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Zusammenfassung

Die Osteoporose als typische altersassoziierte Erkrankung gewinnt aufgrund der
alternden Gesellschaft immer mehr an Bedeutung. Die durch die Osteoporose
erniedrigte Knochendichte mit schlechterer Mikroarchitektur erhéht das Risiko flr
eine Fraktur mit weitreichenden individuellen, gesellschaftlichen und 6konomischen
Folgen.

Verschiedene Studien haben einen Zusammenhang zwischen dem Kérpergewicht
und sowohl der Knochendichte als auch dem Risiko fur eine osteoporotische Fraktur
beschrieben. Ein niedriges Korpergewicht steigert dieses Risiko, wohingegen ein
héheres Kdrpergewicht dieses Risiko senkt. Der genaue Zusammenhang und die
beteiligten Mechanismen sind nicht vollstandig geklart.

Fettgewebe ist mittlerweile als ein endokrines Organ etabliert. Die von ihm
produzierten Hormone werden als Adipokine bezeichnet. Eine direkte Wirkung des
Fettgewebes Uber Adipokine auf den Knochen ware also denkbar und kbénnte die
Verbindung zwischen Koérpergewicht und Knochendichte erklaren.

Diese Dissertation soll untersuchen, ob eine direkte und durch Adipokine vermittelte
Wirkung von Adipozyten auf Osteoblasten vorliegt, wie diese sich duBert und durch
welche Adipokine sie vermittelt wird.

Hierzu wurde Zellkulturmedium durch primare humane Adipozyten konditioniert.
Dadurch enthélt es samtliche Adipokine. Zellen einer murinen praosteoblastischen
Zelllinie und auch primare humane Prdosteoblasten wurden diesem konditionierten
Medium ausgesetzt. Hierbei konnte gezeigt werden, dass es unter dem Einfluss von
Adipokinen zu einer verstarkten Proliferation der Praosteoblasten kam. Dies war
abhangig vom FGF-Rezeptor 1 und der PI3-Kinase. Im konditionierten Medium
konnte bFGF/FGF-2 nachgewiesen werden und die Wirkung des konditionierten
Mediums konnte durch rekombinantes FGF-2 in Abhangigkeit vom FGFR1 und der
PI3K imitiert werden. Auch wenn die Differenzierung zu reifen Osteoblasten nicht
stimuliert wurde, konnte der OPG/RANKL Quotient gesteigert werden. Hierdurch
hatten die behandelten Pré&osteoblasten einen hemmenden Effekt auf die
Differenzierung von Osteoklasten. Als Beleg fir eine endokrin vermittelte Wirkung
wurde FGF-2 in humanem Serum in Abhéngigkeit vom BMI nachgewiesen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten auf einen positiven und endokrin durch
Adipokine vermittelten Effekt des Fettgewebes auf Knochen hin. Ein besseres
Verstandnis dieser Vorgédnge bietet die Moglichkeit, neue Ansatze zur
Osteoporosetherapie auszumachen.



Summary

Osteoporosis as a typical age-related disease is becoming increasingly important
due to the aging society. The reduced bone mineral density caused by osteoporosis
with poorer microarchitecture increases the risk of a fracture with extensive
individual, social and economic consequences.

Various studies have described a connection between body weight and both bone
mineral density and the risk of an osteoporotic fracture. A low body weight increases
this risk, whereas a higher body weight reduces this risk. The exact connection and
the mechanisms involved are not fully understood.

Adipose tissue is now established as an endocrine organ. The hormones it produces
are called adipokines. A direct effect of adipose tissue on bone by adipokines would
be conceivable and could explain the connection between body weight and bone
mineral density.

This dissertation is intended to investigate whether there is a direct and adipokine-
mediated effect of adipocytes on osteoblasts, how it manifests itself and which
adipokines mediate it.

For this purpose, cell culture medium was conditioned by primary human adipocytes
so that it contained all adipokines. Cells from a murine preosteoblastic cell line and
primary human preosteoblasts were exposed to this conditioned medium. It was
shown that under the influence of adipokines the proliferation of preosteoblasts
increased. This depended on FGF receptor 1 and PI3 kinase. bFGF/FGF-2 could be
detected in the conditioned medium and the effect of the conditioned medium could
be imitated by recombinant FGF-2 depending on FGFR1 and PI3K. Even if
differentiation into mature osteoblasts was not stimulated, the OPG/RANKL ratio
could be increased. As a result, the treated preosteoblasts had an inhibitory effect
on the differentiation of osteoclasts. As evidence of an endocrine-mediated effect,
FGF-2 was detected in human serum depending on BMI.

The results of this work indicate a positive endocrine and adipokine-mediated effect
of adipose tissue on bone. A better understanding of these processes offers the
possibility of identifying new targets for future agents for osteoporosis therapy.



Abkirzungsverzeichnis

AKT

ALP

bFGF

BMD

BMI

BMP

Ca2+

DKK

DXA

ECM

ELISA

EMA

FDA

FGF

FGFR

FOXO1

FRAME

FRS2a

GAB1

GRB2

GSK-3p

IGF-1

IL-6

JAK

LEF1

LRP

Proteinkinase B MAPK
Alkalische Phosphatase MSC
Basic Fibroblast Growth Factor mTOR
Bone Mineral Density OPG
Body Mass Index PI3K
Bone Morphogenetic Protein PTH
Calcium RANK
Dickkopf RANKL
Dual X-ray Absorptiometrie RAS
Extracellular Matrix SERM
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay SRP1
Européaische Arzneimittel-Agentur STAT
Food and Drug Administration TCF
Fibroblast Growth Factor TNF
Fibroblast Growth Factor Receptor TRAF
Forkhead Box Protein O1 WNT

Fracture Study In Postmenopausal Women With
Osteoporosis

FGFR Substrate 2a

GRB2-associated Binder 1

Growth Factor Receptor-bound 2

Glykogen Synthase Kinase-33

Insulin-like Growth Factor 1

Interleukin-6

Januskinase

Lymphocyte Enhancer Factor 1

Low Density Lipoprotein Receptor-Related Protein

Mitogen-activated Protein
Kinase

Mesenchymal Stem Sells

Mechanistic Target Of
Rapamycin

Osteoprotegerin
Phosphoinositid-3-Kinase

Parathyroid Hormone

Receptor Activator of NF-
kB

Receptor Activator of NF-
kB Ligand

Rat Sarcoma Virus

Selective Estrogen
Receptor Modulator

Secreted Frizzled-related
Protein 1

Signal Transducers And
Activators Of Transcription

T-Cell Factor

Tumor Necrosis Factor

Tumor Necrosis Factor
Receptor-associated
Factor

Kombination der Gen-
Namen Wingless aus
Drosophila und Int-1 aus
der Maus



Inhaltsverzeichnis

LI =11 1= 1 0 T 1
B R O 11 1= oo T4 o 1= RS 1
S P T B =Y 01 T o I PP UPPP 1
1.1.2 KIGSSITIKATION .. 1
1.1.3 DIAGNOSTIK ...t e e 1
I I o 1 o o1 17¢= 11T 1= o 2
I T T =T T o 1= 2
1.2 OSEEOGENESE ...ttt e et e e e e e e e e e e e e n e e e e e e nee e e e e anae e e e e nreeas 4
1.2.1 Intramembrandse und endochondrale Ossifikation...........ccccccerrieriiceen e 5
1.2.2 OStEOKIASTEN .. e e 5
B2 I @ 1= =] o] - L1 1T o PSP 6
B2 O 1= (=T 074 Y =T o PSPPSR 6
1.3 Fibroblast Growth Factor (FGF) in der Osteogenese ..........oocueeeiiiiiieeieeniieee e, 6
1.4 OPG/RANKL/RANK . ...ttt ettt e st e st e st e s e s sase e e s e e e s s ne e e sare e s sneeesneeesnenesnnes 7
1.4.1 Receptor Activator of NF-KB (RANK) ... 7
1.4.2 Receptor Activator of NF-kB Ligand (RANKL) ....cccceeeiiiiiiccciirerceeee e e eeeeeee e 7
1.4.3 Osteoprotegerin (OPG)...... ... e ittt a e e e eeaeas 8
B IS T Vo T Yo ] 4] 1= R SRPRRR 8
I 0 T 1Y o 1 8
1.5.2 AdIPONECTIN ...t e e s e e e s e e e e e ne e e e e nreeas 9
1.5.3 Tumor Necrosis Factor a (TNFa) und Interleukin-6 (IL-6)........cccccceeeeereeeirccccnnnrneeeenenn. 9
1.5.4 WINT-SIGNAIWEG......eeieiiiiieiie e e e e e e e e e e e e e nne s 9
1.6 EENIKVOTUM Lottt e bt e s et e b e s e e e be e sar e e nneenare s 10
1.7 Ziel der ArDEIL ... 11

2 Adipocyte-secreted factors increase osteoblast proliferation and the OPG/RANKL ratio to
influence osteoclast formation, Kiihn, M.C., Willenberg, H.S., Schott, M., Papewalis, C., Stumpf,
U., Flohé, S., Scherbaum, W.A., Schinner, S., Mol Cell Endocrinol., 349(2), 180-188, (2012)....12

G D 1= =] T o T 13
3.1 Assoziation von Body Mass Index (BMI) und Bone Mineral Density (BMD) .........ccccceeveunee 13
3.2 Adipokine und Bone Mineral DENSItY ...........ceiriiiiiiiiiiiiiiierrecee e 14
3.3 Fibroblast Growth Factor-2 (FGF-2) als endokrines AdipoKin...........cccccvuiireeeeeeeeeececccnenns 15
3.4 Stérken und Schwachen der Arbeit .........ooo e 16
TR TS Tod o 1011 (] o 1= U1 o TSRS 17

T o] o] [TeTo = 1 = U UPPPPT 18



1 Einleitung

1.1 Osteoporose
1.1.1 Definition

Die Osteoporose ist eine systemische Skeletterkrankung, die mit erniedrigter
Knochendichte und Verschlechterung der Mikroarchitektur des Knochens und damit
mit einer verringerten Knochenstabilitat einhergeht. Hierdurch steigt das Risiko fur
Frakturen, insbesondere im Bereich der Hlfte und der Wirbelkérper (1)(2).

1.1.2 Klassifikation

In den meisten Féllen, ndmlich ca. 90%, liegt eine primére Osteoporose vor. Hier
wird unterschieden zwischen: Typ |, der postmenopausalen, durch hormoneller
Umstellung bedingten Osteoporose bei Frauen, und Typ Il, der senilen
Osteoporose, bei der durch eine verminderte Anzahl und Funktion der Osteoblasten
im Alter die Knochenmasse abnimmt. Die idiopathische Osteoporose ist selten. Sie
wird unterteilt in die idiopathische juvenile Osteoporose (zwischen dem 8. und 14.
Lebensjahr, gekennzeichnet durch Knochenschmerzen und Wirbelkérperfrakturen
und sistiert wenige Jahre nach der Pubertdt spontan) und die idiopathische
Osteoporose junger Erwachsener (zwischen dem 30. und 50. Lebensjahr, betrifft vor
allem rauchende Manner und die Wirbelsaule).

Unter die sekundaren Formen der Osteoporose, die ca. 10% der Falle ausmachen,
fallen zum einen die medikamentds bedingten Erkrankungen, wie nach einer
systemischen Langzeittherapie mit Glukokortikoiden (die dosisabhangig vor allem
zu einem erhéhten Risiko fur vertebrale Frakturen fihrt) sowie nach einer
Langzeittherapie mit Protonenpumpenhemmern, Antiepileptika,
Aromatasehemmern, inhalativen Glukokortikoiden und Serotonin-
Wiederaufnahmehemmern. AuBerdem kénnen endokrinologische Erkrankungen zu
einer sekundéren Osteoporose fiuhren: Endogenes Cushing-Syndrom,
Hypogonadismus, Klimakterium praecox, primarer Hyperparathyreoidismus,
Hypophyseninsuffizienz und Hyperthyreose.

Essstérungen kdénnen durch hormonellen Verdanderungen und Mangelernéhrung
ebenfalls zu einer sekundaren Osteoporose fiihren (3).

1.1.3 Diagnostik

Bis zum Auftreten einer Fraktur ist die Osteoporose klinisch inapparent. Es treten
also keine spezifischen Schmerzen oder Funktionseinschrankungen auf. Die

Diagnose wird durch die Bestimmung der Knochendichte in einer Dual X-ray
]



Absorptiometrie (DXA)-Messung an der Lendenwirbelsdule und/oder dem
proximalen Femur gestellt.

Eine Osteoporose liegt vor, wenn der Knochenmineralgehalt in dieser Messung um
mehr als 2,5 Standardabweichungen vom Mittelwert einer 20- bis 29-jahrigen Frau
abweicht. Die in Standardabweichungen angegebene Abweichung der
Knochendichte von der einer 20- bis 29-jahrigen Frau wird als T-Score bezeichnet.
Bei einem T-Score zwischen -1,0 und -2,5 liegt eine Osteopenie vor (4).

1.1.4 Komplikationen

Komplikationen nach einer osteoporotischen Fraktur sind nicht selten und sind oft
folgenschwer und weitreichend. Innerhalb eines Jahres nach der Fraktur versterben
bis zu 20% der Patienten (5).

Auch nach einer erfolgreichen Akuttherapie einer osteoporotischen Huftfraktur kann
der Verlust der Mobilitat und der Autonomie zu einem relevanten Verlust an
Lebensqualitédt fuhren. Die Folgen kénnen enorm sein. So zeigten verschiedene
Studien, dass 40-60% der Patienten auch ein Jahr nach einer Huftfraktur ihr
vorheriges Mobilitdtsniveau nicht wieder erreichen konnten. Ein Drittel der Patienten
konnte nach der Fraktur auch Uber ein Jahr hinaus Aktivitdten zur Selbstfirsorge
nicht mehr selbststandig ausfuhren. Jeder zehnte Patient musste innerhalb eines
Jahres nach der Fraktur in einer Pflegeeinrichtung untergebracht werden (6).

Das Lebenszeitrisiko fir traumatische Frakturen der Hufte, der Wirbelkdrper oder
des Handgelenks wird auf anndhernd 40% geschéatzt und ist damit vergleichbar mit
dem fur koronare Herzerkrankungen (1). Bis zu jede zweite Frau und jeder vierte
Mann erleiden in ihrem Leben eine osteoporotische Fraktur (7).

Generell kommt es mit dem Alter zu einer Abnahme der Knochendichte (8). Ein
Grund fir die deutlich gesteigerte Pravalenz einer Osteoporose bei Frauen sind die
hormonellen Veranderungen, die sich in der Menopause einstellen (9).

1.1.5 Therapie

In den 1960er wurde entdeckt, dass Bisphosphonate die Kalzifikation und
Resorption des Knochens gulnstig beeinflussen. Daraufhin wurden Wirkstoffe aus
dieser Substanzgruppe zur Therapie der Osteoporose entwickelt.

Bisphosphonate gehéren zu den antiresorptiven Therapeutika und sind aktuell die
am haufigsten verwendete Therapie gegen eine Osteoporose. Sie sind
anorganische Diphosphat-Analoga, die in der Knochenmatrix gebunden und von
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Osteoklasten im Rahmen der der Knochenresorption aufgenommen werden. In
Osteoklasten inhibieren sie die Farnesylpyrophosphat-Synthase, die ein
Schllsselenzym in der intrazellularen Signalibermittlung in Osteoklasten ist (10).

Ein weiteres antiresorptives Therapeutikum ist Denosumab. Denosumab ist ein
humaner monoklonaler Antikérper, der an Receptor Activator of NF-kB Ligand
(RANKL) bindet, also die Wirkung von Osteoprotegerin, dem physiologischen
Antagonisten von RANKL, nachahmt (weiteres siehe im Kapitel 1.4). Auf diese
Weise wird eine Bindung von RANKL an Receptor Activator of NF-kB (RANK) auf
Osteoklasten und dadurch die Entwicklung und Funktion bzw. Aktivitdt von
Osteoklasten verhindert (11).

Ostrogene habe eine stimulierende Wirkung auf Knochengewebe, Brustgewebe und
uterines Gewebe. Die therapeutisch eingesetzten selektiven
Ostrogenrezeptormodulatoren (SERMs) imitieren den Effekt von Ostrogen auf den
Knochen, stimulieren allerdings nicht das Gewebe der Brust oder des Uterus (12).
Der am haufigsten zur Therapie der Osteoporose verwendete antiresorptive SERM
ist Raloxifen (13).

Eine zweite Gruppe fasst osteoanabole Therapeutika zusammen. Diese erhéhen die
Knochenmasse durch die Stimulation von Osteoblasten. Der am haufigsten
verwendete Therapieansatz innerhalb dieser Gruppe ist die intermittierende Gabe
von Parathyroid Hormone (PTH), welches die Saumzellen (ruhende Osteoblasten)
aktiviert und dadurch zu einer erhéhten Anzahl an Osteoblasten mit vermehrter
Knochenbildung fuhrt (14). Wichtig ist herbei die intermittierende Gabe von PTH, da
chronisch erhdhte Serumlevel (wie beim primaren Hyperparathyreoidismus) die
Knochendichte verringern wirden.

Teriparatid, oder auch rekombinantes humanes PTH(1-34) ist ein aktives Fragment
des humanen PTH, das sowohl Osteoblasten direkt, als auch die renale Produktion
von 1,25-Dihydroxycholecalciferol stimuliert (15, 16).

Abaloparatid ist ein synthetisches Analogon von Teriparatid mit vergleichbarer
Wirkweise und Wirkung. Die Europaische Arzneimittelagentur (EMA) hat
Abaloparatid fir die Behandlung von Osteoporose bei postmenopausalen Frauen
mit erhéhtem Frakturrisiko im Dezember 2022 zugelassen (17). In Deutschland wird
dieser Wirkstoff noch nicht im klinischen Alltag verwendet. In den USA ist er bereits
seit 2017 als zweiter osteoanaboler Wirkstoff zur Therapie der postmenopausalen
Osteoporose zugelassen(18).

Romosozumab ist ein humanisierter monoklonaler Antikérper, der zur Therapie der
Osteoporose 2019 von der Food and Drug Administration (FDA) und 2020 von der
EMA zugelassen wurde. Durch die Bindung an Sclerostin wird dieses neutralisiert
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und seine Wirkung dadurch inhibiert. Sclerostin wiederum hat eine inhibierende
Wirkung auf den WNT-Signalweg. Es bindet an Low Density Lipoprotein Receptor-
Related Protein (LRP5/6), den Co-Rezeptoren des WNT-Signalwegs und verhindert
dadurch, dass entsprechende WNT-Liganden den kanonischen WNT-Signalweg
aktivieren koénnen. Somit unterbindet Romosozumab eine Hemmung des WNT-
Signalwegs (weiteres siehe Kapitel 1.5.4).

Romosozumab gilt als dual-acting Wirkstoff, da durch seine Wirkung zum einen die
Knochenresorption gehemmt und andererseits auch die Knochenformation gefordert
wird (19). Es werden vermehrt bone-lining cells in Osteoblasten differenziert und
deren Aktivitdt gesteigert, was zu einer erhdhten Synthese von extrazellulérer
Knochenmatrix fahrt (20). Gleichzeitig wird die vorhandene und neu gebildete
Knochensubstanz vor der Resorption durch Osteoklasten und damit vor dem Abbau
geschitzt. Es wurde in humanen Knochenbiopsien aus einer Untergruppe aus
Patientinnen der multizentrischen, internationalen, randomisierten, doppel-blind und
placebo-kontrollierten Fracture Study In Postmenopausal Women With
Osteoporosis (FRAME) gezeigt, dass die unter Romosozumab abfallenden
Resorptionsparameter auch tber 12 Monate konstant erniedrigt blieben (21).

Dies fuhrte zu einer raschen Verbesserung der Knochendichtewerte und einer
signifikanten Reduktion des Frakturrisikos.

In der FRAME Studie, in der die Wirksamkeit der monatlichen Gabe von 210 mg
Romosozumab tber 12 Monate gegenulber Placebo untersucht wurde, wurden 6390
Patientinnen mit postmenopausaler Osteoporose eingeschlossen.

Mit dem Verum behandelte Patientinnen hatten eine signifikante Zunahme der
Knochendichte im Bereich der Wirbelkérper (13,3 % hdher als in der
Placebogruppe) wie auch im Bereich des Femurhalses und der Hufte (6-7 % hbher
als in der Placebogruppe) (22). Ebenso verhielt es sich mit dem Effekt auf das
Frakturrisiko. Nach einer 12-monatigen Therapie mit Romosozumab war das Risiko
fur eine Wirbelkérperfraktur um 73 % reduziert. Der Effekt trat rasch ein, denn die
drei Wirbelkorperfrakturen in der Romosozumab-Gruppe, die klinisch auffielen,
traten nur innerhalb der ersten 2 Monate auf (23).

Allerdings ist der positive Effekt von Romosozumab auf die Knochendichte
reversibel und verschwand ein Jahr nach Beendigung einer 24-monatigen Therapie
und ohne anschlieBende Sequenztherapie mit einem antiresorptiven Wirkstoff
vollstandig (24).

1.2 Osteogenese

Das erwachsene Skelett unterliegt dynamischen Prozessen, durch die es innerhalb
einer Dekade komplett erneuert wird (25). Hierbei halten sich anabole und katabole
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Prozesse idealerweise die Waage, so dass trotz kontinuierlichem Knochenaufbaus
und Knochenabbaus die Knochendichte und Knochenqualitat unveréndert bleiben.

1.2.1 Intramembranése und endochondrale Ossifikation

Knochen kann auf zwei verschiedenen Arten gebildet werden: die intramembranése
Ossifikation und die endochondrale Ossifikation. Ausgangspunkt ist in beiden Fallen
die mesenchymale Stammzelle (mesenchymal stem cell, MSC). Mesenchymale
Stammzellen kdénnen sich zu Adipozyten, Chondrozyten oder Osteoblasten
differenzieren, abhangig von den hormonellen Signalen, denen sie ausgesetzt sind.

In einem ersten Schritt in beiden Arten der Ossifikation formen mesenchymale
Stammzellen Kondensationen. Im Rahmen der intramembrandsen Ossifikation
differenzieren sich die Zellen der mesenchymalen Kondensation direkt zu
Osteoblasten. Dies geschieht zum Beispiel im Bereich des Schadelknochens und in
Bereichen der Claviculae. Im Rahmen der endochondralen Ossifikation bilden sich
zunéchst unreife, ruhende Chondrozyten im Zentrum der mesenchymalen
Kondensation. Einige dieser Zellen fangen an, sich vermehrt zu teilen und eine
extrazellulare Matrix (extracellular matrix, ECM) zu bilden (26, 27). Die Umwandlung
des von Chondrozyten gebildeten Knorpels in mineralisierten Knochen ist ein
komplexer Prozess. Praosteoblasten und Osteoklasten wandern aus dem
Perichondrium in den hypertrophen Knorpel ein. Der hypertrophe Knorpel wird
resorbiert. Praosteoblasten differenzieren zu reifen Osteoblasten, die eine
mineralisierte Knochenmatrix bilden. Sind die reifen Osteoblasten mit der von ihnen
gebildeten Knochenmatrix vollstdndig umgeben, differenzieren sie sich weiter in
Osteozyten (28-30).

1.2.2 Osteoklasten

Osteoklasten sind polynukledre Riesenzellen, die durch Fusion mononuklearer
Vorlauferzellen der hamatopoetischen Zellreihe entstehen. lhre Funktion ist die
Resorption mineralisierter Knochenmatrix. Zu den kennzeichnenden Merkmalen,
durch die sie sich identifizieren lassen, gehort die Expression der tartrate-resistant
acid phosphatase (31, 32). Neben anderen Faktoren ist RANKL ein wesentlicher
Faktor, der zur Differenzierung und fur die Funktion von Osteoklasten notwendig ist
(33, 34).



1.2.3 Osteoblasten

Osteoblasten sind die reifen und aktiven Zellen, die den Knochen formen. Sie
entstehen aus Préosteoblasten, die wiederrum aus mesenchymalen Stammzellen
entstehen. Osteoblasten haben wichtige Aufgaben im Knochenumbau: sie
produzieren und sezernieren Faktoren die die Bildung und Funktion von
Osteoklasten férdern (wie zum Beispiel RANKL) oder aber hemmen (wie zum
Beispiel Osteoprotegerin (OPG)). Sie produzieren die Proteine der Knochenmatrix
und sind fur die Mineralisation verantwortlich (35). Ein friher Differenzierungsmarker
ist die alkalische Phosphatase (ALP), in spateren Stadien der Differenzierung erfolgt
die Mineralisierung der Knochenmatrix durch Calcium-Ablagerungen (36, 37).

1.2.4 Osteozyten

Osteozyten entstehen aus einer Subpopulation von Osteoblasten, die terminal
differenziert und von mineralisierter Knochenmatrix umgeben sind. Dort befinden sie
sich in Flussigkeits-gefullten Lakunen und bilden Uber Canaliculi dendritische
Auslaufer, mit denen sie untereinander und mit Osteoblasten an der
Knochenoberflache kommunizieren. Osteozyten werden durch mechanische Reize
stimuliert und kénnen so die Belastung des Knochens in den Knochenstoffwechsel
transformieren. Sie sind mit 90-95 % die vorherrschende Zellart im Knochen
(38-40).

1.3 Fibroblast Growth Factor (FGF) in der Osteogenese

Eine Vielzahl an Faktoren und ihre entsprechenden Signalwege regulieren die
Proliferation und Differenzierung von Préosteoblasten zu Osteoblasten wie zum
Beispiel: Proteine wie bone morphogenetic proteins (BMPs), Hormone wie PTH und
WNT-Molekile oder Wachstumsfaktoren wie Insulin-like Growth Factor 1 (IGF-1)
und Fibroblast Growth Factor (FGF).

Gegenwartig sind 22 verschiedene FGFs bekannt, die eine unterschiedliche Affinitat
zu den 4 verschiedenen Fibroblast Growth Factor Receptor (FGFR) haben. In Folge
der Bindung eines FGF an einen FGFR (zusammen mit Heparin/Heparan Sulfat als
Co-Faktor) kdnnen unterschiedliche intrazellulare Signalwege aktiviert werden,
darunter die RAS-MAPK, JAK-STAT oder PIBK-AKT Signalwege.

Das Haupt-FGFR-Kinase-Substrat FGFR Substrate 2a (FRS2a), das mit der
juxtamembrandsen Region des FGFR verbunden ist, wird durch die nach Bindung
eines Liganden aktivierte Kinase des FGFR phosphoryliert. Phosphoryliertes FRS2a
rekrutiert das Adapterprotein Growth Factor Receptor-bound 2 (GRB2), das
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wiederum das Adapterprotein GRBZ2-associated Binder 1 (GAB1) rekrutiert.
Hierdurch wird das Enzym Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) aktiviert und durch
dieses das Enzym Proteinkinase B (AKT) phosphoryliert. Durch so aktiviertes AKT
kann unter anderem der Mechanistic Target Of Rapamycin (mTOR) Komplex
aktiviert werden, oder der Forkhead Box Protein O1 (FOXO1) Transkriptionsfaktor,
woraufhin dieser den Nucleus verlasst (41).

1.4 OPG/RANKL/RANK

Um das Skelett fortwadhrend an die auf es einwirkenden Krafte anzupassen, aber
gleichzeitig ein Uber das MaB hinausgehendes Eigengewicht zu vermeiden, ist eine
enge Regulation von Osteoblasten und Osteoklasten und eine Ruckkoppelung
dieser beiden Zellarten notwendig. Hier sind OPG, RANKL, und RANK von groBer
Bedeutung.

1.4.1 Receptor Activator of NF-kB (RANK)

RANK ist ein Transmembran-Protein mit einer fundamentalen Bedeutung flr Bildung
und Funktion reifer Osteoklasten (42). Es ist aber auch auf einer Vielzahl weiterer
Zellen nachgewiesen worden. Krebszellen mit einem hohen Potenzial zur ossaren
Metastasierung, namlich Mamma-Karzinom und Prostata-Karzinom, exprimieren
ebenfalls RANK (43, 44).

Nach der Bindung von RANKL an RANK wird die TNF receptor-associated factors
(TRAFs) Familie aktiviert. RANK/TRAF reguliert die Bildung, Aktivierung und die
Funktion von Osteoklasten (ber verschiedene Signalwege zur Bildung reifer
Osteoklasten sowie zur Aktivierung dieser (42, 45).

1.4.2 Receptor Activator of NF-kB Ligand (RANKL)

RANKL ist ein membrangebundenes Protein auf Osteoblasten. Es kommt jedoch
auf auf anderen Zellen vor, so auf aktivierten T-Zellen, in Lymphknoten, in
Brustdriisen und in der Lunge (46). Durch proteolytische Spaltung oder alternatives
Splicing kann es auch sezerniert werden (47, 48).

RANKL reguliert die Bildung, Aktivierung und die Funktion von osteoklastischen
Vorlauferzellen und Osteoklasten Uber verschiedene Signalwege nach Bindung an
seinen Rezeptor RANK an diesen Zellen (42, 49). Hierdurch wird die
Knochenresorption geférdert.



1.4.3 Osteoprotegerin (OPG)

OPG wird unter anderem von Osteoblasten produziert (50). Es funktioniert als decoy
receptor fur RANKL, das es bindet und dadurch seine Bindung an RANK sowie die
Aktivierung der nachfolgenden Signalwege verhindert (51, 52).

OPG knock-out Méause haben aufgrund einer dysregulierten Aktivierung von
Osteoklasten eine verminderte Knochendichte mit Ausdinnung der trabekularen
und kortikalen Strukturen. Es kommt zu einer gesteigerten Inzidenz an Frakturen
(53).

OPG schiitzt den Knochen also vor Resorption, indem es an RANKL bindet und
dessen Bindung an RANK verhindert. Damit ist die relative Konzentration von
RANKL und OPG im Knochen eine wichtige Determinante der Knochendichte.

1.5 Adipokine

Das Fettgewebe und auch Adipozyten im Einzelnen sind inzwischen als endokrines
Organ gut etabliert, das Zytokine, Hormone und Hormon-ahnliche Stoffe bildet,
sezerniert und damit Einfluss auf die Funktion anderer Organe nimmt (54-59). Diese
unterschiedlichen, von Adipozyten produzierten Signalmoleklile werden als
Adipokine bezeichnet.

Einige dieser Adipokine haben eine bekannte Wirkung auf Knochenzellen.

1.5.1 Leptin

Leptin ist eines der bekanntesten Adipokine mit Wirkung auf den Knochen. Es ist ein
Zytokin-&hnliches Hormon, das eine Schllisselrolle im Energiehaushalt und der
Appetitkontrolle spielt, indem es ein Sattigungsgefuhl im Hypothalamus bewirkt (60).
Bei Ubergewichtigen Personen liegt ein Zustand einer Leptin-Resistenz vor, so dass
die Serumkonzentration erhéht ist. Auf den Knochen kann Leptin einerseits eine
direkte, Uber periphere Signalwege vermittelte und anabole Wirkung haben (61, 62).
Andererseits ist die indirekte, Uber das zentrale Nervensystem (und hier die
hypothalamische Achse) vermittelte Wirkung katabol (63). Eine Unterbrechung des
Leptin Signalweges durch ein knock-out des Leptinrezeptor-Gens in Ratten fuhrt zu
einer Reduktion des Knochenvolumens und der Knochendichte (64).

Eine Metaanalyse von 45 Studien zeigte, dass die Leptin-Serumkonzentration
positiv mit der Bone Mineral Density (BMD) in postmenopausalen Frauen korreliert
(65).

Andererseits konnte eine Auswertung der DXA-Messungen und Nuichtern-Leptin-
Serumkonzentrationen von 5815 Datenséatzen aus der Third U.S. National Health
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and Nutrition Examination Survey (NHANES Ill) keine Assoziation zwischen der
Leptin-Serumkonzentration und der BMD in prdmenopausalen oder
postmenopausalen Frauen finden. Die Serum-Leptinkonzentration schien die BMD
nicht direkt zu beeinflussen (66).

1.5.2 Adiponectin

Adiponectin ist ein weiteres Adipokin mit Wirkung auf den Knochen. Adiponectin
korreliert invers mit dem Korpergewicht. Erniedrigte Serumkonzentrationen werden
bei Ubergewicht, Diabetes und Insulinresistenz beobachtet (67, 68). Durch
Adiponectin wird die Proliferation und Differenzierung von Osteoblasten geférdert
(69).

1.5.3 Tumor Necrosis Factor a (TNFa) und Interleukin-6 (IL-6)

Auch TNFa und IL-6 werden von Adipozyten gebildet und sezerniert, wobei die
beiden Zytokine die Osteoklastogenese und Knochenresorption férdern, was z.B.
auch in der Pathogenese der chronischen Polyarthritis eine Rolle spielt (70, 71).

1.5.4 WNT-Signalweg

Der kanonische WNT-Signalweg (Kombination der Gen-Namen Wingless aus
Drosophila und Int-1 aus der Maus) erlangte Aufmerksamkeit als ein wichtiger
Regulator der Knochenmasse, nachdem eine Genstudie aufdeckte, dass
Mutationen im Gen, das LRP5 kodiert, ursachlich fir die autosomal rezessive
Erkrankung Osteoporose-Pseudoglioma-Syndrom (OPPG) sind (72). Diese
Erkrankung ist, neben bereits bei der Geburt vorhandenen Augenveréanderungen,
durch verminderte Knochenmasse und eine erhéhte Inzidenz von Osteoporose-
bedingten Frakturen gekennzeichnet. Bemerkenswert ist, dass die
Skelettveranderungen auch heterozygote Trager der urséchlichen loss-of-function
Allele des LRP5 Gens betreffen (72).

Sowohl in genetischen Studien als auch in murinen in vitro und in vivo Modellen
konnte gezeigt werden, dass die loss-of-function Mutation im LRP5 Gen aufgrund
einer herabgesetzten Proliferation von Osteoblasten zu einer verminderten
Knochenmasse fuhrt (73-76).

Es wird zwischen dem kanonischen (fB-catenin abh&ngigen) und dem nicht-
kanonischen (B-catenin unabhangigen) WNT-Signalweg unterschieden.



Die kanonische Signallbertragung erfolgt durch -catenin, das in der Abwesenheit
von WNT-Liganden durch einen Komplex aus Glykogen Synthase Kinase-3
(GSK-3B), Adenomatous polyposis coli (APC) und Axin phosphoryliert wird.
Phosphoryliertes B-catenin wird ubiquitiniert und anschlieBend durch das Proteasom
degradiert.

Binden WNT-Liganden, wie WNT1 oder WNT3a, an einen Komplex aus dem G-
Protein-gekoppelten Frizzled-Rezeptor und einem LRP5/6 Co-Rezeptor, wird die
Aktivitat der GSK-38 gehemmt, was zur zytoplasmatischen Akkumulation von (-
catenin fuhrt. Dadurch erhdht sich die Wahrscheinlichkeit, dass [B-catenin in den
Nukleus transloziert, wo es einen Komplex aus T-cell factor (TCF)/lymphocyte
enhancer factor 1 (LEF1) und CREB-binding protein (CBP) aktiviert und dadurch die
Expression entsprechender Zielgene induziert (77, 78).

Durch competitive Bindung an eine von vier B-Propeller-Doméanen von LRP5/6
kénnen Proteine der Dickkopf (DKK-1 bis 4) Protein Familie, Secreted Frizzled-
related Protein 1 (SFRP-1) oder Sclerostin den kanonischen WNT-Signalweg
inhibieren (79, 80).

Der nicht-kanonische WNT-Signalweg ist ein allgemeiner Begriff fir Signalwege, die
nach Bindung eines WNT-Liganden, wie WNT1 oder WNT5a, ohne
zytoplasmatische p-catenin Akkumulation einen Ca2+- oder planar cell polarity
(PCP)-abhéngigen Signalweg aktivieren.

Im WNT/Ca2+ Signalweg aktiviert die erhéhte intrazellulare Ca2+ Konzentration die
calmodulin-dependent protein kinase Il (CaMK Il) und die protein kinase C (PKC).
Im WNT/PCP Signalweg erfolgt die Signallibertragung Uber small G proteins wie
Rac und Rho (77, 81).

Wie weiter oben beschrieben wirkt ein neuer Wirkstoff zur Therapie der
Osteoporose, der humanisierte monoklonale Antikdrper Romosozumab, durch
Beeinflussung des kanonischen WNT-Signalwegs, indem es Sclerostin bindet und
neutralisiert. Dies fihrt zu einer raschen und signifikanten Zunahme der
Knochendichte und Abnahme des Frakturrisikos.

1.6 Ethikvotum

Der Ethikantrag mit dem Titel ,Einfluss von humanen Adipozyten auf humane adelte
Knochenvorlauferzellen® wurde am 19.02.2009 durch die Ethikkommission der
Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf unter der
Studiennummer 3189 bewilligt.
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1.7 Ziel der Arbeit

Das Ziel dieser vorliegenden Arbeit war es, zu untersuchen, ob Adipokine einen
direkten Einfluss auf die Knochenbildung und Knochenqualitat haben. Zudem sollte
untersucht werden, welches Adipokin hierfir verantwortlich ist und Uber welche
Mechanismen - also Proliferation, Differenzierung, Interaktion - dies geschieht.

Die Dissertation soll ein Beitrag zum Verstédndnis von vor einer Abnahme der
Knochendichte schutzender Faktoren sein. Ein besseres Verstandnis dieser
Vorgdnge kann dazu fuhren, neue und weiterhin notwendige Anséatze in der
Therapie der Osteoporose und der Osteoporose-assoziierten Frakturen zu
entwickeln.
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Several studies have reported a positive relationship of the body fat mass and bone density. However, it is
not clear whether adipocyte-derived signaling molecules directly act on osteoblasts or osteoclasts. There-
fore, we investigated the effect of fat cell-secreted factors on the proliferation and differentiation of pre-
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(2.8-fold and 1.5-fold, respectively; p < 0.0001), which could be reduced with inhibitors of protein tyro-
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OPG/RANKL ratio In conclusion, human adipocytes secrete factors that directly act on preosteoblasts and alter their
crosstalk with osteoclasts. These in vitro findings reflect the higher bone mass in obese people and attri-

bute it to effects of adipocyte-secreted factors on bone formation.
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1. Introduction

Osteoporosis is a generalized skeletal disorder characterized by
reduced bone mass and compromised bone quality, thus, eventu-
ally leading to an increased fracture risk (NIH Consensus, 2001).

At the age of 50, the lifetime risk for an osteoporotic fracture is
39.7-53.2% for women and 13.1-22.4% for men, respectively
(Johnell and Kanis, 2005). In addition, osteoporotic fractures not
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factor; PI3K, Phosphatidylinositol-3-kinase; PKA, Protein kinase A; RANK, Receptor
activator of nuclear factor kappa B; RANKL, Receptor activator of nuclear factor
kappa B ligand; SFRP, Secreted frizzled-related protein; TRAP, Tartrate-resistant
acid phosphatase.
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only cause high costs for health care systems worldwide but also
lead to a significant increase in mortality (Borgstrom et al., 2006,
2007; Burge et al., 2007; Clark et al., 2008; Haussler et al., 2007;
Johnell and Kanis, 2006; Konnopka et al., 2009). The WHO antici-
pates a worldwide increase in osteoporotic hip fractures from 1.7
million in 1990 to 6.3. million by 2050 (WHO, Press Release
1999). Therefore, it is of great clinical and socio-economic interest
to understand risk-conferring and preventing mechanisms for
osteoporosis.

After a proliferation step preosteoblasts start to differentiate
into mature osteoblasts (Colnot, 2005). An early differentiation
marker is the alkaline phosphatase (ALP) whereas matrix mineral-
ization with calcium deposits occurs at a later step (Hoemann
et al., 2009). Mature osteoblasts also produce osteoprotegerin
(OPG) and receptor activator of nuclear factor kappa B ligand
(RANKL), which have opposing effects on osteoclasts.

The association of adipose tissue mass and bone mass in hu-
mans has been investigated by several groups. The results are,
however, controversial. While a few studies reported a negative
association of the body mass index (BMI) with bone mineral den-
sity (BMD) (Beck et al., 2009; Travison et al., 2008; Zhao et al.,
2007), the majority indicated a positive correlation between the
BMI (Gnudi et al., 2009; Kinjo et al., 2007; Nguyen et al., 2005;
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von et al., 2007) or the body fat mass (Gnudi et al., 2007; Nguyen
et al,, 2005) and BMD, but the underlying mechanisms are not
understood.

Adipose tissue is considered as an endocrine organ known to se-
crete various adipokines including leptin, adiponectin and Wnt
molecules (Fischer-Posovszky et al., 2007; Rasouli and Kern,
2008; Schinner et al., 2005, 2008). The effects of individual adipo-
kines on bone are summarized elsewhere (Gomez-Ambrosi et al.,
2008; Reid, 2008). In the current study we therefore investigated
the direct effects of human adipocytes through secreted factors
on preosteoblast proliferation as well as differentiation and OPG/
RANKL expression.

2. Material and methods
2.1. Chemicals and proteins

Recombinant murine Sfrpl, Dkk1l, RANKL and M-CSF and
recombinant human bFGF were purchased from R&D Systems.
I-OMe-AG 538, HNMPA-(AM); JAK-Inhibitor I, PD173074 and
Src-Inhibitor I were purchased from Calbiochem. All other inhibi-
tors and chemicals were from Sigma-Aldrich.

2.2. Cell culture

The murine preosteoblastic cell line MC3T3-E1 and the murine
osteoclast precursor cell line RAW264.7 were purchased from
ATCC, USA. All cells were cultured in o-MEM (Invitrogen) supple-
mented with 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin and
10% FCS (culture medium) at 37 °C in a humidified atmosphere
of 5% C0O,/95% air. Medium was changed every 3-4 days.

2.3. Isolation of primary human preosteoblasts

Tissue samples of human bone were obtained from the femoral
heads of patients undergoing elective surgery for partial hip
replacement after femoral neck fracture (n=6). Consent was ob-
tained from the patients after the nature of the procedure had been
explained. This study was approved by the ethics committee of the
Heinrich-Heine-University Diisseldorf, Germany (study number
3189). After surgery, tissue samples were immediately transferred
to the laboratory. The isolation of primary human preosteoblasts
has been described previously (Kuznetsov and Gehron, 1996). In
brief, bone marrow was scraped into culture medium, filtered
through 100 and 70 pm cell strainer (BD Bioscience) and cultured
for 24 h. Cells were washed with PBS (Invitrogen) to remove
non-adherent cells and cultured until grown to 70% confluence.
Culture medium was changed every 3-4 days. Thereafter, cells
were trypsinized and kept frozen in nitrogen.

2.4. FCCM (fat-cell conditioned-medium)

The isolation of adipocytes and preparation of FCCM is well
established and has been described previously (Ehrhart-Bornstein
et al., 2003; Schinner et al., 2007, 2008). Tissue samples of human
visceral adipose tissue were obtained from patients undergoing
abdominal surgery (n =5). The mean BMI was 33.4 (SD + 7.4) kg/
m?2. Consent was obtained from the patients after the nature of
the procedure had been explained. This study was approved by
the ethics committee of the Heinrich-Heine-University Diisseldorf,
Germany (study number 2292).

In brief, adipose tissue samples were separated from fibrous
material and blood vessels, minced and digested in Krebs Ringer
bicarbonate buffer (KRB) containing BSA and collagenase type I.
The digested tissue was filtered (250 pm mesh) and washed with

KRB containing 0.1% BSA. For culture, 8 ml of isolated floating adi-
pocytes were incubated in 20 ml serum-free o-MEM for 24 h. The
conditioned medium was thereafter filtered. As control medium
serum-free o-MEM (Invitrogen) was incubated at 37 °C without
adipocytes for 24 h.

2.5. Osteoblast differentiation

For differentiation studies, cells were cultured in 6-well plates
(Greiner Bio One) at a density of 200,000 cells/well. After 24 h, cul-
ture medium was replaced by serum-free o-MEM and control
medium, FCCM, or serum-free o-MEM containing 10 mM B-glycer-
ophosphate, 50 pg/ml L-ascorbic acid and 100 nM dexamethasone
as a positive control (Sakaguchi et al., 2004) in a ratio of 1:1 for
14 days. The medium was changed every 3-4 days. For the last
24 h before harvesting cells were grown in 2 ml a-MEM supple-
mented with 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin and
10% FCS.

2.6. Osteoclast differentiation

MC3T3-E1 cells were treated with control medium or fat-cell
conditioned-medium in a ratio of 1:1 with a-MEM culture med-
ium. The medium was changed every 3 days. After 14 days of stim-
ulation, cells were cultured in «-MEM culture medium for 1 day.
This osteoblast-conditioned medium was filtered and collected.

RAW264.7 cells were cultured in 48-well plates (Greiner Bio
One) at a densitiy of 7000 cells/well. After 24 h, culture medium
was replaced by fresh a-MEM and osteoblast-conditioned medium
in a ratio of 1:1. The medium was changed every 2 days. After
7 days of stimulation, cells were stained for tartrate-resistant acid
phosphatase using a staining kit (Sigma).

2.7. Human serum samples

Human blood samples were obtained from 39 patients of our
adipositas outpatient department. The study was performed
according to the rules of the Declaration of Helsinki and all study
patients gave informed written consent. The serum was separated
from the cell fraction by centrifugation. Immediately after centrifu-
gation the samples were stored at —20°C until used. In our
experiments the serum samples were subdivided into three
groups (n=13 each) ranging from 30 to 34.9, 35 to 39.9 and
>40 kg/m?.

2.8. *H-Thymidine incorporation assay

For H-Thymidine incorporation assays MC3T3-E1 cells were
plated at a density of 4000 and primary human preosteoblasts at
a density of 3000 cells/well in culture medium in 96-well flat bot-
tom cell culture plates. 18 h before harvesting on UniFilter-96 GF/C
microplates (Perkin Elmer) cells were pulsed with 37 kBq >H-Thy-
midine per well (Hartmann Analytic) After harvesting, thymidine
incorporation was assessed using 25 pl of a B-scintillation cocktail
(Perkin Elmer) with a scintillation counter.

2.9. bFGF ELISA

We analyzed bFGF in FCCM by using a commercially available
ELISA Kit (RayBiotech; #ELH-bFGF-001) according to the manufac-
turer’s instructions. Each sample was assessed in duplicate.

2.10. Real-time reverse transcription PCR (RT-PCR)

Semiquantitative real-time reverse transcription PCR was per-
formed as described previously (Schinner et al., 2008). B-Actin
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was used as internal control. The primers were purchased from
Qiagen. All experiments were carried out in triplicates and average
cycling threshold (Cr) units were obtained as the average of the re-
sults. Relative quantification of the gene expression was calculated
from three independent experiments using the comparative AACy
method and expressed relative to the solvent-treated CM-group as
described previously (Haase et al., 2007).

2.11. Western immunoblots

Cells were lysed and centrifuged and the protein content was
quantified. 7 pg of total protein were used for the SDS-PAGE. Pro-
teins were transferred to nitrocellulose membranes and immuno-
blotted with the appropriate primary antibody overnight. The
primary antibodies used were: rabbit anti-RANKL (Acris Antibod-
ies, #PP1086P1) at 0.15 pg/ml, rabbit anti-OPG (Acris Antibodies,
#AP06631PU-N) at 1:600, mouse anti-p-Actin (Sigma-Aldrich,
#A5441) at 1:7500. Following incubation with HRP-coupled rabbit
anti-mouse IgG (Abcam, #ab6728) at 1:2000 or goat anti-rabbit
IgG (New England Biolabs, #7074) at 1:2000 the proteins were
visualized by chemoluminescence. As a negative control we used
lysis buffer that was subjected to the same procedures as the
samples.

2.12. Determination of ALP activity

Primary human preosteoblasts were lysed, centrifuged and the
protein content was quantified. ALP activity was determined using
the Quantichrom Alkaline Phosphatase Assay Kit (Biotrend)
according to the manufacturer’s instructions and related to the
protein concentration of the samples.

2.13. Alizarin Red S staining

Alizarin Red S staining for determination of matrix mineraliza-
tion has been described previously (Stanford et al., 1995). We
slightly modified this protocol as follows. Primary human preos-
teoblasts were washed and fixed with methanol. After fixation,
cells were rinsed once with aqua dest. and then stained with
40 mM Alizarin Red S followed by additional washing steps. Cells
were rinsed with a series of ethanol solutions. For destaining, cells
were incubated in 10% (w/v) cetylpyridinium-HCIl. Alizarin Red S
concentration of dye extracts was determined by absorbance at
562 nm using an Alizarin Red S standard curve in the same
solution.

2.14. Statistical analysis

All data are presented as means + SEM. Statistical analysis was
performed using Student’s t-test. Significance was assumed at a
p-value of less than 0.05.

3. Results

3.1. Adipocyte-secreted factors induce the proliferation of murine
preosteoblastic cells

We assessed the effect of adipocyte-secreted factors on the pro-
liferation of preosteoblastic cells. We treated murine preosteoblas-
tic MC3T3-E1 cells with fat-cell conditioned-medium (FCCM) for
48 h. As shown in Fig. 1A, treatment of MC3T3-E1 cells with FCCM
resulted in a highly significant 2.8-fold increase in proliferation
(p <0.0001).

The Wnt-signaling pathway is a known regulator of osteoblast
proliferation (Boland et al., 2004) and we have previously identi-
fied Wnt molecules in FCCM (Schinner et al., 2007). Therefore,
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Fig. 1. Wnt antagonists do not significantly decrease FCCM-induced proliferation of MC3T3-E1 cells. MC3T3-E1 cells were treated with control medium (CM) or FCCM for
48 h. When indicated 10 pg/ml Sfrp1 (b) or 2 ug/ml Dkk1 (c) were added. The proliferation was measured by *H-Thymidine incorporation. Values are means of at least three
experiments each performed in quadruplicate + SEM. *p vs. CM. § p vs. FCCM.
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Fig. 2. Inhibition of protein tyrosine kinases and of the FGFR 1 decreases the FCCM-
induced proliferation of MC3T3-E1 cells. MC3T3-E1 cells were treated with control
medium (CM) or FCCM and with the indicated inhibitor for 48 h. (a) Protein tyrosine
kinase inhibition by genistein, (b) inhibition of the FGFR1 by PD173074. The
proliferation was measured by *H-Thymidine incorporation. Values are means of at
least three experiments each performed in quadruplicate + SEM. *p vs. CM. § p vs.
FCCM.

we used the Wnt inhibitors Sfrp1 and Dkk1 to test whether the
proliferative effect of FCCM on MC3T3-E1 cells was mediated by
Wnt ligands. However, co-treatment with FCCM and 10 pg/ml
Sfrp1 or 2 pg/ml Dkk1 did not reduce the proliferative effect of
FCCM on MC3T3-E1 cells (Fig. 1B and C).

3.2. Inhibition of FGF receptor type 1 reduces FCCM-induced
proliferation of MC3T3-E1 cells

We tested the effect of the tyrosine-specific protein kinase
inhibitor genistein on FCCM-induced proliferation of MC3T3-E1
cells. Co-treatment of MC3T3 cells with FCCM and 10 pM genistein
significantly inhibited the proliferative action of FCCM (Fig. 2A).
Genistein decreased the FCCM-induced proliferation of MC3T3-E1
cells by 53% (p < 0.0001), while basal proliferation was decreased
only by 8% after genistein treatment (p < 0.01).

Inhibition of the EGF receptor with physiological doses of
AG1478 had no inhibitory effects on the FCCM-induced prolifera-
tion (not shown). We performed dose-response curves for other
receptor tyrosine kinase inhibitors, including I-OMe-AG 538 (IGF-
1 receptor), HNMPA-(AM); (insulin receptor), AG1296 (PDGF
receptor) and SB431542 (TGF-B receptor) and found them not to
reduce the FCCM-stimulated proliferation of MC3T3-E1 cells at
“physiological” concentrations (not shown). In contrast, adminis-
tration of PD173074 (FGFR1 inhibitor; ICso=21.5 nM) decreased
the FCCM-induced proliferation of MC3T3-E1 cells significantly
and dose dependently (Fig. 2B). PD173074 had also an effect on ba-
sal proliferation, though, its effect on FCCM-stimulated prolifera-
tion was much more pronounced. It inhibited the FCCM-induced
proliferation by 25% at 22 nM (p <0.05) and by 75% at 220 nM
(p <0.0001). Of note, 220 nM PD173074 almost completely abol-
ished the FCCM-induced proliferation. The used concentrations
were well in the “physiological” range (ICso = 21.5 nM).

30-34.9

35-39.9 >40
BMI [kg/m?]

Fig. 3. Human serum bFGF increases with BMI Human serum samples were
analyzed for bFGF concentrations. Values are means of 13 samples per group each
measured in dublicate + SEM. *p < 0.05.

3.3. Human adipocytes secrete basic fibroblast growth factor

In order to find a putative ligand for the FGFR1 and to investi-
gate the role of FGFR1 in FCCM-stimulated preosteoblast prolifera-
tion, we assessed the concentration of bFGF in three different
FCCM samples. The different batches of fat-cell conditioned-med-
ium were obtained by cultivating the same amount of mature pri-
mary human visceral adipocytes from different donors in o-MEM
for 24 h. The mean bFGF concentration in these three samples
was 3188 (+182.6) pg/ml, 3505 (+28.9) pg/ml and 3765 (+355.6)
pg/ml.

To further test the hypothesis that human adipocytes secret
bFGF, we analyzed the bFGF concentration in human serum. As
shown in Fig. 3, the serum bFGF concentration correlated positively
with the BMI. bFGF levels increased with the BMI from 164.2
(£35.4) pg/ml (30-34.9 kg/m?) to 702.1 (+242.5) pg/ml (35-
39.9 kg/m?) and 2245 (+919.2) pg/ml (>40 kg/m?).

3.4. PI3K but not MEK is involved in FCCM-induced proliferation of
preosteoblasts

Common downstream targets of receptor tyrosine kinases are
PI3K and ERK. Treatment of MC3T3-E1 cells with U0126 (an inhib-
itor of MEK; ICso =72 nM for MEK1 and 58 nM for MEK2) had a
general effect on proliferation which did not differ between con-
trols and the FCCM-stimulated group (Fig. 4A, i.e. a decrease by
27% and 34%, respectively). In contrast, treatment of MC3T3-E1
cells with 20 uM LY29400 to inhibit the activity of PI3K
(ICsp = 1.4 uM) abolished basal and stimulated proliferation almost
completely. The effect was dose-dependently with a reduction by
23% (p <0.0001) with 1 uM LY294002 (Fig. 4B). Furthermore, we
found the following intracellular signaling molecules not to be in-
volved in FCCM-induced proliferation of MC3T3-E1 cells: Inhibi-
tion of PKA with H-89 decreased the proliferation only at
“supraphysiological” concentrations (not shown). The same was
seen with the Src-Inhibitor I (not shown). The JAK-Inhibitor I
(ICs0 = 15 nM for JAK1, 1 nM for JAK2 and 5 nM for JAK3) did not
decrease the proliferation of FCCM-treated MC3T3-E1 cells but in-
stead increased it by 72% (p < 0.05) (Fig. 4C).

3.5. bFGF stimulates the proliferation of MC3T3-E1 cells and is
inhibited by FGFR1 and PI3K inhibitors

We tested the hypothesis that bFGF from the adipocyte-condi-
tioned medium can induce the proliferation of preosteoblasts via
the FGF receptor type 1 and that this involves the action of PI3K.
For this reason MC3T3-E1 cells were stimulated with 2 ng/ml re-
combinant human bFGF alone or preincubated for 30 min. with
the FGFR1 inhibitor PD173074 or the PI3K inhibitor LY294002,
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LY294002 as indicated. The proliferation was measured by *H-Thymidine incorpo-
ration. Values are means of three experiments each performed in quadrupli-
cate + SEM. **p < 0.0001.

respectively, and thereafter stimulated with recombinant murine
bFGF. Here, we demonstrate bFGF alone to be sufficient to increase
the proliferation of the preosteoblastic MC3T3-E1 cell line signifi-
cantly to 190% (p <0.0001) of the control (Fig. 5). Addition of
220 nM PD173074 or 2 M LY294002 both inhibited the stimula-
tory action of bFGF on proliferation.

3.6. Adipocyte-secreted factors induce the proliferation of primary
human preosteoblasts

To test whether the above mentioned effects were also true in
primary osteoblasts, we treated primary human preosteoblasts
with FCCM. The proliferation of primary human preosteoblasts
was increased to 150% (p < 0.0001) of the control after treatment
with FCCM for 48 h. As shown in Fig. 6A-C, inhibition of protein
tyrosine kinases (by genistein), FGFR1 (by PD173074) and PI3K
(by LY294002) also resulted in a decreased FCCM-induced prolifer-
ation of primary human preosteoblasts. After treatment with
10 uM genistein, the FCCM-induced proliferation was reduced by

79% (p=0.01). Treatment with 22 nM PD173074 decreased the
FCCM-induced proliferation by 58% (p <0.01) and with 220 nM
PD173074 to almost the same level as the respective control. Treat-
ment with 10 pM LY294002 decreased it completely.

3.7. Regulation of OPG and RANKL mRNA expression by adipocyte-
secreted factors

We treated primary human preosteoblasts with FCCM for
14 days and analyzed OPG and RANKL gene expression using
real-time reverse transcription PCR. Treatment of primary human
preosteoblasts with FCCM for 14 days resulted in a marked but
not significant increase in OPG mRNA levels to 221% (p = 0.08)
and a significant decrease in RANKL mRNA levels to 24%
(p <0.01) of the control group. Hence, the OPG/RANKL mRNA ratio
was increased 9.21-fold after treatment with FCCM for 14 days
(Fig. 7A).

This effect in mRNA expression was paralleled on the protein le-
vel: after treatment with FCCM for 14 days OPG protein was highly
upregulated while RANKL protein was downregulated (Fig. 7B).

3.8. Adipocyte-secreted factors inhibit osteoclast formation by
modulating the osteoblasts-osteoclast crosstalk

In a next step we examined whether the increase of the OPG/
RANKL ratio in osteoblasts prompted by adipocyte-secreted factors
is functionally relevant to inhibit the formation of osteoclasts from
precursors. The osteoclast precursor cell line RAW264.7 was trea-
ted with conditioned-medium from osteoblasts which were cul-
tured in control medium (CM-OB) or pretreated with FCCM
(FCCM-OB). In a subset of cells we added 10 ng/ml M-CSF and
50 ng/ml RANKL to the osteoblast-conditioned medium to stimu-
late osteoclast formation. After 7 days, some tartrate-resistant acid
phosphatase (TRAP) positive multinucleated cells were present in
the CM-OB group but absent in the FCCM-OB group (Fig. 8A and
B). Addition of M-CSF and RANKL had the expected effect to stim-
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Fig. 7. FCCM increases the OPG/RANKL ratio in primary human osteoblastic cells.
(a) Expression of OPG and RANKL mRNA by primary human preosteoblasts after
treatment with FCCM for 14 days was assessed by real-time reverse transcription
PCR. Values are means of three independent experiments each performed in
triplicate and express the mRNA expression of the FCCM-treated group relative to
the control group (100%). (b) Total protein lysate of primary human preosteoblasts
was analyzed with the indicated antibody after treatment with control medium
(CM) or FCCM for 14 days. Three independent experiments were performed. A
representative result is depicted.

ulate osteoclast formation and therefore increase the number of
TRAP positive multinucleated cells (Fig. 8C). However, the osteo-
clast formation was markedly decreased in the FCCM-OB group
(Fig. 8D).

3.9. Differentiation of primary human preosteoblasts is not influenced
by adipocyte-secreted factors

Analysis of the early osteoblasts differentiation marker ALP
showed no significant difference in mRNA expression between
the control and the FCCM group after treatment with FCCM for
14 days (Fig. 9A). This result was confirmed by a colorimetric assay
which determines the ALP activity via hydrolysis of p-nitrophenyl
phosphate showing no difference between the control and the
FCCM group after 14 days (Fig. 9B). To ensure the osteogenic po-
tential of the isolated primary cells we also treated them with an
osteogenic differentiation medium as a positive control (Sakaguchi
et al.,, 2004). Indeed, administration of this differentiation medium
clearly increased the ALP activity to 522% (p < 0.05) of the control.

In addition we analyzed the extracellular calcium content using
Alizarin Red S staining. Primary human preosteoblasts were trea-
ted with FCCM or control medium for 14 days and stained with
Alizarin Red S. Administration of osteogenic differentiation med-
ium caused an increase in bound dye to 224% (p < 0.05). However,
treatment with FCCM did not lead to an altered Alizarin Red S
staining indicating no influence on matrix mineralization (Fig. 9C).

4. Discussion

Clinical studies on the association of the BMI with BMD in hu-
mans are inconsistent. However, the majority of studies indicate
a positive correlation (Gnudi et al., 2009; Kinjo et al., 2007; Nguyen
et al,, 2005; von et al., 2007). The correlation between BMI and
BMD in the different studies might be confounded by less physical
activity in very obese subjects. Another explanation is varying
nutritional behavior among the participants which can also affect
bone quality and strength.

The adipose tissue is a well established endocrine organ (Mari-
nou et al., 2010) whose secreted factors (adipokines) act on various
organs throughout the body. In previous works, we could demon-
strate effects of adipocyte-secreted factors on adrenocortical cells
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Fig. 8. FCCM-stimulated osteoblasts inhibit osteoclast formation.Osteoclast precursor RAW264.7 cells were cultured for 7 days in conditioned medium from osteoblasts,
which in turn have been cultured in the presence of CM (a and c) or FCCM (b and d). To stimulate osteoclast formation, 10 ng/ml M-CSF and 50 ng/ml RANKL were added (c
and d). TRAP positive cells are red (photograph with 20x magnification). Experiments were performed with FCCM obtained from three different donors. The depicted results

are representative.
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Fig. 9. Osteogenic differentiation of primary human preosteoblasts is not influenced by FCCM. Primary human preosteoblasts of three different donors were treated with
control medium (CM), FCCM or differentiation medium (DIF MED) for 14 days. (a) Analysis of ALP mRNA expression by primary human preosteoblasts assessed by real-time
reverse transcription PCR. (b) ALP activity of the cell lysate was determined colorimetricaly via hydrolysis of p-nitrophenyl phosphate. (¢) Primary human preosteoblasts were
stained with Alizarin Red S. Afterwards, the dye was extracted and the concentration determined colorimetricaly. Values are means of three experiments + SEM. *p < 0.05 vs.

CM.

(Schinner et al., 2007) and on pancreatic p-cells (Schinner et al.,
2008).

With this study, we could demonstrate mature primary human
visceral adipocytes to secrete factors that increase the proliferation
of the murine preosteoblastic cell line MC3T3-E1 and of primary
human preosteoblasts in vitro. This finding is in line with some pre-
vious data (Benayahu et al.,, 1993) but in seeming contrast with

some other reports (Elbaz et al., 2010; Maurin et al., 2000, 2002).
However, the respective experimental settings vary widely (use
of adipocyte-osteoblast co-culture systems; stimulation with fatty
acids as opposed to adipocyte-conditioned medium; use of condi-
tioned medium from adipocytes and osteoblasts together).

We believe that the experimental approach used in our current
study offers a good model to investigate possible endocrine effects
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of adipocytes on osteoblasts. In line with this, we found the serum
levels of bFGF (see below) - as a candidate molecule to mediate the
effects on bone - to be correlated with the BMI.

Since we found Wnt-signaling molecules to mediate the effects
of FCCM on adrenocortical cells and pancreatic p-cells (Schinner
et al,, 2007, 2008) in our previous studies and since the Wnt-
signaling pathway is known to regulate osteoblast proliferation
(Boland et al., 2004), we treated MC3T3-E1 cells with the Wnt-
signaling antagonists Dkk1 and Sfrp1 in addition to FCCM. How-
ever, this did not reduce the FCCM-induced proliferation signifi-
cantly. Instead, co-treatment of MC3T3-E1 cells with FCCM and
10 pg/ml Sfrp1 actually resulted in an increased proliferation
(Fig. 1B). Sfrp1 can stimulate or antagonize the Wnt-signaling
pathway depending on the cellular context (Bovolenta et al.,
2008). However, Uren and colleagues found Sfrpl concentra-
tions as high as 10 pg/ml to inhibit the Wnt-signaling pathway
in a bioassay (Uren et al., 2000). These data argue against a
role of Wnt-signaling in the proliferative action of FCCM on
preosteoblasts.

Another possible candidate adipokine for the proliferative
action of FCCM on preosteoblasts is leptin for which a direct
promoting effect on osteoblast proliferation has been shown
(Gomez-Ambrosi et al., 2008). Leptin activates an intracellular
signaling cascade involving JAK. In our experiments inhibition of
JAK with the JAK-inhibitor I even increased the FCCM-induced pro-
liferation of MC3T3-E1 cells (Fig. 4C). This might be explained by
inhibited IL-6 signaling. IL-6 is secreted by adipocytes and known
to inhibit the proliferation of osteoblasts (Bellido et al., 1997; Li
et al.,, 2008) using JAK for intracellular signal transduction (Bellido
et al., 1997; Heinrich et al.,, 2003). Consequently, blocking this
pathway further increased the proliferation of preosteoblasts
stimulated by other adipocyte-secreted factors.

We tested a number of inhibitors and found the proliferative ef-
fect of adipocyte-secreted factors on murine and human preosteo-
blasts to depend on the FGFR1 and PI3K (see Figs. 2B, 4B and 6B,
6C). Moreover, in line with previous findings showing the expres-
sion and secretion of bFGF (FGF-2) in human subcutaneous adipo-
cytes (Gabrielsson et al., 2002; Patel et al., 2005) we further
demonstrate the secretion of bFGF by mature primary human vis-
ceral adipocytes. bFGF binds to the FGFR1 in MC3T3-E1 cells (Agas
et al., 2008) and was shown to activate PI3K in human osteoblasts
(Debiais et al., 2004). Several groups have shown bFGF to induce
the proliferation of osteoblastic cells in vitro (Dupree et al., 2006;
Moursi et al., 2002; Shimoaka et al., 2002). It is reasonable to as-
sume the involvement of multiple growth factors and signaling
pathways in the FCCM-induced proliferation but we suggest bFGF
as one good candidate to mediate the proliferative effects of adipo-
cytes on preosteoblasts. This is supported by the finding that the
bFGF induced proliferation of MC3T3-E1 cells depends on activa-
tion of the FGFR1 and PI3K (Fig. 5), which mimics the action of
FCCM. Moreover, we found increasing circulating bFGF concentra-
tions with a higher BMI and demonstrated isolated human adipo-
cytes to secrete bFGF in vitro.

It is well in line with the common paradigm of bone develop-
ment that adipocyte-secreted factors promote proliferation but
not differentiation of preosteoblastic cells. A promoting effect on
proliferation of preosteoblasts but a missing or even inhibiting ef-
fect on osteogenic differentiation has been demonstrated for vari-
ous factors (Baksh et al., 2007; Boland et al., 2004). Such opposing
action is reasonable in order to assure a coordinated bone develop-
ment. To maintain a pool of precursor cells it is important that
these cells do not leave the cell cycle in order to differentiate. Later,
during the differentiation process further proliferation would der-
ogate the function and integrity of the formed tissue. Conse-
quently, proliferation and differentiation are regulated by
different factors. Even though the conditioned-medium contains

all factors secreted by adipocytes the promitotic factors outweigh
obviously.

The adult skeleton is subjected to a dynamic remodeling pro-
cess resulting in its complete replacement every decade (Alliston
and Derynck, 2002). Responsible for this process are the extracellu-
lar matrix-producing osteoblasts and the bone-resorbing osteo-
clasts. Osteoblasts produce RANKL and OPG, two molecules with
opposing effects on osteoclasts. RANKL interacts with RANK on
osteoclasts to favor osteoclast differentiation and activation. The
soluble decoy receptor OPG can also bind RANKL but then prevents
RANKL-RANK interaction (Simonet et al., 1997). Thus, the OPG/
RANKL ratio decides on the coupling of bone resorption to bone
formation. We showed for the first time that human adipocytes
regulate the expression of OPG and RANKL in human osteoblastic
cells in vitro (see Fig. 7A and B) with osteoblastic cells not only pro-
ducing less osteoclast-activating RANKL but also more OPG which
blocks the RANKL-RANK interaction on osteoclasts. Concordantly,
the formation of osteoclasts from precursors was markedly inhib-
ited by conditioned medium from osteoblasts which were preincu-
bated with adipocyte-secreted factors (Fig. 8). Therefore we
conclude, that adipocytes not only stimulate the proliferation of
preosteoblasts but also influence the interaction between osteo-
blasts and osteoclasts leading to a reduced number of bone-resorb-
ing osteoclasts.

How can this be brought into a context with the missing effect
of adipocyte-secreted factors on osteoblastic differentiation? Even
though bFGF plays a role in osteoblast differentiation (Nauman
et al., 2003; Park et al., 2007; Teplyuk et al., 2009), we found no ef-
fect of adipocyte-secreted factors — which also contain bFGF - on
osteoblast differentiation. The variety of factors included in the
FCCM might modulate the sole bFGF effects. Here, OPG and RANKL
apparently do not serve as pure differentiation markers for bone
matrix producing osteoblasts, as which they are also used, but
rather as functional markers for the interaction of osteoblasts with
osteoclasts. The importance of this modulation of bone turnover is
highlighted by denosumab - a new agent for osteoporosis treat-
ment - which is an antibody directed against RANKL and thereby
imitating the action of OPG.

In conclusion, we showed that human adipocytes secrete fac-
tors which directly act on preosteoblastic cells. Referring to other
adipocyte-secreted factors such as leptin or adiponectin, which en-
ter the circulation to reach their target tissues, it is tempting to
speculate that the observed effects on preosteoblasts are also med-
iated in an endocrine way. Human adipocyte-secreted factors in-
crease the proliferation of preosteoblastic cells in vitro at least in
part via the FGFR1 and the PI3K and bFGF is a good candidate to
mediate the proliferative effects of adipocytes on preosteoblasts.
Hence, the pool of preosteoblasts increases, then leading to more
cells capable of differentiating into mature osteoblasts through
other stimuli. Furthermore, adipocytes increase the OPG/RANKL ra-
tio in preosteoblasts through their secreted factors in vitro which
might result in a decreased paracrine stimulation of osteoclasts.
These findings could explain the higher bone mass in obese people
and attribute it to a direct endocrine effect of adipocyte-secreted
factors on osteoblasts.
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3 Diskussion

3.1 Assoziation von Body Mass Index (BMI) und Bone Mineral Density
(BMD)

Viele Studien zeigen eine direkte Korrelation zwischen dem Body Mass Index (BMI)
und der BMD. So konnte gezeigt werden, dass ein niedriger BMI ein wichtiger
Risikofaktor fur eine geringe BMD und einen zunehmenden Knochenverlust in
postmenopausalen Frauen ist (82). Die BMD, also der trabekuldre und kortikale
Mineralsalzgehalt, steigt bzw. sinkt mit dem BMI (83). Eine niedrige BMD ist ein
wichtiger Risikofaktor flr osteoporotische Frakturen und insbesondere auch flr
haftgelenksnahe Frakturen (84).

Unabhangig davon, dass ein deutliches Untergewicht an sich aufgrund der
Mangelerndhrung und verénderten hormonellen Situation ein Risikofaktor fur
Frakturen ist (85), konnten Studien zeigen, dass ein niedriger BMI mit einem
erhéhten Risiko fur Frakturen einhergeht. In der prospektiven Kohortenstudie Global
Longitudinal study of Osteoporosis in Women (GLOW) wurde 2014 unter Einschluss
von 52.629 Frauen gezeigt, dass der BMI invers mit dem Risiko fur hiftgelenksnahe
Frakturen und klinisch manifeste Wirbelkdrperfrakturen korreliert (86).

Eine andere populationsbasierte Kohortenstudie mit 1.713.225 Personen zeigte,
dass sowohl niedriges Korpergewicht als auch Gewichtsverlust unabhangige
Risikofaktoren fir Frakturen sind bzw. das Risiko fir eine Fraktur im
Beobachtungszeitraum von 2 Jahren erhéhen (87).

In einer Studie mit Ubergewichtigen Patienten konnte gezeigt werden, dass
Ubergewicht zu einer héheren Knochendichte filhrt und vor Osteoporose schiitzt
(88). Andere Studien kommen zu einem &hnlichen Ergebnis. AuBerdem gibt es
Hinweise, dass Ubergewicht den Knochenabbau im Alter verlangsamt (89). Ein
héheres Koérpergewicht korreliert negativ mit dem postmenopausalen Verlust an
Knochenmasse und schutzt also den Knochen im Alter (90).

Vor dem Hintergrund der alternden Gesellschaft und der damit verbundenen
steigenden Préavalenz osteoporotischer Frakturen mit entsprechenden
Komplikationen und persdnlichen, gesellschaftlichen sowie 6konomischen
Langzeitfolgen, ist es von groBer Bedeutung die Mechanismen zu verstehen, die die
BMD erhdhen und somit das Risiko einer Fraktur verringern.
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3.2 Adipokine und Bone Mineral Density

Zum Zeitpunkt der Arbeit war allerdings nicht klar, Gber welche Mechanismen, auBer
dem hdéheren Kdérpergewicht, Adipositas zu einer héheren BMD fihrt. Ob dies Uber
die gréBere physische Belastung geschieht, oder inwieweit das Fettgewebe Uber die
von ihm sezernierten Signalmolekule, die Adipokine, direkt den Knochen, also die
Anzahl und Funktion der Osteoblasten sowie die Funktion der Osteoklasten
beeinflussen kann.

Und auch heute sind die Daten dazu noch uneinheitlich. Weiter oben wurden die
unterschiedlichen und zum Teil gegensatzlichen Effekte von Leptin auf die BMD
erwéhnt (siehe Kapitel 1.5.1).

In einer kirzlich verdffentlichten Metaanalyse von 57 Artikeln wurde die Assoziation
zwischen verschiedenen Adipokinen und der BMD analysiert. Dabei zeigte sich,
dass Adiponectin invers mit der BMD korreliert, wohingegen hdhere Leptin-Level mit
einer gesteigerte BMD assoziiert sind (91).

In einer anderen Metaanalyse von 11 Studien wurde gezeigt, dass bei Patienten mit
seniler Osteoporose die Leptin-Serumkonzentration signifikant erniedrigt war,
wohingegen sich die Adiponectin-Serumkonzentration nicht signifikant zur
Kontrollgruppe mit normaler BMD unterschied (92).

Mit dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Adipozyten Adipokine sezernieren, die
die Proliferation von Praosteoblasten férdern, also den Pool der Zellen vergréBern,
die sich dann zu reifen und funktionellen Osteoblasten differenzieren kénnen.
AuBerdem zeigt diese Arbeit, dass reife Osteoblasten, und zwar reife priméare
humane Osteoblasten, unter dem Einfluss von Adipokinen, die direkt von priméren
Adipozyten gewonnen wurden, den OPG/RANKL-Quotienten dahingehend gunstig
beeinflussen, dass Osteoklasten in vitro in einem geringeren AusmaRB reifen. Dies
kénnte letztendlich zu einer geringeren Knochenresorption und damit Steigerung der
Knochendichte fihren.

Andere Arbeiten haben einen hemmenden Effekt von Adipozyten auf
Praosteoblasten postuliert (93-95). Allerdings unterscheiden sich die
experimentellen Vorgehensweisen stark. Es wurden zum einen Adipozyten-
Osteoblasten-Kokulturen verwendet, in denen es auch durch direkten Zellkontakt
oder parakrine Rickkoppelung zu anderen Ergebnissen gekommen sein kann. Zum
anderen wurden die Praosteoblasten mit Fettsduren statt mit konditionierten
Medium, das eben die komplexe Gesamtheit der sezernierten Faktoren enthalt,
behandelt.

Der Hintergrund fur die Verwendung eines solchen von Adipozyten konditionierten

Mediums ist die Uberzeugung, dass dieses im experimentellen Setting am besten
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das Serum als Transportmedium fir Hormone und in diesem Fall insbesondere
Adipokine repréasentiert.

3.3 Fibroblast Growth Factor-2 (FGF-2) als endokrines Adipokin

Zunachst war noch unklar, welches Adipokin Uber welchen Signalweg die
demonstrierten Effekte von Adipozyten auf Osteoblasten vermittelt.

Far den WNT-Signalweg war eine wichtige Rolle in der der Osteogenese bereits
bekannt. WNT3a, als typischer Ligand des kanonischen WNT-Signalwegs, fiihrt in
vitro zu einer gesteigerten Proliferation von adulten humanen mesenchymalen
Stammzellen. Dariberhinaus hemmt es deren osteogene Differenzierung (96).
Unsere Arbeitsgruppe konnte zuvor bereits die Rolle von WNT-Molekulen als
Adipokine und deren Wirkung auf andere Organe aufzeigen (56, 57). Im Rahmen
der hier vorgelegten Arbeit war jedoch durch die Hemmung des kanonischen WNT-
Signalwegs mittels Dickkopf-1 (DKK-1) oder SFRP-1 keine Hemmung der
osteogenen Wirkung von Adipokinen mdglich.

Allerdings konnte durch die konsekutive Verwendung von spezifischen Inhibitoren
FGF-2 als wahrscheinliches Adipokin, das seine Wirkung Uber den FGFR1
vermittelt, herausgearbeitet werden. Diese Wirkung beinhaltet zunachst sowohl eine
gesteigerte Proliferation von Préosteoblasten (in diesem Fall in vitro in einer
murinen Zellkultur und bei primdren humanen Préosteoblasten), als auch ein
verandertes Verhéltnis zwischen OPG und RANKL in den stimulierten
Praosteoblasten. Und zwar wurde das Verhaltnis dahingehen verandert, dass der
Quotient ansteigt, wodurch die Stimulierung von Osteoklasten verringert wird.

Eine Differenzierung der unreifen Préosteobasten zu reifen Osteoblasten konnte
durch das von Adipozyten konditionierte Medium allerdings nicht geférdert werden.
Auf den ersten Blick steht dies im Widerspruch zu der zuvor beschriebenen
Steigerung der Proliferation von Préosteoblasten und des OPG/RANKL-Quotienten.
Aus biologischer Sicht mach es aber durchaus Sinn, dass ein Faktor nur die
Proliferation von Vorlauferzellen fordert, also einen ausreichenden Pool aufrecht
erhélt und nicht Zellen dazu bringt, diesen Vorrat zu verlassen. Die Differenzierung
musste danach also durch andere Faktoren erfolgen. Eine solche stimulierende
Wirkung auf die Proliferation von Préosteoblasten, aber hemmende Wirkung auf die
Differenzierung wurde zuvor auch schon von anderen Arbeitsgruppen flur andere
Faktoren gezeigt (96, 97).

Das fibroblast-growth-factor-Netzwerk besteht aus 22 Liganden (FGF-1 bis -23,
FGF-15 ist das murine Ortholog zu FGF-19) und 4 Rezeptoren (FGFR1-4) (98). Die
verschiedenen FGFs werden in intrakrine, parakrine und endokrine FGFs unterteilt
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(99). Zu den endokrinen FGFs zahlen FGF-15/19, FGF-21 und FGF-23 (100).
FGF-1, FGF-10 und insbesondere FGF-21 sind als Adipokine gut bekannt (99, 101,
102). FGF-2 zahlt zu der Gruppe der parakrinen FGFs, die Heparin/Heparan Sulfat,
welches in der extrazellularen Matrix sdmtlicher Gewebe in hohem MaBe vorhanden
ist, als Co-Faktor fur die Bindung an einen FGFR bendtigen (103).

Vor uns hatten erst wenige Arbeitsgruppen FGF-2 im Serum nachgewiesen
(104-108). Der Nachweis von FGF-2 im Serum lasst darauf schlieBen, dass es
neben der bekannten parakrinen auch eine endokrine Wirkweise haben kann. In der
vorliegenden Arbeit konnten wir mittels Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

(ELISA) ebenfalls FGF-2 in humanen Serumproben nachweisen und dartber hinaus
sogar eine positive Korrelation zum BMI aufzeigen. Dies lasst die Vermutung zu,
dass ein wesentlicher Anteil des im Serum nachgewiesenen FGF-2 aus Adipozyten
stammt und mit steigendem BMI zunimmt. Passend hierzu lies sich auch im
Medium, das durch primare humane Adipozyten konditioniert wurde, mittels ELISA
FGF-2 nachweisen.

FGF-2 ist ein guter Kandidat flr das gesuchte Adipokin, das die beschriebenen
Effekte vermittelt. Seine Hemmung reduzierte die Stimulation durch von Adipozyten
konditioniertes Medium. Die Wirkung dieses Mediums konnte durch die Hinzugabe
von rekombinantem FGF-2 imitiert werden. Wir zeigten, dass primare humane
Praadipozyten in vitro FGF-2 sezernieren. In humanen Serumproben konnten wir
eine positive Korrelation der Konzentration von FGF-2 und dem BMI des Spenders
nachweisen. Dies alles passt gut zu einer Produktion durch Adipozyten und es legt
eine endokrine Wirkweise nahe.

3.4 Starken und Schwéchen der Arbeit

Einschrankend muss man zu den hier prasentierten Daten sagen, dass sie
experimentell und in vitro gewonnen wurden. Es wird also nicht der gesamte
Organismus mit seinen komplexen Interaktionen der verschiedenen Organe in
letzter Konsequenz berucksichtigt. So beeinflussen nicht nur Adipozyten andere
Organe durch Adipokine, sondern auch Osteokine und Myokine werden von
Knochen- bzw. Muskelzellen gebildet und sezerniert (109). Eine Zellkultur ist ein
kinstliches Arrangement, das nur isoliert betrachtet werden kann.

Dies kann aber auch ein Vorteil eines experimentellen in vitro Ansatzes sein. Hier
lassen sich namlich homogene Zellpopulationen ziichten, die ohne Stérfaktoren und
unter gleichbleibenden Bedingungen untersucht und gezielt manipuliert werden
konnen. Hierdurch lasst sich z.B. eine Wirkungskette durch sequentielle Blockade

oder Stimulation gut untersuchen und die gemessenen Effekte kbnnen kausal einer
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Variablen zugeordnet werden. Durch den Einsatz von primdren humanen Zellen
lasst sich zudem die genetische Veranderung, die die meisten Zelllinien per se mit
sich bringen, vermeiden. Auch eine Interspezies-Varianz lasst sich hierdurch
umgehen.

Die Ubertragung, Bestatigung und weiterfiihrende Erforschung der hier
beschriebenen Ergebnisse und dargestellten Mechanismen in vivo sollte
Gegenstand klnftiger Arbeiten sein. Dabei kénnte auch der Einfluss von Adipokinen
und speziell FGF-2 auf die tatsdchliche Knochenqualitdét in vivo und das
Frakturrisiko untersucht werden.

3.5 Schlussfolgerung

Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass Adipozyten in vitro tatséchlich einen
direkten Effekt auf Knochenzellen haben und dass dieser durch Adipokine, in
diesem Fall FGF-2, vermittelt wird. Durch die mutmaBlich endokrine Wirkung von
FGF-2 und Stimulation von Préosteoblasten durch FGF-2 als Adipokin kommt es zu
einer Vermehrung von Préosteoblasten. Osteoklasten werden dagegen gehemmt.
Dies spricht fur einen direkten und hormonell vermittelten Zusammenhang zwischen
BMI und BMD. AuBerdem schaffen die Ergebnisse neue Einsichten in die
Mechanismen, wie Untergewicht ein Risiko fir eine Osteoporose darstellt und
Ubergewicht vor einer Abnahme der BMD und letztendlich vor einer Osteoporose
schatzt.

Das Verstandnis dieser Vorgange kann neue Ansatze zur Entwicklung von
Wirkstoffen zur Therapie der Osteoporose liefern.
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