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1. Einleitung

1.1 Prostatakarzinom

Das Prostatakarzinom ist die zweithaufigste diagnostizierte Krebsart weltweit und die
funfthaufigste Krebstodesursache bei Mannern (Sung et al, 2021). Die
Hauptrisikofaktoren fur die Entstehung des Prostatakarzinoms sind Alter, Lebensort und
genetische Pradisposition (Bocker et al.,, 2012). Es ist meist im Fruhstadium
asymptomatisch und seine Entdeckung erfolgt mittels PSA-Wertmessung und digitaler
rektaler Untersuchung (DRU) im Rahmen eines Fruherkennungsscreenings (Candas et
al., 2000; Harris und Lohr, 2002; Mistry und Cable, 2003). Das Prostatakarzinom ist ein
maligner Tumor, der unter anderem Metastasen bildet. Tumorzellen wachsen invasiv in
umliegende Gewebe und metastasieren zuerst in die organnahen Lymphknoten (Datta et
al., 2010). Prostatakrebs-Fernmetastasen sind am haufigsten in Knochen, Leber und
Lunge zu finden (Gandaglia et al., 2014; Hess et al., 2006; Long und Husband, 1999;
Vinjamoori et al., 2012).

Die Therapie des Prostatakarzinoms besteht aus Bestrahlung und Operation. In manchen
Fallen steht ,Active Surveillance® zur Wahl, bei der die Patienten mit lokal begrenztem
Tumor und niedrigem Risikoprofil (nach D’Amico) engmaschig Uberwacht werden. In
Spatstadien des Prostatakarzinoms mit Fernmetastasierung kann ,Watchful Waiting“ als
palliatives Konzept eingesetzt werden, bei dem aufgrund der tumorbedingten erniedrigten
Lebenserwartung und aufgrund der unerwunschten Therapiefolgen die Behandlung
vermieden wird (Bill-Axelson et al., 2008; Bill-Axelson et al., 2011; Hamdy et al., 2016;
Klotz, 2005). Bei etwa 70 % der Patienten mit fortgeschrittenem Prostatakarzinom treten
Knochenmetastasen auf. Knochenmetastasen sind mit einer schlechten Prognose
verbunden. Die 1-Jahres-Uberlebensrate liegt bei Patienten ohne Knochenmetasten bei
87 % und bei Patienten mit Knochenmetastasen bei 47 % (Halabi et al., 2016). Die 5-
Jahres-Uberlebensrate bei Mannern mit Knochenmetastasen betragt nur 3 %, wahrend
sie bei Patienten mit fortgeschrittener Metastasierung ohne Knochenmetastasen 56 %
betragt (Gandaglia et al., 2014; Lund et al., 2008; Ngrgaard et al., 2010). Mehr als 10 %
der Patienten mit Prostatakarzinom entwickeln innerhalb von 5§ Jahren nach der
Ersttherapie kastrationsresistente Tumoren. Mehr als 80 % dieser Patienten haben bei
der Diagnose bereits Knochenmetastasen (Kirby et al., 2011). AuRerdem leiden Patienten
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mit Knochenmetastasen aufgrund des vermehrten Knochenwachstums unter starken
Schmerzen, pathologischen Frakturen, Ruckenmarks- und
Nervenkompressionssyndromen und Hyperkalzamie (Croucher et al., 2016). Die
Verdrangung von blutbildendem Gewebe im Knochenmark durch das Eindringen von
metastasierendem Prostatakrebs fuhrt zu Anamie und erhoht die Anfalligkeit fur
Infektionen.

Derzeit gibt es keine wirksame Behandlung fur diese Patienten. Daher ist die Suche nach
neuen molekularen Therapiezielen wichtig fur die Entwicklung einer effektiven Therapie,
was wiederum das Uberleben der betroffenen Patienten verbessert. Knochenmetastasen
des Prostatakarzinoms beeinflussen die Knochenzellen und verursachen uberwiegend
osteoblastische Lasionen, aber kdnnen auch als osteolytische oder gemischte Lasionen
auftreten. Osteoblastische Lasionen bzw. Frakturen entstehen durch vermehrte
Knochenbildung. Im Gegensatz dazu entstehen osteolytische Lasionen bzw. Frakturen
durch vermehrten Knochenabbau. Die Lasionen sind durch ein Ungleichgewicht der
Knochenumbauprozesse  gekennzeichnet.  Dies  spricht dafur, dass die
Knochenmetastasen die Knochenhomdoostase dysregulieren (Logothetis und Lin, 2005;
Macedo et al., 2017).

1.2 Knochenhomoostase

Die Knochenhomoostase ist sowohl fur die Aufrechterhaltung der Knochenintegritat als
auch fur den Calciumhaushalt von Bedeutung. Sie wird durch den Knochenumbau
aufrechterhalten, der durch die Interaktion von Osteoblasten und Osteoklasten ermoglicht
wird. Die Osteoblasten produzieren die Knochenmatrix, die aus organischen und
anorganischen Bestandteilen besteht, und sind fur deren Erhalt erforderlich. Sie
sezernieren Kollagen. Dieses Protein bildet das Grundgerust des Knochens und verleiht
ihm seine Flexibilitdt und Festigkeit. Aullerdem sezernieren sie Proteoglykane,
Osteocalcin, Osteopontin sowie weitere Proteine, die fur die Bildung der Knochenmatrix
wichtig sind. Inre Membran enthalt die alkalische Phosphatase, die bei der Mineralisierung
der Knochenmatrix eine Rolle spielt. Aulerdem sind Osteoblasten an der Stimulation der
Osteoklasten uber Zytokine beteiligt (Lullmann-Rauch, 2012; Welsch et al., 2010).
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Auf der anderen Seite bauen die Osteoklasten die Knochenmatrix ab. Dieser Prozess des
Knochenabbaus ist essenziell fur die Aufrechterhaltung des Knochengleichgewichts
(Teitelbaum und Ross, 2003). Sie schaffen ein saures Milieu und konnen mithilfe von
Sauren und Hydrolasen die Knochenmatrix resorbieren (Lullmann-Rauch, 2012; Welsch
et al., 2010).

In der Knochenhomdoostase spielen verschiedene Faktoren eine Rolle, die die Funktion
der Osteoblasten und Osteoklasten und deren Kommunikation untereinander modulieren.
Auf der einen Seite konnen vaskulare endotheliale Wachstumsfaktoren (Vascular
endothelial growth factor, VEGF), Platelet-derived growth factor (PDGF), Insulin-like
growth factor (IGF-1), Parathormon, Vitamin D3 und andere Wachstumsfaktoren die
Proliferation und/oder die Funktion der Osteoblasten beeinflussen. Auf der anderen Seite
produzieren Osteoblasten Zytokine wie Receptor Activator of NF-kB Ligand (RANKL), der
die Osteoklastogenese aktiviert. Allerdings produzieren Osteoblasten auch das Protein
Osteoprotegerin (OPG), das die Osteoklastogenese hemmt, indem OPG an RANKL
bindet (Boyle et al., 2003; Ferguson et al., 1998; Logothetis und Lin, 2005; Rucci und Teti,
2010; Udagawa et al., 2000; Welsch et al., 2010).

Studien haben gezeigt, dass Prostatakrebszellen mit Knochenzellen interagieren. Zum
Beispiel wurde die Expression mehrerer BMPs in Knochenmetastasen von
Prostatakarzinomen festgestellt (Autzen et al., 1998; Harris et al., 1994). Diese BMPs
fuhren zur Hochregulierung von RUNX2 und Osterix, zwei Transkriptionsfaktoren, die die
Osteogenese steuern (Kim et al., 2003; Lee et al., 2000; Nakashima et al., 2002). TGF2
wird von der Prostatakrebszelllinie PC-3 produziert. Bei Prostatakrebspatienten mit
Knochenmetastasen sind die TGFB-Serumkonzentrationen hoher als  bei
Prostatakrebspatienten ohne Knochenmetastasen (Marquardt et al., 1987; Shariat et al.,
2001). Die Co-Kultivierung der aus Knochen stammenden Prostatakrebszelllinie MDA
PCa 2b mit Osteoblasten fuhrt zur Expression von RUNX2 und Osteocalcin (Yang et al.,
2001). All dies fuhrt zu dem Schluss, dass Prostatakrebszellen die Knochenhomdostase
beeinflussen, indem sie parakrine Faktoren sezernieren, die die Proliferation oder
Differenzierung der Osteoblasten regulieren (Logothetis und Lin, 2005). Andererseits
konnen auch die Osteoblasten die Prostatakrebszellen beeinflussen. Wenn
Prostatakrebszellen zusammen mit Osteoblasten kultiviert werden, fuhrt dies im Vergleich
zu Krebszellen, die ohne Osteoblasten inkubiert werden, zu einer erhohten Proliferation
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der Prostatakrebszellen (Gleave et al., 1991; Yang et al., 2001). Aus diesen Ergebnissen
und anderen Studien lasst sich schlieRen, dass Osteoblasten als Hauptregulatoren fur
das Fortschreiten von Prostatakrebs im Knochen agieren, da sie die Fahigkeit besitzen,

die Proliferation und das Wachstum von Prostatakrebszellen zu beeinflussen.

1.3 Neuropilin

Neuropilin (NRP) ist ein 130—140 kDa Transmembranrezeptor, der eine Rolle in mehreren
Signalsystemen spielt. Die NRP-Proteinfamilie besteht aus Neuropilin 1 und Neuropilin 2.
Sowohl NRP1 als auch NRP2 haben verschiedene Isoformen, die durch alternatives
Splicing entstehen. NRP-Proteine wirken hauptsachlich als Co-Rezeptoren, die Signale
in Verbindung mit Zelloberflachenrezeptoren vermitteln (Guo und Vander Kooi, 2015).
Neuropilin kann Mitglieder der VEGF-Familie, wie VEGF-C, sowie l0sliche Klasse-3-
Semaphorine binden. Neuropilin wurde erstmals fur seine Rolle bei der Entwicklung des
Nervensystems beschrieben. NRP-Proteine spielen eine Rolle bei vielen physiologischen
und pathologischen Vorgangen. Beispielsweise bei der kardiovaskularen Entwicklung, der
Axonfuhrung, der Tumorentstehung, sowie bei Entzindungen und kardiovaskularen
Erkrankungen (Bagri et al., 2009; Caunt et al., 2008; Matkar et al., 2018; Muders et al.,
2009; Napolitano und Tamagnone, 2019). In dieser Arbeit wurde der Fokus auf NRP2
gelegt.

1.3.1 Struktur von Neuropilin

Ca. 44 % der Aminosauresequenz der NRP-Proteine sind gleich (Rossignol et al., 2000),
weshalb NRP1 und NRP2 eine ahnliche Struktur haben (Abb. 1). Die NRP1- und NRP2-
Gene werden an zwei verschiedenen Loci auf den Chromosomen 10p12 bzw. 2q34
codiert. Beide Neuropiline bestehen aus einer kurzen intrazellularen C-terminalen
Domane, einer einzelnen Transmembranregion und einer extrazellularen N-terminalen
Domane. Das C-terminale Ende besitzt keine enzymatischen Domanen, die fur die
intrazellulare Signaltubertragung erforderlich waren, und ist daher auf liganden-spezifische
korrespondierende Rezeptoren angewiesen, um die Signalaktivitdt zu vermitteln. Die
extrazellulare Region besteht aus funf unterschiedlichen Domanen, die fur die
Ligandenbindung wichtig sind. Dies sind zwei CUB (Complement C1r/C1s, Uegf, Bmp1)
Domanen (a1/a2), zwei Factor V/VIII homology (V/VIII) Domanen (b1/b2) und eine MAM
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(Meprin/A5/mu) Domane (Napolitano und Tamagnone, 2019; Neufeld und Kessler, 2017).
Fiar beide NRPs gibt es eine Vielzahl von Splice-Varianten (Abb. 1). Das NRP1 hat nur
zwei bekannte Splice-Varianten, namlich NRP1 und die I6sliche Isoform sNRP1. NRP2
tritt in verschiedenen Splice-Varianten auf, namlich NRP2a, NRP2b sowie in einer
I6slichen  Form, sNRP2. Die NRP-Isoformen variieren sowohl in ihrer
Transmembrandomane als auch in der Anzahl der Aminosauren im zytosolischen
Abschnitt. NRP2a besteht im zytosolischen Abschnitt aus 42 Aminosauren und NRP2b
besteht im zytosolischen Abschnitt aus 46 Aminosauren. Das sNRP2 besitzt a1/a2- und
b1/b2-Domanen, aber weder eine MAM-Domane noch transmembrane und
zytoplasmatische Domanen. Das NRP2a zeigt eine Ahnlichkeit von 54 % zu NRP1 (Niland
und Eble, 2019).
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Neuropilinstruktur

Die Struktur von Neuropilin besteht aus einem extrazellularen Teil und Intrazellularen Teil.
NRP1, NRP2a und NRP2b bestehen in der extrazellularen Region aus zwei CUB
Domanen (a1/a2), zwei Factor V/VIIl Domanen (b1/b2) und eine MAM Doméane. sNRP1
und sNRP2 haben keine MAM-, transmembrane und zytoplasmatische Domanen. NRP2a
und NRP2b unterscheiden sich nur in ihren carboxylterminalen Regionen. Aullerdem
besitzt sSNRP2 neun zusatzliche Aminosauren am C-Terminus. Eigene Darstellung
modifiziert nach Niland und Eble (2019).
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1.3.2 Verteilung von Neuropilin in Geweben

NRP1 und NRP2 sind in zahlreichen Geweben vorhanden, jedoch variiert ihre Verteilung
erheblich. Urspringlich wurde NRP1 in Xenopus als Zelloberflachenantigen fir
spezifische Axon-Untergruppen identifiziert, wobei es eine Rolle bei neuronalen
Interaktionen spielt. und NRP2 wurde durch Klonen auf Basis seiner Sequenzahnlichkeit
isoliert. Sowohl NRP1 als auch NRP2 sind an der Axonfuhrung wahrend der Entwicklung
des neuronalen Systems beteiligt (Chen et al., 1997; Giger et al., 2000; He und Tessier-
Lavigne, 1997; Hirata et al., 1993; Kolodkin et al., 1997). NRP1 und NRP2 wurden
unabhangig voneinander als Co-Rezeptoren fur bestimmte VEGF-Isoformen identifiziert.
NRP1 und NRP2 werden in vaskularen Endothelzellen exprimiert und sind wichtig fur die
Gefalentwicklung (Favier et al., 2006; Kawasaki et al., 1999; Soker et al., 1998; Yuan et
al., 2002). Zusatzlich konnte die Expression des NRP-Proteins in unterschiedlichen
Geweben und Zellen nachgewiesen werden, darunter basophile Granulozyten,
Keratinozyten, Melanozyten und Osteoblasten (Ara et al., 2005; de Paulis et al., 2006;
Harper et al., 2001; Kim et al., 2005; Romeo et al., 2002). Im Gegensatz dazu wurde
festgestellt, dass nur NRP2 auf dem Lymphendothel exprimiert wird (Karkkainen et al.,
2001; Yuan et al.,, 2002). NRP2 wurde ebenfalls in den neuroendokrinen Zellen des
menschlichen Verdauungstrakts und in den Inselzellen der Pankreas beschrieben
(Bielenberg et al., 2006; Cohen et al., 2001, 2002). All dies deutet darauf hin, dass NRP1
und NRP2 in verschiedenen Geweben sowohl spezifische als auch sich Uberlappende
Expressionsmuster aufweisen. Daruber hinaus zeigen die Nrp-Isoformen keine
zwangslaufigen Uberschneidungen der Expressionsmuster.

Aus der Arbeit von Rossignol et al. geht hervor, dass NRP2a in der Plazenta, der Leber,
dem Dunndarm und der Lunge hoch exprimiert ist, wahrend die NRP2b-Expression in
diesen Geweben gering oder nicht nachweisbar ist. Im Gegensatz dazu war die NRP2b-
Expression in der Skelettmuskulatur reichlich vorhanden, und beide Isoformen wurden im

Herzen und Dunndarm nachgewiesen (Rossignol et al., 2000).

1.3.3 Rolle von NRP2 in Tumoren
Neuropilin spielt eine pathophysiologische Rolle bei der Tumorentwicklung und -
progression. Die Expression von NRP ist in mehreren Tumorarten vorhanden. Die

Prasenz von NRP in Tumoren ist mit einer schlechter Prognose und/oder mit einer
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Tumorprogression verbunden (Ellis, 2006). Das Wachstum von Tumoren und die
Ausbreitung von Krebszellen werden sowohl direkt durch NRP auf den Tumorzellen selbst
als auch durch NRP beeinflusst, die von den Zellen in der Umgebung des Tumorgewebes
produziert werden. NRP1 spielt eine Rolle bei der Bildung von Blutgefallen
(Vaskularisierung) und der durch den Tumor vermittelten Angiogenese. Im Gegensatz
dazu konzentriert sich NRP2 hauptsachlich auf die Bildung von Lymphgefalien
(Lymphangiogenese), was wiederum die Ausbreitung von Krebs (Metastasierung)
beeinflusst (Bagri et al., 2009; Stacker et al., 2002). Die protumorigenen Funktionen von
NRP1 und NRP2 werden vorwiegend durch Mitglieder der VEGF-Familie vermittelt. Die
genetische Entfernung von NRP oder die Blockierung seiner Funktion durch Anti-NRP-
Antikorper oder l6sliche NRP-Ektodomanen fuhrten in vitro zu einer Verringerung des
Tumorzellwachstums und einer erhohten Apoptose der Tumorzellen (Caunt et al., 2008).
In Mausmodellen fuhrt dies zu einem verminderten Tumorwachstum, geringeren
Metastasen und einer verbesserten Uberlebensrate (Klagsbrun et al., 2013). Dartiber
hinaus korreliert die Uberexpression von NRP-Proteinen in Krebszellen mit deren
stressinduziertem Uberleben, Tumorprogression und einer schlechten Prognose (Dutta et
al., 2016; Stanton et al., 2013; Yasuoka et al., 2009; Zhu et al., 2014).

AuBerdem ist NRP2 in Prostata-, Pankreas-, Nieren- und Kolonkarzinomen sowie in
weiteren Tumorarten exprimiert (Borkowetz et al., 2020; Pellet-Many et al., 2008).

Bei Blasenkarzinomen korreliert die NRP2-Expression mit dem Fortschritt des
Tumorstadiums und -grads (Sanchez-Carbayo et al., 2003). Bei nicht-kleinzelligem
Lungenkarzinom ist die Expression von NRP2 erhoht (Kawakami et al., 2002). Die
Depletion von NRP2 fuhrte dazu, dass die Entstehung von Tumormetastasen unterdrtckt
wurde (Gray et al., 2008). Die Signifikanz von NRP2 wurde ebenfalls in einer Studie mit
Patienten, die an Osteosarkom erkrankt waren, betont, wobei die NRP2-Expression mit
der Vaskularisierung und der Prognose in Verbindung stand (Handa et al., 2000).

1.3.4 NRP2 in Prostatakarzinomen

Neuropilin-2 (NRP2) wird in metastasierenden Prostatakrebszellen in hohem Malle
exprimiert. In einer Studie an Gewebeproben von Patienten mit primarem
Prostatakarzinom wurde festgestellt, dass 68 % dieser Patienten NRP2-positiv waren.
Von den NRP2-positiven Patienten waren 33 % als Hochrisikopatienten eingestuft. Hohe
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NRP2-Konzentrationen sind mit einem ungunstigen klinischen Verlauf bei Patienten mit
Prostatakarzinom assoziiert. Daher kann NRP2 auch als prognostischer Biomarker fur
Prostatakarzinome verwendet werden (Borkowetz et al., 2020; Polavaram et al., 2021). In
Gewebeproben von primarem Prostatakarzinom (PCa) wurde eine heterogene
Expression von NRP2 beobachtet. Im Gegensatz dazu wiesen 85 % der Gewebeproben
von Knochenmetastasen eine deutlich ausgepragte, homogene NRP2-Expression auf
(Halabi et al., 2016; Polavaram et al., 2021). Die Analyse der RNA-Sequenzierungsdaten
der Stand-up-to-Cancer-Kohorte deutet ebenfalls auf eine signifikant hohere NRP2-
Expression bei metastasiertem Prostatkrebs hin, insbesondere in Knochenmetastasen
(Abida et al., 2019). Es wurde eine gesteigerte NRP2-Expression bei hochgradigem
Prostatakrebs (Gleason-Grad 5) und Metastasen im Vergleich zu niedriggradigem
Prostatakrebs (Gleason-Grad 3) festgestellt. Alle diese Studien legen nahe, dass NRP2
eine funktionale Rolle beim Fortschreiten des Prostatakrebses, insbesondere bei der
Metastasenbildung, spielt (Goel et al., 2012).

NRP2 spielt eine Rolle bei der Therapieresistenz durch die Regulation des mTORC-
Signalwegs (Muders et al., 2009). Es reguliert die Autophagie, was wiederum als
Uberlebensmechanismus des Prostatakrebs fungiert (Borkowetz et al., 2020). AuRerdem
ist es wichtig fur das Fortschreiten des Prostatakarzinoms und dessen Therapieresistenz
(Borkowetz et al., 2020; Islam et al., 2022; Muders et al., 2009). Daruber hinaus fuhrte die
Hemmung von NRP2 in vitro zu einer gesteigerten Wirksamkeit der etablierten Anti-
Androgenrezeptor-Therapie bei kastrationsresistenten Prostatakrebszellen (Dutta et al.,
2022).

1.3.5 NRP2 im Knochen

Transkripte von Nrp2 wurden in den Periost- und Trabekelknochen von embryonalen
GliedmalRenknospen von Mausen nachgewiesen (Colnot et al., 2005; Hecht et al., 2007).
In Embryonen, bei denen es an Runx2, einem Schlusselakteur der Skelettentwicklung,
mangelt, wurde eine etwa dreifache Reduktion der Nrp2-Transkripte beobachtet (Hecht
et al.,, 2007). Nrp2 wurde in verschiedenen Phasen der Osteoblasten-Differenzierung
nachgewiesen, sowohl in etablierten (Pra-)Osteoblasten-Zelllinien als auch in primaren
(differenzierenden) Osteoblasten (Ryynanen et al., 2017; Verlinden et al., 2013). Die
Expression von Nrp2 wurde durch das Hormon 1,25-Dihydroxyvitamin D3 in Zelllinien von
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Osteoblasten und in primaren Osteoblasten zugig induziert (Verlinden et al., 2023). Die
primare Funktion von 1,25-Dihydroxyvitamin D3 besteht darin, die Calciumhomoostase
zu gewahrleisten. Dies geschieht durch die Anregung der intestinalen Aufnahme und
renalen Ruckresorption von Calcium sowie durch die Freisetzung von Calcium aus den
Skelettspeichern in Zeiten negativer Calciumbilanz (Christakos, 2021; Pike et al., 2017).
Zusatzlich beeinflusst 1,25-Dihydroxyvitamin D3 die Osteoblastendifferenzierung direkt
(Nakamichi et al., 2017).

In Mausen wird Nrp2 sowohl von Osteoblasten als auch von Osteoklasten exprimiert
(Verlinden et al., 2013). Zudem wurde in der Arbeit von Verlinden et al. (2013) gezeigt,
dass Nrp2-KO-Mause eine geringere Knochenmasse im Vergleich zu Nrp2-WT-Mausen
haben. Aullerdem ist die Anzahl der Osteoklasten in Nrp2-KO-Mausen erhdht, wahrend
die Anzahl der Osteoblasten im Gegensatz dazu verringert ist. In einem anderen
Mausmodell fuhrte Nrp2-KO in Osteoklasten zu vermehrter Differenzierung und
Aktivierung von Osteoklasten. Dies legt nahe, dass Nrp2 eine negative Regulierung der
Osteoklastendifferenzierung ausubt (Polavaram et al., 2021).

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass Nrp2 eine Rolle in der Funktion von
Osteoblasten und Osteoklasten spielt und dass Nrp2 an der Knochenhomoostase beteiligt
ist. Die aktuelle Studienlage beantwortet dennoch nicht alle Fragen bezuglich der Funktion
von Nrp2 in Osteoblasten. Daher liegt der Fokus dieser Arbeit auf der Funktion von Nrp2

in Osteoblasten.

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Das ubergeordnete Ziel dieser Forschungsarbeit besteht darin, die Rolle von Nrp2 in
Osteoblasten eingehend zu untersuchen. Hierbei sollen Wildtyp-Zellen (MC3T3-E1;
Praosteoblasten) im Verlauf ihrer Differenzierung mit Nrp2-KO-Zellen verglichen werden.
Um mogliche Unterschiede zwischen den Nrp2-WT- und Nrp2-KO-Zellen zu entdecken
und zu untersuchen, wurden verschiedene Parameter festgelegt. Dazu gehoren
Proliferation,  Viabilitat, Mineralisierung, @ die  Expression  osteoblastischer
Differenzierungsmarker und die Aktivitat des alkalischen Phosphatase-Enzyms.
Zusatzlich sollen Sekretomanalysen und RNA-Sequenzierungen durchgefuhrt werden.
Das Ziel ist es, ein umfassendes Verstandnis fur die Auswirkungen von Nrp2 auf
verschiedene Aspekte der Osteoblastenbiologie zu gewinnen.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien
2.1.1 Zelllinien

Tab. 1: Verwendete Zelllinien

MC3T3-E1 Subclone 4 (Nrp2-Wildtyp) ATCC, USA
MC3T3-E1 Subclone 4 (Nrp2-Knockout) Klon 70 (KO of Nrp2 Erstellt und
via CRISPR/Cas9) bereitgestellt durch

MC3T3-E1 Subclone 4 (Nrp2-Knockout) Klon 83 (KO of Nrp2 Dr. Sarah Forster,
via CRISPR/Cas9) AG Muders, Bonn
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2.1.2 Zellkulturmedien, Zusatze und Puffer

Tab. 2: Verwendete Zellkulturmedien, Zusatze und Puffer

Name Firma,Ort Katalognummer

Dimethyl sulfoxide (DMSO), cell ITW Reagents Division, A3672

culture grade, AppliChem Chicago, USA

Fetal Bovine Serum (FBS), Gibco Thermo Fisher Scientific, 10270-106
Waltham, USA

L-Ascorbinsaure Sigma-Aldrich/Merck, A92902
Darmstadt, Deutschland

MEM a GlutaMAX™, Supplement, = Thermo Fisher Scientific, 32561094

no nucleosides medium (1x), Gibco Waltham, USA

MEM a, Nukleoside, ohne Thermo Fisher Scientific, A1049001

Ascorbinsdure medium (1x), Gibco  Waltham, USA

PBS (phosphate buffered saline), Thermo Fisher Scientific, 10010056

pH 7,4 (1x), (-CaCl2, -MgCI2) Waltham, USA

Penicillin/Streptomycin (10000 Thermo Fisher Scientific, 15140122

U/ml) Waltham, USA

Trypsin-EDTA, 10x Thermo Fisher Scientific, 15400054
Waltham, USA

B-Glycerin-phosphat Dinatriumsalz ~ Sigma-Aldrich/Merck G5422

Hydrat

Darmstadt, Deutschland
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Name Firma,Ort Katalognummer

0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) Bio-Rad Laboratories, Hercules, 1610799
USA

1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) Bio-Rad Laboratories, Hercules, 1610798
USA

1 % ARS (Alizarin Red Stain) Sigma-Aldrich/Merck, 2003999
Darmstadt, Deutschland

APS (Ammoniumpersulfat) Thermo Fisher Scientific, 201531000
Waltham, USA

10x TBS (Tris-buffered saline) Thermo Fisher Scientific, J60764
Waltham, USA

5x Reaction Buffer Thermo Fisher Scientific, EP0451
Waltham, USA

70 % Ethanol VWR International, Radnor, 20821.296
USA

Agarose for Molecular Biology Sigma-Aldrich/Merck, A9539-500G
Darmstadt, Deutschland

Aqua ad injectatbilia Mini Plasco B. Braun Melsungen, 2351544
Deutschland

BCIP/NBT (5-bromo-4-chloro-3- Thermo Fisher Scientific, 34042

indolyl phosphate/nitroblue Waltham, USA

tetrazolium)

Bovine serum albumin Standard Thermo Fisher Scientific, 23210
Waltham, USA

cOmplete Protease Inhibitor Roche Diagnostics GmbH, 11697498001

Cocktail

Mannheim, Deutschland

Crystal Violet Solution, 1 %
aqueous solution

Sigma-Aldrich/Merck,
Darmstadt, Deutschland

V5265-250ML

dNTPs Thermo Fisher Scientific, 18427013
(Desoxynukleosidtriphosphate) Waltham, USA
Ethanol absolut VWR International, Radnor, 20821.296

USA

Formaldehydlosung 37 %

Sigma-Aldrich/Merck,
Darmstadt, Deutschland

1.04002.1000

GeneRuler 100 bp Thermo Fisher Scientific, SM0242
Waltham, USA

Glycine Carl Roth GmbH & Co. KG, 0079.3
Karlsruhe, Deutschland

Halt Protease and Phosphatase Thermo Fisher Scientific, 78440

Inhibitor Waltham, USA

HDGREEN Plus Intas Science Imaging Inst., ISII-HDGreen
Gaotttingen, Deutschland Plus
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Name

Firma,Ort

Katalognummer

Kapa2G Fast HS Genotyping Mix

Sigma-Aldrich/Merck,
Darmstadt, Deutschland

KK5621

Laemmli SDS Sample Buffer, Thermo Fisher Scientific, J61337

reducing (6x) Waltham, USA

Maxima SYBR Green/ROX gPCR Thermo Fisher Scientific, K0222

Master Mix, 2x Waltham, USA

Methanol Thermo Fisher Scientific, 176840010
Waltham, USA

Milk powder blotting grade Carl Roth GmbH & Co. KG, T145.2
Karlsruhe, Deutschland

PageRuler Plus Prestained Protein ~ Thermo Fisher Scientific, 26620

Ladder, 10 bis 250 kDa Waltham, USA

PBS (Phosphate buffered saline) Thermo Fisher Scientific, 10010-15
Waltham, USA

Random Hexamer Primer (0,2 Thermo Fisher Scientific, S0O142

pg/ul) Waltham, USA

RevertAid H Minus Reverse Thermo Fisher Scientific, EP0451

Transcriptase (200 U/ul) Waltham, USA

RiboLock RNase Inhibitor (40 U/ul)  Thermo Fisher Scientific, EO0381
Waltham, USA

RIPA (Pierce Thermo Fisher Scientific, 89901

Radioimmunoprecipitation Assay) Waltham, USA

lysis buffer

RNase-free water Qiagen GmbH, Hilden, 129112
Deutschland

Rotiphorese Acrylamid/Bis 30 % Carl Roth GmbH & Co. KG, A124.2

(29:1) Karlsruhe, Deutschland

SDS (Sodium (Natrium)- ITW Reagents Division, A3942,1000

dodecylsulfat)-Lésung, 20 % Chicago, USA

S.0.C. (Super optimal medium Thermo Fisher Scientific, 15544034

with catabolic repressor) Medium Waltham, USA

TEMED (N,N,N’,N'- VWR International, Radnor,USA 443083G

Tetramethylethylendiamin)

Tris Base Ultrapure Biomol GmbH, Hamburg, T8600.1
Deutschland

UltraPure TAE (Tris-Acetate-EDTA) Thermo Fisher Scientific, 15558042

Buffer, 10x Waltham, USA

B-mercaptoethanol Carl Roth GmbH & Co. KG, 4227.3

Karlsruhe, Deutschland
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2.1.4 Kits

Tab. 4: Verwendete Kits

Name Firma,Ort Katalognummer
Cell Titer96 Aqueous One Solution  Promega Corporation, Madison, G3581
Cell proliferation Assay USA
DNeasy Blood & Tissue Kit Qiagen GmbH, Hilden, 69506

Deutschland
Pierce BCA Protein Assay Kit Thermo Fisher Scientific, 23225
Waltham, USA

Pierce ECL Western Blotting Thermo Fisher Scientific, 32209
Substrate Waltham, USA
(Detection Reagent 1 & 2)

Proteome Profiler Mouse XL R&D Systems, Minneapolis, ARY028
Cytokine Array Kit USA
RNeasy Plus Mini Kit Qiagen GmbH, Hilden, 74136

Deutschland
TOPO™ TA Cloning™ Kit Thermo Fisher Scientific, K4500-01

Waltham, USA
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Tab. 5: Verwendete Zellkulturmaterialien

Name Firma,Ort Katalognummer

100 mm cell culture plate, TC- VWR International, 734-2321

treated Darmstadt, Deutschland

24-well cell culture plate, clear flat Corning Incorporated, New 353226

bottom, TC-treated, Falcon York, USA

35 mm cell culture plate, TC-treated VWR International, 734-2317
Darmstadt, Deutschland

3 MM Chromatography/Blotting Cytiva (GE Healthcare), 3030-917

Paper, Whatman (Filterpapier) Marlborough, USA

6-well cell culture plate, TC-treated VWR International, Radnor, 734-2323
USA

96-well culture microplate, clear flat  Corning Incorporated, New 353072

bottom, TC-treated, Falcon York, USA

96-well plates for BCA analysis, BRAND Scientific, 781602

unsterile, BRANDplates Wertheim, Deutschland

96-well reaction plate, Fast Optical Thermo Fisher Scientific, 4346906

MicroAmp, Applied Biosystems Waltham, USA

Adhesive microplate sealing film, Corning Incorporated, New PCR-TS

Axygen Cycler Seal York, USA

Cell culture flask, vented cap, 25 Corning Incorporated, New 430639

cm? York, USA

Cell culture flask, vented cap, 75 Corning Incorporated, New  430641U

cm? York, USA

Cell scraper, sterile Sarstedt AG & Co. KG, 83.3950

Numbrecht, Deutschland

Centrifugation tubes (15 ml, 50 ml)

Greiner Bio-One,
Kremsmunster, Osterreich

188271, 227261

Freezing tubes, 2 ml, CRYO.S Greiner Bio—One_lebH, 122279
Kremsmunster, Osterreich

Pasteur pipettes, glass BRAND Scientific, 747720
Wertheim, Deutschland

PCR reaction tubes (0,2 ml), Biozym Scientific GmbH, 710988

SingleCap 8er-SoftStrips

Hessisch Oldendorf,
Deutschland

Pipette tips, filtered (various sizes)

nerbe plus GmbH & Co.
KG, Winsen/Luhe,
Deutschland

06-642-5300, 07-
695-8300, 07-642-
8300, 07-613-8300

Pipette tips, unfiltered (various sizes)

Greiner Bio-One,
Kremsmiunster, Osterreich

740290, 739290

Pipette tips, unfiltered (various sizes)

Sarstedt AG & Co. KG,
Numbrecht, Deutschland

70.1114
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Name Firma,Ort Katalognummer

Polyvinylidene fluoride (PVDF) Cytiva (GE Healthcare), 10600022

blotting membrane, Amersham Marlborough, USA

Reaction tubes (0,5 ml) BRAND Scientific, 780507
Wertheim, Deutschland

Reaction tubes (1,5 ml) Eppendorf AG, Hamburg, 0030120086
Deutschland

Reaction tubes (2,0 ml) Eppendorf AG, Hamburg, 0030123.444
Deutschland

Serological pipettes (various sizes),  Corning Incorporated, New 357551

Falcon York, USA

Via1-Cassette (cell sampling and ChemoMetec A/S, Allerod,  941-0012

staining for automated cell counting)

Danemark
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Tab. 6: Verwendete Primer

Gene Primersequenz (5'-3’) Firma,Ort

Hprt-Forward GGTTAAGCAGTACAGCCCCA Eurofins Genomics,
Ebersberg, Deutschland

Hprt-Reverse TCCAACACTTCGAGAGGTCC Eurofins Genomics,
Ebersberg, Deutschland

Collal-Forward TCAGCTTTGTGGACCTCCG Eurofins Genomics,
Ebersberg, Deutschland

Col1a1-Reverse =~ GGACCCTTAGGCCATTGTGT Eurofins Genomics,

Ebersberg, Deutschland

Bglap-Forward

GCAGACACCATGAGGACCATCTT

Eurofins Genomics,
Ebersberg, Deutschland

Bglap-Reverse

GAAGGCTTTGTCAGAACTCAGGG

Eurofins Genomics,
Ebersberg, Deutschland

Opg-Forward GCCACGAAAAGTGTGGAAT Eurofins Genomics,
Ebersberg, Deutschland
Opg-Reverse TTTGGTCCCAGGCAAACTGT Eurofins Genomics,
Ebersberg, Deutschland
Runx2-Forward CAACTTCCTGTGCTCCGTGC Eurofins Genomics,
Ebersberg, Deutschland
Runx2-Reverse = GACGGTAACCACAGTCCCATC Eurofins Genomics,

Ebersberg, Deutschland
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Name

Firma,Ort

Katalognummer

anti-beta Actin antibody [AC15]
(1:10000 in 5 %ige
Milchpulver/TBS)

Abcam, Cambridge, UK

ab6276

anti-mouse 1gG H&L (HRP) Abcam, Cambridge, UK ab6789
(1:10000 in 5 %ige

Milchpulver/TBS)

Neuropilin-2 (D39A5) XP® Rabbit Cell Signaling Technology, 3366

mADb (1:1000 in eine 5 %ige Danvers, USA

BSA/TBS-T)

Swine Anti-Rabbit Dako/Agilent, Santa Clara, USA  P039901-2

Immunoglobulins/HRP (1:5000 in
eine 5 %ige BSA/TBS-T)
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2.1.8 Gerate

Tab. 8: Verwendete Gerate

Name

Firma,Ort

7500 Fast Real-ime PCR System, Applied
Biosystems (Real-time PCR instrument)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Autoklav

SHP Steriltechnik AG, Detzel Schlof},
Deutschland

Biometra TRIO 48 (Thermocycler for cDNA
synthesis)

Analytik Jena AG, Jena, Deutschland

Biovac 106 mit 2 | Sekret-Glasbehalter

Welch, Furstenfeldbruck Deutschland

Digitale Wipp- und 3D Schuttler

Phoenix, Garbsen, Deutschland

Digitaler Rollenmischer

Phoenix, Garbsen, Deutschland

FastGene Mini Zentrifuge

Nippon Genetics, Duren, Deutschland

Fusion Solo S (Chemiluminescence imaging
system)

Vilber Lourmat, Collégien, Frankreich

Gefrierschrank -20 °C

Liebherr, Bulle, Schweiz

Gefrierschrank -80 °C

Panasonic, Kadoma, Japan

Inkubator, Heraeus Oven

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Kuhlschrank

Liebherr, Bulle, Schweiz

Magnetruhrer

Phoenix, Garbsen, Deutschland

Mikroskop CKX41

Olympus, Tokio, Japan

Mini-PROTEAN Tetra Cell Casting Stand &
Clamps (SDS gel casting)

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Mini-PROTEAN Tetra Vertical
Electrophoresis Cell + PowerPac Basic
(SDS-PAGE chamber + power source) Bio-
Rad

Laboratories, Hercules, USA

Mini-Zentrifuge Fast Gene NGO02R

Nippon Genetics, Duren, Deutschland

NanoPhotometer N60 Touch (Photometer for
RNA quantification)

Implen GmbH, Munich, Deutschland

NucleoCounter NC-200 (Automated cell
counter)

ChemoMetec A/S, Allerod, Danemark

Olympus CKX53 + Olympus U-HGLGPS
(Fluorescence microscope + fluorescence
light source)

Olympus Europa SE & Co. KG, Hamburg,
Deutschland

Pipettierhilfe accu-jet

Hirschmann Laborgerate, Eberstadt,
Deutschland

Prazisionswaage Entris

Sartorius, Gottingen, Deutschland

SpectraMax iD3 (Multi-Mode microplate
reader)

Molecular Devices, LLC., San Jose, USA

Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell +
PowerPac HC High-Current Power Supply
(Immunoblot semi-dry transfer cell + power
source)

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
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Name Firma,Ort

Vakuumpumpe Welch Vacuum, Furstenfeldbruck,
Deutschland

Vortexer Phoenix, Garbsen, Deutschland

Warmeschrank Heraeus series 6000

Heraeus Instruments, Hanau,
Deutschland

Wasserbad

Memmert, Schwabach, Deutschland

Zellinkubator

Panasonic, Kadoma, Japan

Zellkulturbank Mars Safety Class 2 Scanlaf

Labogene, Lynge, DK

Zentrifuge Legend Micro 21R

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Zentrifuge Sigma 1-14K

Sigma, Osterode am Harz, Deutschland

Zentrifuge Sigma 1-16K

Sigma, Osterode am Harz, Deutschland

Zentrifuge Sigma 2-16KL

Sigma, Osterode am Harz, Deutschland

Zentrifuge Sigma 2-7

Sigma, Osterode am Harz, Deutschland
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2.1.9 Software

Tab. 9: Verwendete Software

Name Firma,Ort

Evolution-Capt for Fusion Solo S Vilber Lourmat, Collégien, Frankreich
Microsoft Excel, Version 2021 Microsoft, Redmond, USA

GraphPad Prism 8 GraphPad Software, San Diego, USA
Imaged 1.53c National Institutes of Health, USA

7500 Software v2.0.6, Applied Biosystems Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
SoftMax Pro 7.0.3 Molecular Devices, LLC., San Jose, USA

2.2 Zellkultur von MC3T3-E1-Zellen

Die MC3T3-E1-Zellen (Nrp2-WT, Nrp2-KO-Klone 70 und 83) wurden bei 37 °C und 5%
CO; in Minimum Essential Medium a (MEM a) oder MEM a GlutaMAX™ mit 10 % FBS
und 1 % Penicillin/Streptomycin (P/S) kultiviert (complete Medium).

Das Medium fur die Zellen (MEM q, ascorbinsaurefrei) wurde alle 2-3 Tage (Montag,
Mittwoch, Freitag) gewechselt. Die Zellen wurden bei ca. 70 % Konfluenz passagiert.
Dazu wurden sie einmal mit PBS gewaschen und anschlieRend mit 2x Trypsin-EDTA
inkubiert, um die adharenten Zellen vom Boden der Zellkulturflasche zu 16sen. Nach etwa
5 Minuten, sobald die Zellen abgelost waren, wurde MEM a hinzugegeben, und die
Suspension in Zentrifugationsrohrchen Uberfuhrt. Nach vierminuatigem Zentrifugieren bei
200 xg wurde der Uberstand entfernt, und die Zellpellets in 10 ml complete MEMa
resuspendiert. Teile der Zellsuspension wurden in die entsprechenden Kulturflaschen
uberfuhrt oder in 6-, 24- bzw. 96-Wellplatten ausgesat. Zellkonzentration, Viabilitat und
durchschnittliche ZellgroRe wurden mit dem NucleoCounter NC-200 unter Verwendung

von Via1-Kassetten bestimmt.

2.3 Differenzierung von MC3T3-E1-Zellen

Die praosteoblastische Maus-Zelllinie MC3T3-E1 wird Ublicherweise fur die In-vitro-
Osteoblastenforschung verwendet. Die osteoblastische Differenzierung kann durch
Behandlung mit Ascorbinsaure und B-Glycerophosphat induziert werden (Hughes-Fulford
und Li, 2011; Hwang und Horton, 2019). Nrp2-WT und Nrp2-KO MC3T3-E1-Zellen
wurden in 6- bzw. 24-Wellplatten ausgesat. Nach Erreichen von 100 % Konfluenz wurden
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die Zellen bis zu 21 Tage mit Osteogenese-Induktionsmedium behandelt, bestehend aus
complete MEM a GlutaMAX™ (mit Ascorbinsaure) erganzt mit 50 yg/ml Ascorbinsaure
und 10 mM B-Glycerophosphat.

2.4 Viabilitatsassay

Der CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay dient zur Bestimmung
der Zellviabilitat. 5x103 Zellen jeder Zelllinie bzw. Zellkondition wurden als Triplikate in 96-
Wellplatte ausgesat und im Zellinkubator belassen. Nach 48 Stunden wurde 100 pl/Well
des CellTiter 96® AQueous One Solution Reagents (enthalt MTS) hinzugefugt und fiir 4
Stunden inkubiert. Anschlielend wurde die Absorption kolorimetrisch bei 490 nm mit

SpectraMax iD3 gemessen.

2.5 Zellverdopplungsassay

Das Ziel des Zellverdopplungsassays ist der Vergleich der Proliferationsfahigkeit von
Nrp2-WT und Nrp2-KO MC3T3-E1-Zellen. 2x10* Zellen jedes Klons wurden in eine 24-
Wellplatte ausgesat. Fur die verschiedenen Zeitpunkte (0, 24, 48, 72 und 96 h) wurden
separate Platten vorbereitet. Nach den jeweiligen Zeitpunkten wurden die Zellen fixiert,
gefarbt und anschlieend trocken gelagert. Zur Fixierung wurden die Zellen einmal mit
PBS gespult und anschlieRend 15 Minuten mit 4 % Formaldehyd (500 pl/Well; 37 %ige
Losung in PBS verdunnt) inkubiert. Nach der Fixierung erfolgten zwei Waschschritte mit
PBS. Die Zellen wurden anschlieBend mit 0,1 % Crystal Violet in 2% Ethanol
(250 pl/Well; lichtgeschutzt) fur 10 Minuten gefarbt. Danach wurden sie zweimal mit
bidestilliertem Wasser gespult, getrocknet und lichtgeschutzt gelagert.

Nach Abschluss aller Zeitpunkte wurden die Zellen 30 Minuten mit 1 % SDS (250 ul/Well;
lichtgeschutzt) lysiert. Die Absorption bei 550 nm wurde anschlieBend mit einem

Plattenlesegerat bestimmt.

2.6 Cas9-Uberprifung

Die Ausschaltung des Nrp2-Gens erfolgte mittels CRISPR/Cas9-Knockout. Die KO-Zellen
wurden in Anlehnung an Ran etal. (2013) und Schulz etal. (2020) in der Arbeitsgruppe
von Muders hergestellt und zur Verfugung gestellt. Die Charakterisierung und Validierung
der KO-Zellen erfolgte im Rahmen dieser Doktorarbeit. Im Rahmen der hier
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durchgefuhrten CRISPR/Cas9-Knockout-Methode wurden die KO-Zellen bzw. KO-Klone
auf das Vorhandensein des Cas9-Gens in der DNA untersucht, um eine mogliche
Integration des Cas9-Gens auszuschlielen.

2.6.1 DNA-Isolation

Die DNA-Isolierung erfolgte unter Verwendung der Reagenzien und Zentrifugationssaulen
des DNeasy Blood & Tissue Kits, wobei die Reagenzien gemal} Herstellerprotokoll
vorbereitet wurden. Die Isolation wurde bei Raumtemperatur durchgefihrt. Fiur die
jeweiligen Zeitpunkte wurden 1x10° Zellen jedes Klons bzw. jeder Zellkondition in 6-Well-
Platten ausgesat. Nach entsprechender Behandlung oder Inkubation wurden die Zellen
mit Trypsin-EDTA von der Platte gelost und in Reaktionsgefalle (1,5 ml) Ubertragen.
AnschlieBend erfolgte eine Zentrifugation bei 200 xg fiir 4 Minuten. Der Uberstand wurde
entfernt und die Zellpellets wurden in 200 ul PBS resuspendiert, gefolgt von Zugabe von
20 pl Proteinase K. Es wurden 200 pl Buffer AL hinzugeflugt, die Proben durch Vortexen
homogenisiert und 10 Minuten bei 56 °C inkubiert. AnschlieRend wurden 200 ul Ethanol
(96-100 %) zugegeben und 15-30 Sekunden lang vortexiert. Die Mischung wurde in eine
DNeasy Mini Spin Column pipettiert, die sich in einem 2 ml-Sammelréhrchen befand, und
bei 6000xg fur 1Minute zentrifugiert. Uberstand und Sammelrdhrchen wurden
verworfen. Die Spin Column wurde in ein neues 2 ml-Sammelrohrchen gesetzt und 500 pl
Buffer AW1 hinzugefugt, gefolgt von einer Zentrifugation bei 6000 xg fur 1 Minute.
Danach wurde die Spin Column erneut in ein neues Sammelrohrchen Uberfuhrt, 500 pl
Buffer AW2 hinzugefugt und bei 20000 xg fur 3 Minuten zentrifugiert, um die Membran zu
trocknen. Die Spin Column wurde in ein sauberes 1,5ml- oder 2ml-
Mikrozentrifugenrohrchen gesetzt, und 50 pl Buffer AE direkt auf die Membran gegeben.
Nach einer Inkubation von 1 Minute bei Raumtemperatur (bei geringer DNA-Menge:
5 Minuten) erfolgte eine Zentrifugation bei 6000 xg fur 1 Minute zur Elution der DNA. Die
DNA wurde bei -20 °C gelagert, und die Konzentration mittels NanoPhotometer
N60 Touch bestimmit.

2.6.2 PCR (Cas9-PCR)
Alle Materialien und die DNA-Proben wurden auf Eis aufgetaut. Fur die Proben wurden
0,2ml PCR-Tubes verwendet. Eine Positivkontrolle (Plasmide, die Cas9 enthalten;
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bereitgestellt von Dr. Thomas Mayr, AG Muders) sowie eine Negativkontrolle (Wasser)
wurden ebenfalls vorbereitet. Die PCR-Reaktionsmischung wurde gemaly Tabelle 10

angesetzt.

Tab. 10: PCR-Reaktionmischung

Chemikalie Menge
Forward primer (Cas9 forw1: 5-CGACGACAGCCTGACCTTTA-3)) 0,125 pl
Kapa2G Fast HS Genotyping Mix 12,5 ul
Reverse primer (Cas9 rev1: 5-TTGATGCCCTCTTCGATCCG-3) 0,125 pl
Wasser (Aqua ad iniectabilia Mini Plasco) 0,25 ul

Pro Tube wurden 13 pl der PCR-Reaktionsmischung verwendet. Anschliefend wurden
ca. 100 ng DNA pro Probe zugegeben (auf 12 yl mit Wasser aufgefullt). Fur die Negativ-
bzw. Positivkontrolle wurden 12 yl Wasser bzw. ca. 100 ng Plasmid-DNA (auf 12 pyl mit
Wasser aufgefullt) verwendet. Die Proben wurden kurz zentrifugiert und anschlie3end in
den Thermocycler geladen. Fur die DNA-Amplifikation wurde das in Tabelle 11

dargestellte Programm verwendet.

Tab. 11: PCR-Programm

Schritt Temperatur (°C) Zeit
1 95 3 Min
2 95 15 Sek
3 58 15 Sek 40x
4 72 60 Sek
5 72 60 Sek
6 10 Halt

2.6.3 Agarosegel-Elektrophorese

Ein 2 %iges Agarosegel wurde hergestellt (2 g Agarose in 100 ml 1x TAE-Puffer, erganzt
mit 4 yl HDGreen Plus). In jede Gelkammer wurden 5 pl des 100 bp-GenRuler sowie 15 pl
jeder Probe pipettiert. Die Elektrophorese erfolgte bei 70-100V fur 30-45 Minuten.
AnschlieRend wurde das Gel mithilfe des Image-Dokumentationssystems Fusion Solo S

visualisiert und dokumentiert.



35

2.7 RIPA-Lyse

Fir die Proteinextraktion wurden 1,5x10° Zellen jedes Klons bzw. jeder Zellkondition in 6-
Wellplatten fur die verschiedenen Zeitpunkte ausgesat. Die Zelllysate wurden mit RIPA-
Puffer, erganzt mit cOmplete Protease Inhibitor Cocktail und HALT Protease Inhibitor,
hergestellt. Nach Entfernung des Zellkulturmediums wurden die Zellen zweimal mit kaltem
PBS gewaschen. PBS wurde vollstandig entfernt, und 150 ul kalter RIPA-Puffer wurden
auf die Zellen pipettiert. Die Zellen wurden anschlieRend mit Zellschabern von der Platte
geldst und in 1,5 ml Rohrchen auf Eis transferiert. Die Lysate wurden 30 Minuten auf Eis
inkubiert und anschlieffend bei 20000xg und 4 °C fur 15 Minuten zentrifugiert. Der
proteinhaltige Uberstand wurde in neue Reaktionsgefafe Uberfiihrt und bis zur weiteren

Analyse bei -20 °C gelagert.

2.8 BCA-Assay

Die Proteinquantifizierung erfolgte mittels Bicinchoninsdure (BCA)-Assay unter
Verwendung des Pierce BCA Protein Assay Kits, wobei das Herstellerprotokoll
eingehalten wurde. Zur Erstellung einer Standardkurve wurde eine 1:2 Verdlinnungsreihe
von BSA-Proteinstandards in bidestillietem Wasser vorbereitet. Die Verdlinnungsreihe

wurde wie in Tabelle 12 hergestellt.

Tab. 12: Verdinnungsreihe von BSA-Proteinstandards

A B C D E F G
0 mg/ml 0,06 0,125 0,25 0,5mg/ml 1 mg/ml 2 mg/ml
(nur Wasser) mg/ml mg/ml mg/ml

Die Proben wurden 1:10 in bidestillietem Wasser verdunnt und anschlielRend in
Triplikaten in einer 96-Well-Mikroplatte pipettiert. In jedes Well wurden 200 pl des Working
Reagent (vorbereitet durch Mischen von 50 Teilen BCA-Reagenz A mit 1 Teil BCA-
Reagenz B) gegeben und die Platte fur 30 Sekunden auf einem Plattenschuttler grindlich
gemischt. Danach erfolgte eine Inkubation der Platte fur 30 Minuten bei 37 °C. Die
Absorption wurde bei 562 nm gemessen, und die Proteinkonzentrationen jeder Probe
wurden unter Verwendung der BSA-Standardkurve in Microsoft Excel berechnet.
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2.9 SDS-PAGE

Zur Trennung der Proteine nach ihrem scheinbaren Molekulargewicht wurde eine SDS-
PAGE unter Verwendung des Mini-PROTEAN Tetra Cell Systems durchgefuhrt. Hierfur
wurden zunachst Trenn- und Sammelgelldsungen fur Polyacrylamid-Gele gemal den
Angaben in Tabelle 13 und 14 hergestellt und in eine Glaskassette gegossen. Unmittelbar
vor dem Giel3en des Trenngels wurde TEMED zugesetzt, da es die Polymerisation von
Acrylamid katalysiert. Das 8 %ige Trenngel (Tab. 13) wurde gegossen, mit Isopropanol
Uberschichtet und bei Raumtemperatur polymerisiert. Nach dem Entfernen des
Isopropanols wurde das 6 %ige Sammelgel (Tab. 14) gegossen, der Kamm eingesetzt
und das Gel bei Raumtemperatur polymerisieren gelassen.

Eine definierte Proteinmenge (10-50 pg) wurde aus den RIPA-Lysaten entnommen und
mit bidestilliertem Wasser auf ein einheitliches Volumen eingestellt. Anschlie3end wurde
Laemmli SDS Sample Buffer, erganzt mit 10 % pB-Mercaptoethanol, zugegeben. Zur
vollstandigen Denaturierung wurden die Proben 5 Minuten bei 95 °C erhitzt und
anschlie3end kurz zentrifugiert. Die reduzierten Proteinproben wurden in die SDS-PAGE-
Gele geladen, zusammen mit 5 pl PageRuler-Protein Ladder als molekularem
GroRenstandard. Die Gelkassette wurde in die Elektrophoresekammer eingesetzt und mit
1x Laufpuffer (Tab. 15) bis zum angegebenen Flullstand beflllt. Die Elektrophorese
erfolgte zunachst 15 Minuten bei 100 V und anschliel3end 45-60 Minuten bei konstanter
Spannung von 200 V. Im Anschluss erfolgte unmittelbar die Weiterverarbeitung der SDS-
PAGE-Gele fur den Western Blot.

Tab. 13: 8 %iges Trenngel

Chemikalie Menge
1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 5,0 ml
Acrylamide/Bis (30 % Ldsung) 5,3 mi
APS (10 % Lésung) 200 ul
Bidestilliertes Wasser 9,3 mi
SDS (10 % Ldsung) 200 ul
TEMED 12 ul

Tab. 14: 6 %iges Sammelgel

Chemikalie Menge

0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) 750 pl

Acrylamide/Bis (30 % Ldsung) 1,0 ml
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Chemikalie Menge
APS (10 % Lbésung) 60 ul
Bidestilliertes Wasser 4,1 ml
SDS (10 % Ldsung) 60 ul
TEMED 6 ul

Tab. 15: Laufpuffer (10x)

Chemikalie Menge
0,1 % SDS (20 % Ldsung) 50 ml
0,25 M Tris Base Ultrapure 30,3 g
1,92 M Glycine 144 g
Bidestilliertes Wasser Ad1,0I

2.10 Western Blot (Immunoblot)

Beim Western Blot werden die in der SDS-PAGE getrennten Proteine aus dem Gel auf
eine  Membran Ubertragen und anschlieBend mithilfe spezifischer Antikorper
nachgewiesen. Nach der Elektrophorese wurde das Gel von den Glasplatten geldst und
das Sammelgel entfernt. AnschlieRend wurde das Trenngel fur etwa 10 Minuten in 1x
Transferpuffer (Tab. 16) aquilibriert, um die Dissoziation der Proteine von SDS zu
erleichtern. Parallel dazu wurden die PVDF-Membranen 5-10 Minuten in Methanol
aktiviert. Fur den Transfer wurde ein Blotstapel in folgender Reihenfolge
zusammengesetzt: drei mit 1x Transferpuffer aquilibrierte Filterpapiere, PVDF-Membran,
Gel sowie erneut drei angefeuchtete Filterpapiere. Die Proteine wurden anschliel3end
uber 90 Minuten bei einem konstanten Strom von 50 mA pro Membran (1 mA/cm?) auf die
PVDF-Membran Ubertragen.

Nach dem Transfer wurden die Membranen entsprechend der Proteinbereiche in zwei
Abschnitte getrennt (Nrp2 bei ca. 120-140 kDa und B-Actin bei ca. 42 kDa). Zur
Minimierung unspezifischer Antikorperbindungen wurden die Membranen fur 1 Stunde bei
Raumtemperatur in der entsprechenden Blockierungslosung inkubiert (5 % BSA in TBS-
T far Nrp2; 5 % Milchpulver in TBS fur B-Actin).

Tab. 16: Transferpuffer

Chemikalie Menge
Transferpuffer (10x):
0,375 % SDS (20 % solution) 18,75 ml

390 mM Glycine 293¢
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Chemikalie Menge
480 mM Tris base Ultrapure 58,29

Bidestilliertes Wasser Ad 1,0
Transferpuffer (1x):

Bidestilliertes Wasser Ad 1,0
Methanol 200 mi
Transferpuffer (10x) 100 ml

Zum Nachweis von Nrp2 und B-Actin wurden primare und sekundare Antikorper
eingesetzt (siehe Tab. 7), die jeweils in der entsprechenden Blockierungslésung verdiunnt
wurden. [B-Actin diente dabei als Referenzprotein zur Normalisierung der
Proteinexpression in allen Proben. Fur die Detektion wurden HRP-konjugierte
Sekundarantikorper verwendet, die die Chemilumineszenzreaktion katalysierten und so
die Visualisierung der Zielproteine ermoglichten.

Die jeweiligen Membranteile wurden Uber Nacht bei 4 °C auf einem Rollenschuttler mit
den Primarantikorpern inkubiert. Anschlielend wurden die Membranen dreimal jeweils 10
Minuten mit TBS-T auf einem Plattformschuttler gewaschen. Danach wurden die
Sekundarantikorper in 10 ml 5 % Milchpulver/TBS (fur 3-Actin) bzw. 10 ml 5 % BSA/TBS-
T (fur Nrp2) verdunnt und fur 1 Stunde bei Raumtemperatur auf einem Rollenschuttler
inkubiert. AnschlieRend wurden die Membranen erneut dreimal je 10 Minuten mit TBS-T
und einmal 10 Minuten mit TBS gewaschen.

Zur Entwicklung der Chemilumineszenz wurden gleiche Volumina der Peroxidldsung
(Detection Reagent 1) und der Luminolverstarkerlosung (Detection Reagent 2) gemischt
und in einer Menge von 1 ml pro Membran aufgetragen. Die Signalaufnahme erfolgte
mithilfe des Fusion Solo S Detektionssystems.

2.11 RNA-Isolation

Fir die RNA-Isolierung wurden 1x10° Zellen jedes Klons bzw. jeder Zellkondition in 6-
Wellplatten fur verschiedene Zeitpunkte ausgesat. Die Isolierung erfolgte unter
Verwendung des RNeasy Plus Mini Kits gemal} Herstellerprotokoll. Nach Entfernung des
Kulturmediums wurden die Zellen zweimal mit kaltem PBS gewaschen und anschliel3end
durch Zugabe von 350 ul RLT-Puffer mit 1 % B-Mercaptoethanol pro Well lysiert. Die
Lysate wurden mit sterilen Zellschabern von der Platte gelost, in RNase-freie
Sammelrohrchen uberfuhrt und durch einminutiges Vortexen homogenisiert.
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Die Proben wurden auf gDNA-Eliminator-Spin-Saulen gegeben und bei 10000 xg
zentrifugiert. Die RNA wurde anschlie3end in 30 ul RNase-freiem Wasser eluiert. Dieser
Schritt wurde wiederholt, um die RNA-Ausbeute zu erhdhen. Die Konzentration der
isolierten RNA wurde photometrisch bestimmt, und die Proben wurden bei -80 °C

gelagert.

2.12 cDNA-Synthese

Zur Vorbereitung der gRT-PCR-Analyse wurden 0,5-1 pg der isolierten RNA in
komplementare DNA (cDNA) transkribiert. Alle Reagenzien wurden dabei auf Eis
gehalten. Fur jede RNA-Probe wurden 9 ul cDNA-Mastermix (Tab. 18) hergestellt und mit
11 pl RNA (0,5-1 pg in RNase-freiem Wasser) in verschlossene 8-Well-PCR-Streifen
pipettiert. Die Proben wurden kurz zentrifugiert, bevor die cDNA-Synthese in einem
Biometra TRIO 48 Thermocycler gemall dem in Tabelle 19 aufgefuhrten Protokoll
durchgefuhrt wurde. Nach Abschluss des Programms wurde die cDNA entweder bei -20
°C gelagert oder unmittelbar fur die gqRT-PCR eingesetzt.

Tab. 17: cDNA-Synthese Mastermix

Chemikalie Menge
5x reaction buffer 4,0 ul
dNTP Mix (10 mM) 2,0 pl
Nuklease-freies Wasser (RNase-free water) 0,5 ul
Nuklease-freies Wasser (RNase-free water) 0,5 ul
Random Hexamer Primer (100 uM) 1,0 pl
Reverse Transcriptase (200 U/uL, Revert Aid H Minus) 1,0 ul
RNase Inhibitor (40 U/uL, RiboLock) 0,5 ul

Tab. 18: cDNA-Synthese PCR-Protokoll

Schritt Temperatur (°C) Zeit
1 25°C 10 Min
2 42 °C 60 Min
3 70 °C 10 Min

2.13 Quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (QRT-PCR)
Far die Durchfuhrung der gqRT-PCR wurde der Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master
Mix verwendet. SYBR Green | ist ein fluoreszierender interkalierender Farbstoff, der an

doppelstrangige DNA bindet und dabei ein Fluoreszenzsignal emittiert, das proportional
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zur DNA-Konzentration wahrend der Amplifikation ansteigt. Der passive Referenzfarbstoff
ROX dient als interne Referenz zur Normalisierung des SYBR-Green-I-Signals.

Alle Komponenten wurden auf Eis aufgetaut. Die cDNA wurde abhangig von der
eingesetzten RNA-Menge verdunnt (1:10 bei Ausgangsmaterial von 1 ug RNA bzw. 1:5
bei 0,5 ug RNA). Fur jedes Zielgen wurde anschliellend in sterilen, nukleasefreien
Rohrchen ein spezifischer Mastermix gemal’ Tabelle 20 vorbereitet.

Tab. 19: qRT-PCR-Mastermix

Chemikalie Menge
Forward Primer 0,25 pl
Maxima SYBR Green/ROX gqPCR Master Mix (2x) 5yl
Nuklease-freies Wasser (RNase-free water) 2,5 ul
Reverse Primer 0,25 ul
Summe 8 ul

Der Mastermix wurde durch Pipettieren homogenisiert und anschlielend kurz
zentrifugiert. Pro Well wurden in Triplikaten 8 yl Reaktionsmastermix und 2 pyl cDNA (5
ng/ul) in eine 96-Wellplatte pipettiert. FUr die Negativkontrolle wurde Nuklease-freies
Wasser anstelle von cDNA eingesetzt. Die Platten wurden mit Klebefolie versiegelt und 2
Minuten bei 1600 xg zentrifugiert. Die cDNA-Amplifikation und Detektion erfolgten mit dem
Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR System (Tab. 21).

Tab. 20: qRT-PCR-Protokoll

Schritt Temperatur(°C) Zeit Zyklenzahl
1 50 2 Min 1x
2 95 10 Min 1x
95 15 Sek
3 63 2 Sek 40x
60 1 Min
95 15 Sek
4 60 1 Min 1x
95 30 Sek
5 60 15 Sek

Alle Messungen wurden in technischen Triplikaten durchgefuhrt. Fur jede Probe und jedes
Zielgen wurden zudem drei unabhangige biologische Replikate (n=3) analysiert. Die
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Expression von Hypoxanthin-Phosphoribosyltransferase 1 (Hprt1) diente als endogene
Referenz zur Normalisierung der Genexpression. Zur  Berucksichtigung
interexperimenteller Varianz wurde die Hprt1-Expression in jeder qRT-PCR und fur jede
Probe separat bestimmt.

Auf Basis der arithmetischen Mittelwerte der Ct-Werte der technischen Triplikate wurden
die relativen Expressionswerte (ACt) berechnet (Gleichung 1). Die Genexpression der
Zielgene wurde dadurch auf das Referenzgen Hprt1 normalisiert.

ACr(Ziel, Probe)=Cr(ziel, Probe)-Crhprt1, Probe) (Gleichung 1)

Ratio ACt(Ziel, Probe)=2"%C1ze, probe) (Gleichung 2; Relative Expression)

Zur Darstellung der Genexpressionsdaten als Fold Change/Ratio (222¢t) wurden die
Hprt1-normalisierten Expressionswerte (ACt) anhand der ACt-Werte von Nrp2-Wildtyp dO
als Referenz kalibriert. Fur jede biologische Gruppe und jedes Zielgen wurden separate
AACt-Werte berechnet.

AAC+(Ziel, Probe)=ACr(ziel, Probe)-ACT(zielwT d0) (Gleichung 3)

Fold Change/Ratio=2"22C1z, probe) (Gleichung 4)

Die Berechnungen wurden in Microsoft Excel durchgefuhrt. Die statistische Analyse und
grafische Darstellung der Daten erfolgten mit GraphPad Prism 8.

Die Primerspezifitat wurde durch Sequenzierung der in der qRT-PCR amplifizierten DNA-
Fragmente uberprift. Die Sequenzierung erfolgte bei Eurofins Genomics und wurde von
Dr. Thomas Mayr ausgewertet. Alle getesteten Primerpaare fuhrten zu einer
zielspezifischen Amplifikation.

2.14 Alizarinrot-Farbung (ARS)

ARS wird haufig zur Detektion von Calciumablagerungen in Zellkulturen eingesetzt. Der
Farbstoff bindet spezifisch an Calciumionen und ermoglicht so den Nachweis kristalliner
Calciumablagerungen (Gregory et al., 2004).

2,5x10* Zellen pro Klon bzw. Zellkondition wurden in 24-Wellplatten fiir einen Endpunkt
(Tag 21) ausgesat. Nach Erreichen des Zeitpunkts wurde das Medium entfernt und die
Zellen einmal mit PBS gewaschen. Anschliel3end erfolgte eine 30-minutige Fixierung mit
500 pl 70 %igem Ethanol. Nach zweimaligem Waschen mit bidestilliertem Wasser wurden
die Zellen 30 Minuten lang mit 500 ul 1 %iger ARS-Losung gefarbt. Zur Dokumentation
wurden anschlieRend mikroskopische Aufnahmen angefertigt.
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2.15 Extraktion mit Cetylpyridiumchlorid

Zur quantitativen Auswertung der Ergebnisse wurde der in den Zellen gebundene
Farbstoff durch Extraktion mit Cetylpyridiniumchlorid (CPC) gelost. Hierfur wurden pro
Well 400 pl einer 10 %igen CPC-Losung zugegeben und die Platten 90 Minuten auf einem
Schuttler inkubiert. Anschlie3end wurde der Extrakt in Triplikaten (100 ul pro Well) in eine
96-Wellplatte Uberfuhrt und die Absorption bei 540 nm mit einem SpectraMax iD3

kolorimetrisch gemessen.

2.16 Sequenzierung des Nrp2-Gens in Nrp2-Knockout-Zellen (TOPO-Klonierung)

Das Nrp2-Knockout wurde mithilfe der CRISPR/Cas9-Methode generiert. Zur Bestatigung
des Knockouts erfolgte eine Sequenzierung nach TOPO-Klonierung unter Verwendung
des TOPO-TA-Cloning Kits, durchgefihrt gemald Herstellerprotokoll. Die isolierte DNA
wurde zunachst mittels Nrp2-spezifischer PCR amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde mit
dem QIAprep Spin Miniprep Kit aufgereinigt.

Fur die Ligation wurden 100 ng des gereinigten PCR-Produkts mit Wasser auf 4 pl
aufgefullt und mit 1 pl Salt Buffer sowie 1 pl TOPO-Vektor gemischt. Nach einer 5-
minutigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde ein 3 pl Ligationsansatz gemal® dem
Herstellerprotokoll in E. coli-One-Shot-TOP10 Uberfuhrt.

Nach einer 15-minutigen Inkubation auf Eis wurde ein Hitzeschock fur 30 Sekunden bei
42 °C durchgefuhrt, gefolgt von sofortiger Kihlung auf Eis.

Im Anschluss wurden 250 pl S.0.C.-Medium zugegeben, und die Bakteriensuspension
bei 37 °C und 250 rpm fur 1,5 Stunden inkubiert. SchlieBlich wurde die Kultur auf
vorgewarmte LB-Kanamycin-Platten ausgestrichen und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.
Zur Analyse der Transformanten wurden pro Klon zwei bis sechs Kolonien (weil3/hellblau)
in je 5 ml LB-Kanamycin (50 pg/ml) inokuliert und tber Nacht bei 37 °C und 250 rpm in
einem Schuttelinkubator kultiviert (insgesamt funf Kulturen pro Klon). Die Plasmid-DNA
wurde anschlielRend mithilfe des QlAprep Spin Miniprep Kits gemaf Herstellerprotokoll
isoliert und aufgereinigt. Die DNA-Konzentration wurde photometrisch bestimmt.

Zur Uberprifung erfolgte ein Restriktionsverdau mit EcoRI (Ansatz: 1 g Plasmid-DNA, 1
pl 10x Puffer, 0,2 pl EcoRlI, ad 10 yl mit Wasser). Die Inkubation erfolgte 90 Minuten bei
37 °C in einem Thermocycler, gefolgt von einer Analyse mittels
Agarosegelelektrophorese.
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Fur die Sequenzierung wurde ein Ansatz aus 1 pg Plasmid-DNA in 15 yl Wasser mit 2 pl
M13-Primer (Endvolumen 17 pl) vorbereitet. Die Sequenzierung wurde von Eurofins

Genomics durchgefuhrt und durch Dr. Thomas Mayr ausgewertet.

2.17 Alkalische Phosphatase-Aktivitatsassay

Fir die Farbung wurden 1x10° Zellen pro Klon bzw. Zellkondition in 35-mm-Wellplatten
fur verschiedene Zeitpunkte ausgesat. Nach Erreichen des jeweiligen Endzeitpunkts
wurde das Medium entfernt und die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Anschlief3end
erfolgte eine 10-mindtige Fixierung mit 2 ml 4 %igem Formaldehyd pro Well. Nach
erneutem zweimaligen Waschen mit PBS wurden die Zellen fur 10 Minuten im Dunkeln
mit 2 ml BCIP/NBT-Losung pro Well gefarbt. Vor der Fotodokumentation erfolgte ein
abschliel3ender Waschschritt mit PBS.

2.18 Zytokin-Array

Fir den Zytokin-Array wurden 6x10° Zellen pro Klon bzw. Zellkondition in 100-mm-
Wellplatten bis Tag 21 kultiviert. Der Nachweis von Zytokinen erfolgte mit dem Mouse XL
Cytokine Array Kitgemal® den Herstellerangaben. Hierfur wurden die
Zellkulturiberstande gesammelt und 4 Minuten bei 200 xg zentrifugiert, um Zellreste zu
entfernen. Von jeder Probe wurden 500 pl fir den Array eingesetzt.

Die Membranen des Arrays wurden jeweils in ein Well einer 4-Well-Multischale Uberfuhrt
und 1 Stunde lang bei Raumtemperatur mit 2 ml Array-Puffer 6 (Blockierungspuffer) auf
einer Schuttelplattform inkubiert. Parallel dazu wurden die Proben durch Zugabe von bis
zu 1 ml Probenvolumen zu 0,5 ml Array-Puffer 4 aufbereitet und bei Bedarf mit Array-
Puffer 6 auf ein Endvolumen von 1,5 ml erganzt. Nach Entfernung des
Blockierungspuffers wurden die vorbereiteten Proben zugegeben und die Arrays uber
Nacht bei 2-8 °C unter Schutteln inkubiert.

Am Folgetag wurden die Membranen dreimal jeweils 10 Minuten lang mit 20 ml 1x
Waschpuffer auf einer Schuttelplattform gewaschen. Anschlieend erfolgte die Inkubation
mit den Detektionsantikorpern fur 1 Stunde bei Raumtemperatur, gefolgt von einem
weiteren Waschschritt. Danach wurden die Membranen 30 Minuten lang mit 2 ml 1x
Streptavidin-HRP inkubiert. Nach erneutem Waschen wurde die Detektion durch Zugabe
von 1 ml des Chemi-Reagent-Mix pro Membran durchgefiuhrt. Die
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Chemilumineszenzsignale wurden mit dem Fusion Solo S Detektionssystem

aufgenommen und mittels ImageJ ausgewertet.

2.19 RNA-Sequenzierung

3'-mRNA-Sequenzierung-Analysen konnen eingesetzt werden, um die Genexpression in
Nrp2-WT und Nrp2-KO Osteoblasten zu vergleichen (Khayal et al., 2018). Die Analysen
wurden mit Unterstitzung der Next Generation Sequencing (NGS) und Bioinformatics
Core Facilities des Universitatsklinikums Bonn durchgefuhrt. Flr die Probenvorbereitung
wurden 1,5x10* Zellen pro Klon bzw. Zellkondition in 6-Wellplatten fiir verschiedene
Zeitpunkte ausgesat. Die RNA-Isolation erfolgte mit dem RNeasy Plus Mini Kit gemafn
den Vorgaben der NGS Core Facility. Die Auswertung der 3-mRNA-
Sequenzierungsdaten wurde anschlieRend von der Bioinformatics Core Facility des
Universitatsklinikums Bonn durchgefunhrt.
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3. Ergebnisse

Die Ziele dieser Arbeit umfassen im weitesten Sinne die Untersuchung der Rolle von Nrp2
in Osteoblasten. Es sollten Nrp2-WT-Zellen (MC3T3-E1, Praosteoblasten) mit Nrp2-KO-
Zellen im Verlauf der Differenzierung verglichen werden. Die Differenzierungsparameter
dienen der Entdeckung der Unterschiede zwischen Nrp2-WT und Nrp2-KO. Die
Parameter umfassen Proliferation und Viabilitat, Mineralisierung, Expression von
osteoblastischen Differenzierungsmarkern und alkalische Phosphatase-Enzymaktivitat.
AuRerdem wurde ein Zytokin-Array und mRNA-Sequenzierung durchgefihrt.

3.1 Genotypisierung

Die Genotypisierung des Nrp2-Gens wurde mittels TOPO-Klonierung und anschlielRender
Sequenzierung durchgefuhrt, um den Einfluss des Knockouts auf die Aminosauresequenz
des Nrp2-Proteins zu charakterisieren. Es wurden mehrere KO-Klone untersucht. Es hat
sich herausgestellt, dass das Nrp2-Protein nur im KO-Klon 70 und 83 relativ am Anfang
des Proteins durch ein Stopcodon endet und dadurch das Nrp2-Protein nicht
funktionsfahig sein sollte (Abb. 2).

12 69 Ca. 900
|: MDMFPLTWVFLALYFSGHEVRSQQDPPCGGRLNSKDAGYITSPGYPQDYPSHQNCEW Wildtyp
|:| MDMFPLTWVFLALYFSGHEVRSQQDPPLRRSAEFQRCRLHHFPRLPPGLSLPPEL* KO 70
I:I MDMFPLTWVFLALYFSGHEVRSQQDPPEVG* KO 70
MDMFPLTWVFLALYFSGHEVRSQQDPPAEVG* KO 83
MDMFPLTWVFLALYFSGHEVRSQQDPPAEVG* KO 83

Abb. 2: Nrp2-Proteinsequenz

Der Sequenz des Nrp2-Proteins auf den beiden Allelen in Nrp2-Wildtyp-Zellen und Nrp2-
Knockout-Zellen ist dargestellt. In rot markierte Aminosauren sind unterschiedlich zu
denen im Nrp2-Protein der Nrp2-Wildtyp-Zellen. * bezeichnet ein Stopcodon.

3.2 Cas9-Uberprifung

Verschiedene Nrp2-KO-Klone wurden durch die CRISPR/Cas9-Methode hergestellt. Um
eine Cas9-Integration in die DNA der Nrp2-KO-Klone auszuschliefen, wurden diese
mittels Cas9-spezifischer PCR und anschlieBender Agarose-Gelelektrophorese
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untersucht. Die Nrp2-KO-Klone 70 und 83 haben keine Cas9-Integration in der DNA und

wurden deshalb fur die folgenden Untersuchungen verwendet (Abb. 3).

Marker Positive Negative Nrp2 Nrp2 Nrp2 Nrp2 Nrp2 Nrp2
Kontrolle Kontrolle KO 8 KO 29 KO 40 KO 44 KO 70 KO 83

Abb. 3: Cas9-Uberprifung

Die Nrp2-KO-Klone wurden nach der Cas9-Integration in der DNA untersucht. Der
Nachweis erfolgte mittels Agarose-Gel nach Cas9-DNA-Amplifikation. Die Bilder wurden
mit einem Fusion Solo S Detektionssystem aufgenommen.

3.3 Nrp2-Uberpriifung

Als Qualitatskontrolle wurde der Nachweis von Nrp2-Protein in den Zelltypen mittels
Western Blot durchgefuhrt. Das Nrp2-Protein konnte in den KO-Klonen 29, 70 und 83
nicht nachgewiesen werden, wahrend eine Nrp2-ahnliche Bande in den KO-Klonen 8 und

40 detektiert wurde (Abb. 4).
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Nrp2Nrp2 Nrp2 Nrp2 Nrp2 Nrp2

WT KO 8 KO 29 KO 40KO 70 KO 83
180 kDa ~ m—f
135 kDa ~ = Nrp2
100 kDa ~ m—

42kDa~ == DSBS S — B-actin

Abb. 4: Nrp2-Uberpriifung

Das Vorhandensein des Nrp2-Proteins wurde in Nrp2-Wildtyp und Nrp2-Knockout-
Klonen untersucht. Der Nachweis von Nrp2 wurde mittels Immunoblot durchgefuhrt. -
actin diente als Ladekontrolle.

3.4 Differenzierungsparameter

3.4.1 Viabilitat und Proliferation

Um Nrp2-WT und die beiden Nrp2-KO-Klone zu charakterisieren und das Ausmal} der
Wirkung des Nrp2-KO auf die MC3T3-E1-Zellen zu untersuchen, wurden Viabilitats- und
Proliferationsassays durchgefuhrt. Es wurden keine signifikanten Unterschiede in der
Viabilitat und Proliferation zwischen Nrp2-WT und den beiden Nrp2-KO-Klonen
festgestellt (WT vs. KO70: p = 0,98; WT vs. KO83: p = 0,70; Abb. 5).
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Abb. 5: Viabilitatsassay und Proliferationsassay

(A) Die Viabilitat der verschiedenen MC3T3-E1-Zelltypen (Nrp2-WT, Nrp2-KO-Klon 70
und 83) wurde mittels Viabilitatsassay photometrisch gemessen. (B) Die Proliferation der
verschiedenen MC3T3-E1-Zellkonditionen wurde zu verschiedenen Zeitpunkten mittels
eines Proliferationsassays photometrisch erfasst. Die Ergebnisse werden als Mittelwert
(n=3) £ Standardabweichung dargestellt. OD=0Optische Dichte.

3.4.2 Mineralisierung

Nach erfolgreicher Behandlung bzw. nach Abschluss der osteogenen Differenzierung
(Tag 21; Differenzierung mit Ascorbinsaure und 3-Glycerophosphat) wurde eine Farbung
mit Alizarinrot durchgefuhrt. Die Alizarinrot-Farbung diente als Indikator fur den
Calciumgehalt und fungierte somit als Mal} fur die Differenzierung und die Bildung von
Knochenmatrix. Die behandelten Nrp2-KO-Klone wiesen im Vergleich zu den
behandelten Nrp2-WT-Zellen eine signifikant reduzierte Mineralisierung auf (WT vs.
KO70: Mittelwertdifferenz (MD) = 1,36; 95%-Konfidenzintervall (Cl): 0,34-2,37; p = 0,005;
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WT vs. KO83: MD = 1,09; 95%-ClI: 0,08-2,10; p = 0,03). Zwischen den beiden Nrp2-KO-
Klonen zeigte sich hingegen kein signifikanter Unterschied (KO70 vs. KO83: MD = -0,26;
95%-Cl: -1,29-0,74; p = 0,80; Abb. 6).

Nrp2-Wildtyp Nrp2-Knockout Nrp2-Knockout
Klon 70 Klon 83

.

Kontrolle
(Complete Medium)

Behandelt
(Osteoge ne Differenzierungsmedium)

B Mineralisierung
p =0.03

p = 0.005 p = 0.80

Il Kontrolle
4 — Bl Behandelt

0D (540nm)
N W

-
]

o0 -

wWT KO 70 KO 83
Abb. 6: Alizarinrot-Farbung (Mineralisierung)

(A) Die praosteoblastischen Zellen der MC3T3-E1 wurden bis zu 21 Tagen mit 50 pg/ml
Ascorbinsaure und 10 mM B-Glycerophosphat behandelt. Alizarinrot-Farbung von
unbehandelten Zelltypen (Kontrolle; oben) und behandelten Zellkonditionen (unten); Tag
21; n=3; reprasentative Bilder.

(B) Die Quantifizierung der Mineralisierung wurde nach der Alizarinrot-Farbung mittels
CPC durchgefuhrt. Die optische Dichte (OD) der verschiedenen Zelltypen (Nrp2-WT,;
Nrp2-KO-Klone 70 und 83) wurde photometrisch gemessen. Die Ergebnisse werden als
Mittelwert (n=9) + Standardabweichung dargestellt. Die p-Werte wurden mittels Two-Way-
ANOVA mit anschlieRendem Tukey-Post-hoc-Test berechnet.
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3.4.3 Osteoblastische Differenzierungsmarker

Das Expressionsmuster von Nrp2-WT und Nrp2-KO-Klonen wurde mittels qRT-PCR
analysiert, um zum einen die Differenzierung der behandelten Zellen zu Osteoblasten zu
bestatigen und zum anderen Unterschiede zwischen Nrp2-WT und Nrp2-KO-Klonen zu
identifizieren. Differenzierte Osteoblasten zeigten eine erhdhte Expression spezifischer
Gene, die als Marker der osteoblastischen Differenzierung dienen. Das
Expressionsmuster der Gene Bglap, Col1a1, Opg und Runx2 wurde in Nrp2-WT und
Nrp2-KO-Klonen zu verschiedenen Zeitpunkten unter unbehandelten sowie behandelten
Bedingungen untersucht.

Zur Verbesserung der Ubersichtlichkeit wurden die Daten in zwei Formaten dargestellt.
Zum einen als relative Expression (Gleichung 2; Abb. 8-11), um die einzelnen
Differenzierungsmarker im Vergleich besser beurteilen zu kdnnen, und zum anderen als
Foldchange (Gleichung 4; Abb. 7), um die Differenzierung der Zellen bzw. Klone besser

einschatzen zu kénnen.
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Fold change der relativen Genexpression Fold change der relativen Genexpression
d0 dé
wr K0 70 K083 WIK WTB KOTOK KOT0B KOB3K KO83B
Bglap+ 10 34 2 Bglapq 10 16 34 28 20 10 5
10
Coltat+ 10 10 09 4 Colfatq 10 13 07 13 14 12
@ 15 K: Kontrolle
b1 B: Behandelt
Opg+ 10 14 17 6 Opgq 10 78 19 64 07 38 2
25
Runx2+ 10 13 12 8 Runx2q 10 14 09 10 15 1
Fold change der relativen Genexpression Fold change der relativen Genexpression
di4 d21
WK WTB KO70K KOT0B KOB3K KO83B WIK WTB KOTOK KO70B KO8IK KO83B
Bglapq 10 14 8 05 47 Bglapq 10 32 12 54
5
Colfato 10 14 05 07 09 09 Colfatq 10 13 07 08 13 14 5
g K Konvole K: Kontrolle
0 108 Behandelt ¢ B: Behandelt
Opg- 10 30 18 32 04 32 Opg- 10 13 11 12 03 09
15 10
Runx2+ 10 08 05 06 10 09 Runx2+ 10 07 05 08 09 07

Abb. 7: Fold Change der relativen Genexpression von Differenzierungsmarkern

Die relative Genexpression wurde mittels qRT-PCR bestimmt. Die Zielgene (Bglap,
Col1a1, Opg, Runx2) wurden auf die Expression des Referenzgens (Hprt1) normalisiert
und als Fold Change/Ratio im Vergleich zur Nrp2-Wildtyp-Kontrolle ausgedruckt. Die
Daten werden in Form einer Heatmap prasentiert, wobei die einzelnen Verhaltnisse auf
eine Dezimalstelle gerundet sind. Farbliche Abstufungen reprasentieren Fold-
Reduktionen (weil) und Fold-Induktionen (blau). Die Abstufungen sind asymmetrisch.

3.4.3.1 Osteocalcin (Bglap)

Das Gen Bglap, welches fur das Protein Osteocalcin kodiert, zeigte am Tag 0 in den Nrp2-
KO-Klonen eine erhdhte Expression im Vergleich zu Nrp2-WT (WT vs. KO70: MD = -0,36;
95%-ClI: -0,61 bis -0,11; p = 0,009). Der Unterschied zwischen Nrp2-WT und dem Nrp2-
KO-Klon 83 war hingegen nicht signifikant (WT vs. KO83: MD = -0,11; 95%-ClI: -0,36 bis
0,13; p = 0,39). Andererseits steigt die Expression in den behandelten Zelltypen im
Vergleich zu den unbehandelten Zelltypen sowohl bei Nrp2-WT als auch bei Nrp2-KO-
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Klonen. Zu den weiteren Zeitpunkten (Tag 6, 14, 21) konnten zwischen behandelten Nrp2-
WT und Nrp2-KO-Zellen keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden (Abb. 8).
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Abb. 8: Bglap-Genexpression

Die Expression des Bglap-Gens wurde zu verschiedenen Zeitpunkten (Tag 0, 6, 14, 21)
mittels Real-Time-Quantitative PCR analysiert . Die Expression (ACr) fur das Bglap-Gen
wurde auf die Expression des Referenzgens (Hprt1) normalisiert und als relative
Expression (Ratio ACt) dargestellt. Die Ergebnisse sind als Mittelwert (n=3) +
Standardabweichung dargestellt.

3.4.3.2 Kollagen-Typ 1a1 (Col1a1)

Fur Col1a1, das fur die Kollagen-Typ 1a1-Kette kodiert, zeigten sich zu keinem der
untersuchten Zeitpunkte (Tag 0, 6, 14, 21) signifikante Unterschiede in der relativen
Expression zwischen Nrp2-WT und Nrp2-KO-Klonen (alle p > 0,5; Abb. 9).
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Abb. 9: Col1a1-Genexpression

Die Expression des Col1a1-Gens wurde zu verschiedenen Zeitpunkten (Tag 0, 6, 14, 21)
mittels Real-Time-Quantitative PCR analysiert. Die Expression (ACt) fur Col1a1-Gen
wurde auf die Expression des Referenzgens (Hprt1) normalisiert und als relative
Expression (Ratio ACt) dargestellt. Die Ergebnisse werden als Mittelwert (n=3) +
Standardabweichung dargestellt.

3.4.3.3 Osteoprotegerin (OpQ)
Das Gen Opg (auch Tnfrsf11b), das fur Osteoprotegerin kodiert, zeigte zu keinem der
untersuchten Zeitpunkte signifikante Unterschiede in der relativen Expression zwischen

Nrp2-WT und Nrp2-Klonen (alle p > 0,5; Abb. 10).
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Abb. 10: Opg-Genexpression

Die Expression des Opg-Gens wurde zu verschiedenen Zeitpunkten (Tag 0, 6, 14, 21)
mittels Real-Time-Quantitative PCR analysiert. Die Expression (ACrt) fur das Opg-Gen
wurde auf die Expression des Referenzgens (Hprt1) normalisiert und als relative
Expression (Ratio ACrt) dargestellt. Die Ergebnisse werden als Mittelwert (n=3) %
Standardabweichung dargestellt.

3.4.3.4 Runt-related transcription factor 2 (Runx2)

Das Gen Runx2 kodiert fur den Transkriptionsfaktor Runt-related transcription factor 2. Es
sind keine signifikanten Unterschiede zwischen den Zelltypen zum Zeitpunkt Tag O
festzustellen. Ebenso zeigen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den
behandelten Zelltypen in den darauf folgenden Zeitpunkten Tag 6, 14 und 21 (alle p > 0,5;
Abb. 11).



95

A B Runx2 d6
- Runx2 d0
S S
25+ o
g mm Kontrolle g 28 mm Kontrolle
5 20 5 B Behandelt
-3 3
S 15 5
@ @
g 1 g
: g
> 5 w
A s
o < K
® ©
(o] D
Runx2 d21
Runx2 d14 =
& § 2
g 257 mm Kontrolle g mm Kontrolle
s 5 s Em Behandelt
S 20 Em Behandelt é:'; e
§ 15 _é 15
[4 »
7]
9 104 £ 104
o X
35 w
w 5 @ 5+
5 & o K © < o o
® & € €

Abb. 11: Runx2-Genexpression

Die Expression des Runx2-Gens wurde zu verschiedenen Zeitpunkten (Tag 0, 6, 14, 21)
mittels Real-Time-Quantitative PCR untersucht. Die Expression (ACt) fur Runx2-Gen
wurde auf die Expression des Referenzgens (Hprt1) normalisiert und als relative
Expression (Ratio ACt) dargestellt. Die Ergebnisse werden als Mittelwert (A und B n=3;
C und D n=2) + Standardabweichung dargestellt.

3.4.4 Alkalische Phosphatase-Enzymaktivitat

Die gesteigerte Enzymaktivitat der alkalischen Phosphatase (ALP) stellt ein weiteres Mal3
fur die Differenzierung von Osteoblasten dar. Die Enzymaktivitat der alkalischen
Phosphatase steigt in differenzierten MC3T3-E1-Zellen (Osteoblasten) an und spielt eine
Rolle bei der Mineralisierung (Hwang und Horton, 2019; Sharma et al., 2014). Durch
Farbung mit einem Substrat fir die ALP wurde die Enzymaktivitat zu verschiedenen
Zeitpunkten erfasst. Insgesamt zeigt sich, dass die Enzymaktivitat bzw. die Intensitat der
Farbung bei den behandelten, also differenzierten Zellen, hoher ist als bei den
unbehandelten Zellen. Bei den unbehandelten Zellen des Nrp2-KO-Klons 70 ist die

Enzymaktivitat hoher als in allen anderen unbehandelten Zelltypen (Abb. 12).



56

Tag 6 Nrp2-Wildtyp  Nrp2-Knockout  Nrp2-Knockout
Klon 70 Klon 83

Kontrolle
(Complete Medium)

Behandelt
(Osteogene Differenzierungsmedium) |

Abb. 12: Alkalische Phosphatase Enzymaktivitat (Tag 6)

Die ALP-Enzymaktivitdt der MC3T3-E1-Zellen wurde zu verschiedenen Zeitpunkten
wahrend der osteoblastischen Differenzierung (Tag 6, 14, 21) mittels BCIP/NPT
untersucht; (n=3); reprasentative Bilder vom Tag 6.

3.5 Zytokin-Array

Fir das Zytokin-Array wurde der Zellkulturiiberstand von Nrp2-WT- und Nrp2-KO-Zellen
analysiert. Es konnten Unterschiede zwischen den verschiedenen Zellkonditionen
festgestellt werden. In der Darstellung sind ausschlieRlich die Ergebnisse der osteogen
behandelten Nrp2-KO-Zellen im Vergleich zu den entsprechenden behandelten Nrp2-WT-
Zellen gezeigt. Unter den 111 untersuchten murinen Zytokinen traten mehrere Faktoren
hervor, die potenziell an der osteoblastischen Differenzierung im Kontext des Nrp2-KOs
beteiligt sein kdnnten. So zeigten sich Osteoprotegerin (Opg) und Osteopontin (Opn) in
beiden KO-Linien leicht erhéht, was auf eine mdgliche Rolle dieser Faktoren in der
osteogenen Antwort hinweist. Im Gegensatz dazu wiesen Periostin/OSF-2 und
CCL5/RANTES eine tendenzielle Abnahme auf. Besonders stark reduziert waren
Endostatin und Serpin F1/PEDF, zwei Faktoren mit bekannten Funktionen in
Geweberegeneration und Angiogenese. Auch die IGFBPs, insbesondere IGFBP-5 und
IGFBP-2, zeigten eine deutliche Verringerung der Sekretion, was ebenfalls eine Rolle bei

der Differenzierung nahelegt (Abb. 13).



57

Zytokin-Array LogFold Change

KO 83 B KO 70 B

Osteoprotegerin
CX3CL1/ Fractalkine
MMP-2

Osteopontin (OPN)
Serpin E1/PAI-1
Cystatin C
Periostin/OSF-2
FIt-3 Ligand
WISP-1/CCN4
CCL5/RANTES

Endostatin
Serpin F1/PEDF

Pref-1/DLK-1/FA1
VCAM/CD106
Coagulation factor lIl/ Tissue factor

Abb. 13: Zytokin-Array

Das von den MC3T3-E1-Zelltypen (unbehandelte und behandelte Nrp2-WT, Nrp2-KO-
Klone 70 und 83) sezernierte Medium wurde am Tag 21 mittels Mouse XL Cytokin-Array
untersucht. Die Ergebnisse prasentieren lediglich die ausgewahlten Zytokine und sind als
Log Fold Change der osteogen behandelten Nrp2-KO-Klone im Vergleich zu ihren
jeweiligen osteogen behandelten Nrp2-WT-Klonen dargestellt. Die Daten werden in Form
einer Heatmap prasentiert. Farbliche Abstufungen reprasentieren Fold-Reduktionen
(weil3) und Fold-Induktionen (blau). Die Abstufungen sind asymmetrisch.

3.6 RNA-Sequenzierung

Die 3'-mRNA-Sequenzierung wurde von der NGS Core Facility des Universitatsklinikums
Bonn durchgefuhrt und die Auswertung der Ergebnisse erfolgte durch die Bioinformatics
Core Facility. Generell zeigten zahlreiche Gene Unterschiede zwischen den Klonen.
Exemplarisch werden im Folgenden ausgewahlte Gene naher betrachtet. Als interne
Kontrolle wurde unter anderem die Expression von Nrp2 (Abb. 14) sowie die mittels qRT-
PCR untersuchten Differenzierungsmarker (Abb. 15) detaillierter analysiert.

Die Expression von Nrp2 war in den Knockout-Zellen sowohl an Tag 0 als auch an Tag 6
im Vergleich zu den Wildtyp-Konditionen deutlich reduziert (korrigierter p-Wert < 0,01),
jedoch weiterhin nachweisbar (Abb. 14).

Die Analyse der osteoblastischen Differenzierungsmarker zeigte klare Unterschiede

zwischen behandelten und unbehandelten Konditionen. Insgesamt war bei nahezu allen
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untersuchten Markern in den behandelten Gruppen eine deutliche Hochregulation
nachweisbar (Abb. 15 und 16). Auffallig war insbesondere die Expression des Bglap-
Gens. Bereits am Tag 0 lag diese in den Nrp2-KO-Zellen héher als in den WT-Zellen (Abb.
15). Die statistische Analyse ergab hierbei einen signifikanten Unterschied zwischen KO-
70 und WT (korrigierter p-Wert = 0,03), wahrend der Unterschied zwischen KO-83 und
WT nicht signifikant war (korrigierter p-Wert = 0,44).

Die Analyse weiterer osteoblastischer Differenzierungsmarker (Abb. 16) zeigte
fur Alpl eine Hochregulation von ca. 6,5-7,0 auf 9,0-9,5 Log2-counts nach osteogener
Behandlung in allen Gruppen. Ein vergleichbares Muster ergab sich fur Ibsp, dessen
Expression von 4,8-5,0 auf 7,8-8,2 anstieg. Auch Sp7 zeigte eine Zunahme von etwa 5,5-
6,0 auf 6,5-6,8, wenn auch weniger ausgepragt als Alpl oder Ibsp. Fur Spp1 hingegen

blieb die Expression unverandert bei etwa 4,7-5,2.
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Abb. 14: Nrp2-Expression

Far die Zellkonditionen an den Zeitpunkten Tag O und Tag 6 wurde eine RNA-
Sequenzierung durchgefuhrt. Hier ist der Gen-Count fur die Nrp2 als Logz(count)
dargestellt. Die Abbildung wurde von der Bioinformatics Core Facility des
Universitatsklinikums Bonn hergestellt (Mittelwert, n=3).
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Abb. 15: Osteblastische Differenzierungsmarker Expression

Far die Zellkonditionen an den Zeitpunkten Tag O und Tag 6 wurde eine RNA-
Sequenzierung durchgefuhrt. Hier ist der Gen-Count fur fur die osteoblastische
Differenzierungsmarker (Tnfrsf11b = Opg, Bglap, Runx2, Col1a1) als Logz(count)
dargestellt. Die Abbildung wurde von der Bioinformatics Core Facility des
Universitatsklinikums Bonn hergestellt (Mittelwert, n=3).
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Abb. 16: Expression weiterer osteoblastischer Differenzierungsmarker
Far die Zellkonditionen an den Zeitpunkten Tag O und Tag 6 wurde eine RNA-
Sequenzierung durchgefuhrt. Hier ist der Gen-Count fur weitere Differenzierungsmarker
als Logz(count) dargestellt. Die Abbildung wurde von der Bioinformatics Core Facility des
Universitatsklinikums Bonn hergestellt (Mittelwert, n=3).
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Nrp2 auf Osteoblasten untersucht.
HierfUr wurden die osteoblastische Differenzierung, das Expressionsmuster sowie das
Sekretom analysiert, um die Rolle von Nrp2 in diesen Zellen schrittweise zu
charakterisieren. Zu diesem Zweck wurden Nrp2-Knockout-Zellen generiert und zunachst
grundlegend charakterisiert, bevor weiterfuhrende funktionelle Untersuchungen
durchgefuhrt wurden. Im Folgenden werden die erzielten Ergebnisse diskutiert.

4.1 Nrp2-Effekt auf die Viabilitat und Proliferation

Die Experimente zeigten, dass der Nrp2-Knockout keinen Einfluss auf die Viabilitat und
Proliferation der MC3T3-E1-Zellen hatte. Vergleichbare Ergebnisse berichteten Vosbeck
et al. (2024), die den Effekt von Nrp2 sowohl in vivo als auch in vitro untersuchten und
hierfur eine alternative Methode zur Bestimmung der Proliferation verwendeten. Auch in
dieser Studie zeigte der MC3T3-E1-Nrp2-Klon keine signifikante Einschrankung der
Proliferation. Im Gegensatz dazu wurde in der Studie von Verlinden et al. (2013)
festgestellt, dass Nrp2-KO-Mause eine verringerte Anzahl von Osteoblasten aufweisen,
die die Trabekel des Knochens auskleiden. Dieser Effekt konnte, muss jedoch nicht
zwingend, auf einer verminderten Proliferation beruhen. Andere Studien haben gezeigt,
dass NRP2 in verschiedenen Karzinomen einen Effekt auf die Proliferation hat. Zum
Beispiel hat Polavaram et al. (2021) gezeigt, dass die NRP2-Depletion in
Prostatakarzinomzellen bei Knochenmetastasen die Proliferation beeintrachtigt.
AuRerdem wurde durch NRP2-KD in Adenokarzinomzellen des Pankreas sowie in
Magen- und Kolorektalkarzinomen das Zelluberleben sowie das Tumorwachstum
reduziert (Dallas et al., 2008; Gray et al., 2008). Wang et al. (2020) konnten zeigen, dass
die Hemmung von Nrp2 durch MicroRNA-377-3p die Proliferation und Migration
vaskularer glatter Muskelzellen signifikant reduziert (Wang et al., 2020).

Aufgrund der widerspruchlichen Ergebnisse der Proliferations- und Viabilitatsexperimente
im Vergleich zu den Literaturangaben ist es erforderlich, den Effekt von NRP2 auf
verschiedene physiologische Zelltypen, insbesondere verschiedene Knochenzellen, auf

Proliferation und Viabilitat weiter zu untersuchen.
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4.2 Nrp2-Effekt auf die Differenzierung

4.2.1 Nrp2-Effekt auf die Mineralisierung

Die Ergebnisse der Alizarinrot-Farbung zeigten, dass osteogen behandelte Nrp2-KO-
Klone im Vergleich zu osteogen behandelten Nrp2-WT-Zellen eine geringere
Mineralisierung aufwiesen. In der Studie von Vosbeck et al. (2024) wurden ahnliche
Ergebnisse an einem anderen Nrp2-KO-Klon erhoben. Es wurde gezeigt, dass die
Differenzierung (Alizarinrot-Quantifizierung) an Tag 21 bei osteogen differenzierten Nrp2-
KO-Zellen und unbehandelten Nrp2-KO-Zellen keinen Unterschied aufwies, im
Gegensatz zu den osteogen differenzierten WT-Zellen im Vergleich zu den
unbehandelten WT-Zellen.

Verlinden et al. (2013) haben gezeigt, dass die Abwesenheit von Nrp2 die osteoblastische
Differenzierung in vitro nicht verhinderte und dass die Mineralisierung durch Nrp2 nicht
beeinflusst wurde. Dies kdonnte zum einen daran liegen, dass das Versuchsmodell
unterschiedlich ist und dass die verwendeten Zelllinien fur das Experiment auch
unterschiedlich sind, namlich Zellen, die aus dem Knochenmark von Nrp2-KO-Mausen
isoliert wurden (BMSC). Zum anderen konnte es daran liegen, dass die Zellzahl der Nrp2-
KO-Zellen wahrend der Differenzierung abnimmt, was zu einem geringeren Matrixaufbau
und einer geringeren Mineralisierung fuhrt. Diese Annahme wird auch durch die
Ergebnisse von Verlinden et al. (2013) gestutzt. Diese Ergebnisse basieren auf
Messungen der Zellzahl von Osteoblasten nach Hamatoxylin-Eosin-Farbung auf der
Knochenoberflache mittels Knochenhistomorphometrie, was bedeutet, dass die
Zellzahlbestimmung aus einem in vivo Experiment erfolgte. Allerdings berichten Verlinden
et al. (2013), dass die osteogene Differenzierung der Nrp2-KO-BMSC in vitro durch
Analysen der Mineralisierung, der ALP-Aktivitat sowie der Anzahl und Grofie der Kolonien
normal war.

Die Ergebnisse der Arbeit von Vosbeck et al. (2024) zeigen in vivo eine veranderte
Morphologie der Osteoblasten in Nrp2-KO-Mausen. Es wurden histologische
Knochenschnitte aus dem Femur erwachsener Nrp2-KO-Mausen untersucht. Die
Osteoblasten zeigten eine unreifere Morphologie und eine Verminderung der
Mineralisierung. Dies konnte auch die in dieser Arbeit erhobenen Ergebnisse zur
Mineralisierung erklaren. Zukunftig sollen die in vivo Ergebnisse aus den Arbeiten von
Verlinden et al. (2013), Verlinden et al. (2023) und Vosbeck et al. (2024) weiter untersucht
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werden, und es soll eine Methode etabliert werden, die sowohl die Morphologie als auch
die Zellzahl differenzierter Osteoblasten untersucht.

4.2.2 Nrp2-Effekt auf die Differenzierungsmarker

Die Ergebnisse der gqRT-PCR zeigten, dass die Nrp2-KO im Vergleich zu Nrp2-WT die
Genexpression der Differenzierungsmarker nicht beeinflusst, mit Ausnahme der Bglap-
Genexpression an Tag 0. Die relative Bglap-Genexpression war an Tag 0 bei Nrp2-KO
hoher als bei Nrp2-WT.

In der Literatur wurde gezeigt, dass bei MC3T3-E1-Subclone-4-Zellen nur bestimmte
Differenzierungsmarker (u.a. Bglap) signifikant unter osteogener Behandlung
hochreguliert wurden (Hwang und Horton, 2019; Wang et al., 1999).

Hwang und Horton (2019) haben beispielsweise gezeigt, dass bei MC3T3-E1-Subclone-
4-Zellen die Gene Bglap, Spp1, Col2a1, Phex, Itga2, Igfr1, Sp7 und Tgfb1 signifikant unter
osteogener Behandlung hochreguliert wurden. Die qRT-PCR-Ergebnisse der
untersuchten Differenzierungsmarker sind vergleichbar mit den Ergebnissen in der
Literatur, und die Bglap-Genexpression ist im Laufe der Behandlung gestiegen. Die Opg
(Tnfrsf11b)-Genexpression in den behandelten Zellen ist ebenfalls im Vergleich zu den
unbehandelten Zellen gestiegen. Dies deutet darauf hin, dass die Zellen zu Osteoblasten
differenziert wurden. Aullerdem waren die behandelten Zellen im Vergleich zu den
unbehandelten Zellen starker mineralisiert. Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, dass die
Differenzierung erfolgreich war. Es konnten nur wenige neue Erkenntnisse Uber den Nrp2-
Effekt auf die Differenzierungsmarker in Osteoblasten gewonnen werden, da die hier
untersuchten Differenzierungsmarker teilweise nicht mit der verwendeten Zelllinie
kompatibel sind. Alternativ ware es mdglich, andere Differenzierungsmarker
auszuwahlen, die Unterschiede im Verlauf der Behandlung mit der MC3T3-E1-Subclone-
4 zeigen, wie zum Beispiel die oben beschriebenen Differenzierungsmarker aus der
Literatur. Es ware auch moglich, den Nrp2-Effekt auf Differenzierungsmarker in anderen
Zelllinien zu untersuchen. Hierfur konnten eine der zahlreichen etablierten in vitro-Modelle
von Osteoblasten geeignet sein. Beispielsweise nutzten Verlinden et al. (2013)
Knochenmarkstromazellen (BMSC), wahrend Hwang und Horton (2019) primare
Osteoblasten der Kalvaria (calvarial osteoblasts, COB) einsetzten.
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4.2.3 Nrp2-Effekt auf die alkalische Phosphatase

Die Experimente zur ALP-Enzymaktivitat zeigten, dass die behandelten Zellen eine
erhohte Aktivitat aufwiesen. Allerdings lassen die vorliegenden Daten keine belastbare
Aussage uUber einen moglichen Einfluss von Nrp2 auf die ALP-Aktivitat zu. Zum einen
konnten wir die Farbungsintensitat nicht quantifizieren. Zum anderen zeigte die
unbehandelte Nrp2-KO-70-Zellen eine starkere Farbungsintensitat im Vergleich zu den
anderen unbehandelten Zellen. Hwang und Horton (2019) haben gezeigt, dass die
unbehandelten MC3T3-E1-Subclone-4-Zellen einen hohen Basalwert der ALP-
Enzymaktivitat aufweisen und dass die ALP-Enzymaktivitat in den behandelten Zellen
nicht signifikant ansteigt. Klonale Effekte konnten der Grund dafur sein, dass Nrp2-KO-70
einen hohen Basalwert der ALP-Enzymaktivitat aufweist. Generell konnte eine andere
Methode, bei der die Farbungsintensitat bzw. die Enzymaktivitat gemessen werden kann,
aussagekraftiger sein, da dadurch die Aktivitat des ALP-Enzyms objektiviert und besser
verglichen werden kann. Zum Beispiel ware die beschriebene Methode aus der Arbeit von
Hwang und Horton (2019) geeignet. AuRerdem werden in den Arbeiten von Olmsted-
Davis et al. (2003), Zunich et al. (2012) und Baschant et al. (2016) weitere Methoden
beschrieben.

4.3 Nrp2 und Sekretomanalyse

Die Daten des Zytokin-Arrays zeigten ein unterschiedliches Zytokin-Muster zwischen den
Nrp2-WT-Zellen und den Nrp2-KO-Zellen. Einige interessante Zytokine konnten den
Effekt von Nrp2-KO moglicherweise erklaren. Zum Beispiel wurde in verschiedenen
Publikationen beschrieben, dass Igfbp 5 die osteoblastische Differenzierung und
Proliferation stimuliert (Bautista et al., 1991; Richman et al., 1999; Salih et al., 2005;
Mukherjee und Rotwein, 2007). Die Nrp2-KO-Zellen sezernieren weniger Igfbp5 im
Vergleich zu den Nrp2-WT-Zellen. Ein weiteres interessantes Zytokin ist Opg (Tnfrsf11b),
das die Osteoklastogenese hemmt. Unsere Ergebnisse zeigen eine vermehrte Sekretion
von Opg (Tnfrsf11b) in den Nrp2-KO-Zellen. Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu
den Ergebnissen von Verlinden et al. (2013), die eine vermehrte Anzahl von Osteoklasten
in den Nrp2-KO-Mausen zeigen. Diese Beobachtung wirft die Frage auf, wie die in vitro

Ergebnisse mit den in vivo Ergebnissen verglichen werden kdnnen und inwieweit der
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Nrp2-KO-Effekt in den Osteoblasten durch die Kokultivierung mit Osteoklasten beeinflusst
wird.

Serpin F1/Pedf ist in einer der Nrp2-KO-70-Zellen niedriger, aber in den Nrp2-KO-83-
Zellen im Vergleich zu Nrp2-WT hoher vorhanden. Dieses gegensatzliche Ergebnis wird
durch den klonalen Effekt verursacht, der in unseren Experimenten bei vielen Versuchen
deutlich erkennbar ist. Serpin F1/Pedf stimuliert die osteoblastische Differenzierung (He
et al., 2015; Li et al., 2013; Li et al., 2015). Dies konnte eine Erklarung fur die Ergebnisse
des Nrp2-KO sein. Es ware interessant zu untersuchen, ob der Effekt von Nrp2 durch
Serpin F1/Pedf vermittelt wird.

4.4 Nrp2 und RNA-Sequenzierungsanalyse

In der RNA-Sequenzierungsanalyse wurden Markergene auf einer anderen Ebene
betrachtet. Die Expressionsmuster der in der RNA-Sequenzierung untersuchten
Differenzierungsmarkergene stimmen mit den qRT-PCR-Ergebnissen uberein.
Unerwarteterweise wurde jedoch zu einem spateren Zeitpunkt in der RNA-Sequenzierung
das Vorhandensein von Nrp2 detektiert. Die relevanten Ergebnisse der Experimente
lassen sich trotzdem auf die reduzierte Nrp2-Expression zuruckfuhren, die durch
CRISPR/Cas9-vermittelten Nrp2-Ablation innerhalb des Nrp2-Genlokus auf genomischer
Ebene entstanden. Die Nrp2-Ablation konnte auf nur einem Allel passiert sein oder andere
Ursachen haben.

Einige Uberlegungen koénnten angestellt werden, um die widerspriichlichen Ergebnisse
zwischen der RNA-Seq., dem Western Blot und der Genotypisierung zu erklaren. Die
RNA-Seq. wurde zu einem spateren Zeitpunkt durchgefuhrt als der Western Blot und die
Genotypisierung, was auf mogliche Kontamination hinweisen konnte. Eine weitere
Uberlegung wére, dass der Antikérper fir Nrp2, der im Western Blot verwendet wurde,
moglicherweise nur einen bestimmten Teil des Nrp2-Proteins erkennt. Die Firma, die den
Antikorper bereitstellte, konnte uns leider nicht genau das Epitop des Antikorpers
mitteilen. Da im Western Blot Nrp2-ahnliche Banden in manchen Klonen detektiert
wurden, wurde eine Genotypisierung (TOPO-Klonierung) durchgefuhrt, um zu verstehen,
was auf der DNA-Ebene mit dem Nrp2-Gen geschieht.

Die Ergebnisse zeigten, dass in einigen Nrp2-Klonen nur eine Teil-Deletion an einem Allel
auftritt, wahrend auf dem anderen Allel ein Stopcodon vorliegt. Im Gegensatz dazu liegt



65

in den fur diese Arbeit ausgewahlten Nrp2-Klonen ein Stopcodon in beiden Allelen vor.
Warum dies trotz der etablierten CRISPR/Cas9-Knockout-Methode auftritt, ist leider eine
offene Frage, die im Rahmen dieser Arbeit nicht beantwortet werden konnte.
Interessanterweise zeigten MC3T3-E1-Zellen in vergleichbaren Knockout-Experimenten
ein ahnliches Verhalten, da einige CRISPR/Cas9-generierte KO-Klone weiterhin Nrp2-
Protein exprimierten. Nach Ausschluss einer Kontamination wurde daraus geschlossen,
dass die CRISPR/Cas9-vermittelte Nrp2-Ablation in diesen Fallen nicht vollstandig in
beiden Nrp2-Allelen erfolgt war. Dies konnte in unserer Arbeit nicht angenommen werden,
da zu Beginn das Nrp2-Protein in den ausgewahlten Klonen nicht nachweisbar war.

4.5 Nrp2 als potenzieller Therapieansatz

Zusammenfassend lasst sich schlussfolgern, dass Nrp2 in Osteoblasten einen
erkennbaren Einfluss hat. Die Beobachtungen legen nahe, dass Nrp2 keinen Einfluss auf
die Proliferation, Viabilitat und die untersuchten Differenzierungsmarker hat. Allerdings
zeigten unsere Ergebnisse eine reduzierte Mineralisierung in den Nrp2-depletierten
Zellen, was mit den in vivo-Daten von Verlinden et al. (2013) Ubereinstimmt. Sie erklaren
die verringerte Anzahl von Osteoblasten und die erhohte Anzahl von Osteoklasten als
moglichen Grund. Die von Vosbeck et al. (2024) in vivo beschriebene veranderte
Morphologie interpretieren wir als einen moglichen Mechanismus, der zur verminderten
Mineralisierungsfahigkeit in Nrp2-depletierten Zellen beitragt. Allerdings ist an dieser
Stelle anzumerken, dass die Morphologie in unserer in vitro Arbeit nicht explizit untersucht
wurde. Insgesamt ist die Rolle von Nrp2 im Knochen bzw. in Osteoblasten noch nicht
vollstandig verstanden und erfordert weitere Forschung in diesem Bereich.
Prostatakrebsknochenmetastasen gehen haufig mit osteoblastischen Veranderungen
einher, die durch eine pathologische Zunahme der Knochenneubildung gekennzeichnet
sind und das Risiko fur Frakturen erh6hen. Unsere Ergebnisse legen nahe, dass eine
Blockierung von Nrp2 die Mineralisierung reduziert. Daraus ergibt sich die Hypothese,
dass eine gezielte Nrp2-Inhibition nicht nur einen therapeutischen Vorteil bei der
Behandlung von Knochenmetastasen bieten konnte, sondern auch die Uberschie3ende
Knochenbildung an Metastasenarealen hemmen und damit zur Pravention
osteoblastischer Frakturen beitragen wirde. Es ware interessant, die Rolle von Nrp2

wahrend Kokultivierung von Prostatakrebszellen und Osteoblasten zu untersuchen. Zum
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einen liel3e sich die Wirkung von Nrp2-depletiertem konditioniertem Prostatakrebsmedium
auf die Osteoblastendifferenzierung untersuchen. Spekulativ kdnnte dies auch zu einer
Hemmung der Mineralisierung fuhren. Zum anderen ware es interessant zu sehen, wie
die Prostatakrebszellen auf die Nrp2-depletierten Osteoblasten mit ihrem veranderten
Zytokin- bzw. Sekretionsmuster reagieren. Solche Untersuchungen konnten wertvolle
Erkenntnisse daruber liefern, wie Nrp2 die Interaktion zwischen Tumorzellen und dem
Knochenmikroenvironment beeinflusst und somit neue Ansatze fiur die therapeutische

Behandlung von Knochenmetastasen bei Prostatakrebs eroffnen.
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5. Zusammenfassung

Diese Dissertation untersucht die Rolle von Neuropilin-2 in der Osteogenese muriner
Praosteoblasten. Ausgangspunkt war die Frage, ob eine Blockierung von Nrp2 in
Knochenmetastasen des kastrationsresistenten Prostatakarzinoms einen potenziellen
therapeutischen Nutzen haben konnte. Um diese Perspektive bewerten zu kdnnen, war
es zunachst erforderlich, die Funktion von Nrp2 in Osteoblasten grundlegend zu
charakterisieren. Zur Beantwortung dieser Fragestellung wurden verschiedene
experimentelle Ansatze angewandt, darunter Analysen zur Proliferation, Viabilitat,
Mineralisierung, Expression osteoblastischer Differenzierungsmarker sowie zur Aktivitat
der alkalischen Phosphatase. Erganzend wurden Sekretomanalysen und RNA-
Sequenzierungen durchgefuhrt.

Die Ergebnisse zeigen, dass Nrp2 die osteoblastische Differenzierung beeinflusst,
insbesondere durch eine reduzierte Mineralisierungskapazitat. Wahrend die
Genexpression der meisten Differenzierungsmarker durch die Nrp2-Depletion nicht
signifikant verandert wurde, wies Bglap bereits basal eine erhohte Expression auf. Auch
in der Sekretomanalyse zeigten sich Unterschiede: So waren beispielsweise
Osteoprotegerin (Opg) und Osteopontin (Opn) in den Knockout-Klonen leicht erhoht.
Zusammenfassend deuten die Ergebnisse darauf hin, dass Nrp2 eine funktionelle Rolle
in der Osteoblastendifferenzierung einnimmt, vor allem durch die Regulation der
Mineralisierung. Diese Erkenntnisse konnten die Grundlage fur neue therapeutische
Ansatze zur Behandlung von Knochenmetastasen des kastrationsresistenten
Prostatakarzinoms bilden, insbesondere durch eine gezielte Blockierung von Nrp2.
Zukunftige Studien sollten die Rolle von Nrp2 in Kokulturen von Prostatakrebszellen und
Osteoblasten untersuchen, um die wechselseitigen Interaktionen und die Auswirkungen
einer Nrp2-Depletion auf beide Zelltypen besser zu verstehen.
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