits durch HEieleitung der Apoptose bei
Osteoblasten zu erklaren ist, andererseits abensebauf eine verminderte
Apoptoseneigung der Osteoklasten zurtickzufiihren s Glukokortikoid
Prednisolon bewirkte bei M&ausen bereits nach sethgen eine massive
Verringerung der spinalen Knochenmineraldichte ym%. Nach 27 Tagen Be-
handlung mit Prednisolon hatte sich die Knochertdichm weitere 2 %
verringert. Dieser Effekt konnte in mehreren Exmpemten bestatigt werden
(Abnahme von 8,8 % * 1 standard error of the mg&ginstein et al., 2002)
Auch Prostaglandine, in hohen Dosen verabreichtrscheben das

RANKL/Osteoprotegerin-Verhaltnis auf die resorptiveite.

Der Einfluss von Zytokinen auf die knochenresodnden Zellen

Intrazellular wird die Proliferation und Entwicklgrder Osteoklasten vor allem
von drei Proteinklassen bestimmt: Adapterproteineiinasen und
Transkriptionsfaktoren. Unabhangig von nuklearenktéi®n erfolgt die
Regulation des Zytoskeletts vorwiegend Uber KinasenGegensatz dazu wird

die Differenzierung zu vollwertigen, mehrkernigerst€klasten tberwiegend
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Uber Genexpressions-Regulationsmechanismen koettoll Ein  weiterer
Signaltransduktionsweg, der ebenso Uber die Expressteoklastenspezifischer
Gene wirkt, stellt die Aktivierung der PhosphataSalcineurin, die durch
RANKL-induzierte Kalziumfreisetzung induziert wirdar. Die folgende Tabelle
nennt die wichtigsten, an den Signaltransduktiosiskden beteiligten,
Oberflachenrezeptoren sowie deren Funktion am ®iststen. (Ross, 2006)

Proliferation - avp3, C-Fms
Reorganisation des Zytoskeletts : avp3, C-Fms, RANK
Differenzierung zu reifen : c-Fms, RANK, Tumornekrosefaktor-

Osteoklasten rezeptor 1, Interleukin-1-rezeptor

Tabelle 2: Faktoren mit Einfluss auf osteoklestaunktionen (Ross, 2006)

c-Fms T‘"‘"‘I‘ TNFR1
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(O =Kinase P = Proliferation

C = Cytoskeletal re-organization
:l = Transcription S = Survival
Factor D = Differentiation

Abbildung 8: Wesentliche intrazellulare Sigratisduktionskaskaden der
Osteoklasten (Ross, 2006)

Knochenresorption

Osteoklasten sind in der Lage, die Bestandteilarmsgher Knochenmatrix auf
enzymatischem Wege abzubauen und dadurch das,rim Vaan Hydroxylapatit
gebundene Kalzium aus seinen endogenen Speiclemidetzen. Dazu stellen
Osteoklasten Uber Integrinegp-Heterodimere mit langen extrazellularen

Doménen, deren Grundfunktion in der Vermittlung \atrix-Zell-Interaktionen
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besteht, eine Bindung zu Matrixproteinen mit RGRrE=z her und generieren,
durch Formierung der Aktin-Ring-Struktur, d&ealing-Zonedie das Areal des
Knochenumbaus von angrenzenden Gebieten isolRots, 2006)

Im Aktin-Ring fungieren Podosomen als Aquivalenter diiblichen Focal
Adhesions Podosomen sind hoch dynamische, aktin-reichektsen die aus
einem zylindrischen Kern aus F-Aktin bestehen. ®ieglindrischen Strukturen
sind vonavp3-Integrinen und assoziierten Proteinen des Zytelkeumgeben.
Der dichte Kern der Podosomen ist von einem logarusierten Aktin-Netzwerk,
der Podosomen-Wolke, umgeben. (Yogo et al., 2007)

Die Umstrukturierung des Zytoskeletts zur Ausbilguhes Aktin-Rings sowie
von Podosomen wird Uber die Rho GTPase vermiitédtiters spielt Rho bei der

Motilitdt und Resorptionstatigkeit der Osteoklaséeéme Rolle. (Ross, 2006)

HCO, CI-

Bone

Abbildung 9: Ein mehrkerniger Osteoklast wahrded Resorptionstatigkeit
(Ross, 2006)

Der isolierte Bereich Uber der Knochenoberflachedwunter Einsatz von
Protonenpumpen azidifiziert, wobei der saure pH-{Water 4, in Verbindung mit
matrixproteindegradierenden Enzymen, wie Cathepsinond anderen Matrix-
Metallo-Poteasen, zum Abbau des Knochens und zuldu@j von
Resorptionslakunen fihrt. Aus dem Verband gelOsteteihe werden durch
Transzytose aus dem Resorptionsmilieu entferntamder dorsolateralen Seite

des Osteoklasten freigesetzt. Uber einen'/CHAntiporter wird die
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Protonenbilanz ausgeglichen. Die, durch Protonewwesdung resultierende
Alkalisierung des Zytoplasmas wird durch Austausdn HCQ gegen Cl
aufgehoben. (Zaidi, 2007)

Die Iytischen Effektor-Enzyme werden, in azidifizen Vesikeln verpackt, Uber
die, der Knochenmatrix zugewandten, Osteoklastermem vermutlich Uber
Mikrotubuli, in den abgetrennten Bereich sezerniedbei die Plasmalemma eine
einzigartige, die Exozytose beginstigende Struktlie Ruffled Membrane
ausbildet. Die GTPase Rac zeigt sich fur die Bigdwon Lamelliopodien, und
somit fur die Ausformung delRuffled Membraneverantwortlich. Neben seiner
Funktion wahrend der Vermittlung der Bindung dell&an die RGD-Sequenzen
von Matrixproteinen erfllliovf3 wesentliche Signaltransduktionsaufgaben, die,
Uber den Faktor c-Src an der Ausbildung resorptiellorganellen, wie der
Ruffled Membranebeteiligt scheinen. Die Wirkung auf das Zytoskel@ird
hierbei durch die Phosphoinositol-3-Kinase verriittdie Phosphatidylinositol-
biphosphat ins aktive Triphosphat, das zahlreichgnskelettaren Proteinen als
Bindungspartner dient, umwandelt. Ein Zielproteinesd aktivierten
Phosphatidylinositols ist Akt, das Proliferationdutlberleben der Osteoklasten
stimuliert. PI-3-K wird ebenso durch Bindung von RWL und M-CSF an ihre
Rezeptoren aktiviert. (Ross, 2006)

Die Ablosung des Osteoklasten vom Ort der Resarpgidolgt als Reaktion auf
die erhohten Kalziumspiegel in Folge der fortsdereien Matrixdegradation.
Kalzium-Sensoren an der Oberflache des Osteoklasterden bei einer
Konzentration von etwa 40 mM Kalzium aktiviert ubdwirken die Freisetzung
von Kalzium aus intrazellularen Speichern, gepasdrteinem Kalzium-Einstrom
aus dem Extrazellularraum. Steigende intrazellkakziumspiegel aktiveren die
NO-Synthetase, die Stickstoffmonoxid produzierteg2 Vorgange ermdoglichen
es dem Osteoklasten, sich von der Resorptionssall®sen. Eine neuerliche
Bindung an die Knochenmatrix und somit erneute Regm ist unter Aufhebung

der vorher genannten Mechanismen mittels Interte@kindglich. (Zaidi, 2007)
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1.2.6 Wnt-Signaling - ein wesentlicher Faktor des

Knochenmetabolismus

Wnts sind eine Familie aus 19 cysteinreichen Glyatginen, die Gber Bindung
an einen membranstandigen Rezeptor zahlreiche zetloéire
Signaltransduktionskaskaden initieren konnen. ®ieSignaltransduktions-
mechanismen spielen bei der Entwicklung von Knorpetl Knochen eine
wesentliche Rolle. Aktivitat dieser Signaltransdaksmolekiile ist in Bereichen
endochondraler und intramembrandser Knochenbildwwge am Perichondrium
und an den Osteoblasten feststellbar. Die physstbgn Quellen von Wnts im
Knochenmikroenvironment sind ungeklart. Es wird emgnmen, dass beim
Abbau oder Remodeling von Knochenmatrix Wnts fregget werden. Es ist
bekannt, dass Osteoblasten Wnts produzieren kénnen.

Der korrespondierende Membranrezeptorkomplex satht aus einem von zehn
frizzled G-protein coupled receptound einem von zwdbw-density lipoprotein
receptor-related proteins(Lrp 5 oder 6) zusammen. In Abh&ngigkeit der
vorliegenden Rezeptorkomponenten wird eine vonreaten Signalkaskaden
aktiviert. (Liu et al., 2008)

1.2.6.1 Die kanonische Signalkaskade

Der kanonische Signaltransduktionsweg, aupkCatenin-abhangiger Weg
genannt, ist die am besten aufgeklarte, durch Wisgeloste Signalkaskade.
Hierbei spielt das intrazellular vorliegend&Catenin eine tragende Rolle.
Ublicherweise liegt-Catenin zusammen mit deatlenomatous polyposis coli-
Protein und Axin in Form eines Komplexes vor. In diesem Kdew wird p-
Catenin durch die CK1 und GSK3 phosphoryliert, ieiterer Folge durch
Interaktion mit B-TrCP ubiquitiniert und schlussendlich durch Preteaen
abgebaut. Durch Bindung von Wnt an seinen Rezepitor dieser Abbauprozess
verhindert und3-Catenin reichert sich in Cytoplasma und NukleuslanKern
tritt B-Catenin mit Transkriptionsfaktoren in Wechselwingywas zur Expression
bestimmter Gene fihrt. Hier ist besonders der kmptsonsfaktor LEF/TCF zu



nennen. Ohne Wnt-Signal entfaltet dieser Transkmgtaktor zusammen mit

Groucho eine hemmende Wirkung auf die Gen-Trans@rip(Liu et al., 2008)
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Abbildung 10: Die Abbildung zeigt den kanonisel&ignaltransduktionsweg
ohne [A] und mit einem Stimulus [B] durch Bindung@rv Wnt an seinen
Rezeptor. Ohne Wnt-Signal wifttCatenin durch Proteasomen abgebaut und
es erfolgt keine Gentranskription. In Folge der dging von Wnt an den
Rezeptor wird derp-Catenin-Abbau gestoppt und es kommt zu einer
Anreicherung vorg-Catenin im Zellkern. Die Transkription bestimmene
wird gestartet. (Liu et al., 2008)

1.2.6.2. Die nicht-kanonische Signalkaskade

Dieser  Signaltransduktionsweg ist auch al§-Catenin-unabhangiger
Signaltransduktionsweg bekannt. Die tatsachlich  olwierten
Signaltransduktionsmechanismen sind sehr untediathe und umfassen
Kalziumstrome, JNK sowie kleine und heterotrimereP®teine. Der genaue

Ablauf der Signalibertragung ist bis jetzt ungekl@riu et al., 2008)
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1.2.6.3 Einflussfaktoren des Wnt-Signaling

Zahlreiche Antagonisten sind an der Regulationwlas Signaling beteiligt. Dazu
zahlen secreted frizzled—related proteinsid Wnt inhibitory factor 1 die die
Interaktion von Wnt und seinem Rezeptor hemmen. Dkkeines von vier
Mitgliedern der Dickkopffamilie, bindet mit hoher fifkitdt an Lrp-Proteine
wodurch es zur Internalisierung des Rezeptor-Korgddir Wnt kommt. Ebenso
hemmt Sclerostin die Aktivitat des Lrp-Teils des WRezeptors. Analog den
Sfrps regulieren Axin 1 und 2 die kanonische Sikasikade negativ. Dies
geschieht durch eine Verstarkung fieSatenin-Abbaus.

Auch innerhalb des Zellkerns tiben Proteine eingnlierenden Einfluss auf die
Whnt-Signalibertragung aus. So zum Beispiel Chiblag, an den C-Terminus von
B-Catenin bindet, und ICAT mit seiner Fahigkeit, 8imdung vonp-Catenin an
TCF zu blockieren. (Liu et al., 2008)

1.2.6.4 Wnt-Signaling und Knochenzellen

1.2.6.4.1. Osteoblasten

Wnts regulieren die Osteoblastogenese Uber @ eCatenin-abhangige
Signaltransduktionskaskade. Zahlreiche Untersuatungdeuten auf die
wesentliche Beteiligung vof-Catenin an der Entwicklung und Funktion von
Osteoblasten hin. So konnte in zahlreichen StudienMausen nachgewiesen
werden, dass di@-Catenin-abhangige Signaltransduktion maf3geblichfrithe
und spate Osteoblastendifferenzierungsschrittédist.Entfernung vorg-Catenin
aus mesenchymalen Stammzellen von Dermol-Cre Matiderme zu einer
drastischen Verringerung der Expression friher @dssten-Marker wie
Collagen Typ I, Osterix und Osteocalcin. Durch Bigfernung vorg-Catenin aus
Osterix-positiven Osteoblasten wurde deren Entwioglzu reifen Osteoblasten
verhindert.

Durch Knock-out des Lrp5 Gens in Mausen kam es kaeh der Geburt der
Versuchstiere zur Entwicklung einearly-onsetOsteoporose, obwohl Embryos
eine normale Knochenbildung aufwiesen. Dieser Undstaleutet auf die

wesentliche Rolle von Lrp5 beim Erhalt der Knochesse hin. Diese Annahme
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wird durch die Erkenntnisse eingain-of-functioaMutation des Lrp5-Gens beim
Menschen gestitzt. Diese Mutation fuhrt zu eingndkbten Knochenmasse
Betroffener. Ein korrespondierendes Mausmodell, chhed ebenfalls diese
Mutation im Lrp5 Genlokus aufweist, zeigte ebensonee erhohte
Knochenmineraldichte. Diese wurde auf eine gestigeAktivitat der
Osteoblasten sowie eine verringerte Apoptoseneigdag knochenbildenden
Zellen zurlckgefihrt.

Lrp6-knock-out Méause sterben bei der Geburt. Embryeigen Hirndefekte,
Defekte des axialen Skeletts und Fehler in der Adishg der Gliedmalien.
Ringelschwanzméuse, Trager einer Mutation des Gpfs die die Ubertragung
des Wnt-Signals negativ beeinflusst, zeigen ebéissbildungen des axialen
Skeletts, der Finger und des Neuralrohrs.

Da Sclerostin Uber Interaktion mit Lrp5 und 6 alst#gonist des Wnt-Signaling
fungiert, fihrt eine Mutation im Lrp5 Gen zu erhéhinochenmasse, da die
Bindungsaffinitit des SOST-Genproduktes Sclerosgrringert ist. Sclerostin
wird hauptsachlich in Osteozyten gebildet.

Dkk 1,2 und 4 beeinflussen uber Interaktion mit3.qand 6 den kanonischen
Signaltransduktionsweg. Dkk1 reguliert das Wnt-8lgrg hierbei negativ und
kontrolliert so die physiologische Knochenmassae. lock-out des DKK2-Gens
bei Mausen fihrte zu Mineralisationsdefekten, Qstece und niedriger
Knochenmasse. Deswegen wird angenommen, dass Dkk2 firmalen
Differenzierungsschritten von Osteoblasten beteisig

Die Gruppe dersecreted frizzle receptor proteinbesitzt ebenfalls eine
antagonistische Wirkung auf das Wnt-Signaling. Sf#$piegel steigen mit
fortschreitender Differenzierung der Osteoblasted erreichen ihren Hohepunkt
im Preosteozyten-Stadium. SfrpKinock-outMause zeigen erhohte trabekulare
Knochendichte und Knochenvolumen, vermutlich ingeotler Aktivierung des
Wnt-Signaling und verringerter Apoptose von Ostastdn und Osteozyten.
Durch Inaktivierung von Axin2 werden Proliferationnd Promotion der
Osteoblasten gesteigert. Dies fuhrt zu einer besdnjten Rekrutierung von
Osteoprogenitor-Zellen, gesteigerter Knochenbildwegbesserter Mineralisation

und der erhéhten Expression von Markern des Knaualfeaus.
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Inaktivierung von GSK-# in Mausen fihrt zum Tod des Fo6ten. Bis zum
Zeitpunkt des Todes sind keine abnormen Entwicldandes Skeletts feststellbar.
Durch orale Verabreichung des GSK-Bemmstoffs LiCl und des dualen GSK-
3a/B Inhibitors 603281-31-8 kommt es zu einer Stimolatder Knochenbildung
bei Mausen und Ratten. (Liu et al., 2008)

1.2.6.4.2. Osteoklasten

Wnt-Signaling reguliert die Osteoklastenzahl inkiiréiber das Verhaltnis von
Osteoprotegerin zu RANKL. Die osteoblasten-spedifes Inaktivierung vorp-
Catenin bei Mausen fuihrte zu einer Abnahme der Keomasse, welche auf eine
Erhéhung der Osteoklastenzahl zurickgefuhrt wirder DAnstieg in der
Osteoklastenpopulation wird wiederum auf die veyente Expression von
Osteoprotegerin zurickgefiihrt. Im Gegensatz darutdidie Aktivierung des
Wnt-Signaling in einem Co-Kultursystem aus murinkhlzzellen zu einer
Abnahme der RANKL-Expression und, damit verbundeneiner Hemmung der
Entwicklung TRAP-positiver, mehrkerniger Osteokéast

Die osteoblasten-spezifische Aktivierung vfrCatenin fihrte auf Grund von
Defekten bei der Differenzierung und Funktion dsté€dklasten zu einer erhéhten
Knochenmasse bei Mausen. Dieser Umstand wurdei@awiednehrte Expression
von Osteoprotegerin zuriickgefuihrt. Die Inaktivieguwvon APC fihrt zu einer
massiven Zunahme der Knochenbildung und dem Veisdan samtlicher
Osteoklasten.

Tcfl-Knock-outMause zeigen signifikant verringerte Knochenmasgse
Osteoblastenzahl ist bei diesen Mausen unveraralétdings wird die Bildung
von Osteoklasten durch die Verringerung der Oste#egerin-Spiegel begiinstigt.
(Liu et al., 2008)
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1.3 Ziele der Diplomarbeit

Wie mehrere Quellen bestatigen (Park et al., 20@4eciakiewicz et al., 2009;
Yun et al, 2007) sind gewisse pflanzliche Polyghenin der Lage,
Knochenzellen und damit den Metabolismus des Knuglzer beeinflussen. Da
fur einige Vertreter der Ellagitannine mit NHTP-@pen bereits eine Hemmung
des osteoklastaren Knochenabbaus aufgezeigt wkosemie, weiteten wir unsere
Untersuchungen auf andere Vertreter dieser EllagitaFamilie aus. Diese waren
die Ellagitannin-Dimere Roburin A und Roburin Dedm Rahmen vomn vitro
Untersuchungen hinsichtlich ihrer Wirkung auf rei@@steoklasten untersucht
wurden.

Das erste Ziel der Untersuchungen bestand darm,Effekt der Ellagitannin-
Dimere auf den osteoklastaren Knochenabbau zu bewebazu wurden reife
Osteoklasten im Rahmen eines Pit-Assay mit EllagitaLosungen
verschiedener Konzentrationen behandelt, um die wikksngen auf die
Resorptionstatigkeit der Zellen feststellen zu l&mnn

In weiterer Folge untersuchten wir die Auswirkungter Behandlung mit einer
Ellagitannin-Lésung bestimmter Konzentration auf e diintrazellularen
Signaltransduktionskaskaden reifer, aus RAW 264.@lled gewonnener,
Osteoklasten. Durch Aufklarung der Verdnderung Fllessphorylierungsmusters
verschiedener Schlisselproteine der Signaltubertgaghofften wir, erste
Hinweise auf den zugrundeliegenden Wirkungsmechamsder Substanzen zu
erlangen. Besonderes Augenmerk wurde hierbei aumheBesamkeiten der
Wirkung beider Dimere auf die Aktivierung der betngeten Signalproteine
gelegt.



2.Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerateliste

Analysenwaage
Chemoluminescence films

Computer
Elektrophorese-Kammer
ELISA Reader

Inkubator

Inkubierschrank

Kaltlichtlampe

Knochensage

Kihischrank -80°C
Magnetrihrer inkl. Heizung
Mikroskop

Mikroskop

pH-Meter

Schuttler

Spannungsgerat f. SDS-PAGE
Spannungsgerat f. Western Blot
Sterilwerkbank (Laminar Airflow)
Thermomixer

Trockenschrank fir Filme
Vortexer

Wasserbad

Zentrifuge

Zentrifuge

Digitalkamera

Séageblatt

Eppendorf-Gefalie
Injektionsnadeln
Kulturplatten(6-well, 48-well)
Polypropylenrohrchen
Zentrifugenréhrchen

Firma Sartorius, MC 210 P

Kodak BioMax Light Film Lot 425 005 und GE
Healthcare Amersham Hyperfilm ECL
Apple Power Mac

Firma Bio-Rad

Firma Labsystems Multiskan MS

Firma Kendro HERA Cell 240

BFL 3032

Firma Schott KL 1500 electronic

Firma Buehler Isomet low speed saw
Jouan VX 490

lkamau RCT

Firma Nikon Optiphot-2-OD

Firma Olympus

Firma Inula Metrohm 713 pH Meter

Firma Edmund Bihler Swip

Firma Bio-Rad Power PAC 3000

Firma Bio-Rad Model 1000/500 Power Supply
Firma Ehret

Firma Eppendorf Thermomixer 5436

Firma Kindermann, Trockner

Firma Bender & Hobein AG Vortex Genie 2
Firma Aigner GFL 1066

Firma Eppendorf Centrifuge 5415C

Firma Bartelt HERMLE Z 323K

Firma Nikon Coolpix 995

Firma Buehler Diamond wafering blade/series 15

HC Diamond

Firma Eppendorf

Firma Rose Gmbh, Luer/NSP
Firma lwaki und Fa. Greiner
Firma Greiner

Firma Sterilin
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2.1.2. Substanzenliste

a-MEM
BSA

ECL Detections Losung
Entwicklungslosung f. Film

Ethanol
Filterpapier fur Western Blot

Fixierlosung fur Film
Isopropylalkohol

Lower TRIS pH=8,8

Lysis Buffer
Molekulargewichtsstandard

Natriumazid 500x
Nitrozellulose

P/S Penecillin/Streptomycin
PBS(Phosphate Buffered Saline Solution)
Ponceau Rot 0,2 %

Prostaglandin E2

Protein Assay

rm-RANKL

Running Buffer 10x pH=8,9

Running gel 10 %

Sample Buffer 4x

Roburin A

Roburin D

Fetales Kélberserum
Stacking gel

Stripping Buffer 1x

TBS 10x

Toluidinblau Losung
Transfer Buffer (pH= 8,3-8,4)
Tween 20

Upper TRIS pH=6,8
1a,25-(OH)-Vitamin D

Fa. Gibco BRL

Fa. Sigma-Aldrich, Lot 023K0629
Fraktion V

Detection reagents 1 und 2 1:1
Mischung

Fa. ADEFO Chemie, Adefofix Mix
Fixierkonzentrat

Fa. Sigma-Aldrich Laborchemikalien
Fa. Schleicher&Schuell, Gel-Blotting-
Papiere No. 426 690

Fa. ADEFO Chemie, Adefofit 90

Fa. Merck

Siehe 2.1.3

Siehe 2.1.3

Fa. Invitrogen, Cat. No. LC5925
SecBlue Plus2 Prestained, Lot#
1313648

Siehe 2.1.3

Fa. Schleicher&Schuell, Protran BA
85 Nitrocellulose 0,45um Lot
FB0348-1

Fa. Gibco

Siehe 2.1.3

Siehe 2.1.3

Fa. Cayman Chemical Company
Fa. BioRad DC Protein Assay

Fa. R&D Systems

Siehe 2.1.3

Siehe 2.1.3

Siehe 2.1.3

Institut Européen de Chimie et
Biologie und Centre de Recherche en
Chimie Moléculaire

Institut Européen de Chimie et
Biologie und Centre de Recherche en
Chimie Moléculaire

Fa. Dipro

Siehe 2.1.3

Siehe 2.1.3

Siehe 2.1.3

Siehe 2.1.3

Siehe 2.1.3

Fa. Sigma-Aldrich Laborchemikalien
Siehe 2.1.3

Hoffmann-La Roche Wien
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2.1.3 Puffer und L6sungen

58

e 1x Running Puffer

286,5 g Glycin + 60,5 g Tris-Base +
40,0 g SDS mit Wasser auf 2000 ml

auffullen, 1:10 verdinnen

e 0,1 % Tris-Puffered Saline Solution

mit Tween-20 (TBS-T 0,1 %)

0,1 g Tween-20 + 999 g Tris
Puffered Saline Solution

e 0,2 % Ponceaurot Farbeldsung

0,2 g Ponceaurot + 3,0 g
Trichloressigsaure mit Wasser auf

100 ml auffillen

e 1x Sample Puffer

1 Teil 4x Sample Puffer + 3 Teile

Wasser

e 4x Sample Puffer

TRIS Base 1,52 g + Glyzerin 9,45 g
+ SDS 6 g + Bromphenolblau 0,2 g +
EDTA 0,116 g

e Blocking Solution

5 g Trockenmilch-Pulver + 95 ¢
TBS-T 0,1 %

e Toluidinblau-L6sung

1 g Toluidinblau + 1 g Natrium-Borat
+ 98 g destilliertes Wasser

e LOsung des primaren Antikorpers

0,2gBSA+5mITBS-T 0,1 %
4 ml der Lésung + 8 pl Naj\+- 4 ul
primarer Antikbrper

e LOsung des sekundaren Antikorpers

0,1gBSA+4mlITBS-T 0,1 + 0,8 pl

Sekundarer Antikorper

e Lower TRIS pH=8,8

TRIS Base (1,5M) 18,17 g + 10 %
SDS Lésung 4 ml mit Wasser ad 100
mi

e Lysis-Puffer

1,5 ml Frackelton Buffer + 7pl NaF
+ 7,5ul Aprotinin + 15ul Leupeptin

+ 15l o-Vanadate + 1,pl Pepstatin
+ 15ul PMSF

e Natriumazid 500x

NaN; 0,1 g + Wasser 1 ml
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e Running Gel 10 %

1,43 ml Wasser + 88@ Lower TRIS
+ 1,17 ml Acrylamid, +1,0%l
TEMED + 17,5ul APS 10 %

e Stacking Gel

945l Wasser + 375l Lower TRIS
+ 195ul Acrylamid + 2,4ul TEMED
+15ul APS 10 %

e Stripping Puffer

2 % SDS Losung 2 g + TRIS HCI
(62,5 mM) 0,931 g $-
Mercaptoethanol (100 mM) 7Q0

mit Wasser ad 100 ml

e Transfer Puffer

Glycin 18 g + TRIS Base 3,765 g mit
Wasser ad 2000 ml + 500 ml MeOH

e Tris-Puffered Saline Solution

TRIS Base 24,20 g + NaCl 80 g mit
Wasser ad 1000 ml, verdinnen auf 1x
und pH=7,6 einstellen

e Upper TRIS pH=6,8

TRIS Base (0,5 M) 6,06 g + 10 %
SDS Lésung 4 ml mit Wasser ad 100
ml
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2.1.4 Kulturmedien

Als Nahrmedium fur die Co-Kultur dieatMEM, das in Pulverform vorliegt. Das
Pulver wird in 10 Liter Wasser mit Gewebekulturgiz@laufgelést und mit 2,2 g
Natriumbicarbonat versetzt und anschlieRend mitalzsaure oder Natronlauge
auf einen pH-Wert von 7,1 eingestellt. AbschlieRamdl das Medium mit Hilfe
eines Filters mit der Maschenweite 0,2 um stdtridit.

Das sterilea-MEM Kulturmedium wird mit fetalem Kalberserum (1% der
Gesamtmenge an Medium) versetzt, um den Zellen zdie Entwicklung
benétigten Wachstumsfaktoren zur Verfigung zu estellFUr die Kultur der
Osteoblasten wird hitzeinaktiviertes fetales Ké&leeum in a-MEM
herangezogen. Alle weiteren Kulturschritte werderieu Verwendung voruo-
MEM mit fetalem Kalberserum durchgefihrt. Um mikia@bgischen Befall des
Néahrmediums Uber den Kulturzeitraum zu verhindeving eine Mischung aus
Penicillin und Streptomycin (1 % der Gesamtmengebareitetem Medium)

zugesetzt.

2.1.5 Verwendete Zelllinien

2.1.5.1 Zelllinien zur Durchfiihrung des Pit-Assay

B Primédre Osteoblasten 10.06.06: Die Osteoblasteaammsen von der
Schadeldecke neugeborener bis maximal zwei Tager alause. Die
Schadeldecke wird entfernt und die Osteoblasten Iriife enzymatischer
Verdauung mittels Kollagenase-Dispase freigesetddie gewonnenen
Osteoblasten werden aufgeteilt und in frischem Mediausgesat. Nach einer

weiteren Passage werden die Zellen in flissigenk&bff gelagert.

B Murine Knochenmarkszellen: Diese Zellen werden Umterschenkelknochen
adulter BALb/c-Mause gewonnen. Der Knochen wird waut und Muskeln
befreit und das Mark mittels Kulturmedium mit feta Kalberserum fir

Knochenmark unter sterilen Bedingungen ausgewasdbarch Zentrifugieren
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und Entfernen der Uberstehenden Flussigkeit karen Klonzentration der
Knochenmarkssuspension den Erfordernissen angepasin.

2.1.5.2 Zelllinien der Signaltransduktionsuntersuchingen

o RAW-Zelllinie 264.7 (ATCE-Nummer: TIB-7I™): Die Zellen dieser
Makrophagen-Zelllinie stammen von einem, durchajpéritonale Injektion von
Abelson-Leukamie-Virus induzierten, Tumor einer migghen Maus. Zellen
dieser Zelllinie tragen Rezeptoren fur Immunglobeali und produzieren
Lysozyme. Dieser Zelllinie wird gerne bei Studienbetli Apoptose,

Entziindungsreaktionen und metabolische Vorganggeseéizt.

2.2. Methoden

2.2.1 Pit-Assay

2.2.1.1 Co-Kultur

Zur Generierung funktioneller, reifer Osteoklastevird ein System aus
Osteoblasten und murinen Knochenmarks-Stammze#iemendet. In diesem Co-
Kultur-System erfolgt die Differenzierung osteokéasr Vorstufen aus den
Knochenmarkszellen von BALB/c-Mausen, wobei Ostastan alle bendtigten
Wachstumsfaktoren fir den Entwicklungsprozess éeaesnh. Die Vorstufen
fusionieren in weiterer Folge zu resorptionsfahi@eteoklasten.

Pro cnf Wachstumsflache einer 48-Well-Platte werden 83,26len ausgesét.
Dies entspricht zwei Millionen Osteoblasten pro tKgplatte. Zur Aussaat dient
eine Suspension von 4 Millionen Osteoblasten in @4 Medium mit
hitzeinaktiviertem Kéalberserum. Die Platte wird tildacht bei 37°C und 5 %
CO, mit den Osteoblasten inkubiert.

Die Osteoklastenvorlauferzellen entwickeln sich plisipotenten Stammzellen,
wobei pro Kulturplatte das Knochenmark von 2 Urdkenkelknochen der
Hinterlaufe einer Maus verwendet wird. Die Untemsdkelknochen werden von

Haut und Muskeln befreit und das Knochenmark mifeHvon Kulturmedium
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ausgewaschen. Durch Zentrifugieren der Suspengot390 Umdrehungen pro
Minute und 4°C werden die festen Anteile von deirsdigen Uberstand getrennt.
Der Uberstand wird verworfen und das Pellet in eimelaquaten Menge
Kulturmedium mit Kalberserum aufgenommen. Die Kiptatte wird mit 0,5 ml
der Knochenmarkssuspension pro Well beladen. Aredtdhd werden d, 25-
(OH),-Vitamin Ds in einer Konzentration von 1xfaVl sowie Prostaglandin,i
einer Konzentration von 1xfOM zugesetzt. Die Platten werden bei 37°C und 5
% CQ, aufbewahrt. 48 Stunden nach Aussaat der Knochéwsaellen erfolgt ein
Mediumtausch unter Zusatz vo,125-(OH)-Vitamin Ds; und Prostaglandin E
der oben angefihrten Konzentration. Am dritten Tagch Aussaat der
Markzellen-Suspension sind bereits mehrkernige dBtdsten feststellbar. Nun
erfolgt ein neuerlicher Mediumtausch unter Zusaim rostaglandin Fund 1o,
25-(OH)-Vitamin D3 sowie der Zusatz der Testsubstanz und 5 N Salzsaure

gemal der Abbildung 11. Die Co-Kultur wird fiir miawel sechs Tage fortgefihrt.

2.2.1.2 Pit-Assay

Die Resorptionsfahigkeiten der in der Co-Kultur gewen Osteoklasten, sowie
die Einflisse der untersuchten Substanzen wird amdHdes Abbaus von
Knochenplattchen beurteilt. Pro Well einer 48er-Mpthtte werden vier
rechteckige Plattchen, die von einem Rinderknodemonnen wurden, mit Hilfe
von sterilem Silikon eingeklebt. Die Plattchen wamdzuvor, in Ethanol und
Wasser suspendiert, in einem Ultraschallbad vorafsaiden Verunreinigungen
befreit und anschlielBend unter sterilen Bedingun@emminar-Air-Flow) 15
Minuten mittels UV-Strahlung sterilisiert. Die egldebten Knochenpléattchen
werden im Gewebekulturmedium bei 37°C und 5 %, G@rinkubiert. Nach
Aussaat der Osteoblasten und Generierung resosfiinger Osteoklasten auf
den Knochenplattchen wird am dritten Kulturtag @himen eines Mediumtauschs
das zu testende Ellagitannin zugesetzt. Dies dérfoiger Verwendung einer
Stammldsung (100 uM) des Ellagitannins, die durgken des festen Extraktes in
Kulturmedium hergestellt wird. Mit Ausnahme der Katigruppe [A] wird in
jeweils 4 Wells der Kulturplatte eine Mischung aemem Kulturmedium und
Ellagitannin-Stammlésung zugesetzt, wobei Verdugeuarnzu 50 uM [B], 10 uM
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[C], 5 uM [D], 1 uM [E] und 0,1 uM [F] hergestellterden. Die Halfte der Wells
jeder Verdunnungsstufe, sowie der Kontrollgrupperdee mit 2,3 pul 5 N

Salzsaure pro Milliliter

Kulturmedium angeséauertm uein resorptions-

begiinstigendes Milieu zu schaffen.

Ellagitannin-

— ™
— w0

Stammldsung

v

Zellkulturmedium

Eein S0 it 10 phd 5 phd 1 0,1 unt
Ellazitannin Ellamitannin | Elagitannin | Ellagitannin Ellamitannin | Ellagitanmin
Eein 50 phd 10 i 5 il 1 0,1 it
Ellagitannin | Ellagitannin | Ellagitannin | Ellagitannin | Ellagitannin | Ellagitannin
Eemn S0 it 10 pht 5 pht 1 0,1 unt
Ellazitannin Ellamitannin | Ellagitannin | Ellagitannin Ellagitannin | Ellagitannin
+ Salzsaure + Salzsaure + Salzsaure + Salzsaure + Salzsaure + Salzsaure
Eein S0 g 10 pht 5 A 1 bt 0,1 uht
Ellagitannin | Ellagitannin | Ellagitannin | Ellagitannin | Ellagitannin | Ellagitannin
+ Salzsaure + Salzsaure + Salzsaure + Salzsaure + Salzsaure + Zalzzaure

Abbildung 11: Die Anordnung der Gruppen auf d¢éellplatte. Jede Gruppe
besteht aus zwei Wells zu je vier Knochenplattclidm zu Folge umfasst eine
Gruppe 8 Knochenplattchen.

Die Kulturzeit der Osteoblasten und Knochenmarksaebetragt finf bis sechs

Tage bei 37°C und 5 % GO

Am funften Tag der Kultur wird unter sterilen Bedimgen aus jedem Well der

Kontrollgruppe ein Knochenplattchen entfernt undlsopropanol fixiert. Die

Plattchen werden 15 Minuten lang in einem Ultralbbd von anhaftenden

Zellen und Silikonresten gereinigt. AnschlieBendrdea die Resorptionsareale
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mit Toluidinblau-Losung angefarbt. Unter einem Aalit-Mikroskop wird das
Ausmald der aufgetretenen Resorption bewertet undzbiiedenstellenden
Ergebnissen (Resorption jenseits von 1 % der Gdigamme in der Kontroll-
gruppe) die Kultur beendet. Bei negativer Beurtedlules Resorptionsausmalles
wird die Kulturplatte noch einen Tag langer bei @G4ind 5 % CQ inkubiert.
Spatestens nach 6 Kulturtagen werden alle Plattck@tnommen, am

Ultraschallbad gereinigt und mittels Toluidinblatdung gefarbt.

2.2.1.3 Auswertung des Resorptionsausmalies

Die weitere Bearbeitung der Plattchen erfolgt rnstteines Auflichtmikroskops

unter Verwendung der Imaging-Software Cell"F demfa Olympus.

Reste von Zellen und Farbelésung werden mittelftesaBursten unter Einsatz
von destilliertem Wasser von den Plattchen entfentschliel3end werden von
jedem Plattchen zwei Fotos bei zwanzigfacher Végrong angefertigt. Hierbei
dienen jeweils die linke, obere Ecke sowie die tectuntere Kante des
Knochenplattchens als Fokus. Auf Grund der beimcHnst des Knochens
gewdéhlten Plattchengréfie Uberschneiden sich di@sFain den zentralen
Grenzregionen und kénnen somit zu einem einzigesa@thbild zusammengeflugt
werden. Dieses Bild wird in einer Datenbank abgelegl dient in weiterer Folge
zur Bewertung des Resorptionsausmafies mittels me€dll*F integrierten

Auswertungs-Werkzeuge.
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[ Ausgangsbild KontrastmaX|m|ert Kurvenanpassung WeﬂSangelch Shading Korrektur

[ Autodetektion

~\

[ Nachbearbeitung

Abbildung 12: Schema der Prozedur der Datengawig eines
Knochenplattchens.

Die Abbildung des Knochenplattchens wird digital @ell*F Gberarbeitet um
einen mdoglichst deutlichen Kontrast zwischen blédpen Resorptionslakunen
und Knochenoberflache zu erreichen. Das Uberatbe@eéd wird an Hand der
Farbintensitat in eine Graustufen-Abbildung UbetseDie Bestimmung der
Flachen intensiver Resorption durch die Osteoktasterfolgt mittels
“Automatischer-Auswertungs-Funktion* an Hand deteisitat. Auf Grund der
Ahnlichkeit natiirlicher Knochenstrukturen (wie zuBeispiel Loéchern im
Knochen) und osteoklastérer Resorptionsarealénstreanuelle Nachbearbeitung
der automatischen Detektion notwendig. Zum Abschlsd die Gesamtflache
der Resorptionsareale auf einem Plattchen bestumaitdas Resorptionsausmalf3
als Anteil an der Gesamtflache berechnet. Die sshah Werte innerhalb einer
Konzentrations-Gruppe werden gemittelt und statsti auf ihre Signifikanz
(p<0,05, p<0,01, p<0,001) gegenuber der Kontroigeu untersucht. Gruppen,
die wahrend des Kulturschrittes bei saurem pH-Ws, heildt unter Zusatz von

Salzsaure, kultiviert wurden, zeigen in der Regel @eutlich ausgepréagteres
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Resorptionsausmald, weshalb diese Gruppen als umgghdvon den
nichtangesauerten Gruppen betrachtet werden.

2.2.2 Signaltransduktionsuntersuchungen

2.2.2.1 Zell-Kultur

Zur Untersuchung der Einfliisse der Testsubstanaédia Signaltransduktiom
vitro werden RAW-Zellen 264.7 herangezogen. Diese ZelNenden in einem
Nahrmedium bestehend ausMEM mit Glutamax mit einem Anteil von 10 %
hitzeinaktiviertem Fetalem Kaélberserum und 1 % Ei#im-Streptomycin
kultiviert. Um die Bildung von Osteoklasten aus d&AW-Zellen zu stimulieren
wird der Halfte der Wells jeder Zellkulturplattekmenbinantes RANKL in einer
Konzentration von 50 ng pro Milliliter zugesetzt.

Pro 6-Well-Zellkulturplatte (kultivierbare Flach@;6 cnf) werden 1,04 Millionen
RAW-Zellen pro cri Kulturflache ausgesat. Diese werden direkt ausza#bank
entnommen und unter sterilen Bedingungen des LarAime-low aufgetaut. Es
wird eine Suspension der RAW-ZellendMMEM angefertigt von der in weiterer
Folge jeweils 1,5 Milliliter pro Well einer 6-WellGreiner CellStar
Zellkulturplatte verwendet werden. Zum Abschlussdvdie Halfte aller Wells im
Experiment mit rm-RANKL (7,5 pul pro Well) versetznd die Platten werden bei
37°C und 5 % C@ inkubiert. Nach drei Tagen erfolgen ein Austausids
Mediums sowie ein neuerlicher Zusatz von rekombean RANKL zu den
entsprechenden Gruppen. Danach werden die Platéelesum bei 37°C und 5 %
CO;, inkubiert. Nach mikroskopischem Nachweis mehrkggni Osteoklasten
erfolgt der Zusatz der zu untersuchenden Substaazu dient eine 100 uM
Stammlosung des jeweiligen Ellagitannins, die dukéisen eines Pulvers der
Probesubstanz in Nahrmedium hergestellt wird. Dedled werden Uber einen
Zeitraum von zwei Stunden, einer Stunde, funfzehnukén, finf Minuten oder
einer Minute bei 37°C und 5 % GQOmit 1,5 Milliliter einer Lésung des
Ellagitannins mit einer Konzentration von 10 uM ublert. Die Kontrollgruppe
erfahrt keinen Substanzzusatz. Nach Ende der Bahamdverden die Wells
geleert und mit PBS-ECL gewaschen.
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. Zellen+ Medium (1 min) | Zellen + Medium (5 min)
1 S +rm-RANKL +rm-RANKL
+EOBTRIN + ROBTIRI
. Zellen+ Medium (1 min) | Zellen + Wedium (3 min)
R + rm-RANKL +tm-RANKL
+ROBTUEI + ROBTRIN
Zellen + Medium (15 min) Zellen + Medium (1 k) Zellen + Medum {2 h)
2 +rm-EANEL +rm-EANEL +rm-EANEL
+ROBTIRIN +ROBRTIRIN +ROBRTIRIN
Zellen + Medium (15 min) Zellen + Medium (1 k) Zellen + Medium (2 h)
+ pl rn-EANEL + rm-EANEL + pl rm-EANEL
+ECBUEIN +EOBTRIN +REOBTRIN
. Zellen+ Medium (1 min) | Zellen + Medium (5 min)
3 Eontrolle (5 min) +ROBURDY +RORTRIN
. Zellen+ Medium (1 min) | Zellen + Medium (5 min)
Eontrolle (5 min) +ROBURDY +RORTRIN
4 Zellen + Medium (15 min) Zellen + Medium (1 k) Zellen + Medium (2 h)
+RCBTEIN +ROBTERIN +ROBTERIN
Zellen + Medium (15 min) Zellen + Medium (1 k) Zellen + Medium (2 h)
+ECBUERIN + ROBTRIN + ROBTRIN

Tabelle 3: Das Layout des Versuchs auf vier 6iMagten. Die Halfte der
Platten wird mit RANKL (7,5 pl pro Well) behandeliym die Bildung von
Osteoklasten aus den RAW-Zellen zu stimulieren. [Bienzentration des
eingesetzten Roburins betrdgt immer 10 uM. Einepf@ubesteht aus zwei
Wells.

2.2.2.2 Lyse, Proteinextraktion und Proteinassay

In den gewaschenen Wells wird Lysis-Puffer mitteilses Cell-Scrapers verteilt
und die Zellen mechanisch vom Boden des Wells atggk Der gleiche Lysis-
Puffer wird fur alle Wells einer Gruppe verwendBte Zelllysate werden, nach
Einwirkzeiten geordnet, in Eppendorf-Gefal3en gesalipmgevortext, vorhandene
Zellfragmente mit 15000 Umdrehungen pro Minute #%C abzentrifugiert und
der Uberstand mit den zellularen Proteinen bei G8bFs zur weiteren Analyse

aufbewabhrt.
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Da der Proteingehalt der einzelnen Gruppen vanidiann, fir die Auswertung
des Western-Blots aber gleiche Proteinkonzentratiom den Taschen des
Elektrophorese-Gels notwendig sind, wird ein Tak &elllysates jeder Gruppe
einer Protein-Bestimmung unterzogen. Zur Bestimmaegy Proteingehaltes dient
das DC Protein-Assay-Kitder Firma BioRad. Der Nachweis basiert auf der
Reaktion zwischen den enthaltenen Proteinen undfekufin Form von
Kupfertartrat) bei alkalischem pH-Wert sowie des@rtlieRenden Reduktion von
Folins-Reagens durch die Kupfertartrat-behandelteéroteine. Durch die
Reduktion kommt es zur Abspaltung von 1, 2 odea@e$stoffatomen des Folins-
Reagens wodurch es zur Bildung verschiedener, bfadger Verbindungen
kommt (Absorptionsmaxium: 750 nm).

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgt aufer Mikrotiterplatte in
Form einer Doppelbestimmung. Der endgultige Wetsgicht dem Mittelwert
beider Messungen. Als Leerwert dient der Absorpticert des reinen Lysis-
Puffers. Zur Erstellung der Eichgerade dienen B$#&¥nldsungen variierender
Konzentration. Zur Durchfiihrung des Assay werdeméztst funf Mikroliter des
Zelllysates im Verhéltnis 1 zu 6 mit Frackelton-feufverdinnt, da die Protein-
Konzentration ansonsten oberhalb der Eichkurveehegvirde. Anschlie3end
wird durch Loésung der Detergens-Losung Reagenz Reiagenz A (alkalische
Kupfertartrat-Losung) die Losung A" hergestellto *¥ell einer 96er-Well-Platte
werden funf Mikroliter des Lysates, 25 Mikrolitered Losung A" und 200
Mikroliter des Reagenz B (Folins-Reagens) verwendet Standards, der Lysis-
Puffer ohne Lysat sowie die Zelllysate der einzel&nwirkzeiten werden nach
15 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur bei 690 wanmessen und der
Mittelwert der Messungen gebildet. Auf Grund desalen Verdinnungsschrittes
ist es notwendig die gemessene Konzentration mih déaktor sechs zu
multiplizieren, um die tatsachlich enthaltene Pirkkenzentration zu ermitteln.
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2.2.2.3 SDS-Gel-Elektrophorese

Zur Auftrennung der isolierten, zellularen Proteimkent eine senkrecht
ablaufende SDS-Gel-Elektrophorese. Das verwend&8-Folyacrylamid-Gel
besteht aus zwei Abschnitten, dem Stacking-Geldemd Running Gel.

Die grol3en Proteinmolekille werden nfitMercaptoethanol fragmentiert und
einheitlich geladen, um eine Trennung nach dem kiddegewicht zu
ermaglichen.

Das Stacking-Gel wird mit 15 Taschen zur AufnahreeRroteinlysate gegossen.
Eine Tasche fasst maximal 30 pl Probenlésung. Naoch Waschen der Taschen
mit 1x Running-Puffer wird die Elektrophorese-Apgair zusammengesetzt und
mit den vorbereiteten Proben beladen.

Zur Probenvorbereitung werden die Zelllysate mit und 4x Sample-Puffer
versetzt, funf Minuten auf 95°C erhitzt und anseRénd zentrifugiert. 12 der
Geltaschen werden mit jeweils 24 Mikroliter der B¥onsubstanz beflllt. Die
letzte Tasche enthalt zehn Mikroliter SecBlue Pli®2stained Standard als
Molekulargewichtsmarker.

Die Elektrophorese wird mit 25 Milli-Ampere Stroragte und 300 Volt
begonnen. Nach dem Ubergang der Proben ins Ru@hgvird die Stromstarke
auf 35 Milli-Ampere angehoben. Die Elektrophoresgdwfortgesetzt, bis die
Farbstofffront das untere Ende des Gels beinalegchtrhat.

2.2.2.4 Transfer

Der Transfer dient der Ubertragung der Protein-Bandom Elektrophorese-Gel
auf eine Nitrocellulosemembran um eine nachfolgergarbeitung und
Detektion zu erleichtern. Das Stacking-Gel mit d&oteinbanden wird in die
vorbereitete Transferkassette Uberfuhrt und densfea erfolgt bei 4° Celsius,
einer Spannung von 100 Volt und 350 Milli-AmperesrD/organg dauert eine
Stunde.

Der Erfolg des Transfers wird mittels Anfarben 2 %iger Ponceaurot-Lésung
Uberprift. AnschlielBend wird die Nitrocellulose gmehen und die restlichen
Bindungsstellen auf der Membran mit Blocking Salatblockiert.
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2.2.2.5 Western-Blot

Mittels “Western-Blot*-Methode wird das Vorliegen ingelner Proteine

nachgewiesen und deren Konzentration grob quaketifizDas ,Western-Blot*-

Verfahren beruht auf einer Antigen-Antikorper-Reakt zwischen einem

primaren Immunglobulin und einem sekundaren Anpkdrvon Kaninchen oder
Maus, welcher wiederum mit einer Hydroperoxidasajkgiert vorliegt. Der

primare Antikérper wird in einer Konzentration vari000 eingesetzt und bindet
spezifisch an das nachzuweisende Protein, woduecBelektivitat der Methode
bedingt wird. Der sekundare Antikorper hingegen sgeziesspezifisch. Die
Komplexbildung mit dem sekundaren Immunglobulinatto von der Herkunft
des priméren Antikdrpers und nicht vom Typ des éinst abhangig. Diese
Immunglobuline stammen von Kaninchen oder Maus uwwerden in

Konzentrationen von 1:5000 eingesetzt.

Monoklonaler Antig-Aktin-Antikorper

» Sigma ( Product Number A2228)

* Monoklonaler Antikérper aus Mausen

* Reagiert spezifisch mip-Aktin von Mensch, Rind, Schaf, Schwein,
Kaninchen, Katze, Hund, Maus, Ratte, Meerschweimchkluhn,
Karpfen, Blutegel und Fruchtfliege.

e Zusammensetzung : 0,01 M Phosphatpuffer pH 7,4nM5Natriumazid

Phospho Akt (Ser473) (D9E)-Antikorper

» Cell Signaling Technology (Kat.Nr. #4060 )

* Monoklonaler Antikorper aus Kaninchen

« Reagiert spezifisch mit Sefitf phosphoryliertem Akt

e Zusammensetzung : 10 mM Natrium-HEPES (pH 7,5), 10 NacCl,
100 pg/ml BSA, 50 % Glycerin, weniger als 0.02 %rNanazid
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Polyklonaler Anti-Src [p¥9 phosphospezifischer—Antikérper, unkonjugiert

e Biosource ( Catalog Number 44-660G )

* Polyklonaler Antikorper aus Kaninchen

« Reagiert spezifisch auf Tyroéifi phosphoryliertes Src von Mensch,
Maus und Huhn.

« Zusammensetzung : Dulbecco's Phosphatpuffer (ohg€ hd C&")
pH 7,3 (+/- 0,1), 50 % Glycerin, 1,0 mg/ml BSA

Phospho-p44/42 MAP Kinase (Thr202/Tyr204) E10-Amnfikr

* New England BioLabs Inc. ( Kat.Nr. #9106S )

« Monoklonaler Antikérper aus Mausen

* Reagiert spezifisch auf Threonin202/ Tyrosin204hbgphorylierte p44
und p42 MAP Kinase von Mensch, Ratte, Maus und Hams

e Zusammensetzung : 10 mM Natrium-HEPES (pH 7,5), 180 NacCl,
100 pg/ml BSA, 50 % Glycerin

Phospho NFB p65 (Ser536) (93H1)-Antikdrper

» Cell Signaling Technology (Kat.Nr. #3033 )

* Monoklonaler Antikérper aus Kaninchen

+ Reagiert spezifisch mit Seriii phosphoryliertem NkB p65

e Zusammensetzung : 10 mM Natrium-HEPES (pH 7,5), 10 NacCl,
100 pg/ml BSA, 50 % Glycerin, weniger als 0,02 %rNanazid

Phospho-p38 MAP Kinase (Thr180/Tyr182) -Antikorper

» Cell Signaling Technology (Kat.Nr. #9211 )

» Polyklonaler Antikorper aus Kaninchen

« Reagiert spezifisch auf Threofhifi Tyrosin®? biphosphorylierte p38
MAP Kinase

e Zusammensetzung : 10 mM Natrium-HEPES (pH 7,5), 10 NacCl,
100 pg/ml BSA, 50 % Glycerin

Tabelle 4: Die verwendeten primaren Antikorper
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Anti-Mouse IgG HRP-Konjugat

* Promega ( Kat.Nr W4021)

* Immunglobulin aus Ziegenserum, konjugiert an Pelase

* Reagiert mit allen IgGs der Maus sowie mit denh&o Ketten anderer
Maus-Immunglobuline

e Zusammensetzung : 0,02 M Natrium-Phosphat pH 745 B NaCl, BSA
und 0,01 % Thiomersal

Anti-Rabbit IgG HRP-Konjugat

* Promega ( Kat.Nr W4021)

* Immunglobulin (FC) aus Ziegenserum, konjugiert anoRidase

* Reagiert mit den schweren Ketten von IgG von Kamemc Keine Reaktion
mit leichten Ketten anderer Kaninchen-Immunglobein

* Zusammensetzung : 0,02 M Natrium-Phosphat pH 745 B NaCl, BSA
und 0,01 % Thiomersal

Tabelle 5: Die verwendeten sekundaren Antikorper

Praktische Durchfuhrung:

Die Nitrocellulose-Membran wird Gber Nacht bei 4él€lus mit der Losung des
primaren Antikorpers inkubiert. Nach mehrmaligem saken erfolgt die
einstiindige Inkubation mit einer Losung des sekrerdaAntikérpers bei

Raumtemperatur.

2.2.2.6. Methoden zur Auswertung des Western-Blot

Der Nachweis der markierten Proteine erfolgt mimdeCL Western Blotting
Detection ReagemnSystems der Firma GE Healthcare. Dieser nichteadive
Nachweis beruht auf der Belichtung eines Rontgesfitiurch Licht, das in Folge
von Chemolumineszenz emittiert wird.

Die gewaschene Membran wird mit 0,125 ml der Misghibeider Detection-
Reagenzien pro cirMembran behandelt, in eine Photokassette traesfarnd

die auftretende Chemoluminszenz mit einem Rontlyeriéistgehalten.
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Um mehrere Proteine auf einem einzigen Blot nacksveizu konnen ist es

notwendig den bereits auf der Nitrocellulose bdfaien Antikdrper-Komplex zu

entfernen. Die Membran wird gewaschen, mit 50 mipBing-Puffer sowie 350

pl B-Mercaptoethanol versetzt und 30 Minuten bei 501sie und 100 rpm

geschuttelt. Nach dem Stripping werden unspeziésetlembranbindungsstellen

erneut mit Blocking Solution blockiert.

Antikdrper auf Blot A Antikdrper auf Blot B
Ausgangszustand  Phospho-p44/42 MAP .
. Phospho-p38 MAP Kinase
Kinase
1.Stripping Phospho-Akt Phospho N&B p65
2.Stripping Anti-B-Aktin Phospho-Anti-Src [p¥]
3.Stripping Phospho Akt oder Phospho-Anti-Src [BY

Tabelle 6: Reihenfolge des Aufbringens der prendAntikorper
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3.Resultate

3.1. Wichtige Hinweise zu den Resultaten

3.1.1 Ermittlung des Resorptionsausmalies

Um eine Standardisierung des ResorptionsausmaResteeschiedlicher Grolde
der Knochenpléattchen zu erreichen wird die Flacke Resorptionslakunen in
Prozent resorbierter Knochenflache angegeben. Daduerden die Ergebnisse
innerhalb einer Konzentrationsgruppe sowie unten agnzelnen Gruppen
vergleichbar. Folgende mathematische Formel wureieaben durchgefiihrten

Pit-Assays zur Ermittelung des Resorptionsausma&esgezogen.

Resorpti()[sausma@/o — Z FIéCr"@%esorptioslakune
FléChQnochenobEﬂache

3.1.2 Ansauern der Co-Kultur

Da Hinweise darauf bestehen, dass das AnsauernCdefultur zu einer
Erh6hung der Osteoklastenzahl beitragt wurde deflUss des Zusatzes von
Salzsaure zur Kultur im Vorfeld der Arbeiten mindegllagitanninen untersucht.

In 6-Wellplatten wurde eine Osteoblasten-Osteo&lasio-Kultur in einem
Kulturmedium der Firma Bio-Whittaker angesetzt. Anitten Tag nach Aussaat
der murinen Knochenmarkszellen erfolgte, im ZugeegiMediumwechsels, das
Ansduern eines Teils der Wells mit 2,3 pl 5N Salesdpro Milliliter
Kulturmedium. Der Saurezusatz senkte den pH-Wert Kidtur auf 6,7. Die
Well-Platten wurden bis zum Abschluss der Kultur Kulturschrank bei 37°C
und 5 % CQ inkubiert. Um das Auszéahlen der gebildeten melmigen Osteo-
klasten zu vereinfachen erfolgte eine Markierundtetds TRAP-Farbung. Das
Auszahlen der Zellen erfolgte manuell unter zu étithme eines Cell-Counters

wobei nur Zellen mit drei oder mehr Zellen berticksigt wurden.
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Die Resultate dieser Voruntersuchungen (Ergebnigs@len nicht angegeben)
bestatigten die Annahme, dass es bei einem pH-Wgar6,7 zu einer gesteigerten
Bildung von Zellen der Osteoklastenzelllinie kommbDeswegen wurde
beschlossen die Wirkung der Roburine A und D auchtery die
Osteoklastenbildung begunstigendem, niedrigeremWaft der Co-Kultur zu
Untersuchen. Dazu wurde die Halfte aller Wells ineen Experiment zum
Zeitpunkt der Substanzzugabe mit 2,3 pl 5N Salesédpro Milliliter

Kulturmedium versetzt.
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3.2. Roburin A

3.2.1. Ergebnisse des Pit-Assay

3.2.1.1. Resorptionsquoten bei Standard-pH der Co-Ktur

2514
204
'-2_15-
:‘:10- —|_ - —_
> *k* ** L
0 —
K 50 10 3 1 0.1
Roburin A [uM]

Abbildung 13: Die Abbildung zeigt den Einflussorv Roburin A
unterschiedlicher Konzentrationen auf die Resongtiétigkeit der Osteoklasten,
dargestellt als prozentueller Anteil der Flache &&sorptionslakunen an der
gesamten Oberflache eines Knochenplattchens. Abgegsind die Ergebnisse
als Mittelwerte tstandard error of the mearDie eingesetzten Konzentrationen
von Roburin A waren 50 uM, 10 pM, 5 uM, 1 uM sowlid puM. Roburin A
bewirkte eine dosisabhangige Hemmung des Knochawoabbvischen 50 und 1
pM. Das Maximum der Hemmung lag bei 11 % der Resorpn der Kontroll-

gruppe.

*** n<0,001 gegentber der Kontrollgruppe [K]
** p<0,01 gegenuber der Kontrollgruppe [K]
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Konzentration Resorptionsausmald in Prozent

Roburin A Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 Y6 Y7 Y8
Kontrolle 11,430 3.640 6.470 70.060 1.320 4.230 14,830 18.560
50 pM 0.310 1.670 0.040 3.540 0.180 0.080 1.690 0.480
10 pM 1.060 3.110 1.930 0.950 0.830 1.250 5.790 1.180
5 pM 1.020 2.650 3.480 4.560 1.160 1.930 10.790 2.870
1 UM 0.780 3.330 4610 14.700 8.230 10.200 10.920 4,370
0.1 pM 12,270 3.800 11.510 14,700 10.190 0.410 1,350 7.880

Tabelle 7: Angefuhrt sind die ermittelten Resomqsquoten der
Knochenplattchen der verschiedenen Konzentrationgiien. Y1 bis Y8
charakterisiert die unterschiedlichen Plattcherredruppe. Eine Gruppe umfasst
acht anndhernd gleich groRRe, quadratische Knochtcpén. Innerhalb der
Gruppe wurden alle Knochenplattchen mit der glenckenzentration an Roburin
A behandelt. Die Messwerte sind als Anteil der Resonslakunen an der
gesamten Knochenoberflache in Prozent angegeberruechnen sich durch die,

unter 3.1.1. angegebene, Formel.
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3.2.1.2. Untersuchungen zur Saurestabilitat von Edlgitanninen am Beispiel

von Roburin A

25+
-
20+
5 1 —
5 15-
810- il -
=
0
K 50 10 5 1 0.1
Roburin A [UM]

Abbildung 14: Die Abbildung zeigt das Ausmall deéemmwirkung von
Roburin A unterschiedlicher Konzentrationen auf deosteoklastaren
Knochenabbau bei ausgepragt saurem pH-Wert deuKdoburin A wurde in
Konzentrationen von 50 uM, 10 uM, 5 uM, 1 uM unt @M eingesetzt. Roburin
A, in der hochsten Konzentration von 50 puM, fuhut ener fast vollstandigen
Hemmung des Knochenabbaus. Das Maximum der Hemiregtdoei 8,5 % der

Resorption in der Kontrollgruppe. Bei einer Konzation von 0,1 uM ist keine

Hemmung mehr feststellbar.

*** n<0,001 gegentber der Kontrollgruppe [K]
** p<0,01 gegeniber der Kontrollgruppe [K]
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Konzentration Resorptionsausmald in Prozent

Roburin A Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 Y6 Y7 Y8
Kontrolle 25.650 23.040 15.150 8.660 6.930 17.150 17.350 16.530
50 IIM 1.070 1.440 1.610 0.820 1.200 0.830 0.770 3.320
10 uM 5.910 6.930 6.800 6.260 12.490 9.800 8.050 9.190
5uM 9.350 4670 16.610 12.730 6.940 13.610 9.910 6.470
1 |-|||""‘| 22.270 28.070 12.400 18.460 20.520 23.240 21.980 20.320

0.1uM 23740 30700 17780 12460  20.760 8770  11.990

Tabelle 8: Die Tabelle gibt die ermittelten Masste fur die Resorptionsflache
als Anteil an der Gesamtoberflache eines Knochécpkns in Prozent an. Y1 bis
Y8 reprasentieren hierbei jeweils ein Plattchen des jeweiligen Gruppe.
Innerhalb einer Gruppe wurden alle Knochenplatichait einer identen
Ellagitannin-Konzentration behandelt. Eine Gruppenfasst generell acht
Knochenplattchen. Nur die Gruppe mit 0,1 uM Robwkisetzt sich aus sieben

Plattchen zusammen.

3.2.1.3 Vergleich der Hemmwirkung bei Standard-pH swie nach Anséuern
der Kultur

Sowohl bei gewdhnlichem pH-Wert (siehe 3.2.1.19,aach nach dem Ansauern
der Kultur (siehe 3.2.1.2.) mit 2,3 pl 5N Salzsgore ml Kulturmedium ist eine
dosisabhéngige Hemmung des osteoklastaren Knodbemstunter Behandlung
mit Roburin A feststellbar. In beiden Fallen tulie starkste Hemmwirkung bei
einer Konzentration von 50 uM des Ellagitannins. aubtz der vergleichweise
hoheren Resorptionstatigkeit der Osteoklasten mndie Salzsaure behandelten
Kultur ist eine vergleichbare Hemmung des Knochbaab bei beiden Versuchen

feststellbar.
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3.2.2 Ergebnisse der Signaltransduktionsuntersugdmn

| RAW+RANKL RAW )
Phospho Anti-Src —
pY 418

Phospho NF-kB "= sscs caccew-—

Phospho p38 - - - -

Phospho-Akt - - — -

MAPK p44/42 == = == == = s

Anti-b-Aktin ———— ———
A K1 5151h2h K 1" 515 1h 2h

Abbildung 15: Westernblot-Analyse der RoburinMArkung auf RAW 264.7

Zellen. Untersucht wurde der Einfluss von Roburibél einer Konzentration von

10 uM auf die Phosphorylierung der Signaltransauigproteine p44 und p42

MAP Kinase, Akt, Beta-Aktin, p38 MAP-Kinase, NdB p65 sowie Src. Die
Zelllinie A431 [A] dient zu Referenzzwecken. Dief @lie Referenzzelllinie A431

folgenden sechs Banden reprasentieren die Pradeimdpder, durch Behandlung
mit rm-RANKL aus RAW 264.7-Zellen generierten, Qidiasten. Diese Banden

umfassen eine Kontrollgruppe [K] zu Vergleichszwatlsowie funf Gruppen mit
unterschiedlich langen Einwirkzeiten Roburin A:esilMlinute [17], finf Minuten
[57], 15 Minuten [157], 60 Minuten [1h] sowie 120iMiten [2h]. Der zweite
Block von Banden zeigt den Anteil von phosphoryéar Proteinen
unbehandelten RAW 264.7 Zellen.
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RAW + RANKL

Phosphorylierte
phory 15° 2h

Proteine

NF-KB

Akt

Anti-B-Aktin

Tabelle 9: Zusammenfassung der Ergebnisse dgnaiansduktions-
experimente mit Roburin A. Die Auswertung der Baméefolgte qualitativ. Alle
Aussagen sind in Relation zur Kontrollgruppe dewejégen Zelltyps zu
verstehen und geben keine absoluten Verhaltnisseewi
In der Gruppe der, aus RAW 264.7-Zellen generier@steoklasten liegep44
und p42 MAP-Kinase tberwiegend nach 120 Minuten phosphoryliert vae D
Konzentration an phosphorylierteAkt ist in den ersten funf Minuten der
Behandlung mit Roburin A leicht erhdht und fallichal5 Minuten stark ab. Nach
einer Stunde ist die Konzentration des phosphatgleAkt-Proteins vergleichbar
mit der Kontrollgruppe. Der Anteil an phosphorylearp38 MAP-Kinase nimmt
nach einer Stunde der Behandlung mit dem EllagitaDimer rapide ab. Dieser
Zustand ist auch nach zweistiindiger Behandlungstidiiar. In Bezug auf den
nukledren TranskriptionsfaktoNF-kB p65 zeigen sich Uber die gesamte
Behandlungsdauer mit der Substanz  keine  Auffalligke im
Phosphorylierungsmuster. Nach finf Minuten und 1®inhuten liegt ein
geringerer Anteil defSrc-Kinase in phosphorylierter Form vor. Zu Beginn der
Inkubation mit Roburin A sowie in der Zeit zwisch@&mf Minuten und 2 Stunden
entspricht die Konzentration an phosphorylierten otéin jener der
Kontrollgruppe. B-Aktin liegt Gber den gesamten Verlauf der Behandlung mit
Robruin A in konstantem Ausmal3 phosphoryliert vor.
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In den Gruppen der unbehandelten RAW-Zellen pré¢ndich die Situation
teilweise gravierend unterschiedlich zu den rm-RAN¥¢handelten Zellen. Nach
einer zweistiindigen Behandlung mit Roburin A liegka MAP-Kinasen p44
und p42 weitaus starker phosphoryliert vor als die Korgmippe.
PhosphorylierteAkt -Protein findet sich vor allem nach 15 Minuten irof§en
Mengen. Auch nach einer und zwei Stunden Behandtmndroburin A ist der
Anteil an aktiviertem Akt erhoht. Aktivitatsspitzeter p38 MAP Kinase finden
sich nach einer Minute sowie nach einer und zwein@&n Ellagitannin-
Behandlung.NF-kB p65 erfahrt nach 15 Minuten, einer sowie zwei Stunden
Behandlung mit Roburin A eine Steigerung des Phasgikrungsgrades. Auch
der phosphorylierte Anteil d&rc-Kinase liegt nach 15 Minuten, einer und zwei
Stunden Uber dem Niveau der Kontrollgruppe. Bei daebehandelten RAW-
Zellen kommt es zu keiner Veranderung des Phospbnrmggsausmalies ds
Aktins.
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3.3 Roburin D
3.3.1. Ergebnisse des Pit-Assay

3.3.1.1. Resorptionsquoten bei Standard-pH der Co-tur

25+
204

5 BN
S 15+ T
é 10 * T
R *%k%* _|_

7 *%% _l_

0  —

K 50 10 5 1 0.1

Roburin D [uM]

Abbildung 16: Die Abbildung zeigt die Hemmwirkginvon Roburin D
unterschiedlicher Konzentrationen auf den ostetdtas Knochenabbau. Roburin
D wurde in Konzentrationen von 50 uM, 10 pM, 5 uMuM und 0,1 uM
eingesetzt. Angegeben werden die Mittelwerte demp@en tstandard error of
the mean
Roburin D bewirkt eine dosisabhdngige Hemmung dste@klastentétigkeit
zwischen 5 und 50 uM. Die maximale Hemmung laghh®i% der Resorption der

Kontrollgruppe.

*** p<0,001 gegenuber der Kontrollgruppe [K]
*  p<0,05 gegeniber der Kontrollgruppe [K]
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Kanzentration Resorptionsausmaf in Prozent

Roburin D Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 Y6 Y7 Y8
Kontrolle 13.400  23.360  24.820  16.100  13.560 5.390 7440 23.540
50 uM 0.130 0.090 1.100 2.060 0.360 2.370 0.970 0.190
10 uM 0.850 1.700 3.900 14.160 2.920 2.330 1.700 0.350
5uM 7.110 6.230 9.950 5.370 2.090 5.990 16.620 6.000
1uM 4.930 10.090 6.800 30.060 19.340 5.430 11.390 18.780
0.1 uM 3.790 3.970 8320  14.530  27.060  24.100 6.680 3.390

Tabelle 10: Die Tabelle zeigt die gemessenenofRésnswerte fir jedes
Knochenplattchen einer Gruppe. Jede der Gruppen assinf acht
Knochenplattchen. Das Resorptionsausmald wurde ivrelatir gesamten

Oberflache eines Knochenplattchens bestimmt, getaéormel unter 3.1.1.
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3.3.1.2. Untersuchungen zur Saurestabilitat von Edlgitanninen am Beispiel

von Roburin D

25- .
20 B
2 154
510— —_ L =
32 iy .
0 —
K 50 10 ) 1 0.1

Roburin D [uM]

Abbildung 17: Die Abbildung zeigt den Effekt v&oburin D unterschiedlicher
Konzentrationen auf den osteoklastaren Knochenabkasaurem pH-Wert der
Kultur. Roburin D wurde in Konzentrationen von 5Mu10 pM, 5 uM, 1 uM
sowie 0,1 uM eingesetzt. Roburin D der Konzentration 50 uM fihrt zu einer
fast vollstandigen Hemmung des Knochenabbaus ddiehOsteoklasten. Das
Maximum der Hemmung liegt bei 6,3 % der Resorptiomer Kontrollgruppe.
Ab einer Konzentration von 5 puM war keine Hemmunrghnfeststellbar. Es war

sogar mehr Knochenabbau zu verzeichnen als in detrésligruppe.

* p<0,05 gegenuber der Kontrollgruppe [K]
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Kanzentration Resorptionsausmaf in Prozent

Roburin D Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 Y6 Y7 Y8
Kontrolle 12.670 5.060 3.360 10.580 5.220 6.310 5.450 17.440
50 uM 0.130 0.340 0.470 2.440 0.240 0.140 0.060 0.370
10 uM 3.310 6.740 3.900 5.060 3.420 3.030 7.640 6.900
5uM 19.800 2.760 6.670 8.340 5.000 13.280 11.700 10.210
1uM 17.490 9.290 26.510 20.190 14.430 3.860 0.050 4.950
0.1 uM 33.790 5600  41.020  12.290 3.600 5390  20.890 9.860

Tabelle 11: Die ermittelten ResorptionsdatereralKnochenplattchen des
Versuchs finden sich in oben angefiihrter TabelEhr@ruppen sortiert. Wie bei
den Versuchen ohne Saurezusatz wurde auch hieRdssrptionsausmald als
prozentueller Anteil an der Gesamtoberflache elfschenplattchens bestimmt.

Die Formel fiir die Berechnung ist unter 3.1.1.indén.

3.3.1.3. Erkenntnisse, die durch das Ansduern derwtur gewonnen wurden

Roburin D zeigt, unabhangig vom pH-Wert des Kultedimms, bei der hdchsten
Konzentration von 50 uM die starkste Hemmwirkungw8hl bei normalem pH-
Wert (3.3.1.1.) als auch bei saurem pH (3.3.1.29 Hulturmediums liegt die

maximale Hemmung um 6 % des Knochenabbaus in detréliyruppe.
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3.3.2. Ergebnisse der Signaltransduktionsunterswsu

i RAW + RANKL RAW ‘

_-'—-—-__. m—

Phospho Anti-Src
pY 418

— e

Phospho p38 —_— e e — e e E——————-
Phospho-Akt = —— ——————
MAPK p44/42 W= s = 1 L

Anti-b-Aktin D — ——— —————
A K 1 515 1h 2h K 1" 5 15 1h 2h

Abbildung 18: Diese Abbildung fasst die Veranaegen auf zellularer Ebene

durch Behandlung von Zellen der RAW 264.7 Zelllimet einer Roburin D
Lésung der Konzentration 10 uM zusammen. Ein Teidl RAW-Zellen wurde
wahrend der Zellkulturphase mit rm-RANKL zu mehrkgen Osteoklasten
kultiviert.
Als interner Standard wurde die Zelllinie A431 [Aferwendet. Die darauf
folgende Kontrollgruppe [K] wurde nicht mit Roburid behandelt und dient als
Referenz fur die restlichen Gruppen. Funf weiterand®n zeigen die
Auswirkungen unterschiedlich langer Einwirkzeiteh Minute, 5 Minute, 15
Minuten, 1 Stunde, 2 Stunden) von 10 uM RoburinuD die Phosphorylierung
wesentlicher zellularer Proteine der RAW 264.7 &l



88

RAW + RANKL RAW

Ph horyliert
Oy e 1" 5715 1h 2h [K 1" 5 15 1h 2h

Protein

NF-KB D e Vi e o A [0 o o o V | V

Akt DAY A AA AA OV o o o V

Tabelle 12: Die Abbildung fasst die Ergebnisser Einflisse auf die
Proteinphosphorylierung durch Roburin D zusammeme Beurteilung der
Ergebnisse erfolgte unter qualitativen Gesichtspemkelativ zur Kontrollgruppe.
Ein Punkt in der Abbildung bedeutet, dass keinerodar sehr geringe
Veranderungen zur Kontrollgruppe feststellbar wakgn Pfeil kennzeichnet eine
merkbare Verschiebung des Phosphorylierungsgra&dedDoppelpfeil weildt auf
eine deutlich erkennbare Anderung gegeniiber detrltgruppe hin.

Bei den mittels rm-RANKL gewonnen Osteoklasten diegdie p44 und p42
MAP-Kinasen Uber den gesamten Untersuchungszeitraum in vehflarem
Ausmald zur Kontrollgruppe phosphoryliert vétkt liegt nach einer und funf
Minuten starker phosphoryliert vor. In dem Zeitramwischen 60 und 120
Minuten liegt das Protein sogar sehr viel starkbogphoryliert vor als die
Kontrollgruppe. Nach funfmindtiger Behandlung mitolRirin D tritt eine
Abnahme der Phosphorylierung des Akt-Proteins Bafa-Aktin zeigt Gber den
gesamten Versuchszeitraum keinerlei Auffalligkeitehinsichtlich  des
Aktivitatsgrades. Src zeigt zwischen funf und 15 Minuten eine weniger
ausgepragte Phosphorylierung als die Kontrgi@8 MAP Kinase zeigt keine
Abweichungen von der Kontrollgruppe. Das ProféikB p65 erfahrt nach funf
Minuten eine Reduktion des Phosphorylierungsgratiesh 120 Minuten der
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Behandlung mit Roburin D ist ein Anstieg an phospherten Protein
feststellbar.

In den Gruppen der nicht mit rm-RANKL behandelteAVRR-Zellen préasentiert
sich die Situation folgendermalRen. IMAP-Kinasen p44 und p42liegen in
dem Zeitraum zwischen 60 Minuten und 120 Minutensemdlich starker
phosphoryliert vor als die Kontrollgruppe. Die Pplosrylierung de#\kt -Proteins
liegt nach einer sowie 120 Minuten unter dem NivdauKontrolle. Auch bei den
nativen RAW-Zellen zeigtbeta-Aktin keine Abweichungen hinsichtlich des
Phosphorylierungsausmalfles. Die Phosphorylierung $on entspricht weit-
gehend der Kontrollgruppe. Nur nach 120 Minuten &he verminderte
Phosphorylierung feststellbgn38 MAP Kinase entspricht Gber weite Teile der
Teststrecke dem Niveau der Kontrolle. Nur nach MOuten ist eine starkere
Phosphorylierung erkennbar. Der Transkriptionsfakié-kB p65 liegt ab 60
Minuten Einwirkzeit weniger stark phosphoryliertnais die Kontrollgruppe.
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4.Zusammenfassung

Polyphenole stellen weit verbreitete Inhaltsstaeschiedener Pflanzen dar und
zeichnen sich durch ihre ausgepragten antioxidatilE&igenschaften aus.
Ellagitannine gehoren zur Gruppe der Hydrolysiezhaiannine, die ihrerseits
eine Untergruppe der pflanzlichen Polyphenole d#est. Innerhalb der
Ellagitannine gibt es eine Gruppe von Vertreterie deben der ubiquitar
vorhandenen 3,4,5,3",4°,5"-HexahydroxydiphenoyhkEih (HHDP) eine weitere
charakteristische Gruppe, den 2,3,5-Nonahydroxienpyl-Rest (NHTP),
aufweisen. Diese Verbindungen kommen vor allem imlzHverschiedener
Eichen- und Kastanienarten vor und konnen wéahreesl Reifungsprozesses
alkoholischer Getranke in Holzfassern in das Gemiigd, und somit in die
Nahrungskette, gelangen.

Im Verlauf unsereiin vitro Forschungen untersuchten wir den Einfluss zweier
Vertreter der Ellagitannine mit NHTP-Gruppen, die@agtannin-Dimere Roburin
A und Roburin D, auf die Resorptionstatigkeit mefriiger, reifer Osteoklasten.
Beide Substanzen zeigten in einem Pit-Assay eimglaiehbare Hemmung der
Resorption durch Osteoklasten aus murinen Knochgsnellen an
Knochenplattchen von Rindern. Die maximale Aktiviténtwickelten die
untersuchten Roburine bei einer Konzentration vOnu® des Ellagitannins,
wobei der durchschnittliche Anteil der Resorptiorsée an der Gesamtknochen-
flache durchwegs um 1 % lag. Weiters wurde die iftbund Wirksamkeit der
beiden Roburine bei einem leicht sauren pH-Wert&@machgewiesen.

Im weiteren Verlauf unserer Untersuchungen versmchivir an Hand der
Western-Blot-Methode die Veranderungen der intialEgken  Signal-
transduktionswege ausfindig zu machen, die sich flas verringerte
Resorptionsausmald verantwortlich zeigen. Hinsidhtides Einflusses auf die
intraosteoklastare  Signaltransduktion lieferten dbei Substanzen sehr
unterschiedliche Ergebnisse, so dass eine genénedisage schwer fallt. Nur die
Veranderungen in der Phosphorylierung von Akt- 8nctProtein zeigten gewisse

Parallelen, wobei vor allem die Beeinflussung vomc Svegen seiner
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Auswirkungen auf das Zytoskelett und somit auf Odiesten-Migration und
Knochenresorption von Bedeutung scheint.
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5.Diskussion

Ellagitannine gehdren zur Gruppe der hydrolysiegbarannine und erfahren als
solche durch Sauren oder Basen eine hydrolytischreisdtzung von

Hexahydroxydiphenséure, die spontan in Ellagsaorgesetzt wird. (Espin et al.,
2007; Fridrich et al., 2008; Niemetz und Gross,5)Daniel et al. spezifizierten,
dass Ellagitannine bei neutralem oder alkalischéfWert nicht stabil sind und
Ellagsaure freisetzen. (Ross et al., 2007). Diederintnis deckt sich mit den
Berichten von Larossa et al., dass Ellagsaareitro bei physiologischem pH-
Wert des Dunndarms nicht-enzymatisch freigesetad.WEspin et al., 2007) Um
die, als festes Pulver vorliegenden Roburine in dellkultur verwenden zu
konnen, wird eine genau bemessene Menge des FEsistm o-MEM-

Kulturmedium gelost. Der pH-Wert dieses Nahrmediulegt im neutralen

Bereich bei 7,1. Dem zu folge ist eine lytische isgzung von Ellagsaure
wahrend der Probenvorbereitung nicht auszuschlidseafern erscheint es noch
unklar, ob die Hemmung der osteoklastdren Knoclsenpgion alleine den
verwendeten Ellagitanninen zuzuschreiben ist. Eergléich der vorliegenden
Ergebnisse der Roburine mit der Wirkung reiner ddiure sollte noch

durchgefuhrt werden.
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Abbildung 19: Grundgerist der Ellagitannine RaiuA und Roburin D.
Beide Verbindungen unterscheiden sich nur hinsadhdler Orientierung einer
Hydroxylgruppe (R). Ein a-stédndiger Rest kennzeichnet Roburin D. Steht die
Hydroxylgruppe in3 spricht man von Roburin A. (Quideau et al., 2004)

Roburine A und Roburin D sind Dimere der Ellagitawen Vescalagin bzw.
Castalagin. Ebenso wie die monomeren Verbindunggerscheiden sich die
Dimere nur hinsichtlich der Orientierung einer Hyxlylgruppe an einer der
NHTP-Einheiten. Roburin D ist also das Epimer debiRin A, genauso wie
Vescalagin als Epimer des Castalagin zu verstebenWie Quideau et al.
bewiesen haben, hat die Orientierung der Hydroxylpe einen wesentlichen
Einfluss auf die Aktivitdt der monomeren Ellagitamn So zeigt Vescalagin eine
zehn Mal hohere Aktivitat gegeniiber Acyclovir-enmpliichen Herpes Simplex
Virenstammen als Castalagin. Diesen Umstand fultieAutoren darauf zurlck,
dass die}-OH-Gruppe des Vescalagin auf Grund der Orientigrunden freien
Raum die Erkennung viraler Biomolektile erleichtbrt.Gegensatz dazu ist die
OH-Gruppe des Castalagin zur Ausbildung stabiksider intramolekularer
Wasserstoffbriicken befahigt und steht somit nidht die Erkennung viraler
Proteine zur Verfiigung. (Quideau et al., 2004) dh die Dimere Roburin A und
D ebenfalls alleine hinsichtlich der Orientierungnez Hydroxylgruppe
unterscheiden, ware eine unterschiedliche Aktivitét Substanzen in manchen

Aspekten durchaus vorstellbar. Noch nicht gekladr,wob die molekularen
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Targets am Osteoklasten eine der Ausrichtungeigeroxylgruppe bevorzugen,
oder ob das System gegenuber den stereochemischeswirkungen
unempfindlich ist. Die wéhrend der Resorptionswsuehungen gewonnenen
Erkenntnisse deuten darauf hin, dass die Stell@engOdH-Gruppe an der NHTP-
Einheit fir die Hemmung des Knochenabbaus nicht Bedeutung ist. Beide
Dimere erzielen bei der maximalen Konzentration 80nuM Ellagitannin einen
vergleichbaren Effekt auf die Knochenresorptionclwurch Anséuern der Co-
Kultur andert sich an diesem Bild nichts. Dem zugdo scheinen die
stereochemischen Aspekte der Ellagitannin-Dimereuro A und Roburin D fur
die Wirkung auf den Osteoklasten nicht von Bedegitun

Mittels RANKL aus RAW 264.7 Zellen generierte Odtlesten wurden Uber
zwei Stunden hinweg mit 10 uM des jeweiligen Elagnins behandelt, um den
Einfluss der Roburine auf bestimmte Signalprotemher Proliferation und
Apoptose zu untersuchen.

Die Auswirkung auf den nuklearen Transkriptionsfakt NF-«kB

Roburin A == s e o e

Roburin D = e v e e -
Zeit [min] K 1 5 15 60 120

Abbildung 20: Das Signal zeigt den Anteil an gblooryliertem
Transkriptionsfaktor NFB nach Behandlung mit 10 uM Roburin A bzw. D.
(K) Kontrolle (1) 1 Minute (5) 5 Minuten (15) 15 kliten (60) 60 Minuten
(120) 120 Minuten Behandlungsdauer

Der nukleére Transkriptionsfaktor N€B ist ein wesentlicher Faktor wahrend der
RANKL-induzierten Osteoklastogenese. Uber die Aldsinig funktionsfahiger
Aktinring-Strukturen, RANKL-induzierte Migration deknochenresorbierenden
Zellen sowie die Expression von Genen, die fur @steoklastenfunktionalitat

unerlasslich sind, ist NKB ein bedeutender Promotor des osteoklastaren
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Knochenabbaus. (Soysa et al., 2009) Die Gruppe watiehbeschrieb, dass das
Polyphenol Quercetin den RANKL-induzierten Trangkansfaktor NFkB sowie
AP-1 in RAW 264.7 Zellen hemmt. Park et al. hingedenden wéahrend ihrer
Untersuchungen der Wirkung des Ellagitannins Fuarasif Differenzierung und
Funktion von Osteoklasten keinen Hinweis auf eihemmenden Effekt auf die
RANKL-induzierte Aktivierung von NFkB. (Park et al., 2004) Die, im Rahmen
dieser Diplomarbeit mit den Ellagitanninen RobuAnund D durchgefihrten
Versuche an RANKL-behandelten RAW 264.7 Zellen taxighach funfminatiger
Behandlung mit Roburin D eine Verringerung der mitéit von NFkB. Nach 120
Minuten  Behandlungsdauer ist eine verstarkte  A&tivig des
Transkriptionsfaktors zu bemerken. Roburin A hirgegzeigte in unseren
Versuchen keinerlei Auffalligkeiten hinsichtlich rdeRANKL-induzierten
Aktivierung von NFkB. Parks Aussage, dass eine Inhibierung derkB¥-
Aktivitat durch Polyphenole mdglich ist, das Ausnedibiger aber von der Art
der eingesetzten Verbindung abhangt (Park et @04 erscheint im Licht der

variierenden Resultate der getesteten Ellagitarshimehaus plausibel.

Die Effekte auf die p38-MAP-Kinase

Roburin A -

Roburin D ws e e o o
Zeit [min] K 1 5 15 60 120

Abbildung 21: Der Anteil an phosphorylierter p38AP-Kinase nach
Behandlung mit 10 puM Roburin A bzw. D. (K) Kont®I(1) 1 Minute (5) 5
Minuten (15) 15 Minuten (60) 60 Minuten (120) 1@huten Einwirkzeit

Ebenfalls wéahrend der Untersuchung der Wirkung Farosin auf Osteoklasten
stellten Park et al. eine verminderte Differenaigruvon Vorlauferzellen zu
mehrkernigen, funktionsfahigen Osteoklasten feses&n Umstand leiteten sie
von der Hemmung der Aktivitat der p38 MAP-Kinase(Rhark et al., 2004). Diese
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MAP-Kinase wird durch RANKL induziert und ist flned Differenzierung zu
resorptionsfahigen Osteoklasten unerlasslich. Adting der p38 MAPK flhrt
zur Aktivierung der Faktoren mi/Mitf, welche die jession von TRAP und
Kathepsin K steuern. (Yi et al., 2006) Weiters kpike p38 MAPK uber die
Kontrolle proinflammatorischer Zytokine eine bedmde Rolle wahrend der
Zytokin-induzierten Osteoklastogenese. (Wei und g8lie 2007) Meine
Untersuchungen zeigten eine deutliche Hemmung Hespghorylierung der p38
MAP-Kinase durch Roburin A nach 60 Minuten und IMMbhuten. Roburin D
hingegen scheint keinerlei Einfluss auf die Phosglesung der p38 MAP-
Kinase zu haben. Da die p38 MAP Kinase Uber diaedtang der Expression von
TRAP und Kathepsin K, zweier wesentlicher EnzymtereéOsteoklasten, an der
Resorption organischer Knochenmatrix beteiligt etcheint die, wahrend des
Pit-Assay festgestellte, Hemmung der Resorption Halle von Roburin A
zumindest teilweise auf eine Hemmung des p38 MARIG&Sweges

zuriickzufihren zu sein.

Die Beeinflussung der Aktivitat der p44/42-MAP-Kisa

Roburin A == = ==

Roburin D =
Zeit[min] K 1

|

5 15 60 120

Abbildung 22: Der Anteil an phosphorylierter pA2-MAP-Kinase nach
Behandlung mit 10 uM Roburin A bzw. D. (K) Kont®I(1) 1 Minute (5) 5
Minuten (15) 15 Minuten (60) 60 Minuten (120) 1@huten Einwirkzeit

Neben der schon genannten p38 MAP-Kinase sind aoch andere Kinasen
wesentlich an der Ausbildung reifer Osteoklasteteibgt. (Yi et al., 2006) Zu
diesen Kinasen zahlt, neben JNK, auch die p44/4APMMase, deren Aktivitat
ebenfalls in Rahmen dieser Arbeit untersucht wurblach zweistindiger
Behandlung mit Roburin A ist eine starke Phospheryhg der p44/42 MAP-
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Kinase feststellbar. Roburin D hingegen scheintnédei Einfluss auf den
Phosphorylierungsgrad dieser MAP-Kinase zu habea. nsichtlich der
Funktion der p44/42 MAP-Kinase im Osteoklasten rstf@iedliche Ansichten
existieren, ist eine Aussage hinsichtlich der Bédley dieser Ergebnisse nicht
maoglich. Als gesichert gilt, dass diese Kinase URANKL aktiviert und durch
die “upstream” gelegene Kinase MEK 1/2 gesteuertiwkine Hemmung der
MEK 1/2 durch UO126 und PD98059 fuhrte in verschiegh Studien zu
unterschiedlichen Resultaten. In einer Versuchrk#ém es in Folge des Einsatzes
der Hemmstoffe zu einer Inhibierung der Differenzrgg zu funktionellen
Osteoklasten, was darauf schlieRen lasst, dasp4dikl2 MAPK wesentlich an
der Osteoklastogenese beteiligt ist. Eine andenedi&t lieferte diametral
entgegengesetzte Ergebnisse, da es hier zu einstanken Bildung von
Osteoklasten unter Einsatz von UO126 und PD980&® K#li et al., 2006) Dies
wirde bedeuten, dass die p44/42 MAP-Kinase eingyativen Regulator der
Osteoklastogenese darstellt. Diese widersprichiidResultate kénnten darauf
zurtckzufiihren sein, dass Intensitat und Dauer MAP-Kinase Aktivierung
wesentlich fir die endgiltige Rolle wahrend dereOklastogenese sind oder
dass, wie von Hotokezaka et al. vorgeschlagen\Veasaltnis zwischen negativ
regulatorischer p44/42 MAP-Kinase und positiv regotischer p38 MAPK
ausschlaggebend ist. (Yi et al., 2006) Allerdirgfszu bedenken, dass der Zusatz
der Roburine teilweise zu bereits ausdifferenzier®steoklasten erfolgte,
weshalb eine Beeinflussung der Osteoklastendiffeeemng als Ursache der
Resorptionshemmung wohl ausscheidet.

Beim Vergleich der beiden Roburine untereinandsstl&ich feststellen, dass nur
in  den  wenigsten Fallen eine  vergleichbare  Anderunges
Phosphorylierungsausmaf3es der Dbetrachteten Proteo#ritt. In  der
Uberwiegenden Zahl der Experimente verhalten sichuRn A und Roburin D
hinsichtlich der Anderung des Aktivierungsgradesn v8ignalproteinen der
Osteoklasten sehr unterschiedlich, so dass migeiéngen Zahl an Experimenten
noch  kein  generell gultiges Muster der  Beeinflugsun der
Proteinphosphorylierung durch die Ellagitannin-Dimerkennbar ist.
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Die Auswirkungen auf das Akt-Protein

Roburin A

Roburin D -
Zeit [min] K 1 5 15 60 120

Abbildung 23: Der Anteil an phosphoryliertem Aldch Behandlung mit 10
MM Roburin A bzw. D. (K) Kontrolle (1) 1 Minute (3 Minuten (15) 15
Minuten (60) 60 Minuten (120) 120 Minuten Einwigiz

Einzig eine verstarkte Phosphorylierung des Akt#ins nach einer Minute
sowie eine Verringerung des phosphorylierten Astdés Src-Proteins nach flnf
Minuten sind beiden Roburinen gemein. Wie Untersagen mit den Proteasom-
Hemmstoffen MG132 und ALLN an Osteoklasten zeigteat, der PI-3K/Akt-
Signaltransduktionsweg wesentlichen Einfluss aufs dé&berleben der
Osteoklasten. Durch  Aktivierung dieser Signalkaskadetwa durch
proinflammatorisch wirksame Zytokine wie TNFund Interleukin-1, kommt es
einerseits durch Phosphorylierung der proapoptatisdroteine Bad und Bax zur
Inaktivierung dieser Proteine . Andererseits stierul Akt die Expression
antiapoptotischer Proteine durch Aktivierung der -RdB-Signalkaskade. In
Summe fuhren diese Vorgange zur Steigerung derriselaeier der Osteoklasten.
(Kwak et al., 2008) Roburin A zeigt nach anfangdiciAktivierung von Akt eine
ausgepragte  Verringerung der Phosphorylierung nath  Minuten
Behandlungsdauer. Nach 60 und 120 Minuten istciligs keinerlei Unterschied
zur Kontrollgruppe feststellbar. Roburin D zeigbea wechselhaften Auf und Ab
des Aktivierungsgrades in den ersten 15 Minutere atarke Vermehrung des
phosphorylierten Akt-Anteils nach 60 und 120 MinutBieser Umstand liel3e auf
eine Verlangerung der osteoklastaren Lebensdaueh droburin D schlieR3en

und steht im Gegensatz zur im Pit-Assay vorgefuadem@rminderten Resorption.
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Die Einflusse auf die Phosphorylierung des Src-Peats

Roburin A ==«

Roburin D 5 T S 0

Zeit [min] K 1 5 15 60 120

Abbildung 24: Der Anteil an phosphoryliertem Si@ch Behandlung mit 10
MM Roburin A bzw. D. (K) Kontrolle (1) 1 Minute (3 Minuten (15) 15
Minuten (60) 60 Minuten (120) 120 Minuten Einwigiz

Eine mogliche Ursache fir die verringerte Ostedkiatsitigkeit unter

Ellagitannin-Behandlung stellt die verringerte Adgrung des Src-Kinase-
Proteins dar. Sowohl Roburin A als auch D fuhrerchndlinfminatiger

Behandlung zu einer Verringerung des Anteils ansphoryliertem, aktivem
Protein. Roburin D zeigt diesen Effekt ebenso na&b Minuten

Behandlungsdauer. Unter Roburin A-Zusatz ist eethnzwei Stunden eine
weitere Reduktion an aktivem Src feststellbar. Bdsos bemerkenswert ist
hierbei, dass sich die, nicht mit RANKL behandel®AW-Zellen hinsichtlich

des Phosphorylierungsmusters des Src-Proteins isttastvon den, mittels
RANKL zu Osteoklasten differenzierten, RAW-Zellenterscheiden. Die nicht
mit RANKL behandelten RAW-Zellen zeigen unter Betllang mit Roburin A

nach 15 minttiger Behandlung eine ausgepragte &tigidrung. Diese wurde
ebenfalls nach einer und zwei Stunden festgest&lie Behandlung der
unstimulierten RAW-Zellen mit Roburin D zeigt eirarglich anderes Bild.
Hierbei wurde nach funf-, 60- und 120-minitiger Betllung mit der

Ellagitanninlésung eine Verringerung der Src-Aktvifestgestellt. (Daten nicht
angegeben)

Src ist wesentlich an Organisation und Dynamik ¥&iin in den Podosomen
beteiligt. (Yogo et al., 2007) Stimulation des Kicase-Signalweges fordert die
Bildung des Aktin-Kernes sowie die Aktin-Translokat in den Kern. Es
unterstitzt die Bildung der Aktin-Wolke und des Bsomengirtels und
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ermdoglicht den Abbau einzelner Podosomen. Src Isb avesentlich an
Podosomen-Bildung und Abbau beteiligt. Wie expentak nachgewiesen
werden konnte, fuhrt die Entfernung des Src-Gems die Inaktivierung der Src-
Aktivitat zu einer verringerten Resorptionstatigkeund Motilitdt bei
Osteoklasten. Podosomen werden zwar ausgebild#bebl aber auf einer friihen
Entwicklungsstufe stehen. (Destaing et al., 200@)}Aktivitat ist also Uber die
Regulation der Zytoskelettstruktur an Osteokladtkgration und osteoklastarer
Knochenresorption beteiligt. (Yogo et al., 2007)nDentsprechend prasentiert
sich die, wahrend meiner Versuche mit den EllagitaDimeren festgestellte
Hemmung der Phosphorylierung von Src als guter #&ngar Erklarung der
verminderten Knochenresorption unter BehandlungRaiburin A und Roburin
D.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die BtiaigigaRoburin A und Roburin
D in vitro eine ausgepragte Hemmwirkung auf die osteoklastare
Knochenresorption in einem Co-Kultursystem aufweideie maximal wirksame
Konzentration beider Verbindungen liegt bei 50 puMilagtannin. Die
Beeinflussung der Aktivitdt von Signaltransduktipreteinen erfolgt zwischen
beiden Substanzen sehr unterschiedlich. Nur Akd @nc-Phosphorylierung
zeigen gewisse Parallelen. Vor allem die vermira8iic-Aktivierung scheint ein
guter Erklarungsansatz fir die gefundene Resogti®mmung, da diese
Signalkaskade wesentlich fir die Organisation dgwskeletts und somit fur

Motilitdt und Osteoklastenaktivitat ist.
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