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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Rauchen

1.1.1 Rauchen in der Gesellschaft

Mitte des 20. Jahrhunderts stieg der Raucheranteil bei Frauen stark an, wahrend
das Rauchen bei Mannern schon immer weit verbreitet war. Obwohl in der
Gesellschaft oft davon gesprochen wird, dass der Eine oder Andere das Rauchen
aufgehort hat, raucht heute etwa jeder vierte Erwachsene. Junge Erwachsene
rauchen eher gelegentlich (Potschke-Langer et al. 2015c). Tabelle 1 zeigt den
Anteil der rauchenden Bevolkerung in den verschiedenen Altersgruppen im Jahr
2014 (statistischesBundesamt 2014).

Alter Manner % Frauen %
18-19 Jahre 15,9 11,2
20-29 Jahre 38 28,8
30-39 Jahre 40,7 27,8
40-49 Jahre 36,5 28,4
50-59 Jahre 34 27,3
60-69 Jahre 22,7 16

Ab 70 Jahre 9,8 5,2

Tabelle 1: Der Anteil der Raucherinnen und Raucher in den verschiedenen Altersgruppen
(statistischesBundesamt 2014). Die Angaben werden in Prozent (%) angegeben. Im Alter zwischen 30 und
39 Jahren rauchen die meisten Manner. Frauen zwischen 20 und 59 Jahren rauchen &hnlich viel.

Das Rauchen ist die haufigste Todesursache, die vermieden werden kann
(DeutscheKrebsgesellschaft 2015). Mit steigendem Sozialstatus sinkt der
Raucheranteil (Potschke-Langer et al. 2015c). 57% der Bevolkerung haben noch
nie geraucht, doch auch durch das Passivrauchen werden viele unfreiwillig dem

Tabakrauch ausgesetzt (DeutscheKrebsgesellschaft 2015).
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Einleitung

1.1.2 Inhalts- bzw. Zusatzstoffe

AulRer dem Rohtabak enthalten Zigaretten bis zu 600 Zusatzstoffe, welche tber
10% des Gesamtgewichts einer Zigarette entsprechen kdnnen. Auf3erdem
bendtigt eine Zigarette einen Filter und eine Papierhille. Die meisten
Zusatzstoffe sind in der Lebensmittelindustrie genehmigt und unbedenklich.
Darunter fallen eine Vielzahl von Aromen, Einzelsubstanzen und chemisch nur
vage oder nicht definierte Gemische (vgl. Abbildung 1). Die am h&aufigsten
verwendeten Zusatzstoffe sind Menthol, Kakao, Lakritze und Zucker. Obwohl die
Zusatzstoffe in Lebensmitteln oft unbedenklich sind, kdnnen sie sich in
Tabakprodukten in gesundheitsgefahrdende Substanzen umwandeln (Potschke-
Langer et al. 2015b). Ein Grund ist, dass sie in sehr hohen Temperaturen
verdampfen bzw. verbrennen (bis zu 900°C). Dadurch entsteht eine Vielzahl von
kanzerogenen Produkten wie Kohlendioxid, Schwefeldioxid und Stickstoffoxide.
Die Produkte und Inhaltsstoffe werden Uber die Lunge inhaliert und so sehr

schnell in den Korper aufgenommen.

Filr Tabak Zum Kleben von Mundstiicken
Chemisch undefinierte Gemische: Stoffe fiiir Heifschmelzstoffe: Paraffine, hydriertes Polycyclo-
frische & getrocknete Friichte, Fruchtsaft & -sirup, StiRholz, pentadienharz, Styrol-Misch- & Pfropfpolymerisate, mikrokristalline
Lakritze, Ahornsirup, Melasse, Gewiirze, Honig, Wein, Likorwein, Wachse 2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol ua.
Spirituosen, Kaffee, Tee, Kakao, Dextrine, Zuckerarten, Starke u.a.
Feuchthaltemittel:
Glyzenn,hydnaterchlwseﬂrup hydrierte Saccharide, 1,2-Propylengiykol, Filr Zigarettenfilter
13 Butylenglykol, Triethylenglykol, Orthophosphorssure,Giyzein- Glyzerinacetat, Polyvinyk hylenglykoldiacetat u.a.
ium-, Kalium- & = p

Magnsmmsalzeua .
Klebe-, Haft-& Filir Mundstiicke & Zigarettenpapier
Verdickungsmittel: Farbstoffe: Brilliantschwarz, Cochenillerot, Edm'ot, Indigotin
Gelatne,sdnellad(,r dium, Cellul Ethyl- & Methylcelluk sowie Chromkomplexe zweier Azo-Verbindungen u.a.
Carb Carboxymethy 1alke,Gummlambtwm Weichmacher fiir Farben & Lacke: te
P A st S AR S o Mjﬂrwﬁ:nmrad\'nonuwm
Guarkemmehl, 5 »

Pobinyacetat olyinyialkoholua. diinn-& dickflissiges Paraffin, Lein- & Holzl, Phenol-Formaldehyd-
Weibrand- & Flottbrandmittel: modifiziertes Kolophonium, mit Acrylsaure modifiziertes Kolophonium,
Aluminiumhydroxid, -sulfat & -oxid, Magnesiumoxid, Kondensationsprodukte von Phenolen mit Formaldehyd,
Talkum, Titanoxid, Alkalisalze der Salpetersdure u.a. Salze & Oxide des Cobalts, Salze der 2-Ethylhexansaure ua.

Abbildung 1: Die Inhalts- und Zusatzstoffe einer Zigarette (Pdtschke-Langer et al. 2015b).

1.1.3 Auswirkungen von Zigarettenrauch

Tabakrauch ist ein Gemisch aus tUber 3500 Substanzen. Dazu gehéren sowohl
kanzerogene als auch toxische Stoffe, die gasférmig, flichtig oder als kleinste
Partikel vorliegen kdnnen. Die verschiedenen Substanzen kdnnen miteinander in
Wechselwirkungen treten und sich sogar gegenseitig verstarken. Wie bereits

erlautert, werden diese Substanzen Uber die Lunge sehr schnell in den Kérper
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Einleitung

aufgenommen. Ein Schwellenwert, unter dem keine Gefahrdung fur die
Gesundheit anzunehmen ist, gibt es nicht! Abbildung 2 zeigt im Allgemeinen die
Erkrankungen und Beeintrachtigungen infolge des Rauchens (Potschke-Langer
et al. 2015d).

Knochen und Galenke [l Il

= rhewmatische Arthattls

= yerminderte Knochenstarke
bed Frawen nach des Menopause

= Huftfrakturen

*leaisaler Fisammmenhang wahschenich

Erkrankungen und Beeintrachtigungen infolge des Rauchans
be! Il MEnnen und Il Frauen

Abbildung 2: Die Erkrankungen und Beeintrachtigungen infolge des Rauchens (Potschke-Langer et al.
2015a).
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Einleitung

In der Vergangenheit hat beispielsweise eine Studie von Abate et al. 2013 die
schadlichen Wirkungen des Zigarettenrauches auf das muskuloskelettale
System bezeugt (Abate et al. 2013). Die zahlreichen Toxine und freien Radikale,
die im Zigarettenrauch enthalten sind, induzieren eine Kette von Schaden im
gesamten  Skelettsystem, indem sie Knochenzellen zerstoren, die
Knochenneubildung beeintrachtigen und den Knochenverlust beschleunigen
(Abate et al. 2013, Barreiro et al. 2010). Folglich kbnnen diese Faktoren die
Knochenheilung nach einer Operation oder einem Trauma bei Rauchern
verzogern oder hemmen, wie dies durch mehrere klinische Studien bereits
nachgewiesen wurde (Patel et al. 2013, Shibli et al. 2010, Wong et al. 2007). Eine
Studie aus dem Jahr 1999 von Schmitz et al. untersuchte Patienten nach einer
Tibia-Fraktur. In dieser Studie wurde festgestellt, dass der Klinikaufenthalt bei
Rauchern mit 269 Tagen im Vergleich zu Nichtrauchern mit 136 Tagen signifikant
langer war (Schmitz et al. 1999). Abbildung 3 zeigt die Risikorate einer beliebigen
bzw. einer Huft-Fraktur zwischen Rauchern und Nichtrauchern (Vestergaard und
Mosekilde 2003a). Bei Rauchern ist, wie auch aus anderen Quellen belegt, ein
erhohtes Frakturrisiko zu erkennen (Vestergaard und Mosekilde 2003a,
Vestergaard und Mosekilde 2003b, Kanis et al. 2005).
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Abbildung 3: Die Risikorate bei Patienten fir eine beliebige Fraktur (Any fracture), beziehungsweise einer
Hift-Fraktur (Hip fracture). Beide Abbildungen (A und B) sind zeitlich unabhéngig voneinander.
Unterschieden wird zwischen Rauchern (Current smoker) und Nicht-Rauchern (Ex-smoker). Bei Rauchern
ist ein erhéhtes Frakturrisiko zu erkennen (Vestergaard und Mosekilde 2003a).

Als komplexer Prozess wird die Knochenheilung durch zahlreiche biologische,
mechanische und systemische Faktoren beeinflusst. Dariiber hinaus handelt es
sich um gut organisierte Ablaufe, bei denen die Infiltration und Differenzierung
von mesenchymalen Stammzellen (MSCs) eine entscheidende Rolle spielen
(Einhorn und Gerstenfeld 2015, Marsell und Einhorn 2011, Marsh und Li 1999).
Mehrere nachteilige Effekte von Zigarettenrauch wurden bereits berichtet, wie
eine geringere Immunreaktivitat, Zytotoxizitat, eine Schadigung von zellularen
Organellen wie Mitochondrien und Schadigung von Nukleinsauren, Lipiden und
Proteinen. lhre Wirkung ist jedoch auf die zellularen Sensoren nicht umfassend
untersucht worden (Sung et al. 2015, Wabhl et al. 2016).
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1.2 Der Knochen

1.2.1 Arten der Ossifikation (Lallmann-Rauch 2009)

Unter Ossifikation versteht man die Bildung von Knochengewebe. Dieser
physiologische Prozess braucht der menschliche Organismus fur das Wachstum
und die Regeneration zum Beispiel nach einer Knochenfraktur. Es wird zwischen

der desmalen und chondralen Ossifikation unterschieden.

Bei der desmalen Ossifikation wird Knochen direkt aus Bindegewebe gebildet,
wobei sich multipotente Mesenchymzellen zu Osteoblasten differenzieren. Die
Osteoblasten bilden zunachst einen unregelmafiigen Geflechtknochen, der

spater zu Lamellenknochen umgebaut wird.

Bei der chondralen Ossifikation wird Knochen indirekt tber hyalinen Knorpel als
Zwischenstufe gebildet. Aus mesenchymalen Zellen differenzieren sich
Chondroblasten, die das knorpelige Primordialskelett bilden. Der Knorpel kann
dann enchondral oder perichondral verknoéchern. Bei der enchondralen
Ossifikation durchziehen Blutgefal3e den Knorpel, Chondroklasten resorbieren
den Knorpel und Osteoblasten ersetzen ihn durch Knochenmatrix. Bei der
perichondralen Ossifikation wird von Osteoblasten eine Knochenspange um den
Knorpel gebildet. Die Osteoblasten differenzieren sich nach Kapillareinsprossung

aus Zellen des bindegewebigen Perichondriums.

Bei pathologischer Knochenneubildung im Bindegewebe handelt es sich um
heterotoper Ossifikation (Linf3 und Fanghanel 1998, Lullmann-Rauch 2009, Yang
20009).

1.2.2 Knochenumbau und Knochenaufbau

Der Knochenumbau ist ein Prozess, der zeitlebens stattfindet und stellt die Bilanz
von Knochenabbau und -anbau dar. Fir den Knochenabbau sind zellular die
knochenresorbierenden Osteoklasten verantwortlich, fir den Anbau die
knochenbildenden Osteoblasten.
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Osteoblasten bilden zunachst unverkalktes Osteoid. Durch die Expression
alkalischer Phosphatase und Synthese von Kollagen Typ 1 von den Osteoblasten
entsteht dann durch Apatitablagerungen reifer Knochen (Garant 2003, Sodek
und McKee 2000). Osteozyten, vom Knochen eingeschlossene Osteoblasten,
stehen Uber zytoplasmatische Fortsatze miteinander in Verbindung und spielen

ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Regulation des Knochenstoffwechsels.

Die Osteoklasten haben eine hohe Mitochondriendichte und eine hohe
plasmatische Konzentration an hydrolytischen Enzymen, vorallem saure
Phosphatase. Sie resorbieren den mineralischen Anteil des Knochens durch
Salzsaureproduktion. Der organische Anteil wird durch die Expression von
Kollagenasen, Kathepsinen und Matrixmetalloproteasen resorbiert (Garant 2003,

Vaananen und Laitala-Leinonen 2008).

Knochensaumzellen bedecken die Knochenoberflache, ihre Funktion ist noch
nicht ausreichend erforscht. Es ist unklar, ob sie den Knochen vor Osteoklasten
schiitzen, sie Osteoklasten fur den Knochenumbau anziehen oder sie eine ganz
andere Funktion haben (Radlanski 2011, Lin und Fanghanel 1998, Garant
2003).

1.2.3 Osteogene Stammzelldifferenzierung

Mesenchymale Stammzellen sind Stammzellen des Bindegewebes und haben
ein hohes Proliferations- und Differenzierungspotenzial. Sie lassen sich
kultivieren und sich in vitro in unterschiedliche Zellen, wie unter anderem in
Osteoblasten ausdifferenzieren. Je nach dem Mikroenvironement differenzieren
sie sich in Osteoblasten, Chondrozyten, Myozyten und Adipozyten. Durch den
Einfluss von Wachstumsfaktoren kann die Entwicklung von Stammzellen

induziert werden (Raisz 1999).

Bei der osteogenen Stammzelldifferenzierung kdbnnen sowohl mesenchymale als
auch humane embryonale Stammzellen eingesetzt werden. Bei der
Differenzierung wird zwischen Proliferation, Entwicklung der extrazellularen

Matrix (ECM), Reifung und Mineralisierung unterschieden. Unter Zugabe von (3-
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Glycerolphosphat, Dexamethason und Ascorbinséure in das Zellkulturmedium
wird die Knochenzelldifferenzierung induziert (Jaiswal et al. 1997). Wie Abbildung
4 zeigt, konnen Wachstumsfaktoren, wie das BMP2 die Osteogenese zusétzlich
beeinflussen (Govender et al. 2002, Raisz 1999, Jaiswal et al. 1997).

Stammzelle  Vorlauferzelle Osteoblast Osteozyt

= N\
o) ® -
B BMP'Z o ‘ } ( -
B-Glycerolphosphat ALP, Collagene, Mineralisierung der ECM
Ascorbinsiure —«
Differenzierungsinduktor Differenzierungsmarker

Abbildung 4: Die osteogene Zelldifferenzierung mit den Differenzierungsinduktoren B-Glycerolphosphat,
Dexamethason und Ascorbinsdure. Mit Hilfe der alkalischen Phosphatase (ALP), Collagene und
Mineralisierung der extrazellularen Matrix (ECM) kann die Differenzierung verfolgt werden (Schema
modifiziert nach (Raisz 1999)).

1.3 Signalwege
Es gibt sehr viele wichtige Signalmolekile im komplexen Prozess des
Knochenstoffwechsels im Hinblick auf die regulatorische Funktion der

Knochenzelle, wie Abbildung 5 zeigt.

Die Wirkung von Zigarettenrauch auf die Differenzierung von SCP-1 abgeleitete Osteoblasten und die Modifikation im Wnt- und BMP- Signalweg

Julius Strobel 20/101



Einleitung

Osteoblast Precursor Osteoclast Precursor

TNF DKK1— WNT BMP  TNF Hedgehog
» | ‘

[

v v
p*>DKK1 P-catenin  Smad1/4 % -,
QOO0 ks o l<—Smurf—1 Gli2/3 W |
== * | TRAF3 g ‘
{ * . Y
R (VR e W
5% Y RANKL \
po* Ve ,[7>/ B,MP-Z IkBs oy
IkBs Smurf-1 RUNX2 ATF4 Gt *
WWP1+Shn3 — H " 1‘—1”'0?1 LR
* *
8 a0 | REER _, OPG NFKB1
Bone Formation - Osteoclastogenesis

YWl Proteasome % Proteasome inhibitor — Degradation

Abbildung 5: Wichtige Signalmolekiile im komplexen Prozess des Knochenstoffwechsels im Hinblick auf die
regulatorische Funktion. Die Ziele in osteogenen Zellen und Osteoklastenvorlaufer, die durch
Proteasominhibierung induziert werden. Die Osteoblastogenese wird durch mehrere Mechanismen
stimuliert. Die BMP-Signalisierung wird durch die Verbesserung der Hedgehog-Signaling-induzierten BMP-
2-Expression und durch die Verhinderung des Abbaus der relevanten Smad-Rezeptoren induziert. Die
Stabilisierung des Wnt-Mediators 3-Catenins wird unabhéngig von Wnt und mdglicherweise auch durch
reduzierte Werte des Wnt-Inhibitors DKK1 induziert. Die Osteoklastenzahlen werden auch indirekt aufgrund
einer erhéhten Anzahl von reifen Osteoblasten reduziert, die ein héheres MalR an OPG erzeugen. Die
gleichzeitige Induktion der Osteoblastogenese und die Unterdriickung der Osteoklastogenese fihren zu
einer erhdhten Knochenmasse (Yaccoby 2010).

1.3.1 Der Wnt-/B-Catenin-Signalweg

Das “W* stammt aus “Wg“ (engl. Wingless = flugellos) dem Liganden des
Signalwegs. Es handelt sich um den Wachstumsfaktor der Wnt-Familie, der als
erster entdeckt wurde. Das “nt* kommt vom “Int1“-Gen. Er ist fir viele Vorgadnge
in der Embryogenese wichtig und spielt bei der Zellproliferation,
Zelldifferenzierung und Zellpolaritat eine wichtige Rolle. So ist der Wnt-Signalweg
auch fur den Knochenumbau und dessen Regulation von Bedeutung, indem er
die Differenzierung von Chondrozyten und Osteoblasten reguliert. Chondrozyten
und Osteoblasten haben eine gemeinsame  Vorlauferzelle, die
Osteochondrovorlauferzellen. Wird der Signalweg durch den Verlust von (-
Catenin gehemmt, entstehen vermehrt Chondrozyten und die terminale
Differenzierung zu den Osteoblasten ist blockiert (Day et al. 2005, Hartmann
2006).
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Neben vielen anderen Signalwegen reguliert der Wnt-Signalweg den
Knochenumbau, indem eine nicht zelleigene Regulation der Knochenresorption
stattfindet. Der Signalweg steuert die OPG-Expression, welches ebenfalls ein
Gen in der Knochenreifung ist, und Knochenresorption durch die Osteoklasten
steuert (Glass et al. 2005). Durch die Bindung des OPG an Rankl auf dem
Osteoblasten wird die Interaktion zwischen Rankl und seinem Liganden auf den
Osteoklast-Vorlaufern. Somit wird die Differenzierung zu Osteoklasten gehemmt
(Keck und Pecherstorfer 2003). Ursache zahlreicher Knochenerkrankungen sind
auf Veranderungen dieses B-Catenin-abhéngigen Signalwegs zurtckzufiuhren.
Zum einen zeigt sich die Wichtigkeit des Signalwegs fir den Knochen durch
vererbte genetische Veradnderungen. Antagonisten, wie DKK2 und Sost
(Sklerostin) kénnen den Wnt-Signalweg blockieren, indem sie an den LRP5-
Rezeptor binden (Niehrs 2006, Semenov et al. 2005). Zum anderen kann das
DKK1-Gen, als Antagonist des Wnt-Signalwegs (Pinzone et al. 2009), wie zuvor
schon erlautert, pathologische Veranderungen hervorrufen: z.B. osteolytische
Tumorzellen (z.B. beim Mammakarzinom) konnen vermehrt DKK1 sezernieren,
was eine Verringerung der Knochendichte und Osteolysen zur Folge hat (Forget
et al. 2007). Gli2 ist ein Transkriptionsfaktor und reguliert dadurch die
Transkription des BMP2 (Zhao et al. 2006).

1.3.2 Der BMP-Signalweg

Wachstumsfaktoren haben Einfluss auf die Differenzierung und Aktivierung der
Knochenzellen und damit auch auf die Remodellierungsvorgange (Urist 1965).
Darunter zahlen zum Beispiel die BMPs (Bone morphogenetic proteins), die zur
Superfamilie der TGF-beta (Transforming Growth Factors-beta) gehdren. BMP’s
spielen eine Schlusselrolle in der osteogenen Differenzierung (Ehnert et al.
2012). Es werden verschiedene BMPs unterschieden (Chen und Ito 2001,
Hoffmann und Gross 2001). Eines der wichtigsten BMPs ist das BMP2, welches
Klinisch eingesetzt wird, in der Wachstumsfuge gebildete wird und bei der
Modellierung der Knorpelstruktur und bei der Formgebung der Extremitaten

beteiligt ist (Wozney 1992, Lyons et al. 1990). BMP2 hat eine lokale osteogene
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und osteoinduzierende Aktivitat und induziert die osteogene und chondrogene
Differenzierung von ausgewahlten Stammzellen (Govender et al. 2002). Ferner
werden auch BMP4, BMP6, BMP7 und BMP9 osteoinduktive Wirkungen
berichtet (Derynck und Zhang 2003, Hahn et al. 1992). Die BMPs fdordern
ebenfalls Uber den Rank/Rankl/OPG-Signalweg auch die Osteoklastogenese

und kénnen damit knochenresorptive Prozesse einleiten (Garant 2003).

Smad-Proteine sind eine Familie, die von TGF-beta aktiviert werden und somit
Signale der TGF-beta-Familie weiterleiten, um dann die Transkription bestimmter
Gene zu aktivieren. Man unterscheidet Rezeptor-Smads (Smad1l, 2, 3, 5) vom
common-mediator Smad4 und inhibitorische Smads (Smad6 und 7). Nach
Aktivierung des TGF-beta-Rezeptors kann er die Rezeptor-Smads binden und
phosphorlieren, welche sich danach mit dem common-mediator Smad4
zusammenlagert. In den Zellkern eingewandert, kbnnen sie dann DNA binden
und die Genexpression verstarken oder vermindern. Inhibitorische Smads
kénnen die Zusammenlagerung hemmen und damit die TGF-beta-Signalkaskade
deaktivieren (Nakao et al. 1997, Takase et al. 1998, Jayaraman und Massague
2000). Smurf2 ist eine Ubiquitin-Protein-Ligase, die Smad-Proteine mit dem
Protein Ubiquitin versieht. Dadurch werden diese gehemmt, was bedeutet, dass
Smurf2 als Inhibitor des BMP-Signalwegs gesehen werden kann (David et al.
2013).

Die Wirkung der BMPs kann mit Hilfe der zwei Rezeptoren, Transmembran-
Serin- und Threonin-Kinase-Rezeptoren, die als Typ | (BMPRI) und Typ I
Rezeptoren (BMPRII) bekannt sind, entfaltet werden (Rosenzweig et al. 1995).
Es gibt drei Typ-llI-Rezeptoren, die die BMPs binden. Es gibt den BMP-Typ-II-
Rezeptor (BMPR2), den Aktivin-A-Rezeptor Typ Il (ActR2A) und den Activin-A-
Rezeptor Typ 1IB (ActR2B). Es gibt auch drei Typ-I-Rezeptoren, die bevorzugt an
BMPs binden. Die Aktivin-Rezeptor-ahnliche Kinase Alk2, Alk3 (BMPRIA) und
Alk6 (BMPRIB) (Nohe et al. 2004). Bestimmte BMPs haben gezeigt, dass sie eine
hohere Affinitat fur bestimmte Typ-lI-Rezeptoren aufweisen. Beispielsweise
bindet BMP4 bevorzugt an Alk3 und Alk6, wahrend BMP6 und BMP7 bevorzugt
an Alk2 binden, aber auch mit Alk3 binden kénnen (Aoki et al. 2001). Einmal
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gebunden, rekrutiert dieser Ligand/Rezeptor-Komplex den aktiven Typ-II-
Rezeptor, der den Typ-I-Rezeptor auf seinem zytoplasmatischen Bereich
phosphoryliert, der reich an Glycin- und Serinresten ist (GS-Doméane) (Miyazono
et al. 2010). Welche Signalkaskade letztlich durch ein BMP-Molekdl aktiviert wird,
ist abhangig, woran es bindet. Der Smad-Signalweg wird beispielsweise durch
die Bindung an den bereits vorhandenen Typ-I-l1l-Rezeptorkomplex aktiviert
(Jayaraman und Massague 2000). Endoglin ist ein Hilfsrezeptor des TGF-beta-
Rezeptorkomplexes und wirkt so hilfestellend auf die Bindung BMP2, BMP7,
TGF-betal, TGF-beta3 und Activin-A (Guerrero-Esteo et al. 2002).

1.3.3 Andere wichtige Signalmolekile

Uber den Rank/Rankl/OPG-Signalweg wird durch die Osteoblasten die
Osteoklastendifferenzierung beeinflusst. Rankl (Receptor activator of nuclear
factor kB ligand) bindet an den Rezeptor Rank und fordert die Aktivitat und
Proliferation der Osteoklasten. OPG, Osteoprotegerin, wirkt als Antagonist von
Rankl hemmend auf die Osteoklastendifferenzierung (Garant 2003, Vaananen

und Laitala-Leinonen 2008).

Runx2 ist als Transkriptionsfaktor an der Regulation der Differenzierung von

Mesenchymzellen zu Osteoblasten beteiligt (Lian et al. 2004).

Bei der alkalischen Phosphatase, kurz AP bzw. ALP, handelt es sich um ein
Enzym, das Phosphorsauremonoester spalten kann. Es ist auf der Zelloberflache
von Osteoblasten zu finden und so ein spezifischer Marker fir den
Knochenaufbau. Die Osteoblastenaktivitdt kann damit bestimmt werden
(Swaminathan 2001).

Ahnlich wie AP ist auch OC ein spezifischer Osteoblastenmarker (Schedlich et
al. 1994). OC wird von aktiven Osteoblasten sezerniert und kann somit als
Parameter fur die Knochenneubildung dienen (Bharadwaj et al. 2009).
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Alpha-Tatl reguliert die Acetylierung von Mikrotubuli und ist damit ein
entscheidender Faktor fur das Aussehen und die Funktion der Zilien (Berbari et
al. 2013).

Foxo reguliert die Gentranskription von Runx2 und beeinflusst somit die
osteogene Differenzierung (Teixeira et al. 2010).

Bei der GAP-DH handelt es sich um das Housekeeping gene und ist somit ein
guter Marker fir die Stoffwechselaktivitat in den Zellen. Als solchen Marker
benutzten wir die GAP-DH in den Versuchsreihen (Horn et al. 2003).

1.4 Knochenerkrankungen und Verdnderungen der Signalwege

Ist das Sost-Gen inaktivierend mutiert, kommt es zum van Buchem-Syndrom, bei
dem es zu einer Osteosklerose kommt (Balemans et al. 2001). Das Sost-Gen ist
dabei meistens nahe dem Amino-Ende der zu kodierenden Region veréndert.
Gleichzeitig ist diese Mutation verantwortlich fir das Krankheitsbild der
Sklerosteose. Hierbei handelt es sich um eine autosomal-rezessiv vererbte
Krankheit (Canalis 2010). Bei einer inaktivierenden Mutation des humanen
LRP5-Gens kommt es zur Osteoporose (Osteoporosis Pseudoglioma
Syndromes). Sie ist verbunden mit einer geringeren Knochendichte (Gong et al.
2001). Interessanterweise fuhrt beispielsweise das  Glukokortikoid
Dexamethason, das entziindungshemmend wirkt, zu einer Steigerung der Gen-
Expression von DKK1, welches widerum als Antagonist des Wnt-Signalwegs
wirkt. Dadurch kommt es zu einer Unterdriickung des Wnt/B-Catenin-Signalwegs
in den Osteoblasten, was zu einer Glucocorticoid-induzierten Osteoporose flhrt
(Krishnan et al. 2006).
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1.5 Auswirkung von Rauchen auf Osteoblasten

Zigarettenrauch wirkt sich auf die Differenzierung, die Mechanotransduktion von
Osteoblasten und auf Vorgange auf genetischer Ebene aus und kann so die
Genexpression verschiedener Gene der Osteogenese verandern. Dadurch wird

der Knochenumbau beeintrachtigt.

Die Arbeitsgruppe um Professor Dr. Nussler begann vor mehr als 10 Jahren mit
Untersuchungen, wie sich das Rauchen auf Osteoblasten auswirkt. Es wurde
gezeigt, dass Osteoblasten, welche Zigarettenrauch ausgesetzt wurden, je nach
Konzentration und Zeit vermehrt reaktive Sauerstoffspezies bilden, oder
vereinfacht Sauerstoffradikale. Es wurde untersucht, ob Quercetin, welches
beispielsweise in Tee vorhanden ist einen positiven Effekt auf die Bildung von
Sauerstoffradikalen hat. Hier konnte gezeigt werden, dass die Bildung radikaler
Sauerstoffspezies aufgrund des Antioxidants Quercetin verringert wurde (Braun
et al. 2011).

Auch konnte gezeigt werden, dass durch eine Stimulierung von primaren
humanen Osteoblasten mit niedrigen Dosen von Grintee-Extrakt eine
verbesserte Mineralisierung stattfand. Zuséatzlich fihrte das Grintee-Extrakt in
Kombination mit H202 zu einer erhéhten Genexpression von Osteocalcin und
Kollagen 1al, welche beide wichtig fir die Knochenqualitat sind. Die Inkubation
mit hohen Griintee-Extrakt-Dosen schitzte die Zellen vor akutem oxidativem
Stress (Vester et al. 2014).

Desweitern wurden primére Zilien von Osteoblasten untersucht. Die primaren
Zilien sind als Mechanosensoren vieler Zellen bekannt. Hierbei handelt es sich
um Organellen, welche auf Mikrotubuli basieren. Um die Integritdt und die
Verteilung von Zilien der SCP-1 Zellen zu untersuchen, wurden Zellen gefarbt.
Die primaren Zilien wurden mit acetyliertem a-Tubulin, die Nucleuli mit Hoechst
33342 und das Zytoskelett mit Phalloidin gefarbt. Hierbei wurde festgestellt, dass
es bei der Verwendung von Zigarettenrauch zu einer signifikanten Reduktion der
Lange der primaren Zilien kommt. Die Zahl der Zellen mit Zilien nahm im
Vergleich der Kontrollgruppe nicht signifikant ab (Sreekumar et al. 2017).
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1.6 Ziel dieser Arbeit

Die vorliegende Arbeit basiert insbesondere auf Erhebungen der
Berufsgenossenschaftlichen Unfallklinik Tudbingen. Diese Studien zeigten
eindeutig, dass es bei Rauchern zu einer signifikant hoheren Komplikationsrate
kommt, als bei Nichtrauchern und dass Raucher signifikant langer im

Krankenhaus verweilen als Nichtraucher.

Da es bis jetzt noch unklar ist, wie sich das Rauchen auf verschiedene
Signalkaskaden in der Osteoblastogenese auswirkt, wurde dies in dieser Arbeit
anhand verschiedener Targets des BMP- und Wnt-Signalwegs analysiert. Bei
diesen Signalwegen ist bekannt, dass sie in der Ossifikation eine elementare
Rolle spielen. Bei Aktivierung der beiden Signalwege kommt es einerseits zur
Bildung von Osteoblasten aus mesenchymalen Stammzellen, welche fur die
Knochenbildung verantwortlich sind. Andererseits wird am Ende der Signalkette
das Gen OPG exprimiert, welches Rankl hemmen kann. Rankl hingegen wirde
die Osteoklastogenese férdern, was zum Knochenabbau fihrt. Die veranderte

Genexpression der untersuchten Targets wurde anhand der PCR analysiert.

Diese Versuche wurden zum einen an mesenchymalen Stammzellen
durchgefuhrt (SCP-1 Zellen), und zum anderen an menschlichen Osteoblasten.
An den Stammzellen sollten die Differenzierung und die molekularen
Veranderungen nach Exposition von Rauch gegeniber keinem Rauch verglichen
werden. An den bereits ausdifferenzierten menschlichen Osteoblasten sollte
gezeigt werden, wie sich diese Osteoblasten unter Einwirkung von
Zigarettenrauch molekular ver&ndern. Hierzu erhielten wir Proben von Patienten
der Berufsgenossenschaftlichen Unfallklinik Tibingen von jeweils drei Rauchern
und drei Nichtrauchern. Das experimentelle Setup war bei beiden

Versuchsreihen dasselbe.

Die SCP-1 Zellen wurden in drei Versuchsreihen gestartet. Bei der ersten
Versuchsreihe wurde eine RNA-Isolierung nach 7 Tagen durchgefthrt, bei der
Zweiten nach 14 Tagen und bei der Dritten nach 21 Tagen. Ziel dieser
unterschiedlichen Dauer der Inkubation von Zellen mit und ohne Rauchextrakt

war es zu zeigen, ob sich die Lange der Inkubation auch verstarkt auf die Zellen
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auswirkt. Darlber hinaus wurden verschiedene Konzentrationen von
Zigarettenrauchextrakt verwendet, um zu zeigen, ob vermehrtes Rauchen auch

zu einer starkeren Veréanderung in beiden Signalwegen fuhrt.

Da bei der Analyse des BMP-Signalweges nach 7 Tagen keine eindeutige
Veréanderung der Genexpression der untersuchten Gene zu sehen war, wurde
die Versuchsreihe fir 7 Tage gestoppt. Die Osteoblasten fir die Untersuchung
der Gene des Wnt-Signalweges wurden deshalb erst nach 14 Tagen

Inkubationszeit untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Reagenzien und Verbrauchsmaterialien
e 6-well-Platte, Greiner Bio-One GmbH, #657160
e Antibiotikum/Antimykotikum, PAA Laboratories GmbH, #P11-002
e [-Glycerol-Phosphat, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, #G6376-100G
e Agarose, Carl Roth GmbH+Co. KG, #2267.1
e Borsaure, Carl Roth GmbH+Co. KG, #6943.1
e Calciumchlorid, Carl Roth GmbH+Co. KG, #CN93.1
¢ CcDNA Synthese Kit, Fermentas GmbH, #K1621
e Chloroform, Carl Roth GmbH+Co. KG, #Y015.1
e DEPC, Carl Roth GmbH+Co. KG, #K020.3
e Dexamethason, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, #D4902-100MG
¢ Dimethylsulfoxid, Carl Roth GmbH+Co. KG, #4720.2
e DPBS, PAA Laboratories GmbH, #H15- 002
e Eppendorf-Rohrchen, Eppendorf AG
e Ethidiumbromidlésung, Carl Roth GmbH+Co. KG, #2218.1
e Ethanol, VWR International GmbH, #20821310
e FBS South American, PAA Laboratories GmbH, # A15- 151
e Glycerol, Carl Roth GmbH+Co. KG, #7530.1
e Ham’s F12, PAA Laboratories GmbH, #E15- 016
e HEPES, Carl Roth GmbH+Co. KG, #HN78.2
o Kollagenase Il, PAA Laboratories GmbH, #K21-240
e L-Ascorbinsaure-2-phosphat, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, #A8960-5G
e MEM Alpha, PAA Laboratories GmbH, #E15-832
e MEM Earle’s, PAA Laboratories GmbH, #E15- 024
e Penicillin/Streptomycin, PAA Laboratories GmbH, #P11- 010
e pegGOLD Trifast, peglab GmbH, #30-2020
e Pipettenspitzen (1 pl, 20 pl, 100 pl, 1000 pl), Greiner Bio-One GmbH
e pUC19-Marker ready-to-use DNA marker, Carl Roth GmbH+Co. KG,
#X901.1
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Propan-2-ol, VWR Internation GmbH, #20842.330
RedMastermix, Genaxxon Bio-Science GmbH, #M3029
TRIS, Carl Roth GmbH+Co. KG, #AE15.2

Trypanblau, Carl Roth GmbH+Co. KG, #CN76.1
Trypsin EDTA, Sigma-Aldrich Chemie GmbH. #T3924

2.2 Gerate und Programme

Elektrophorese, EV 231 P, Peqglab Biosysteme GmbH

Elektrophorese, EV 222 P, Peqglab Biosysteme GmbH

Eismaschine AF 80, Scotsman Ice Systems SRL

FLUOstar Plattenleser, BMG Labtech GmbH
Geldokumentationssystem, Intas Science Imaging Instruments GmbH
GraphPadPrism 7, GraphPad Software Inc.

ImageJ Software (imagej.nih.gov, letzter Besuch 15.10.2017, Version
1.49)

Inkubator, Heratherm OMS 60, Thermo Fisher Scientific GmbH

LVis Platte, BMG Labtech GmbH

Microsoft Excel 2016, Microsoft Corporation

Mikroskop, Primo Vert 415510-1101-000, Carl Zeiss Microskopy GmbH
Mikrowellenofen, Severin Elektrogerate GmbH

pH-Meter, Five Easy FE 20, Mettler-Toledo GmbH

Schiittler, LSE Vortex Mixer, Corning Incorporated

Thermoreaktor fir PCR, Step One Plus, Applied Biosystems GmbH
Thermoreaktor fur PCR, Veriti96-WellThermalCycler, Applied Biosystems
GmbH

Waage, Labor, PCB 250-3, Kern & Sohn GmbH

Waage, Labor, ABJ 120-4, Kern & Sohn GmbH

Zentrifuge, Megafuge 40 R, Thermo Fisher Scientific GmbH
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2.3 Zelllinien

2.3.1 Kultivierung und osteogene Differenzierung von SCP-1 Zellen
(Bocker et al. 2008, Novara et al. 2010)
Menschlich immortalisierte mesenchymale Stammzellen (SCP-1 Zellen) wurden
in MEM alpha medium, welchem pro 500 ml 50 ml FBS (fetal bovine serum), 5 mi
Penicillin/Streptomycin  hinzugefigt wurde, in einer wassergesattigten
Atmosphéare mit 5% CO2 bei 37°C kultiviert. Hierzu wurden 6-well-Platten
verwendet und in jede Mulde der Platte 100 000 SCP-1 Zellen auf 2 ml Medium
appliziert. Die Zellen wurden mit Hilfe einer Neubauer-Kammer unter einem
Mikroskop ausgezahlt um zu wissen, wieviel Mikroliter der Zelllbsung benétigt
wird, um jeweils 100 000 SCP-1 Zellen pro Platte zu erhalten. Hierzu werden zu
50 pl der Zellsuspension 50 pl Trypanblau in ein steriles Eppendorf-Cap pipettiert.
Nun wird die Probe zwischen Neubauer-Kammer und dem Deckglas pipettiert.
Gezahlt werden alle vier Eckfelder im Uhrzeigersinn. Die Werte der vier Eckfelder

werden daraufhin gemittelt. Zur Berechnung wird folgende Formel angewandt:
Zellzahl/mI=Mittelwert der Eckfelder x Verdlinnungsfaktor x 10* Zellen/ml.

Die osteogene Differenzierung wurde durch ein Differenzierungsmedium
induziert. Dieses bestand aus dem MEM alpha medium mit 5 ml FBS, 5 ml
Penicillin/Streptomycin. Zusatzlich wurden noch 29 mg L-ascorbat-2-phosphat,
1,08 g B-Glycerol-Phosphat, 2,98 g HEPES, 83 mg CaCl2 und 10 pl der
Dexamethason-Lésung hinzugefiigt. Diese Losung enthielt 2 mg Dexamethason
und 1 ml Dimethylsulfoxid, welche in 10 ml PBS aufgeldst wurde. Fir das
Experiment  wurde  die Differenzierungslésung mit  der  100%
Zigarettenrauchldsung verdinnt, um Konzentrationen von 0,1%, 0,5%, 1%, 5%
und 10% Zigarettenrauch zu erhalten. Um mehr DNA zu erhalten wurden fir jede
Ldésung immer zwei Mulden ausplantiert. Ein Mediumwechsel erfolgte alle 3 Tage
wahrend der osteogenen Differenzierung. Hierbei wurde das alte Medium mittels
einer Pumpe entfernt, jede Mulde mit PBS gewaschen und im Nachhinein wieder

2 ml des Differenzierungsmediums hinzugeflgt.
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2.4 Humane Osteoblasten

2.4.1 Isolierung und Kultivierung von menschlichen Préaosteoblasten
(Ehnert et al. 2010)
Die menschlichen Préosteoblasten wurden aus Knochenproben der BG
Unfallklinik Tabingen gewonnen. Hierzu wurden die Knochenfragmente mittels
einer Luer-Knochenzange zerkleinert und in ein Falcon gegeben. Die
Knochenfragmente wurden danach gewaschen und gereinigt, indem der Falcon
mit DPBS gefullt und vorsichtig geschiittelt wurde. Dieser Vorgang wurde so
lange wiederholt, bis keine Kollagenreste bzw. keine Blutspuren mehr zu sehen
waren. Nach dem Waschen des Knochens wurde nun die Kollagenase-II-Losung
zu den Fragmenten hinzugegeben. Hierzu wurde abgeschatzt, wieviel
Knochenmasse im Falcon ist und dann 1:1 mit der Kollagenase-Il-Losung
verdunnt, sprich 1 ml Knochenmaterial zu 1 ml Kollagenase-lI-L6sung. Die
Kollagenase-II-L6sung wurde eigenstéandig hergestellt, indem zu 10 ml PBS 1 ml
DPBS und 0,7 mg Kollagenase Il hinzugegeben wurde. Danach wurden die
Knochenfragmente in der Kollagenase-Il-Losung fur circa 1,5 h bei 37°C im
Wasserbad inkubiert. Nun wurde der Uberstand in ein 50 ml Falcon pipettiert. Die
Knochenfragmente wurden nochmals zweimal mit DPBS gewaschen und das
verwendete DPBS wurde danach zum Uberstand der Kollagenase-lI-Lésung
hinzugefiigt. Der Uberstand wurde dann bei 600 g fir 10 Minuten bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde danach entfernt und das
Pellet wurde bis zur Auflosung in 25 ml Osteoblast Culture Medium
resuspendiert. Das Osteoblast Culture Medium wurde ebenfalls eigenstandig
hergestellt, indem 500 ml einer 1:1 Mischung aus MEM Earl’'s und Ham's F12
Medium mit 50 ml FBS (fotales Rinderserum) gemischt wurden. Des Weiteren
wurden 5 ml Penicillin/Streptomycin, 0,5 ml L-ascorbat-2-phosphat-Ldsung,
sowie 0,5 ml B-Glycerol-Phosphat-Losung hinzugegeben. Zum Herstellen der
L-ascorbat-2-phosphat-Losung wurden 128 mg L-ascorbat-2-phosphat in 10 ml
PBS gel6st. Fur die Herstellung der B-Glycerol-Phosphat-Lésung wurden 108 mg
B-Glycerol-Phosphat in 10 ml PBS gegeben. Diese Zellldsung wurde nun in eine
175 cm? Flasche gefullt. Dazu wurde noch 125 pl der

antibiotischen/antimykotischen Losung hinzugefigt. Die Zellen wurden nun in
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einer wassergesattigten Atmosphare mit 5% CO:2 bei 37°C kultiviert. Die
menschlichen Praosteoblasten wurden im Vergleich zu den SCP-1-Zellen
lediglich 14 Tage mit Zigarettenrauch inkubiert, da bei den SCP-1-Zellen nach 14
Tagen die grofRten Signifikanzen festzustellen waren. Unsere Experimente
wurden mit menschlichen Osteoblasten in der zweiten Passage durchgefihrt, da
bei Osteoblasten in der ersten Passage noch Zellen, wie beispielsweise

Monozyten vorhanden sind, welche in der ersten Passage entfernt werden.

2.4.2 Differenzierung von humanen Préaosteoblasten (Ehnert et al. 2010)

Um die menschlichen Préaosteoblasten zu Osteoblasten zu differenzieren, wurde
zuerst das Osteoblast Culture Medium entfernt und die Zellen mit PBS gesplilt.
Um die Differenzierung zu menschlichen Osteoblasten zu induzieren, wurde ein
Differenzierungsmedium hergestellt. Hierzu wurden 500 ml einer 1:1 Losung aus
MEM Earl's und Ham's F12 Medium hergestellt, zu welcher 5 ml FBS, 5 ml
Penicillin/Streptomycin hinzugefiigt wurde. Des Weiteren wurden noch 29 mg L-
ascorbat-2-phosphat, 1,08 g B-Glycerol-Phosphat, 2,98 g HEPES, 83 mg CaCl:
und 10 ul der Dexamethason-L6sung hinzugegeben. Die Dexamethason-Lésung
wurde hergestellt, indem 2 mg Dexamethason und 1 ml DMSO in 10 ml PBS
gel6dst wurden. Die Zellen wurden in einer 6-well-Platte gezichtet und in jede
Mulde der Platte etwa 100 000 Zellen appliziert. Die Zellen wurden danach unter
einem Mikroskop ausgezahlt und es wurde berechnet, wieviel Mikroliter der
Zelllosung bendtigt wird. Es wurden 2 ml des Differenzierungsmediums
hinzugefigt. Genauso wie bei den SCP-1 Zellen, wurde das
Differenzierungsmedium mit der 100% Zigarettenrauchlésung verdinnt, um

Konzentrationen von 0,1%, 0,5%, 1%, 5% und 10% Zigarettenrauch zu erhalten.
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2.5 Losungen

2.5.1 Herstellen von CSE (Sreekumar et al. 2017)

Abbildung 6: Versuchsaufbau zur Herstellung von CSE, SWI 2017.

Wie Abbildung 6 zeigt, wurden im freien Handel erhaltliche Zigaretten der Marke
Marlboro (Philip Morris International, New York City, USA), von welcher jede
Zigarette 0,8 mg Nikotin und 10 mg Teer enthalt, unter Zuhilfenahme einer
Pumpe (Cyclo II, Carl Roth, Deutschland) ,geraucht’. Der Zigarettenrauch wurde
in eine  Gaswaschflasche mit 50 ml vorgewarmtem  SCP-1
Differenzierungsmedium ohne FBS, unter einer Geschwindigkeit von 90 Blasen
pro Minute geldst. Die Absorption wurde standardisiert bei einer Wellenlange von
320 nm gemessen (optische Dichte = 0,7). Die L6sung mit einer optischen Dichte
von 0,7 wurde als die 100% L6sung mit Zigarettenrauch angesehen. Sie wurde
durch einen Filter mit einer Porenbreite von 0,22 um filtriert. Die 100% L&sung
wurde nun mit SCP-1 Differenzierungsmedium weiter verdinnt, um
physiologische Konzentrationen von 3,2 ng/ml bis zu 320 ng/ml Zigarettenrauch
zu erhalten (0,1%, 1%, 5% und 10%). Um mehr DNA zu erhalten, wurden fur jede

Lésung immer zwei Mulden ausplantiert.

2.6 RNA-Isolierung (Peglab a VWR company 2017)

Die RNA-Isolierung der verschiedenen Versuchsreihen fand nach 7 Tagen fir die
erste Reihe, nach 14 Tagen fir die zweite Reihe und nach 21 Tagen fir die dritte
Reihe statt. Bei der RNA-Isolierung wurde zuerst das komplette
Differenzierungsmedium. Pro Mulde in der Platte wurden nun 250 pl TriFast
appliziert. Die Zellen wurden vom Boden der Platten mithilfe eines steril

verpackten Schabers gelést und die gewonnene Lésung in sterile Eppendorf-

Die Wirkung von Zigarettenrauch auf die Differenzierung von SCP-1 abgeleitete Osteoblasten und die Modifikation im Wnt- und BMP- Signalweg

Julius Strobel 34/101



Material und Methoden

Roéhrchen pipettiert und fir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Im
Anschluss wurden zu jeweils 500 pl der Zelllbsung 100 pl Chloroform
hinzugegeben und diese Suspension nur vorsichtig vermischt. Danach wurde die
Losung fur 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und im Nachhinein bei
14.000 g fur 10 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Wahrend dem Zentrifugieren
wurden 250 pl Isopropanol pro 500 pl TriFast in ein frisches Eppendorf-Réhrchen
pipettiert. Nach der Zentrifugation wurde die wassrige obere Phase in das neue,
mit Isopropanol bestickte Eppendorf-Rohrchen pipettiert und vorsichtig
vermischt. Diese Lésung wurde dann fir 10 Minuten auf Eis inkubiert und wieder
bei 14.000 g fiir 10 Minuten und bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde nun
vorsichtig abpipettiert, um das RNA-Pellet nicht zu beschadigen. Das RNA-Pellet
wurde danach mit 1 ml 70% Ethanol gewaschen und wieder mit den vorherigen
Einstellungen zentrifugiert. Weiterhin wurde das Ethanol entfernt und wieder
frisches Ethanol zum Waschen und Zentrifugieren hinzugefiigt. Dieser Schritt
wurde zweimal wiederholt. Nach der letzten Zentrifugation wurde das Eppendorf-
Roéhrchen offen auf dem Eis stehen gelassen, sodass das restliche Ethanol
verdampfen konnte. Nach einigen Minuten wurde 30 pul DEPC-Wasser in jedes
Eppendorf-Réhrchen  hinzugegeben und das RNA-Pellet vorsichtig
resuspendiert. Das DEPC-Wasser war ein Wasser frei von Ribonukleasen. Um
RN-ase-freies Wasser herzustellen wird 0,1%iges Diethyldicarbonat in Wasser
autoklaviert. Das unverbrauchte Diethyldicarbonat hydrolysiert bei den

Temperaturen des Vorgangs zu Ethanol und Kohlenstoffdioxid

2.7 RNA-Quantifizierung
(BMG LABTECH The Microplate Reader Company 2017)

Die RNA-Quantifizierung wurde mittels eines optischen Mikroplatten-Readers der
Firma BMG Labtech durchgefihrt. Hierzu wurden die ,LVis Platte® verwendet.
Die Einstellung am Mikroplatten-Reader wurden wie folgt vorgenommen. Es
wurden die Programme ,LVis Dust Check® und ,LVis DNA®“ verwendet. Die
Wellenlange betrug 230 nm. Die ,LVis Platte” wurde vor der Messung von Staub
entfernt. Danach wurden auf jede Messstelle 2 ul DEPC-Wasser appliziert und
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die Platte in den Platten-Reader eingefuhrt. Nun folgte eine erste Messung mit
dem Programm ,LVis Dust Check®. Danach wurden das Programm ,LVis DNA®
eingestellt und die Messung gestartet. Der erste Teil der Messung mit DEPC-
Wasser dient dem Gerat als Leerprobe um nachher die RNA-Konzentration zu
messen. Nach dem ersten Teil der Messung wurden die Messstellen vom DEPC-
Wasser gereinigt und jeweils 2 pl der RNA-LOsung appliziert. Nun folgte der
zweite Teil der Messung um den tatsachlichen RNA-Gehalt unserer Proben zu

erhalten.

2.8 Uberprufung der RNA-Integritat mittels Gelelektrophorese
(Sambrook und Russell 2001)
Um die Integritat der gewonnenen RNA zu udberprifen, wurde eine
Gelelektrophorese durchgefihrt (vgl. Abbildung 7). Die gewonnene RNA sollte
frei von Salzen und Proteinen sein. Zuerst wurde ein 1,5% Agarosegel
hergestellt. Das Gel wurde mit 1,5 g Agarose-Pulver, 100 ml 1xTBE und 5 pl
Ethidiumbromid hergestellt. Das 1XTBE wurde aus 100 ml 10xTBE und 900 ml
destilliertem Wasser hergestellt. Das 10xTBE bestand aus 540 g Tris, 275 g
Borsaure und 37,3 g EDTA, welches mit 5 | mit destilliertem Wasser aufgefullt
wurde und auf einen pH-Wert von 8,3 eingestellt wurde. Nun wurden jeweils 8 pl
jeder RNA-L6sung zu 2 pl PCR-Puffer pipettiert. Der PCR-Puffer wurde
hergestellt, indem 25 mg Bromphenol blau zu 5 ml 10xTBE hinzugefugt wurden.
Nach Aushéarten des Gels wurde die Kammer mit den 10 ul RNA-LAsungen gefullt
und 3 ul eines Markers in eine Gelkammer appliziert. Die Spannung wurde auf
90 Volt eingestellt und die Gelelektrophorese flr 40 Minuten gestartet. Die Fotos

der fertigen Gelelektrophorese wurden unter Zuhilfenahme des Gel-Docs erstellt.

Abbildung 7: Die Gelelektrophorese zur Kontrolle der Integritédt der RNA. Die obere Bande stellt die 60S
Untereinheit der rRNA dar, die untere Bande die der 40S Untereinheit.
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2.9 cDNA-Synthese

Bei cDNA handelt es sich um eine komplementare DNA, die mithilfe des Enzyms
reverse Transkriptase aus mRNA synthetisiert wird. Erster Schritt der cDNA-
Synthese war es, einen gleichen RNA-Gehalt aller Proben zu erhalten. Ziel war
es immer, 1000 ng cDNA zu synthetisieren. Daflr wurde ein gemeinsamer
Nenner der verschiedenen RNA-Proben ermittelt. Dadurch erhielt man jeweils
eine unterschiedliche Menge an RNA in Mikroliter fur die cDNA-Synthese. Die
cDNA-Synthese erfolgte in einem Thermocycler mit dem Programm ,cDNA-
Synthese”. Die cDNA-Synthese wurde mithilfe eines Kits der Firma ,Thermo
Fisher Scientific“ durchgeflihrt. Dieses Kit beinhaltete eine reverse Transkriptase,
einen RiboLock RNase Inhibitor, einen Oligo und Random Primer, einen 5x
reaction buffer, einen dNTP Mix, sowie nukleasefreies Wasser. Die reverse
Transkriptase ist eine RNA-abhangige DNA-Polymerase, sprich ein Enzym,
welches die Umschreibung von RNA in DNA katalysiert (Temin und Mizutani
1970). Der RiboLock RNase Inhibitor inhibiert RNasen. Der Oligo Primer besteht
aus circa 15 Thymidin-Nukleotiden. Diese kdnnen an das polyadenylierte
3-Ende der mRNA binden. Der Oligo Primer dient somit als Primer fur die
reverse Transkriptase. Der Random Primer besteht aus sechs zufallig
ausgewahlten Nukleotiden. Der dNTP Mix besteht aus den vier verschiedenen
Desoxyribonukleosidtriphosphate, welche die Bausteine der neu synthetisierten
cDNA darstellen (Grabowski 2006). Als erstes wurden in 50 pl Eppendorf-
Roéhrchen jeweils 1 pl Oligo Primer, 1 ul Random Primer, sowie eine bestimmte
Menge X an RNA und eine bestimmte Menge X an nukleasefreiem Wasser
zugegeben. Die Menge an RNA ermittelte sich aus der Auswertung der Integritat.
Anhand dieser Menge der RNA errechnete sich auch die Menge an
nukleasefreiem Wasser. Insgesamt wurde fur den ersten Schritt der Reaktion
eine Gesamtmenge von 11 pl bendtigt. Im Anschluss wurde die cDNA-Synthese
im Thermocycler gestartet. Der erste Schritt des Programmes ,cDNA-synthesis®
lief bei einer Temperatur von 95°C und einer Dauer von 5 Minuten ab. Dieser
Schritt diente der verbesserten Anlagerung der Primer. Wahrend des ersten
Schrittes im Thermocycler wurde in separaten Eppendorf-R6hrchen eine

Mischung aus 4 pl 5x reaction buffer, 1 pl RiboLock RNase, 2 ul dNTP Mix, sowie
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2 pl reverse Transkriptase fur jede cDNA-Synthese hergestellt. Nach dem ersten
Schritt wurde der Thermocycler angehalten und die hergestellte Mischung zu
jedem Eppendorf-Réhrchen im Thermocycler hinzugegeben. Nun waren in jeder
Probe insgesamt 20 pl der fertigen Mischung fur die cDNA-Synthese. Der
Thermocycler wurde wieder geschlossen und das Programm fortgesetzt. Am
Ende der cDNA-Synthese wurde ein Wert von 1000 ng/20 ul cDNA erreicht.
Gewiinscht war jedoch ein cDNA-Gehalt von 10 ng/pl. Die cDNA wurde mit
DEPC-Wasser auf den gewiinschten Wert verduinnt.

2.10 Primerdatenbank

Die Primer wurden mit der Software PrimerBlast generiert
(NationalCenterforBiotechnologylnformation 2017). Nachstehend eine Tabelle
der Primer, welche fir die Versuche in dieser Arbeit verwendet wurden (vgl.
Tabelle 2). Aufgelistet ist jeweils der Name des Primers, die Reihenfolge der
Nukleotide fur forward und reverse Primer, die Basenpaarlange, die Annealing-

Temperatur sowie die Nummer in der Gen-Datenbank des NCBI.

Name Vorwarts Lange | Temp. | Gen-Datenbank
Ruckwarts NM _

BMP2 CCCCCTACATGCTAGACCTGT 150 60°C | 1200.3
CACTCGTTTCTGGTAGTTCTTCC

BMP7 CTACGCCGCCTACTACTGTG 247 60°C | 001719.2
GAAAGTTGGGTAGTGGCAGC

Alk1 GCTCAGACACGACAACATCC 260 58°C | 001077401.1
ATTGCGGCTCTTGAAGTCG

Alk2 CTTGCATTGCTGACTTTGG 309 60°C | 001347667.1
CCAATTTCCTCCTCAAATGG

Alk6 CTTTTGCGAAGTGCAGGAAAAT 246 60°C | 001256793.1
TGTTGACTGAGTCTTCTGGACAA

Smad1l CGACCAGATCAATCCAGGCT 209 60°C | 005900.2
AAGTAACCCAGTCAGCACCG

Smad?2 CAATCGCCCATTCCCCTCTT 213 60°C | 005901.5
AGTCTCTTCACAACTGGCGG

Smad3 GAGTTGAGGCGAAGTTTGGG 330 60°C | 005902.3
CTGGGGATGGTGATGCACTT

Smad4 CCATCCAGCATCCACCAAGT 796 60°C | 005359.5
TGTCGATGACACTGACGCAA

Smad5 CTGCCTCTGACTTGACCCAAT 409 60°C | 005903.6
CCTGCAGGCGTCCATCTAAA

Smad6 CCACCGGGAGGCACTTTT 502 60°C | 005585.4
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CCTTCAAAAGTTGTGCGGCT

Smad7 GGAGGTCATGTTCGCTCCTT 576 60°C | 005904.3
CCGAGGAATGCCTGAGATCC

ActR2A ACAAGATGGCCTACCCTCCT 473 60°C | 001278579.1
TCAACACTGGTGCCTCGTTT

ActR2B CTCCTCTGGGGATCGCTGT 84 60°C | 001106.3
CTCCCAGTTGGCGTTGTAGT

Runx2 TCCTATGACCAGTCTTACCCCT 190 62°C | 1024630.3
GGCTCTTCTTACTGAGAGTGGAA

Sost TGAGACCAAAGACGTGTCCG 331 60°C | 025237.2
CTTGAGCTCCGACTGGTTGT

OPG CCGGAAACAGTGAATCAACTC 313 60°C | 002546.3
AGGTTAGCATGTCCAATGTG

ocC TCCTTTGGGGTTTGGCCTAC 319 60°C | 199173.5
CTTGGACACAAAGGCTGCAC

Foxo CAGCCGCCACATTCAACAGG 963 61°C | 002015.3
GCTCTTGACCATCCACTCGT

TGF-beta | GGGCTACCATGCCAACTTCT 384 60°C | 000660.6
GACACAGAGATCCGCAGTCC

alpha-Tatl | AAGGATGCAGAGTAACCGCC 855 60°C | 001031722.3
TCTTGGTTGCCTGTATTGGGG

Endoglin TACCACAGCCTTCATCTGCG 674 60°C | 001114753.2
CAGGCTGGAATTGTAGGCCA

DKK1 TGGAACTCCCCTGTGATTGC 115 60°C | 012242.2
AATAGGCAGTGCAGCACCTT

DKK2 GGTGGAGAGCTCACAGATCG 567 60°C | 014421.2
CCCTGATGGAGCACTGGTTT

AP TTTATAAGGCGGCGGGGGTG 198 61°C | 000478.5
AGCCCAGAGATGCAATCGAC

Smurf2 CATGTCTAACCCCGGAGGC 138 60°C | 022739.3
TGCCCAGATCCATCAACCAC

wnt2 TAACAAGGTGGGGACGTGTG 429 60°C | 003391.2
TTATTGTAAGGCCGCCCCAG

Gli2 GATTTCCCTTGCCAGTCCCA 328 59°C | 005270.4
TTCTTGGCAAAGGCGGGATA

Pc2 CGCCGGGAAGAAAGGAACAT 821 60°C | 000297.3
ATTGGAGCTCATCATGCCGT

Rankl GGAGTTGGCCGCAGACAAGA 976 61°C | 003701.3
CGGATCCAGTAAGGAGGGGT

GAP-DH CTCTGCTCCTCCTGTTCGAC 121 60°C | 002046.5
GCGCCCAATACGACCAAATC

Tabelle 2: Die in dieser Arbeit verwendeten Primer.

2.11 Die Polymerase-Kettenreaktion

Entwickelt wurde die Methode der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) durch Kary
B. Mullis im Jahr 1983 (Mullis et al. 1986), wofir er 1993 den Nobelpreis fur
Chemie erhielt. Ziel der PCR ist es, die Nukleotidsequenz der DNA millionenfach
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zu vervielfaltigen. Diese Methode macht es mdglich, bereits sehr geringe Mengen
an DNA nachzuweisen (Saiki et al. 1988). Es wurden zwei Oligonukleotide
(Primer) eingesetzt, die zu den beiden Enden der Zielsequenz identisch waren.
Die PCR lief in einem Thermocycler ab. Erster Schritt der PCR war die
Denaturierung, das Trennen der doppelstrangigen DNA. Dies wurde erreicht,
indem die DNA fur 10 Minuten auf 95°C erhitzt wurde, was dazu fuhrte, dass die
Wasserstoffbriickenbindungen, welche die beiden DNA-Einzelstrange
zusammenhalten, aufgebrochen wurden. Wahrend der Annealingphase lagerten
sich die komplementaren Primer an die einzelstrdngige DNA an. Je nach
Primertemperatur wurde eine Temperatur zwischen 50-68°C gewahlt. Wahrend
der Elongation synthetisierte die Tag-Polymerase, bei welcher es sich um ein
hitzestabiles Enzym handelte, ausgehend vom 3'-Ende der Primer einen neuen
DNA-Doppelstrang. Fur die Elongationsphase hatte der Hersteller unseres
Readymixes, die Firma Genaxxon, eine Temperatur von 72°C vorgeschrieben.
Die DNA-Sequenz konnte gezielt vervielfaltigt werden, indem man ein
gegenlaufig orientiertes Oligonukleotid-Primerpaar wéhlte. Die DNA konnte nun
zwischen den beiden Primern vervielfaltigt werden. Diese Schritte wurden nun
zyklisch wiederholt — Denaturierung, Annealing und Elongation — und die
Matrizen-DNA somit exponentiell vervielfaltigt. In dieser Arbeit wurde fur diese
Phase der PCR 35 Zyklen gewéhlt. Die finale Extensionsphase fand bei 72°C fur
10 Minuten statt.

Das verwendete PCR-Programm lautete wie folgt:

95°C fur 10 Minuten

[95°C fir 30 Sekunden
35 Zyklen Tanneal fir 30 Sekunden

72°C fur 1 Minute]

72°C fur 10 Minuten
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2.12 Herstellen der PCR Ausgangsprodukte

Zu der synthetisierten cDNA mussten noch Primer, destilliertes Wasser und ein
PCR-Readymix hinzugegeben werden. Hierzu wurden 6 pl der cDNA, jeweils 1 pl
forward, beziehungsweise reverse Primer, 2 ul DEPC-Wasser und 10 pl des
PCR-Readymixes in 0,2 ml Eppendorf-Réhrchen pipettiert. Der PCR
RedMastermix der Firma Genaxxon enthielt Taqg DNA Polymerase, dNTPs,
MgClz, roter Farbstoff und Reaktionspuffer. Jede PCR-Reihe hatte zuséatzlich
noch eine Negativ-Kontrolle ohne cDNA. Diese dient der eventuellen Anzeige

von Kontaminationen der Primer, beziehungsweise des DEPC-Wassers.

2.13 Die Agarose-Gelelektrophorese

Ausgewertet wurden die PCR-Produkte unter Zuhilfenahme einer Agarose-
Gelelektrophorese. Bei der Gelelektrophorese handelt es sich um die einfachste
und effektivste Methode um DNA-Fragmente zu identifizieren und zu trennen
(Aaij und Borst 1972). Hierzu wurde ein Elektrophoresepuffer, ein TBE-Puffer,
bestehend aus 540 g Tris, 275 g Borsaure und 37,3 g EDTA, auf 5 | mit
destilliertem Wasser aufgefillt und auf einen pH-Wert von 8,3 eingestellt. Mit dem
Elektrophoresepuffer wurde ein zweiprozentiges Agarosegel hergestellt. Die
Agarose loste sich beim Erhitzen in einer Mikrowelle. Es wurden noch 7 ul
Ethidiumbromid hinzugegeben, welches sich zwischen die Basenpaare der DNA
lagerte. Dadurch wurde das Anregungsspektrum des Ethidiumbromids verandert
und somit die Fluoreszenz bei Verwendung von ultraviolettem Licht stark erhoht.
Das nun noch flissige Gel wurde in eine Kammer, in welcher sich ein Kamm
befand, gegeben. Beim Gelieren des Gels bildeten sich durch die Kammzinken
Taschen, in welche im ausgelierten Zustand die DNA-LOsung pipettiert wurde.
Die Gelkammer wurde vollstandig mit TBE-Puffer Ubergossen. Im Anschluss
wurde eine Spannung angelegt. Da die DNA negativ geladen war, wanderte sie
im angelegten elektrischen Feld vom Minus-Pol zum Plus-Pol. Beim Wandern
trennte sich die DNA der GrofRe nach auf, da die Molekile von der Gelmatrix
unterschiedlich gebremst wurden. Grof3e Molekile wurden durch das

guervernetzte Agarosegel bereits sehr friih gebremst, kleine Molektile wanderten
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hingegen sehr weit durch das Gel. Dadurch bildeten sich verschiedene Banden,
welche spater unter UV-Licht sichtbar gemacht und fotografiert wurden. Mithilfe
einer Pipette wurden die Taschen mit den DNA-Proben geladen. In jede Tasche
wurden 10 pl der Probe vorsichtig appliziert. Jeweils in der Mitte einer Reihe
wurden 6 ul eines DNA-GroRenmarkers appliziert und mitlaufen gelassen. Zum
Abschluss wurden noch Fotos mithilfe des Gel-Docs angefertigt und diese mit
der Software ImageJ ausgewertet. Abbildung 8 zeigt im Folgenden eine kleine
schematische Darstellung der Gelelektrophorese (Manske 2003).

@ @ ®
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der Gelelektrophorese (Manske 2003).

2.14 Optische Auswertung mit ImageJ

Die Auswertung der Gelelektrophorese wurde mithilfe der Software ImageJ
durchgefuhrt. Das auszuwertende Foto der Gelelektrophorese wurde im
Programm aufgerufen. Danach wurde unter dem Punkt ,Plugins® der Punkt
,macros” gedffnet und der Button ,record“ betatigt. Nun wurde die Helligkeit, im
Ubertragenden Sinne die Genexpression, jeder einzelnen Bande eingerahmt und
unter dem Punkt ,Analyze->measure” gemessen. Zum Schluss wurde eine
Aufnahme des Hintergrundes der Gelelektrophorese ausgewertet. Dies diente
dazu, die reine Genexpression ohne den schwarzen Hintergrund zu analysieren.

Daher wurde der Hintergrund jeweils vom gemessenen Mittelwert subtrahiert.
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2.15 Datenverarbeitung — die Genexpression der targets in Bezug
zum housekeeping gene
Die komplette Auswertung beruhte auf dem Vergleich der Genexpression eines
bestimmten Gens mit der Genexpression der GAP-DH. Die GAP-DH ist das
Schlusselenzym der Glycolyse und zeigt somit deutlich, wie aktiv die zu
untersuchenden Zellen waren. Daher wurde zuerst die Genexpression der GAP-
DH mit ImageJ gemessen. Im Anschluss wurde jede der folgenden
Genexpressionen mit der der GAP-DH verglichen. Abbildung 9 zeigt ein Beispiel

der Auswertung.

|

User Exp. Time: 0.52sec Gain:-100% Upper: 100% Lower:0% Lin.Gamma:
Date: 09.06.2016 _ Time: 13:31:49

Abbildung 9: Das Bild einer Gelelektrophorese Exemplarisch fiir die Auswertung der Genexpression mittels
der Gelelektrophorese. Im linken oberen Bild ist die Genexpression der GAP-DH zu sehen, im rechten
oberen Rand die des BMP2 und im linken unteren Bild die Expression des BMP7.

Abbildung 9 zeigt auf der linken oberen Seite des Bildes der Gelelektrophorese
die Genexpression der GAP-DH. Von links nach rechts wurden 0%, 0,1%, 0,5%,
1%, 5%, 10%, 20% CSE und eine Positivkontrolle aufgelistet. Im oberen rechten
Teil des Bildes sieht man die Genexpression des BMP2. Tabelle 3 zeigt die durch

ImageJ ausgewerteten Werte fir die Expression der GAP-DH.
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Konzentration | GAP-DH Hintergrund GAP-DH-

Zigarettenrauch Hintergrund
0% 37.417.721 12.040.433 25.377.288
0,1% 41.706.105 12.040.433 29.665.672
0,5% 42.252.204 12.040.433 30.211.771
1% 42.600.737 12.040.433 30.560.304
5% 40.062.130 12.040.433 28.021.697
10% 40.139.307 12.040.433 28.098.874

Tabelle 3: Die ausgewerteten Werte der Expression der GAP-DH mit Hilfe von ImageJ.

Des Weiteren ergaben sich fir die Expression des BMP2 folgende Ergebnisse

(vgl. Tabelle 4).

Konzentration | BMP2 Hintergrund BMP2-Hintergrund
Zigarettenrauch

0% 22.675.350 12.040.433 10.634.917

0,1% 22.026.043 12.040.433 9.985.610

0,5% 19.553.282 12.040.433 7.512.849

1% 21.705.591 12.040.433 9.665.158

5% 19.734.347 12.040.433 7.693.914

10% 21.400.211 12.040.433 9.359.778

Tabelle 4: Die ausgewerteten Werte der Expression des BMP2 mit Hilfe von ImageJ.
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Die Genexpression des zu untersuchenden Genes wurde nun ins Verhaltnis zur
GAP-DH gesetzt, wie Tabelle 5 zeigt.

Konzentration GAP-DH BMP2 BMP2/GAP-DH
Zigarettenrauch

0% 25.377.288 10.634.917 0,41907224
0,1% 29.665.672 9.985.610 0,33660488
0,5% 30.211.771 7.512.849 0,24867291
1% 30.560.304 9.665.158 0,31626511
5% 28.021.697 7.693.914 0,27456988
10% 28.098.874 9.359.778 0,33310153

Tabelle 5: Die Genexpression des zu untersuchenden Genes ins Verhaltnis zur GAP-DH.

Als letzter Schritt wurde jeder Wert in Bezug zu der 0% Zigarettenrauchlésung
gesetzt. Somit war der Wert fur 0% Zigarettenrauch jeweils 1 und an diesem
orientierten sich die restlichen Werte der verschiedenen Konzentration von
Zigarettenrauch. Als Beispiel nun wieder mit den oben aufgefuhrten Werten (vgl.
Tabelle 6).

Konzentration | BMP2/BMP2
Zigarettenrauch | control

0% 1

0,1% 0,80321445
0,5% 0,59338912
1% 0,75467922
5% 0,65518508
10% 0,79485468

Tabelle 6: Die Genexpression bei unterschiedlichen Konzentrationen von Zigarettenrauch im Verhéltnis zu
0% Zigarettenrauch

Die nun erhaltenen Werte wurden mithilfe der Software GraphPadPrism 6 (El

Camino Real, CA, USA) analysiert.
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2.16 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung und grafische Darstellung der erhobenen Daten
erfolgte mit dem Programm GraphPadPrism 6 (El Camino Real, CA, USA). Die
Daten wurden zuerst durch einen Kruskal-Wallis H-Test analysiert und im
Anschluss noch mittels eines Dunn Test, um mehrere Gruppen untereinander zu
vergleichen. Signifikanzen ab p<0,5 wurden als *, Signifikanzen ab p<0,01
wurden als ** und Signifikanzen ab p<0,001 wurden als *** angegeben. Unter
den Abbildungen der jeweiligen Versuche wird in jedem Einzelfall
gekennzeichnet, welche Parameter zur Berechnung der Signifikanzen
herangezogen wurden. Dieselbe Versuchsreihe wurde jeweils mindestens
zweifach durchgefuhrt (N=2).
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3 Ergebnisse

3.1 Zellinien

3.1.1 Targets des BMP Signalwegs (Tag 7, 14 und 21)

Bei der ersten Vorversuche wurde die RNA-Isolierung der SCP-1 Zellen nach 7
Tagen durchgeftihrt, da untersucht werden sollte, wie sich das Rauchen auf die
Osteoblasten zu Beginn einer Frakturheilung auswirkt. Da bei der Genexpression
keine signifikanten Veranderungen festzustellen waren, wurde diese

Versuchsreihe nur zweimal N=2 durchgefihrt und nicht bei allen Genen.

Die differenzierten SCP-1 Zellen durchliefen in der zweiten Versuchsreihe
14 Tage unter den unterschiedlichen Zigarettenrauchkonzentrationen. Die RNA-

Isolierung erfolgte nach 14 Tagen.

Als letzte Versuchsreihe wurden die SCP-1 Zellen 21 Tage lang den

verschiedenen Zigarettenrauchkonzentrationen ausgesetzt.
Die Versuchsreihe mit 14 und 21 Tagen wurde fir jedes Gen N=3 durchgefihrt.

Bei zwei der Schlusselspieler in der osteogenen Differenzierung, BMP2 und
BMP7, welche die Fahigkeit besitzen Knochenwachstum zu induzieren, wurden
nach 7 Tagen keine statistisch signifikanten Veranderungen in der
Genexpression festgestellt. Wie Abbildung 10 zeigt, war auch keine Tendenz
festzustellen, ob eine vermehrte bzw. eine verminderte Genexpression bei

zunehmender Konzentration des Zigarettenrauchs vorlag.

Nach 14 und 21 Tagen wurden sowohl BMP2, als auch BMP7 herunterreguliert.
Jedoch wurde die Genexpression von BMP7 nach 14 Tagen nicht signifikant
verandert. Im Gegensatz dazu wurde die Genexpression des BMP2 mit
steigender Konzentration des Zigarettenrauchs im Vergleich zu 0%
Zigarettenrauchkonzentration signifikant verringert (BMP2: 0,1% p<0,001; 0,5%
p<0,001; 1% p<0,001; 5% p<0,001; 10% p<0,001; im Vergleich zu 0%
Zigarettenrauchkonzentration). BMP7 wurde nach 21 Tagen statistisch
signifikant herunterreguliert (10% p<0,5 im Vergleich zu 0% CSE).
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Abbildung 10: Statistische Auswertung der Genexpression von BMP2 und BMP7. Auf der x-Achse wurde
die Konzentration von Zigarettenrauch aufgetragen, zunachst wurde Tag 7, dann Tag 14 und schlieflich
Tag 21 aufgefiihrt. Auf der y-Achse wurde die Genexpression des zu untersuchenden Genes im Vergleich
zur GAP-DH und zu 0% Zigarettenrauch aufgetragen. Alle Versuche (Tag 7: N=2; Tag 14 und 21: N=3)
wurden zuerst durch einen Kruskal-Wallis H-Test analysiert und im Anschluss noch mittels eines Dunn Tests
ausgewertet. Die erhdhte Zigarettenrauchkonzentration wirkte sich an Tag 7 weder positiv, noch negativ auf
die Genexpression aus. Es war keine statistisch signifikanten Verdnderungen in der Genexpression
festzustellen. Die Genexpression des BMP2 wurde an Tag 14 mit steigender Konzentration des
Zigarettenrauchs im Vergleich zu 0% Zigarettenrauchkonzentration signifikant verringert (BMP2: 0,1%
p<0,001; 0,5% p<0,001; 1% p<0,001; 5% p<0,001; 10% p<0,001; im Vergleich zu 0% CSE). BMP7 wurde
an Tag 21 statistisch signifikant herunterreguliert (10% p<0,5 im Vergleich zu 0% CSE).
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Als nachstes wurden die drei Typ-I-Rezeptoren der BMPs, Alkl, Alk2 und Alk6
nach CSE Inkubation analysiert (vgl. Abbildung 11). Auch hier wurde keine
statistische Signifikanz an Tag 7 in der Genexpression festgestellt. Es liel3 sich
eine leichte Tendenz zu einer Hochregulierung des Alkl vermuten. Aul3erdem
lie3 sich eine Herunterregulierung des Alk2 feststellen. Bei Alk6 fand keine

Veranderung nach CSE Inkubation statt.

Im Gegensatz zu der Auswertung nach 7 Tagen, lasst sich nach 14 Tagen eine
deutliche Veranderung der Genexpressionen nach CSE inkubation feststellen.
Lediglich bei Alkl war nichts zu erkennen. Hier war auch keine Tendenz einer
Herunter- bzw. Hochregulierung zu konstatieren. Bei Alk2 wurden in der
Genexpression signifikante Veranderungen ermittelt. Die Genexpression wurde
massiv herunterreguliert (Alk2: 10% p<0,001 im Vergleich zu 0%; 0,5% p<0,01;
1% p<0,01; 5% p<0,01; 10% p<0,01; im Vergleich zu 0,1%
Zigarettenrauchkonzentration). Beim letzten Typ-I-Rezeptor, dem Alk6, fand eine
deutliche Herunterregulierung der Genexpression statt, jedoch ohne statistische

Signifikanzen.

Nach 21 Tagen wurden alle drei Rezeptoren durch CSE herunterreguliert, jedoch
lediglich Alk2 statistisch signifikant (0,1% p<0,5; 0,5% p<0,01; 1% p<0,01; 5%
p<0,01; 10% p<0,01; im Vergleich zu 0% CSE).
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Abbildung 11: Statistische Auswertung der Genexpression der Typ-I-Rezeptoren Alkl, Alk2 und Alk6. Auf
der x-Achse wurde die Konzentration von Zigarettenrauch aufgetragen, zunachst wurde Tag 7, dann Tag
14 und schlie3lich Tag 21 aufgefiihrt. Auf der y-Achse wurde die Genexpression des zu untersuchenden
Genes im Vergleich zur GAP-DH und zu 0% Zigarettenrauch aufgetragen. Alle Versuche (Tag 7: N=2; Tag
14 und 21: N=3) wurden zuerst durch einen Kruskal-Wallis H-Test analysiert und im Anschluss noch mittels
eines Dunn Tests ausgewertet. Alkl wurde nach 7 Tagen leicht hochreguliert. Alk2 lie3 sich eine
Herunterregulierung vermuten. Bei Alk6 fand keine Verdnderung statt. Statistisch signifikanten
Veranderungen in der Genexpression waren nicht zu sehen. Nach 14 Tagen zeigte Alkl weder eine
Tendenz zur Herunter- bzw. Hochregulierung, noch eine statistische Signifikanz. Bei der Genexpression von
Alk2 war eine signifikante Herunterregulierung festzumachen (10% p<0,001 im Vergleich zu 0% CSE; 0,5%
p<0,01; 1% p<0,01; 5% p<0,01; 10% p<0,01; im Vergleich zu 0,1% CSE). Bei Alk6 war eine deutliche
Herunterregulierung zu eruieren, jedoch ohne statistische Signifikanz. Nach 21 Tagen zeigte lediglich Alk2
eine statistisch signifikante Herunterregulierung (0,1% p<0,5; 0,5% p<0,01; 1% p<0,01; 5% p<0,01; 10%
p<0,01; im Vergleich zu 0% CSE).
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Abbildung 12 bis Abbildung 15 wurden nun die Smad-Proteine untersucht. Diese
Proteine leiten die Signale weiter und aktivieren im Zellkern die Transkription
bestimmter Gene. Als Erstes wurden die Rezeptor-Smads, Smadl, 2, 3 und 5,
untersucht. Nach 7 Tagen liel3 sich eine leichte Tendenz zur Hochregulierung
des Smadl vermuten. Bei Smad2 und Smad3 waren keine Tendenzen
festzustellen. Smad5 hatte eine klare Tendenz zur Herunterregulierung. Auch

hier wurden keine statistisch signifikanten Veranderungen festgestellt.

Nach 14 Tagen wurde bei Smadl eine statistisch signifikante
Herunterregulierung ausgemacht (0,1% p<0,01; 0,5% p<0,01; 1% p<0,01; 5%
p<0,01; 10% p<0,01; im Vergleich zu 0% CSE). Ebenso wurden statistisch
signifikante Werte fur die Herunterregulierung der Genexpression fur Smad?2
erhalten (0,1% p<0,01; 0,5% p<0,001; 1% p<0,001; 5% p<0,001; 10% p<0,001;
im Vergleich zu 0% CSE; 10% p<0,5 im Vergleich zu 0,1% CSE). Bei Smad3
wurde eine statistisch signifikante Herunterregulierung ermittelt (0,5% p<0,5; 1%
p<0,01; 5% p<0,5; 10% p<0,01; im Vergleich zu 0% CSE). Bei Smad5 wurde
eine deutliche sichtbare Herunterregulierung analysiert, jedoch ohne statistisch

signifikante Werte.

Nach 21 Tagen ist bei allen Smads, Smad1, 2, 3 und 5, eine Herunterregulierung
zu erkennen. Smad3 wird statistisch signifikant herunterreguliert (5% p<0,5; 10%
p<0,01; im Vergleich zu 0% CSE).
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Abbildung 12: Statistische Auswertung der Genexpression der Rezeptor-Smads, Smadl und Smad2. Auf
der x-Achse wurde die Konzentration von Zigarettenrauch aufgetragen, zundchst wurde Tag 7, dann Tag
14 und schlieBlich Tag 21 aufgefuhrt. Auf der y-Achse wurde die Genexpression des zu untersuchenden
Genes im Vergleich zur GAP-DH und zu 0% Zigarettenrauch aufgetragen. Alle Versuche (Tag 7: N=2; Tag
14 und 21: N=3) wurden zuerst durch einen Kruskal-Wallis H-Test analysiert und im Anschluss noch mittels
eines Dunn Tests ausgewertet. Nach 7 Tagen wurde Smad1 leicht hochreguliert. Es waren jedoch keine
statistische Signifikanz zu sehen. Smad2 zeigte keine Tendenz. Nach 14 Tagen wurden signifikante
statistische Veranderungen der Genexpression von Smadl festgestellt (0,1% p<0,01; 0,5% p<0,01; 1%
p<0,01; 5% p<0,01; 10% p<0,01; im Vergleich zu 0% CSE). Ebenso waren statistisch signifikante
Veranderungen bei Smad2 zu erfassen (0,1% p<0,01; 0,5% p<0,001; 1% p<0,001; 5% p<0,001; 10%
p<0,001; im Vergleich zu 0% CSE; 10% p<0,5 im Vergleich zu 0,1% CSE). Nach 21 Tagen war eine leichte
Herunterregulierung bei Smadl und Smad2 zu erkennen.
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Abbildung 13: Statistische Auswertung der Genexpression der Rezeptor-Smads, Smad3 und Smad5. Auf
der x-Achse wurde die Konzentration von Zigarettenrauch aufgetragen, zunachst wurde Tag 7, dann Tag
14 und schlie3lich Tag 21 aufgefuhrt. Auf der y-Achse wurde die Genexpression des zu untersuchenden
Genes im Vergleich zur GAP-DH und zu 0% Zigarettenrauch aufgetragen. Alle Versuche (Tag 7: N=2; Tag
14 und 21: N23) wurden zuerst durch einen Kruskal-Wallis H-Test analysiert und im Anschluss noch mittels
eines Dunn Tests ausgewertet. Nach 7 Tagen zeigte Smad3 keine Tendenz. Smad5 hatte eine deutliche
Tendenz zur Herunterregulierung. Eine statistische Signifikanz in der Veranderung der Genexpression
wurde nicht festgestellt. Nach 14 Tagen waren statistisch signifikante Werte nur bei Smad3 zu erkennen
(0,5% p<0,5; 1% p<0,01; 5% p<0,5; 10% p<0,01; im Vergleich zu 0% CSE). Bei Smad5 war lediglich eine
Herunterregulierung zu sehen, jedoch ohne statistische Signifikanz. Nach 21 Tagen wurden sowohl Smad3,
als auch Smad5 herunterreguliert, jedoch nur Smad3 statistisch signifikant (5% p<0,5; 10% p<0,01; im
Vergleich zu 0% CSE).

Auch bei Smad4 war nach 7 Tagen keine statistisch signifikante Veranderung
nach CSE Inkubation zu sehen, wie Abbildung 14 zeigt. Smad4 ist das co-Smad,
welches mit den Rezeptor-Smads interagiert und somit die Transkription der
Gene im Zellkern férdert (Nakao et al. 1997, Takase et al. 1998, Jayaraman und
Massague 2000).

Nach 14 Tagen wurde eine statistisch signifikante Herunterregulierung
ausgemacht (0,1% p<0,001; 0,5% p<0,001; 1% p<0,001; 5% p<0,001; 10%
p<0,001; im Vergleich zu 0% CSE).
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Auch nach 21 Tagen ist eine Herunterregulierung zu erkennen, jedoch ohne

statistische Signifikanz.
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Abbildung 14: Statistische Auswertung der Genexpression des co-Smad Smad4. Auf der x-Achse wurde die
Konzentration von Zigarettenrauch aufgetragen, zunachst wurde Tag 7, dann Tag 14 und schlieBlich Tag
21 aufgefuhrt. Auf der y-Achse wurde die Genexpression des zu untersuchenden Genes im Vergleich zur
GAP-DH und zu 0% Zigarettenrauch aufgetragen. Alle Versuche (Tag 7: N=2; Tag 14 und 21: N=3) wurden
zuerst durch einen Kruskal-Wallis H-Test analysiert und im Anschluss noch mittels eines Dunn Tests
ausgewertet. Statistische Signifikanzen wurden nach 7 Tagen bei Smad4 nicht ermittelt. Nach 14 Tagen
wurden statistische Signifikanzen bei Smad4 fir alle Zigarettenrauchkonzentrationen im Vergleich zu 0%
Zigarettenrauch ausgemacht (0,1% p<0,001; 0,5% p<0,001; 1% p<0,001; 5% p<0,001; 10% p<0,001). Nach
21 Tagen wurde Smad4 ebenfalls herunterreguliert.

Als letzte der Smad-Familie wurden die zwei Inhibitoren der Rezeptor-Smads und
des co-Smads Smad6 und 7 untersucht. Auch hier wurde nach 7 Tagen in
Gegenwart von CSE weder eine statistische Signifikanz, noch eine Tendenz zur

Hoch- bzw. Herunterregulierung festgestellt.

Nach 14 Tagen wurde bei Smad6 in Gegenwart von CSE zwar eine
Herunterregulierung der Genexpression festgestellt, diese hatte jedoch im
Vergleich zu der Herunterregulierung von Smad7 keine statistisch signifikanten
Werte. Bei Smad7 wurde eine statistisch signifikante Herunterregulierung
ermittelt (1% p<0,01; 5% p<0,01; 10% p<0,01; im Vergleich zu 0%

Zigarettenrauch).

Nach 21 Tagen wurden sowohl Smad6 (1% p<0,5; 10% p<0,01; im Vergleich zu
0% CSE), als auch Smad7 (1% p<0,5; 5% p<0,5; 10% p<0,5; im Vergleich zu 0%
CSE) nach Inkubation mit CSE signifikant herunterreguliert.
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Abbildung 15: Statistische Auswertung der Genexpression der Inhibitor-Smads, Smad6 und Smad7. Auf der
x-Achse wurde die Konzentration von Zigarettenrauch aufgetragen, zunachst wurde Tag 7, dann Tag 14
und schlieBlich Tag 21 aufgefuhrt. Auf der y-Achse wurde die Genexpression des zu untersuchenden Genes
im Vergleich zur GAP-DH und zu 0% Zigarettenrauch aufgetragen. Alle Versuche (Tag 7: N=2; Tag 14 und
21: N=3) wurden zuerst durch einen Kruskal-Wallis H-Test analysiert und im Anschluss noch mittels eines
Dunn Tests ausgewertet. Signifikanzen wurden bei Smad6 und 7 nach 7 Tagen nicht gesehen. Nach 14
Tagen wurde bei Smad6 eine deutliche Herunterregulierung ausgemacht, jedoch ohne statistische
Signifikanzen. Dahingegen wurde die Genexpression des Smad?7 statistisch signifikant herunterreguliert (1%
p<0,01; 5% p<0,01; 10% p<0,01 im Vergleich zu 0% CSE). Smad 6 wird nach 21 Tagen statistisch signifikant
herunterreguliert (1% p<0,5; 10% p<0,01; im Vergleich zu 0% CSE), genauso wie Smad7 (1% p<0,5; 5%
p<0,5; 10% p<0,5; im Vergleich zu 0% CSE).

Als néachstes wurde die Genexpression von OPG und Rankl untersucht, um zu
sehen, wie sich das Zigarettenrauchen indirekt iber OPG und Rankl auf die
Osteoklastendifferenzierung auswirkt. Wie Abbildung 16 zeigt, war auch hier
nach 7 Tagen keine statistisch signifikante Veranderung mit CSE zu sehen. Bei
Rankl liel3 sich eine leichte Herunterregulierung nach CSE Inkubation erkennen.
Bei OPG hingegen waren kaum Veranderungen in der Genexpression nach CSE

Zugabe zu erkennen.
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Nach 14 Tagen und nach 21 Tagen wurden beide Gene nach CSE Zugabe
herunterreguliert, jedoch lediglich OPG nach 21 Tagen war statistisch signifikant
(0,1% p<0,01; 0,5% p<0,01; 1% p<0,01; 5% p<0,001; 10% p<0,001; im Vergleich
zu 0% CSE).
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Abbildung 16: Statistische Auswertung der Genexpression von OPG und Rankl Auf der x-Achse wurde die
Konzentration von Zigarettenrauch aufgetragen, zunéachst wurde Tag 7, dann Tag 14 und schlie8lich Tag
21 aufgefiihrt. Auf der y-Achse wurde die Genexpression des zu untersuchenden Genes im Vergleich zur
GAP-DH und zu 0% Zigarettenrauch aufgetragen. Alle Versuche (Tag 7: N=2; Tag 14 und 21: N=3) wurden
zuerst durch einen Kruskal-Wallis H-Test analysiert und im Anschluss noch mittels eines Dunn Tests
ausgewertet. Bei Rankl war nach 7 Tagen eine Herunterregulierung zu erkennen, jedoch eine statistisch
signifikante Veranderung war weder bei OPG noch bei Rankl zu sehen. Nach 14 und 21 Tagen zeigten
beide Gene eine Herunterregulierung, jedoch nur OPG nach 21 Tagen mit statistischen Signifikanzen (0,1%
p<0,01; 0,5% p<0,01; 1% p<0,01; 5% p<0,001; 10% p<0,001; im Vergleich zu 0% CSE).

Als letztes wurde die Genexpression von Runx2 untersucht. Runx2 ist einer der
Schlissel-Transkriptionsfaktoren in der Osteoblastendifferenzierung (Lian et al.
2004). Hier war nach 7 Tagen eine klare Hochregulierung zu erkennen, jedoch

wieder ohne statistische Signifikanz, wie Abbildung 17 deutlich macht.
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Nach 14 Tagen zeigte dieses Gen eine statistisch signifikante
Herunterregulierung (0,1% p<0,01; 10% p<0,001; im Vergleich zur 0% CSE;
0,5% p<0,5; 1% p<0,01; 5% p<0,001; 10% p<0,01; im Vergleich zur 0,1% CSE).

Auch nach 21 Tagen zeigte sich eine deutliche Herunterregulierung, jedoch ohne

statistische Signifikanz.
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Abbildung 17: Statistische Auswertung der Genexpression des Schlissel-Transkriptionsfaktors Runx2. Auf
der x-Achse wurde die Konzentration von Zigarettenrauch aufgetragen, zundchst wurde Tag 7, dann Tag
14 und schlie3lich Tag 21 aufgefuihrt. Auf der y-Achse wurde die Genexpression des zu untersuchenden
Genes im Vergleich zur GAP-DH und zu 0% Zigarettenrauch aufgetragen. Alle Versuche (Tag 7: N=2; Tag
14 und 21: N23) wurden zuerst durch einen Kruskal-Wallis H-Test analysiert und im Anschluss noch mittels
eines Dunn Tests ausgewertet. Nach 7 Tagen war eine deutliche Hochregulierung zu erkennen, jedoch auch
bei dieser statistischen Auswertung von Runx2 wieder ohne Signifikanz. Nach 14 Tagen zeigte Runx2 eine
statistisch signifikante Herunterregulierung der Genexpression (0,1% p<0,01;10% p<0,001; im Vergleich zur
0% CSE; 0,5% p<0,5; 1% p<0,01; 5% p<0,001; 10% p<0,01; im Vergleich zur 0,1% CSE). Nach 21 Tagen
zeigte Runx2 eine deutliche Herunterregulierung, jedoch ohne statistische Signifikanz.
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Da nach 7 Tagen Kkeine statistisch signifikanten Veranderungen der
Genexpression einiger targets des BMP-Signalwegs nach CSE Inkubation
festzustellen war, wurde die Versuchsreihe gestoppt und sich im Weiteren auf
die Veranderungen nach 14 und 21 Tagen konzentriert. Die Versuchsreihe mit

14 und 21 Tagen wurde fur jedes Gen N=3 durchgeflhrt.

Nun wurde TGF-beta analysiert. Das TGF-beta bindet an Serin- /Threonin-
Rezeptokinasen, welche daraufhin die R-Smads phosphorilieren (Rosenzweig et
al. 1995). Hierbei ergab sich nach 14 Tagen einer CSE Inkubation eine statistisch
signifikante Herunterregulierung der Genexpression, wie Abbildung 18 zeigt
(0,1% p<0,5; 0,5% p<0,5; 1% p<0,01; 5% p<0,01; im Vergleich zu 0% CSE).

Auch nach 21 Tagen war eine Herunterregulierung zu erkennen.
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Abbildung 18: Statistische Auswertung der Genexpression des TGF-beta. Auf der x-Achse wurde die
Konzentration von Zigarettenrauch aufgetragen, zunachst wurde Tag 14, dann Tag 21 aufgefuhrt. Auf der
y-Achse wurde die Genexpression des zu untersuchenden Genes im Vergleich zur GAP-DH und zu 0%
Zigarettenrauch aufgetragen. Alle Versuche (N=3) wurden zuerst durch einen Kruskal-Wallis H-Test
analysiert und im Anschluss noch mittels eines Dunn Tests ausgewertet. Bei TGF-beta war nach 14 Tagen
eine statistisch signifikante Herunterregulierung zu erkennen (0,1% p<0,5; 0,5% p<0,5; 1% p<0,01; 5%
p<0,01; im Vergleich zu 0% CSE). Auch nach 21 Tagen war eine Herunterregulierung zu erkennen.
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Nun wurde die Genexpression von Endoglin, dem Hilfsrezeptor des TGF-beta-
Rezeptorkomplexes untersucht (Rodriguez-Pena et al. 2001). Wie Abbildung 19
verdeutlicht, wurde nach 14 Tagen zwar eine Tendenz zur Herunterregulierung
des Endoglin nach CSE Zugabe festgestellt, jedoch ohne statistische Signifikanz.
Nach 21 Tagen konnte dagegen eine statistisch signifikante Herunterregulierung
nach CSE Inkubation festgestellt werden (0,1% p<0,01; 0,5% p<0,01; 1% p<0,01;
5% p<0,01;10% p<0,001; im Vergleich zu 0% CSE).
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Abbildung 19: Statistische Auswertung der Genexpression des Endoglin. Auf der x-Achse wurde die
Konzentration von Zigarettenrauch aufgetragen, zunachst wurde Tag 14, dann Tag 21 aufgefuhrt. Auf der
y-Achse wurde die Genexpression des zu untersuchenden Genes im Vergleich zur GAP-DH und zu 0%
Zigarettenrauch aufgetragen. Alle Versuche (N23) wurden zuerst durch einen Kruskal-Wallis H-Test
analysiert und im Anschluss noch mittels eines Dunn Tests ausgewertet. Nach 14 Tagen war eine deutliche
Tendenz zur Herunterregulierung auszumachen, jedoch ohne statistische Signifikanz. Nach 21 Tagen
konnte eine statistisch signifikante Herunterregulierung festgestellt werden (0,1% p<0,01; 0,5% p<0,01; 1%
p<0,01; 5% p<0,01;10% p<0,001; im Vergleich zu 0% CSE).

Als néchstes wurde Smurf2 untersucht, was seinerseits die Smad-
Komplexbildung zwischen Rezeptor-Smad und co-Smad behindert. Smurf2 dient
somit als Inhibitor des BMP-Signalwegs ist (David et al. 2013). Wie man in
Abbildung 20 sieht, wurde der Inhibitor Smurf2 sowohl nach 14 als auch nach 21
Tagen statistisch signifikant herunterreguliert in Gegenwart von CSE (Tag 14:
0,5% p<0,5; 1% p<0,5; 5% p<0,01; 10% p<0,5; Tag 21: 1% p<0,01; 5% p<0,5;

10% p<0,01; im Vergleich zur 0% Zigarettenrauchkonzentration).
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Abbildung 20: Statistische Auswertung der Genexpression des Smad-Komplex Inhibitors Smurf2.Auf der x-
Achse wurde die Konzentration von Zigarettenrauch aufgetragen, zunachst wurde Tag 14, dann Tag 21
aufgefiihrt. Auf der y-Achse wurde die Genexpression des zu untersuchenden Genes im Vergleich zur GAP-
DH und zu 0% Zigarettenrauch aufgetragen. Alle Versuche (N=3) wurden zuerst durch einen Kruskal-Wallis
H-Test analysiert und im Anschluss noch mittels eines Dunn Tests ausgewertet. Sowohl nach 14 als auch
nach 21 Tagen wurde Smurf2 statistisch signifikant herunterreguliert (Tag 14: 0,5% p<0,5; 1% p<0,5; 5%
p<0,01; 10% p<0,5; Tag 21: 1% p<0,01; 5% p<0,5; 10% p<0,01; im Vergleich zur 0% CSE).

Nach den Typ-I-Rezeptoren Alkl, Alk2 und Alk6 wurden nun die zwei Typ-II-
Rezeptoren ActR2A und ActR2B analysiert. Wie Abbildung 21 zeigt, liel3 sich
nach 14 Tagen fur die Genexpression des ActR2A keine Tendenz einer Herauf-
bzw. Herabregulierung nach CSE Zugabe ausmachen. Bei der Genexpression
des ActR2B wurde eine statistisch signifikante Tendenz zur Herunterregulierung
mit CSE  festgestellt  (10%  p<0,5 im  Vergleich zu 0%
Zigarettenrauchkonzentration). Nach 21 Tagen sind bei ActR2A kleine
Schwankungen zu erkennen, jedoch keine Tendenz zur Herauf- bzw.

Herabregulierung. ActR2B wird leicht nach CSE Zugbe herabreguliert.
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Abbildung 21: Statistische Auswertung der Genexpression der Typ-lI-Rezeptoren ActR2A und ActR2B. Auf
der x-Achse wurde die Konzentration von Zigarettenrauch aufgetragen, zunachst wurde Tag 14, dann Tag
21 aufgefuihrt. Auf der y-Achse wurde die Genexpression des zu untersuchenden Genes im Vergleich zur
GAP-DH und zu 0% Zigarettenrauch aufgetragen. Alle Versuche (N=3) wurden zuerst durch einen Kruskal-
Wallis H-Test analysiert und im Anschluss noch mittels eines Dunn Tests ausgewertet. AcCtR2A zeigte nach
14 Tagen keine sichtbare Tendenz. ActR2B hingegen zeigte eine Herunterregulierung mit einer statistischen
Signifikanz (10% p<0,5 im Vergleich zu 0% CSE). Nach 21 Tagen waren bei ActR2A leichte Schwankungen
zu erkennen, bei ActR2B eine leichte Herabregulierung.
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3.1.2 Targets des Wnt-Signalwegs (Tag 14 und 21)

Der zweite Signalweg, welcher untersucht wurde, war der Wnt-Signalweg. Hierzu
wurde zuallererst das Wnt2-Gen analysiert. Wie Abbildung 22 zeigt, wurde hier
nach 14 Tagen jedoch keine signifikante Veranderung der Genexpression nach
CSE analysiert. Es war auch hier keine Tendenz zu erkennen, ob sich die
Genexpression vermehrt oder verringert hat. Auch nach 21 Tagen wurde bei
Wnt2 jedoch keine Veranderung in Gegenwart nach CSE Inkubation festgestellt.
Es waren lediglich leichte Schwankungen zu erkennen.
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Abbildung 22: Statistische Auswertung der Genexpression des Wnt2. Auf der x-Achse wurde die
Konzentration von Zigarettenrauch aufgetragen, zunachst wurde Tag 14, dann Tag 21 aufgefuhrt. Auf der
y-Achse wurde die Genexpression des zu untersuchenden Genes im Vergleich zur GAP-DH und zu 0%
Zigarettenrauch aufgetragen. Alle Versuche (N23) wurden zuerst durch einen Kruskal-Wallis H-Test
analysiert und im Anschluss noch mittels eines Dunn Tests ausgewertet. Wnt2 zeigte nach 14 Tagen keine
sichtbare Tendenz. Nach 21 Tagen waren bei Wnt2 lediglich leichte Schwankungen zu erkennen.

Als nachstes wurden zwei der Antagonisten des Wnt-Signalwegs untersucht.
Hierbei handelte es sich um DKK1 und DKK2, welche beide zu der Familie der
Dickkopf-Proteine gehdren. Wie in Abbildung 23 zu sehen ist, wurden nach 14
Tagen beide Antagonisten signifikant herunterreguliert. DKK1 noch sehr viel
deutlicher, als DKK2. Bei DKK1 konnten folgende Signifikanzen ermittelt werden,
0,1% p<0,5; 0,5% p<0,5; 1% p<0,01; 5% p<0,01; im Vergleich zu 0%
Zigarettenrauchkonzentration. DKK2 hingegen wies weniger signifikante
Verdanderungen nach CSE auf, lediglich bei 1% p<0,5 und bei 5% p<0,5 im
Vergleich mit der Konzentration von 0% Zigarettenrauch. Nach 21 Tagen werden

sie ebenfalls herabreguliert, jedoch nicht statistisch signifikant.
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Abbildung 23: Statistische Auswertung der Genexpression der Antagonisten des Wnt-Signalwegs DKK1 und
DKK2. Auf der x-Achse wurde die Konzentration von Zigarettenrauch aufgetragen, zunachst wurde Tag 14,
dann Tag 21 aufgefuhrt. Auf der y-Achse wurde die Genexpression des zu untersuchenden Genes im
Vergleich zur GAP-DH und zu 0% Zigarettenrauch aufgetragen. Alle Versuche (N=3) wurden zuerst durch
einen Kruskal-Wallis H-Test analysiert und im Anschluss noch mittels eines Dunn Tests ausgewertet. Nach
14 Tagen zeigte DKK1 im Gegensatz zu DKK2 eine statistisch deutlichere Herabregulierung der
Genexpression (0,1% p<0,5; 0,5% p<0,5; 1% p<0,01; 5% p<0,01; im Vergleich zu 0% CSE). DKK2 zeigte
hingegen nur bei 1% p<0,5 und 5% p<0,5 im Vergleich zu 0% CSE. Auch nach 21 Tagen wurden es leicht
herabreguliert.

Als nachstes wurde ein weiterer Inhibitor des Wnt-Signalwegs untersucht. Das
Sost, oder auch Sclerostin, bindet den LRP5-Rezeptor und inhibiert dadurch den
Signalweg (Niehrs 2006, Semenov et al. 2005). Bei diesem Inhibitor war sowohl
nach 14 als auch nach 21 Tagen eine deutliche Tendenz der Heraufregulierung
nach CSE Zugabe festzustellen, wie Abbildung 24 zeigt. Jedoch wurde keine

statistische Signifikanz ausgemacht.
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Abbildung 24: Statistische Auswertung der Genexpression des Sost. Auf der x-Achse wurde die
Konzentration von Zigarettenrauch aufgetragen, zunachst wurde Tag 14, dann Tag 21 aufgefuhrt. Auf der
y-Achse wurde die Genexpression des zu untersuchenden Genes im Vergleich zur GAP-DH und zu 0%
Zigarettenrauch aufgetragen. Alle Versuche (N=3) wurden zuerst durch einen Kruskal-Wallis H-Test
analysiert und im Anschluss noch mittels eines Dunn Tests ausgewertet. Sost zeigte sowohl nach 14 als
auch nach 21 Tagen eine sichtbare Tendenz der Heraufregulierung, jedoch ohne statistisch signifikante
Werte.

Nun wurde die Genexpression zweier Transkriptionsfaktoren analysiert, Gli2 und
Foxo. Bei beiden Genen war sowohl nach 14 als auch nach 21 Tagen eine
Herunterregulierung nach CSE Inkubation zu erkennen (vgl. Abbildung 25). Nach
14 Tagen war bei Gli2 sowohl die Herunterregulierung der Gene im Vergleich zu
0% statistisch signifikant, als auch die Herunterregulierung im Vergleich zu 0,1%
Zigarettenrauch (0,1% p<0,001; 0,5% p<0,001; 1% p<0,001; 5% p<0,001; im
Vergleich zu 0% CSE; 0,5% p<0,5; 1% p<0,5; 5% p<0,001; 10% p<0,001; im
Vergleich zu 0,1% CSE). Auch bei Foxo wurden statistisch signifikante Werte im
Vergleich zu 0%, bzw. 0,1% Zigarettenrauch festgestellt (10% p<0,001 im
Vergleich zu 0% CSE; 0,5% p<0,5; 1% p<0,01; 5% p<0,01; 10% p<0,01; im
Vergleich zu 0,1% CSE). Nach 21 Tagen wurde bei Gli2 eine statistisch
signifikante Herabregulierung ermittelt (5% p<0,5; 10% p<0,5; im Vergleich zu
0% CSE). Bei Foxo hingegen wurde nur eine leichte Herabregulierung

festgestellt.
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Abbildung 25: Statistische Auswertung der Genexpression der Transkriptionsfaktoren Gli2 und Foxo. Auf
der x-Achse wurde die Konzentration von Zigarettenrauch aufgetragen, zunéachst wurde Tag 14, dann Tag
21 aufgefuihrt. Auf der y-Achse wurde die Genexpression des zu untersuchenden Genes im Vergleich zur
GAP-DH und zu 0% Zigarettenrauch aufgetragen. Alle Versuche (N=3) wurden zuerst durch einen Kruskal-
Wallis H-Test analysiert und im Anschluss noch mittels eines Dunn Tests ausgewertet. Beide
Genexpressionen wurden nach 14 Tagen statistisch signifikant herunterreguliert. Fir Gli2 wurden sowohl
statistisch ~ signifikante ~ Werte  fir die Vergleiche mit 0%, beziehungsweise 0,1%
Zigarettenrauchkonzentration ermittelt (0,1% p<0,001; 0,5% p<0,001; 1% p<0,001; 5% p<0,001; im
Vergleich zu 0% CSE; 0,5% p<0,5; 1% p<0,5; 5% p<0,001; 10% p<0,001; im Vergleich zu 0,1% CSE).
Ahnliches ergab sich fiir die Analyse des Foxo (10% p<0,001 im Vergleich zu 0% CSE; 0,5% p<0,5; 1%
p<0,01; 5% p<0,01; 10% p<0,01; im Vergleich zu 0,1% CSE). Nach 21 Tagen wurde Foxo leicht
herabreguliert und Gli2 statistisch signifikant (5% p<0,5; 10% p<0,5; im Vergleich zu 0% CSE).

Um die allgemeine Aktivitat der Osteoblasten zu untersuchen, wurde sowohl die
Genexpression des AP, als auch des OC eruiert. Wie Abbildung 26 zeigt, war
nach 14 Tagen im Gesamten eine Herunterregulierung nach CSE Zugabe zu
erkennen, jedoch mit keiner statistische Signifikanz. Nach 21 Tagen zeigte
lediglich OC eine Herunterregulierung, AP hingegen zeigte kaum eine
Veranderung.

Die Wirkung von Zigarettenrauch auf die Differenzierung von SCP-1 abgeleitete Osteoblasten und die Modifikation im Wnt- und BMP- Signalweg

Julius Strobel 65/101



Ergebnisse

AP Tag 14 AP Tag 21
1.54

normalisierte Genexpression
normalisierte Genexpression

R S ,\ﬂ)\° S° \90\“ N I ,\g\“ S° @\"
QY oF QY oF
Konzentration CSE Konzentration CSE
OC Tag 14 OCTag 21

normalisierte Genexpression
normalisierte Genexpression

Q\Q 0\0 Q\o Q\Q Q\e Q\o Q\e Q\o Q\o Q\Q Q\e
CAPCU M SRS N S

Konzentration CSE Konzentration CSE

Abbildung 26: Statistische Auswertung der Genexpression des AP und OC. Auf der x-Achse wurde die
Konzentration von Zigarettenrauch aufgetragen, zunachst wurde Tag 14, dann Tag 21 aufgefuhrt. Auf der
y-Achse wurde die Genexpression des zu untersuchenden Genes im Vergleich zur GAP-DH und zu 0%
Zigarettenrauch aufgetragen. Alle Versuche (N23) wurden zuerst durch einen Kruskal-Wallis H-Test
analysiert und im Anschluss noch mittels eines Dunn Tests ausgewertet. AP und OC zeigten nach 14 Tagen
eine deutliche Herunterregulierung, jedoch keine statistische Signifikanz. AP zeigte nach 21 Tagen keine
groRen Veranderungen, OC hingegen wurde deutlich herunterreguliert.

Nun wurde das Gen alpha-TAT1 untersucht, welches intrazellular Stoffe
transportiert. Auch hier wurde nach 14 Tagen eine statistisch signifikante
Herunterregulierung analysiert (0,1% p<0,5; 0,5% p<0,001; 1% p<0,001; 5%
p<0,001; 10% p<0,001; im Vergleich zu 0% CSE). Des Weiteren wurde noch Pc2
analysiert, welches als Marker fur die priméren Zilien dient. Wie in Abbildung 27
zu sehen ist, zeigte dieses Gen eine statistisch signifikante Herunterregulierung
(1% p<0,5; 5% p<0,5 und 10% p<0,5 im Vergleich zu 0% CSE) nach CSE

Inkubation.
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Nach 21 Tagen konnte bei alpha-TAT1 eine statistisch signifikante
Herabregulierung ermittelt werden (0,5% p<0,5; 1% p<0,5; 5% p<0,5; 10% p<0,5;
im Vergleich zu 0% CSE). Auch Pc2 zeigte eine statistisch signifikante
Herunterregulierung (0,5% p<0,5; 1% p<0,5; 5% p<0,5 und 10% p<0,5 im
Vergleich zu 0% CSE).
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Abbildung 27: Statistische Auswertung der Genexpression des alpha-TAT1 und Pc2. Auf der x-Achse wurde
die Konzentration von Zigarettenrauch aufgetragen, zunachst wurde Tag 14, dann Tag 21 aufgefuhrt. Auf
der y-Achse wurde die Genexpression des zu untersuchenden Genes im Vergleich zur GAP-DH und zu 0%
Zigarettenrauch aufgetragen. Alle Versuche (N=3) wurden zuerst durch einen Kruskal-Wallis H-Test
analysiert und im Anschluss noch mittels eines Dunn Tests ausgewertet. Bei alpha-TAT1 wurde nach 14
Tagen eine statistisch signifikante Herunterregulierung ermittelt (0,1% p<0,5; 0,5% p<0,001; 1% p<0,001;
5% p<0,001; 10% p<0,001; im Vergleich zu 0% CSE). Ebenso wie alpha-TAT1 zeigte auch Pc2 eine
statistisch signifikante Herunterregulierung (1% p<0,5; 5% p<0,5 und 10% p<0,5 im Vergleich zu 0% CSE).
Alpha-TAT1 zeigte nach 21 Tagen eine statistisch signifikante Herabregulierung (0,5% p<0,5; 1% p<0,5;
5% p<0,5; 10% p<0,5; im Vergleich zu 0% CSE). Ebenso zeigte Pc2 eine statistisch signifikante
Herungerregulierung (0,5% p<0,5; 1% p<0,5; 5% p<0,5 und 10% p<0,5 im Vergleich zu 0% CSE).
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3.2 humane Osteoblasten

3.2.1 Targets des BMP Signalwegs (Tag 14)

Als letzte Versuchsreihe wurden die Versuche an menschlichen Osteoblasten
durchgefuhrt. Die Reihenfolge der zu untersuchenden Gene war wie bei den
SCP-1 Zellen. Es wurde lediglich die Genexpression nach 14 Tagen nach CSE

Zugabe untersucht. Die Versuchsreihe wurde fur jedes Gen N=3 durchgefihrt.

Zuerst wurden BMP2 und BMP7 untersucht. Sowohl BMP2, als auch BMP7
zeigten eine Herunterregulierung der Genexpression nach CSE Zugabe. BMP7
jedoch deutlicher als BMP2, wie Abbildung 28 zeigt. Beide
Herunterregulierungen zeigten jedoch keine statistische Signifikanz.
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Abbildung 28: Statistische Auswertung der Genexpression von BMP2 und BMP7. Auf der x-Achse wurde
die Konzentration von Zigarettenrauch aufgetragen. Auf der y-Achse wurde die Genexpression des zu
untersuchenden Genes im Vergleich zur GAP-DH und zu 0% Zigarettenrauch aufgetragen. Alle Versuche
(N=3) wurden zuerst durch einen Kruskal-Wallis H-Test analysiert und im Anschluss noch mittels eines Dunn
Tests ausgewertet. Sowohl BMP2, als auch BMP7 zeigten eine Herunterregulierung, jedoch ohne
statistische Signifikanz.
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Nun wurden die drei Typ-I-Rezeptoren Alk1, Alk2 und Alk6 mit CSE untersucht.
Bei keinem der drei Rezeptoren war eine deutliche Tendenz zu erkennen. Alkl
zeigte eine leichte Herunterregulierung. Sowohl Alk2, als auch Alk6é wurden bis
5% herunterreguliert, zeigten jedoch bei einer Konzentration von 10%
Zigarettenrauch eine Heraufregulierung, wie Abbildung 29 zeigt. Des Weiteren
zeigten Alk2 und Alk6 eine statistische Signifikanz (Alk2: 5% p<0,01 im Vergleich
zu 0% CSE; Alk6: 5% p<0,5 im Vergleich zu 0% CSE).
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Abbildung 29: Statistische Auswertung der Genexpression der Typ-I-Rezeptoren Alk1, Alk2 und Alk6. Auf
der x-Achse wurde die Konzentration von Zigarettenrauch aufgetragen. Auf der y-Achse wurde die
Genexpression des zu untersuchenden Genes im Vergleich zur GAP-DH und zu 0% Zigarettenrauch
aufgetragen. Alle Versuche (N=3) wurden zuerst durch einen Kruskal-Wallis H-Test analysiert und im
Anschluss noch mittels eines Dunn Tests ausgewertet. Alkl zeigte eine leichte Herunterregulierung. Alk2
und Alk6 zeigten bis zu einer Konzentration von 5% Zigarettenrauch eine Herunterregulierung, bei einer
Konzentration von 10% Zigarettenrauch jedoch wieder eine Heraufregulierung. Sowohl Alk2, als auch Alk6
zeigten statistische Signifikanzen (Alk2: 5% p<0,01 im Vergleich zu 0% CSE; Alk6: 5% p<0,5 im Vergleich
zu 0% CSE).
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Im Folgenden wurden die Rezeptor-Smads Smadl, Smad2, Smad3 und Smad5
analysiert. Smadl und Smad2 zeigten eine Herunterregulierung mit steigender
Konzentration an Zigarettenrauch. Lediglich Smad2 zeigte jedoch eine
statistische Signifikanz, wie Abbildung 30 zeigt (10% p<0,5 im Vergleich zu 0%
CSE). Smad5 zeigte eine Hochregulierung bei einer Konzentration von 0,5%,
jedoch nachfolgend eine statistisch signifikante Herunterregulierung im Vergleich
zu einer Konzentration von 0,5% (vgl. Abbildung 31; 10% p<0,5 im Vergleich zu
0,5% CSE). Bei Smad3 war keine Tendenz zu erkennen, jedoch eine statistische
Signifikanz bei 5% p<0,5 im Vergleich zu 1% CSE.
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Abbildung 30: Statistische Auswertung der Genexpression des Smadl und 2. Auf der x-Achse wurde die
Konzentration von Zigarettenrauch aufgetragen. Auf der y-Achse wurde die Genexpression des zu
untersuchenden Genes im Vergleich zur GAP-DH und zu 0% Zigarettenrauch aufgetragen. Alle Versuche
(N=3) wurden zuerst durch einen Kruskal-Wallis H-Test analysiert und im Anschluss noch mittels eines Dunn
Tests ausgewertet. Sowohl Smadl, als auch Smad2 wurden herunterreguliert, jedoch nur Smad2 statistisch
signifikant (10% p<0,5 im Vergleich zu 0% CSE).
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Abbildung 31: Statistische Auswertung der Genexpression von Smad3 und 5. Auf der x-Achse wurde die
Konzentration von Zigarettenrauch aufgetragen. Auf der y-Achse wurde die Genexpression des zu
untersuchenden Genes im Vergleich zur GAP-DH und zu 0% Zigarettenrauch aufgetragen. Alle Versuche
(N=3) wurden zuerst durch einen Kruskal-Wallis H-Test analysiert und im Anschluss noch mittels eines Dunn
Tests ausgewertet. Smad5 zeigt zuerst eine Hochregulierung bei 0,5%. Danach eine statistisch signifikante
Herunterregulierung (10% p<0,5 im Vergleich zu 0% CSE). Smad3 zeigte keine Tendenz, jedoch eine
Signifikanz zwischen 5% und 1% (5% p<0,5 im Vergleich zu 1% CSE).

Daraufhin wurde das co-Smad Smad4 analysiert. Wie Abbildung 32 zeigt, wies
Smad4 in Gegenwart von CSE eine statistisch signifikante Herunterregulierung
auf (10% p<0,5 im Vergleich zu 0% CSE).
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Abbildung 32: Statistische Auswertung der Genexpression von Smad4. Auf der x-Achse wurde die
Konzentration von Zigarettenrauch aufgetragen. Auf der y-Achse wurde die Genexpression des zu
untersuchenden Genes im Vergleich zur GAP-DH und zu 0% Zigarettenrauch aufgetragen. Alle Versuche
(N=3) wurden zuerst durch einen Kruskal-Wallis H-Test analysiert und im Anschluss noch mittels eines Dunn
Tests ausgewertet. Smad4 wurde statistisch signifikant herunterreguliert (10% p<0,5 im Vergleich zu 0%
CSE).
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Als letzte Gene der Familie der Smads wurden die zwei Inhibitoren Smad6 und
Smad7 nach Zugabe von CSE analysiert. Ebenso wie Smad6 wurde auch Smad7
herunterreguliert. Wie in Abbildung 33 zu sehen ist, zeigte Smad7 statistische
Signifikanzen bei 10% p<0,5 im Vergleich zu 0% CSE und 5% p<0,5 im Vergleich
zu 0% CSE.
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Abbildung 33: Statistische Auswertung der Genexpression von Smad6 und 7. Auf der x-Achse wurde die
Konzentration von Zigarettenrauch aufgetragen. Auf der y-Achse wurde die Genexpression des zu
untersuchenden Genes im Vergleich zur GAP-DH und zu 0% Zigarettenrauch aufgetragen. Alle Versuche
(N=3) wurden zuerst durch einen Kruskal-Wallis H-Test analysiert und im Anschluss noch mittels eines Dunn
Tests ausgewertet. Wie auch Smad6 wurde auch Smad7 herunterreguliert. Smad7 zeigte zusétzlich noch
statistisch signifikante Verédnderungen in der Genexpression (5% p<0,5 im Vergleich zu 0% CSE; 10% p<0,5
im Vergleich zu 0% CSE).

Die Wirkung von Zigarettenrauch auf die Differenzierung von SCP-1 abgeleitete Osteoblasten und die Modifikation im Wnt- und BMP- Signalweg

Julius Strobel 72/101



Ergebnisse

Auch bei der Genexpression von OPG und Rankl in Gegenwart von CSE war
eine Herunterregulierung analysiert worden. Wie Abbildung 34 zeigt, wies OPG
eine statistisch signifikante Herabregulierung auf (5% p<0,5 im Vergleich zu 0%
CSE).

T

N
0(:)

Konzentration CSE

normalisierte Genexpression

Rankl
2.0

1.54

normalisierte Genexpression

NN
Qo«)

Konzentration CSE

Abbildung 34: Statistische Auswertung der Genexpression von OPG und Rankl. Auf der x-Achse wurde die
Konzentration von Zigarettenrauch aufgetragen. Auf der y-Achse wurde die Genexpression des zu
untersuchenden Genes im Vergleich zur GAP-DH und zu 0% Zigarettenrauch aufgetragen. Alle Versuche
(N=3) wurden zuerst durch einen Kruskal-Wallis H-Test analysiert und im Anschluss noch mittels eines Dunn
Tests ausgewertet. Sowohl Rankl, als auch OPG wurden herunterreguliert, OPG auch mit einer statistischen
Signifikanz (5% p<0,5 im Vergleich zu 0% CSE).

Dann wurde der Haupttranskriptionsfaktor der Osteoblastendifferenzierung, das
Runx2 mit CSE untersucht. Wie in Abbildung 35 zu sehen ist, wurde Runx2 im

Gegensatz zu den Versuchen mit den SCP-1 Zellen hochreguliert.
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Abbildung 35: Statistische Auswertung der Genexpression von Runx2. Auf der x-Achse wurde die
Konzentration von Zigarettenrauch aufgetragen. Auf der y-Achse wurde die Genexpression des zu
untersuchenden Genes im Vergleich zur GAP-DH und zu 0% Zigarettenrauch aufgetragen. Alle Versuche
(N=3) wurden zuerst durch einen Kruskal-Wallis H-Test analysiert und im Anschluss noch mittels eines Dunn
Tests ausgewertet. Runx2 wies eine Hochregulierung ohne statistische Signifikanz auf.

Als nachstes wurde die Genexpression des TGF-beta mit CSE analysiert. Wie
Abbildung 36 zeigt, wurde TGF-beta anfangs leicht hochreguliert, mit steigender
Konzentration des Zigarettenrauchs jedoch insgesamt herunterreguliert. Dies
geschah jedoch ohne statistische Signifikanz.
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Abbildung 36: Statistische Auswertung der Genexpression von TGF-beta. Auf der x-Achse wurde die
Konzentration von Zigarettenrauch aufgetragen. Auf der y-Achse wurde die Genexpression des zu
untersuchenden Genes im Vergleich zur GAP-DH und zu 0% Zigarettenrauch aufgetragen. Alle Versuche
(N=3) wurden zuerst durch einen Kruskal-Wallis H-Test analysiert und im Anschluss noch mittels eines Dunn
Tests ausgewertet. TGF-beta zeigte eine leichte Herunterregulierung, jedoch ohne statistische Signifikanz.
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Nun wurde Endoglin mit CSE untersucht, der Hilfsrezeptor des TGF-beta
Signalwegs. Endoglin wurde statistisch signifikant herunterreguliert (vgl.
Abbildung 37: 1% p<0,5 im Vergleich zu 0% CSE; 5% p<0,001 im Vergleich zu
0% CSE; 10% p<0,01 im Vergleich zu 0% CSE).
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Abbildung 37: Statistische Auswertung der Genexpression von Endoglin. Auf der x-Achse wurde die
Konzentration von Zigarettenrauch aufgetragen. Auf der y-Achse wurde die Genexpression des zu
untersuchenden Genes im Vergleich zur GAP-DH und zu 0% Zigarettenrauch aufgetragen. Alle Versuche
(N=3) wurden zuerst durch einen Kruskal-Wallis H-Test analysiert und im Anschluss noch mittels eines Dunn
Tests ausgewertet. Die Genexpression von Endoglin zeigte eine statistisch signifikante Herunterregulierung
(1% p<0,5 im Vergleich zu 0% CSE; 5% p<0,001 im Vergleich zu 0% CSE; 10% p<0,01 im Vergleich zu 0%
CSE).

Als nachstes wurde im Zusammenhang der Smads das Smurf2 mit CSE
analysiert. Smurf2 behindert die Komplexbildung zwischen Rezeptor-Smads und
co-Smad und dient somit als Inhibitor. Wie Abbildung 38, wurde Smurf2, wie auch
der Inhibitor Smad7 statistisch signifikant herunterreguliert (5% p<0,5 im
Vergleich zu 0% CSE; 10% p<0,5 im Vergleich zu 0% CSE).
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Abbildung 38: Statistische Auswertung der Genexpression von Smurf2. Auf der x-Achse wurde die
Konzentration von Zigarettenrauch aufgetragen. Auf der y-Achse wurde die Genexpression des zu
untersuchenden Genes im Vergleich zur GAP-DH und zu 0% Zigarettenrauch aufgetragen. Alle Versuche
(N=3) wurden zuerst durch einen Kruskal-Wallis H-Test analysiert und im Anschluss noch mittels eines Dunn
Tests ausgewertet. Smurf2 zeigte eine statistisch signifikante Herunterregulierung (5% p<0,5 im Vergleich
zu 0% CSE und 10% p<0,5 im Vergleich zu 0% CSE).
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Als nachstes wurde die Genexpression der Typ-ll-Rezeptoren ActR2A und
ActR2B mit CSE untersucht. Beide Rezeptoren zeigten eine Tendenz zur

Herunterregulierung, jedoch ohne Signifikanz, wie Abbildung 39 zeigt.
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Abbildung 39: Statistische Auswertung der Genexpression von ActR2A und ActR2B. Auf der x-Achse wurde
die Konzentration von Zigarettenrauch aufgetragen. Auf der y-Achse wurde die Genexpression des zu
untersuchenden Genes im Vergleich zur GAP-DH und zu 0% Zigarettenrauch aufgetragen. Alle Versuche
(N=3) wurden zuerst durch einen Kruskal-Wallis H-Test analysiert und im Anschluss noch mittels eines Dunn
Tests ausgewertet. Statistische Signifikanzen waren nicht vorhanden, jedoch sah man bei beiden
Rezeptoren eine Herunterregulierung.
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3.2.2 Targets des Wnt-Signalwegs (Tag 14)

Nach dem BMP-Signalweg wurde der Wnt-Signalweg in Gegenwart von CSE
untersucht. Wnt2 zeigte eine leichte Hochregulierung bei 1%
Zigarettenrauchkonzentration, jedoch bei 5% wund 10% eine leichte
Herunterregulierung im Vergleich zu den Zellen, welche ohne Zigarettenrauch
behandelt wurden (vgl. Abbildung 40).
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Abbildung 40: Statistische Auswertung der Genexpression von Wnt2. Auf der x-Achse wurde die
Konzentration von Zigarettenrauch aufgetragen. Auf der y-Achse wurde die Genexpression des zu
untersuchenden Genes im Vergleich zur GAP-DH und zu 0% Zigarettenrauch aufgetragen. Alle Versuche
(N=3) wurden zuerst durch einen Kruskal-Wallis H-Test analysiert und im Anschluss noch mittels eines Dunn
Tests ausgewertet. Wnt2 zeigte insgesamt eine leichte Herunterregulierung mit einer Hochregulierung bei
1%, jedoch ohne statistische Signifikanz.

Als nachstes wurden die zwei Inhibitoren des Wnt-Signalwegs DKK1 und DKK2
nach Inkubation mit CSE analysiert. Die zwei Inhibitoren zeigten starke
Gegensatze. Wahrend DKK2 ohne statistische Signifikanzen hochreguliert
wurde, war bei DKK1 eine statistisch signifikante Herunterregulierung
auszumachen, wie Abbildung 41 zeigt (5% p<0,01 im Vergleich zu 0% CSE; 10%
p<0,001 im Vergleich zu 0% CSE; 10% p<0,5 im Vergleich zu 0,5% CSE und
10% p<0,5 im Vergleich zu 1% CSE).
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Abbildung 41: Statistische Auswertung der Genexpression von DKK1 und DKK2. Auf der x-Achse wurde die
Konzentration von Zigarettenrauch aufgetragen. Auf der y-Achse wurde die Genexpression des zu
untersuchenden Genes im Vergleich zur GAP-DH und zu 0% Zigarettenrauch aufgetragen. Alle Versuche
(N=3) wurden zuerst durch einen Kruskal-Wallis H-Test analysiert und im Anschluss noch mittels eines Dunn
Tests ausgewertet. DKK2 zeigte eine Hochregulierung, wohingegen DKK1 eine statistisch signifikante
Herunterregulierung aufwies (5% p<0,01 im Vergleich zu 0% CSE; 10% p<0,001 im Vergleich zu 0% CSE;
10% p<0,5 im Vergleich zu 0,5% CSE und 10% p<0,5 im Vergleich zu 1% CSE).

Als dritter und letzter Inhibitor des Wnt-Signalwegs wurde Sost in Gegenwart von

CSE untersucht. Hier war keine Veranderung festzustellen (Abbildung 42).

Sost
1.5q

normalisierte Genexpression

N

N SN
& ™ 5
Konzentration CSE

Abbildung 42: Statistische Auswertung der Genexpression von Sost. Auf der x-Achse wurde die
Konzentration von Zigarettenrauch aufgetragen. Auf der y-Achse wurde die Genexpression des zu
untersuchenden Genes im Vergleich zur GAP-DH und zu 0% Zigarettenrauch aufgetragen. Alle Versuche
(N=3) wurden zuerst durch einen Kruskal-Wallis H-Test analysiert und im Anschluss noch mittels eines Dunn
Tests ausgewertet. Hier wurde keine Veranderung festgestellt.
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Nun folgte die Untersuchung der zwei Transkriptionsfaktoren Gli2 und Foxo mit
CSE untersucht. Gli2 zeigte eine statistisch signifikante Herunterregulierung,
Foxo hingegen zeigte bis zu einer Konzentration von 1% eine Hochregulierung,
danach wurde es bis zu einer Konzentration von 10% Zigarettenrauch
herabreguliert (vgl. Abbildung 43 Gli2: 5% p<0,5 im Vergleich zu 0% CSE und
10% p<0,5 im Vergleich zu 0% CSE).
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Abbildung 43: Statistische Auswertung der Genexpression von Gli2 und Foxo. Auf der x-Achse wurde die
Konzentration von Zigarettenrauch aufgetragen. Auf der y-Achse wurde die Genexpression des zu
untersuchenden Genes im Vergleich zur GAP-DH und zu 0% Zigarettenrauch aufgetragen. Alle Versuche
(N=3) wurden zuerst durch einen Kruskal-Wallis H-Test analysiert und im Anschluss noch mittels eines Dunn
Tests ausgewertet. Gli2 zeigte eine Herunterregulierung mit statistischen Signifikanzen (5% p<0,5 im
Vergleich zu 0% CSE und 10% p<0,5 im Vergleich zu 0% CSE). Foxo hingegen zeigte bis zu einer
Zigarettenrauchkonzentration von 1% eine Hochregulierung und im weiteren Verlauf bis zu einer
Konzentration von 10% eine Herabregulierung.
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Im Folgenden wurden AP und OC mit CSE untersucht, um die
Osteoblastenaktivitdt zu eruieren. Im Gesamten war eine Herunterregulierung
auszumachen, wie Abbildung 44 zeigt, jedoch lediglich bei AP statistisch
signifikant (5% p<0,01 im Vergleich zu 0% CSE und 10% p<0,5 im Vergleich zu
0% CSE).
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Abbildung 44: Statistische Auswertung der Genexpression von AP und OC. Auf der x-Achse wurde die
Konzentration von Zigarettenrauch aufgetragen. Auf der y-Achse wurde die Genexpression des zu
untersuchenden Genes im Vergleich zur GAP-DH und zu 0% Zigarettenrauch aufgetragen. Alle Versuche
(N=3) wurden zuerst durch einen Kruskal-Wallis H-Test analysiert und im Anschluss noch mittels eines Dunn
Tests ausgewertet. Beide Gene zeigten eine Herunterregulierung, AP auch mit statistischen Signifikanzen
(5% p<0,01 und 10% p<0,5 im Vergleich zu 0% CSE).
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Mit dem alpha-TAT1 wurde nun ein Gen analysiert, welches fir den
intrazellularen Transport von Botenstoffen zustandig ist. Auch bei diesem Gen
konnte eine Herunterregulierung nach CSE Inkubation ausgemacht werden, wie
Abbildung 45 zeigt. Ebenso zeigt diese Abbildung die Genexpression des Pc2.
Hier konnte keine Tendenz festgestellt werden, weder zur Herauf- noch zur

Herabregulierung.
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Abbildung 45: Statistische Auswertung der Genexpression von alpha-TAT1 und Pc2. Auf der x-Achse wurde
die Konzentration von Zigarettenrauch aufgetragen. Auf der y-Achse wurde die Genexpression des zu
untersuchenden Genes im Vergleich zur GAP-DH und zu 0% Zigarettenrauch aufgetragen. Alle Versuche
(N=3) wurden zuerst durch einen Kruskal-Wallis H-Test analysiert und im Anschluss noch mittels eines Dunn
Tests ausgewertet. Auch alpha-TAT1 zeigte eine Herunterregulierung. Bei Pc2 konnte keine Tendenz
festgestellt werden.
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4 Diskussion

4.1 Rauchen —die gefahrliche Droge

Wie Anfangs bereits erlautert, beinhaltet Zigarettenrauch fast 150 toxische
Bestandteile (Potschke-Langer et al. 2015b). Darunter fallen unter anderem
Nikotin, toxische Gase, Kanzerogene, Amine und noch viele weitere. Rauchen
ist eine Droge, wie auch Alkohol. Der primare Faktor, der fur die Sucht
verantwortlich ist, ist das Nikotin. Nikotin wird vom Kdorper leicht absorbiert. Die
Konzentration von Nikotin im arteriellen Blut erhdht sich schon kurz nach dem
Rauchen auf 100 ng/ml. Dies verteilt sich dann im gesamten Korper

einschlief3lich auf das Skelettsystem (Benowitz et al. 2009).

In mehreren Studien der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. A. Nussler wurde bereits
gezeigt, dass die Toxine, die in Zigaretten enthalten sind, oxidativen Stress
hervorrufen konnen (Braun et al. 2011, Holzer et al. 2012). So kann es zu einer
bedeutenden Beeintrachtigung der Knochenregeneration kommen (Barreiro et al.
2010, Patel et al. 2013).

Da die osteogene Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen wahrend
der Frakturheilung eine wichtige Komponente darstellt, wurde in dieser Arbeit
versucht, die Wirkung von Zigarettenrauch auf die Differenzierung von SCP-1
abgeleitete Osteoblasten und die Modifikation im Wnt- bzw. BMP-Signalweg zu
untersuchen, da der Wnt-Signalweg und der BMP-Signalweg eine Schlusselrolle
in der Osteoblastendifferenzierung einnehmen (Kenkre und Bassett 2018,
Aquino-Martinez et al. 2017). Desweiteren spielt der Wnt-Signalweg durch die
letzendliche Expression von OPG eine wichtige Rolle im Remodelling des
Knochens, da OPG an Rankl bindet, welches nicht mehr seinen Liganden binden
kann und die Differenzierung von Vorlaufer-Osteoklasten zu Osteoklasten somit
behindert wird (Keck und Pecherstorfer 2003). Das Ziel unseres Versuches war
es zu zeigen, inwiefern sich verschiedene Gene des BMP- und Wnt-Signalwegs
aus SCP-1-Zellen abgeleiteten Osteoblasten unter Einwirkung verschiedener
Konzentrationen von Zigarettenrauch und verschiedener Wachstumszeit

verandern.
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4.2 Das Rauchen und seine Folgen in Bezug auf das Remodelling
und die Abh&ngigkeit der Inkubationszeit auf Signalwege

In einer Studie wurde bereits berichtet, dass Zigarettenrauch eine direkte

toxische Wirkung auf die priméaren Osteoblasten hat (Braun et al. 2011, Holzer et

al. 2012).

Des Weiteren wurde in einer anderen Studie gezeigt, dass die primaren Zilien in
der Skelettentwicklung eine Uberaus wichtige Rolle spielen. Mit dem Verlust der
primaren Zilien kann es zu Skelettdeformitdten kommen (Temiyasathit und
Jacobs 2010). Dartber hinaus weil3 man auf3erdem, dass priméare Zilien fur die

Differenzierung von Stammzellen entscheidend sind (Tummala et al. 2010).

Ein anderer Versuch um die Arbeitsgruppe um Prof. Dr. A. Nussler zeigte auch,
dass das Rauchen sich direkt negativ auf die priméren Zilien wéhrend der
osteogenen Differenzierung von SCP-1-Zellen zu Osteoblasten auswirkt
(Sreekumar et al. 2017).

Die Arbeitsgruppe um Prof. Dr. A. Nussler beobachtete bereits, dass bei der
osteogenen Differenzierung mit Zigarettenrauch eine signifikante Reduktion der
primaren Zilien bei den SCP-1-Zellen stattfindet. AuBerdem untersuchten sie, ob
es durch den Zigarettenrauch induzierten Verlust der Zilien auch zu einer
beeintrachtigten Differenzierung kommen kann. Sie haben festgestellt, dass eine
erhohte radikalische Produktion wahrend des Rauchens einer der
verantwortlichen Faktoren ist, der fur den beobachteten Verlust der Zilien und
damit fur eine verzogerte Frakturheilung verantwortlich ist. Auch wurde die
genetische Verédnderung verschiedener Targets des Hedgehog-Signalwegs
untersucht. Der Hedgehog-Signalweg ist seinerseits ein anderer elementarer
Signalweg in der Osteoblastogenese. Hier konnte gezeigt werden, dass die
Targets signifikant herunterreguliert wurden. Desweiteren konnte in dieser Studie
gezeigt werden, dass mit der Behandlung von Resevatrol, welches als
Radikalfanger fur radikale Sauerstoffspezies, welche beim Rauchen entstehen,
die negativen Auswirkungen des Rauchens geringer sind (Sreekumar et al.
2017).
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In der vorliegenden Arbeit um Prof. Dr. A. Nussler wurde sich auf die Wirkung
von Zigarettenrauch auf die Differenzierung von SCP-1 abgeleitete Osteoblasten
und die Modifikation im Wnt- und BMP-Signalweg konzentriert. Es wurde sich auf
die molekularen Veranderungen, die die osteogene Differenzierung von SCP-1
Zellen durch Zigarettenrauch beeinflussen kann, konzentriert. Tabelle 7 zeigt in

tabellarischer Form ein Uberblick ber die von uns erzielten Ergebnisse.

Primer/Tag |Tag7 Tag 14 Tag 21
BMP2 - N { Tendenz
BMP7 - J Tendenz J*
Endoglin J Tendenz J FF [EREE
Alk1 N Tendenz - J Tendenz
Alk2 J Tendenz Nl A N
Alk6 - J Tendenz J Tendenz
Smad1 M Tendenz J ** J Tendenz
Smad2 - Nl Al Bl J Tendenz
Smad3 _ \]/* /** \]/ * /**
Smad5 J Tendenz J Tendenz J Tendenz
Smad4 - J *F** J Tendenz
Smad6 - J Tendenz Nl
Smad7 - J ** N
Smurf2 J ¥ /F* J *
ActR2A (N *) -

ActR2B N J Tendenz
Wnt2 - -

DKK1 J * /*x* J Tendenz
DKK2 N J Tendenz
Sost M Tendenz M Tendenz
Gli2 * /*** d*

Foxo N Al o { Tendenz
AP { Tendenz { Tendenz
oc { Tendenz { Tendenz
alpha-TAT1 JF R N

Pc2 N N

OPG J Tendenz J Tendenz NPkl bl
Rankl - { Tendenz { Tendenz
Runx2 M Tendenz N kol Bkl J Tendenz

Tabelle 7: Abh&angigkeit der verschiedenen Inkubationszeiten auf die Signalwege bzw. auf die Primer. Links
sind die verschiedenen Primer aufgelistet. Nach rechts wird die Inkubationszeit nach 7, 14 und 21 Tagen
aufgelistet. Wenn keine Veranderung der Regulierung der Primer stattgefunden hat, wird dies mit —
gekennzeichnet. Findet eine Tendenz der Herunter- bzw. Hochregulierung statt, wird dies mit | Tendenz
bzw. 1 Tendenz gekennzeichnet. Wird die Herunter- bzw. Hochregulierung signifikant, wird dies durch
UE** bzw. 1*/** *** deutlich. * p<0,5, ** p<0,01, *** p<0,001.
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BMP2 hat eine lokale osteogene und osteoinduzierende Aktivitdt und induziert
die osteogene und chondrogene Differenzierung von ausgewahlten Stammzellen
(Govender et al. 2002). Auch das BMP7 hat eine osteoinduktive Wirkung und
phosphoryiliert Smadl und Smad5 (Garant 2003). Desweiteren konnen die
BMP’s jedoch auch eine knochenresorbierende Wirkung haben (ber den
Rank/Rankl/OPG Weg (Garant 2003).

Die Genexpressionsstudie in unserer Arbeit zeigt eine signifikante
Herunterregulierung des BMP2 und des BMP7. Interessanterweise fuhrt die
Exposition von Zigarettenrauch ebenfalls zu einer signifikanten Reduktion der
Expression von Runx2 und Gli2 in unseren Zellen. So fuhrt der Zigarettenrauch
maoglicherweise zur Herunterregulierung des BMP-Signalwegs und der
osteogenen Differenzierung von SCP-1-Zellen und der damit verbundenen Gene
BMP2 und Runx2. Auch TGF-beta und die Smad-Proteine Smadl, 2, 3, 4, 5, 6
und 7, die durch TGF-beta aktiviert werden (Nakao et al. 1997, Takase et al.
1998, Jayaraman und Massague 2000), werden signifikant herunterreguliert. Des
Weiteren wird auch Smurf2, das als Inhibitor des BMP-Signalwegs wirkt (David
et al. 2013), signifikant herunterreguliert. Auch Endoglin, ein Hilfsrezeptor des
TGF-beta-Rezeptorkomplexes (Guerrero-Esteo et al. 2002), die Rezeptoren
Alkl, 2, 6 und ActR2A und B und das Pc2 werden herunterreguliert. Durch all
diese Umstande kann daraus gefolgert werden, dass es zu einer Fehlfunktion in

der Osteoblastendifferenzierung durch Zigarettenrauch kommit.

Auch der Wnt-Signalweg ist, wie bereits erlautert, fir den Knochenumbau und
dessen Regulation von Bedeutung, indem er die Differenzierung von
Chondrozyten und Osteoblasten reguliert. Chondrozyten und Osteoblasten
haben eine gemeinsame Vorlauferzelle, die Osteochondrovorlauferzellen. Wird
der Signalweg durch den Verlust von B-Catenin gehemmt, entstehen vermehrt
Chondrozyten (Day et al. 2005, Hartmann 2006). In dieser Genexpressionsstudie

wurde das Wnt-Gen durch Zigarettenrauch weder herunter- noch hochreguliert.

Weiterhin ist bekannt, dass sowohl OPG als auch Rankl entscheidend fiur die
Knochenrekonstruktion ist. Die Knochenbildung wird unter anderem durch die

Kontrolle der Rankl-Expression reguliert (Garant 2003, Vaananen und Laitala-
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Leinonen 2008). OPG, welches die Knochenresorption durch die Osteoklasten
steuert (Glass et al. 2005), und Rankl vermitteln so den Osteoblasten und den
Osteoklasten die Knochenbildung und Resorption (Mak et al. 2008). Da die
Behandlung mit Zigarettenrauch sowohl die Rankl- als auch die OPG-Expression
in unseren Zellen signifikant reduziert hat, kann gezeigt werden, dass die

gesamte Knochenhomdoostase beeintrachtigt wird.

Antagonisten, wie DKK2 und Sost kbnnen den Wnt-Signalweg blockieren, indem
sie an den LRP5-Rezeptor binden (Niehrs 2006, Semenov et al. 2005). Des
Weiteren kann das DKK1-Gen, als Antagonist des Wnt-Signalwegs (Pinzone et
al.  2009), pathologische Verédnderungen hervorrufen. In  dieser
Expressionsstudie wird DKK1 und DKK2 signifikant herunterreguliert,
wohingegen Sost signifikant hochreguliert wird. Durch Sost kann davon
ausgegangen werden, dass durch den Zigarettenrauch der Wnt-Signalweg
signifikant gehemmt wird (Niehrs 2006, Semenov et al. 2005), was zur Folge
hatte, dass die osteogene Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen zu

Osteoblasten teilweise gehemmt wird.

Auch AP und OC wurden, als spezifische Osteoblastenmarker (Schedlich et al.
1994, Swaminathan 2001), herunterreguliert. Die Osteoblasteaktivitat wurde
durch Zigarettenrauch damit herunterreguliert. Weiterhin wurde auch das alpha-

TAT1-Gen und das Foxo-Gen signifikant herunterreguliert.

Es lasst sich daraus schlie3en, dass egal welche Inkubationszeit betrachtet wird,
Zigarettenrauch vermutlich zu einer verzdgerten Frakturheilung beitragt, die nicht
nur fur die frihzeitige osteogene Differenzierung von mesenchymalen
Stammzellen zutrifft, sondern auch fur das Gleichgewicht von reifen
Osteoblasten und Osteoklasten. Dadurch wird die Knochenrekonstruktion in
gebrochenen Knochen wesentlich von Zigarettenrauch beeintrachtigt. Nach 14
Tagen ist die deutlichste Veranderung zu sehen. Man kann davon ausgehen,

dass mit lAngerer Inkubationszeit die Zellen adaptieren.
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4.3 Der Vergleich von Zelllinien zu humanen Osteoblasten — Die
Ubertragbarkeit auf in-vivo Studien
Die verwendeten priméren humanen Osteoblasten stammen ausschlief3lich von
freiwilligen Spendern. Leider war Uber die Spender nicht bekannt, ob Sie nun
selbst Raucher waren. Oder ob Sie eventuell an Osteoporose oder Diabetes
mellitus leiden. Beide Krankheiten wirden fir eine geringere Knochendichte
sprechen, da Diabetes ebenfalls Zu Osteoporose fuhrt
(Aktion gesunde Knochen-keine Chance fur Osteoporose 2018) Dies
bedeutet weitergehend, dass die Osteoblasten der betroffenen Patienten bereits

vorgeschadigt sind, was zu einem verfalschten Ergebnis fihrt.

In anderen Arbeiten mit unterschiedlichen Fragestellungen wurde bereits das in
vitro Verhalten von Zelllinien und primaren humanen Osteoblasten verglichen.
Ergebnisse, die mit Hilfe von Zelllinien gewonnen wurden, sollte man nicht zu
100% auf primare humane Osteoblasten Ubertragen, da Zelllinien immer
reproduzierbar sind und sich in verschiedenen Versuchsreihen immer gleich
verhalten. Zelllinien dienen nicht als genereller Ersatz fur Untersuchungen mit

Primarzellen (Czekanska et al. 2014).

4.4 Die Ubertragbarkeit auf den klinischen Alltag

Die Behandlung von Frakturen durchlauft derzeit zwei wichtige Phasen. Die erste
Phase ist die Immobilisierung oder auch reparative Phase. Hier wird die Fraktur
fixiert. Bei der zweiten Phase handelt es sich um die Remodelling-Phase. Sie
beinhaltet die mechanische Belastung bzw. die Physiotherapie. Diese zwei
Schlusselphasen sind bei der Frakturbehandlung von gro3er Bedeutung (Sfeir et
al. 2015).

Vorherige Daten um die Arbeitsgruppe um Prof. Dr. A. Nussler zeigen, dass eine
Wiederherstellung der priméaren Zilien eine bessere Differenzierung und Reifung
von mesenchymalen Stammzellen zu Osteoblasten in der ersten Phase, der
anfanglichen Immobilisierungsphase der Frakturbehandlung, gewahrleisten

konnte. Durch Physiotherapie, elektrischer Stimulation und hochintensiver
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gepulster Ultraschall konnte aul3erdem der Erfolg der Frakturheilung verbessert

werden (Sreekumar et al. 2017).

Andere Studien untersuchten bereits die Frakturheilung mit Resveratrol.
Resveratrol hat eine starke antioxidative Knochenschutzfunktion und zeigt unter
normaler Konzentrationseinnahme im menschlichen Organismus in vivo keine
Toxizitat (Zunino und Storms 2015). Daten um die Arbeitsgruppe um Prof. Dr. A.
Nussler zeigen, dass mit einer Resveratrol-Behandlung primaren Zilien schneller
wiederhergestellt werden konnen. Die Produktion von freier Radikale wird
reduziert. Aulerdem hilft Resveratrol, dass die SCP-1-Zellen besser und fur
langere Zeitrdume Uberleben. Eine Inkubation mit Resveratol verbessert die AP-
Aktivitat und die Differenzierung, was bei einer besseren Matrixmineralisierung
eine Aufwartsregulierung der OPG- und Runx2-Genexpression zeigt. Bei der
Resveratrol-Behandlung kommt es aul3erdem zu einer verbesserten Runx2 und
BMP2 Expression, die zusammen zu einer verbesserten osteogenen

Differenzierung fuhren (Sreekumar et al. 2017).

Es konnte auch gezeigt werden, dass die Gabe von BMP2 zu einer verbesserten
Knochenheilung fihren kann. Auch dies ist ein mdglicher Therapieansatz fur eine

verbesserte Knochenheilung bei Rauchern (Schmidmaier et al. 2007).

Um die Frakturheilung allgemein bei Rauchern zu verbessern, sei die beste und
einfachste Losung zwar das Rauchen zu beenden, doch eine Ldsung ist das im
klinischen Alltag nicht. Da Rauchen wie Alkohol ein Suchtmittel ist, kdnnen
Raucher das Rauchen fir Tage und Wochen nicht einfach einstellen. Der Ansatz
mit Hilfe von Resveratrol bei der Behandlung von Frakturen, gefolgt von
zusatzlichen RehabilitationsmalRnahmen, kann zur Beschleunigung der
Frakturheilung bei Rauchern filhren und kdnnte ein neuer und entscheidender

Therapieansatz sein (Zhou et al. 2017).
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4.5 Ausblick

Fir den Versuch mit Zelllinien wirde ich weiterhin den gleichen Versuchsaufbau
empfehlen. Jedoch gibt es vielleicht eine Mdglichkeit, nicht nur mesenchymale
Stammzellen zu Osteoblasten zu differenzieren, sondern im gleichen Versuch
noch Osteoklasten zu differenzieren. Osteoklasten missten dann aus Zelllinien
des mononuklearen-phagozytaren Systems gewonen werden. Da in dem
jetzigen Versuch lediglich herausgefunden wurde, wie sich verschiedene Gene
der Signalwege wahrend der Differenzierung zu Osteoblasten verandern, ware
es nun spannend herauszufinden, ob diese veranderte Genexpression, vor allem
von Rankl und OPG, einen direkten Einfluss auf die Differenzierung von
Osteoklasten hat. In unserem Versuchsaufbau konnten wir leider nur mutmal3en,
ob dies der Fall ist. Auch eine Art 3D-CoCulture System, in dem beide Zellen
parallel unter dem Einfluss von Zigarettenrauch differenzieren ware eine
Maoglichkeit.

Des Weiteren koénnte man erforschen, warum die Veranderung der
Genexpression sich nach 21 Tagen wieder zu regenerieren scheint. Ein anderer
Grund fur diese scheinbare Verbesserung kdnnte sein, dass die Zellen nach 21
Tagen groftenteils durch den Zigarettenrauch abgetdtet worden sind. Dadurch
sind enventuell nur noch Osteoblasten vorhanden, welche nicht so stark
beeintrachtigt wurden vom Zigarettenrauch und dadurch das Ergebnis
beschdnigen. Dahingehend ist der Versuchsaufbau limitierend

Auch die Versuche mit primdren humanen Osteoblasten, welche wir zu
Osteoblasten differenziert haben, sollten noch vertieft werden. Hier wirde ich

eine hohere N-Nummer vorschlagen.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, wie sich aus
mesenchymalen Stammzellvorlaufern Osteoblasten differenzieren, welche unter
dem Einfluss von Zigarettenrauch ernahrt wurden. Es wurden hierzu zwei
Signalwege untersucht, der BMP-Signalweg und der Wnt-Signalweg, wessen
Genexpressionen mithilfe von PCRs analysiert wurden. Zweiter Teil des
Versuches war es, den gleichen Versuchsaufbau auf menschliche Zellen zu
Ubertragen. Die Inkubationszeit fir die SCP-1 Zellen betrug entweder 7, 14 oder
21 Tage. Die menschlichen Osteoblasten wurden lediglich 14 Tage inkubiert. Die
verschiedenen Konzentrationen an Zigarettenrauch waren von 0% uber 0,1%,
0,5%, 1%, 5% bis zu 10%. An den Zelllinien, den SCP-1 Zellen konnte eine
signifikante Veranderung in den beiden Signalwegen festgestellt werden. Beide
Signalwege wurden unter dem Einfluss von Zigarettenrauch signifikant
herunterreguliert. Es konnte auch festgestellt werden, dass die molekulare
Veranderung mit einer erhdhten Zigarettenrauchkonzentration zusammenhangt.
Je hoher die Konzentration an Zigarettenrauch, desto geringer war die
Genexpression der zu untersuchenden Gene. Die gréf3te Veranderung wurde
des Weiteren nach einer Inkubationszeit von 14 Tagen erreicht. Hieraus lasst
sich schliel3en, dass eine Inkubationszeit von 7 Tagen zu kurz ist, eine
Inkubationszeit von 21 Tagen jedoch eventuell zu lange. Nach 21 Tagen lasst
sich eine Adaption der Zellen an den Zigarettenrauch vermuten. Die humanen
Osteoblasten wurden lediglich 14 Tage inkubiert, da dort bei den Zelllinien die
besten Ergebnisse erzielt wurden. Dies wurde auf die Osteoblasten tUbertragen.
Bei dieser Versuchsreihe konnte keine eindeutige Verdnderung der

Genexpression festgestellt werden.
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