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Mit der Férderung des Schwerpunktpro-
gramms (SPP) 1468 ,IMMUNOBONE
- A Program to Unravel the Interactions
between Immune System and Bone®
unter der Leitung von Professor Georg
Schett aus Erlangen hat die Deutsche
Forschungsgemeinschaft ein Zeichen
gesetzt, um die Osteoimmunologie, wel-
che die Wechselwirkungen zwischen
Knochen und Immunsystems unter-
sucht, gezielt zu fordern. Im Rahmen
dieser Forderung haben iiber 31 Grup-
pen wegweisende Erkenntnisse zu den
zelluldren und molekularen Grundlagen
osteoimmunologischer Wechselwirkun-
gen geliefert und Deutschland als einen
international anerkannten Standort fiir
Osteoimmunologie gepriagt. Die Arti-
kel von Georg Schett, Thomas Kamradt
und dieser stellen einen Uberblick iiber
die wichtigsten Ergebnisse des Schwer-
punktprogramms dar. In diesem Beitrag
werden v.a. neue Erkenntnisse zur Wir-
kung von Glukokortikoiden vorgestellt,
Glukokortikoidalternativen  diskutiert
und neue molekulare Mechanismen
der pathologischen Knochendestruktion
bzw. -formation erldutert.
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Osteoimmunologie -

IMMUNOBONE

Regulation des Knochens durch Entziindung

Neues zu Glukokortikoiden

Glukokortikoide haben trotz ihres Ne-
benwirkungsprofils nach wie vor einen
wichtigen Stellenwert in der Behandlung
von chronisch entziindlichen Erkran-
kungen. Da die durch Glukokortikoid
vermittelte Osteoporose zu den haufigs-
ten sekunddren Osteoporosen zihlt, ist
es notwendig, die zugrunde liegenden
Mechanismen der knochenschidigen-
den Wirkungen von Glukokortikoiden
besser zu verstehen, um neue, kno-
chenschonende Behandlungsformen zu
entwickeln. Innerhalb des Schwerpunkt-
programms haben sich 3 Gruppen ein-
gehend mit der Wirkung von endogenen
und exogenen Glukokortikoiden be-
schiftigt sowie mit der Untersuchung
von selektiven Glukokortikoidrezepto-
ragonisten als mogliche Alternative zu
klassisch eingesetzten Glukokortikoiden.

Effekte endogener Glukokortikoide

Die Forscher um Frank Buttgereit unter-
suchten die Rolle der endogenen Gluko-
kortikoide bei der Vermittlung und Un-
terhaltung von Entziindungsvorgangen

und der Knochen-/Knorpelzerstorung
bei autoimmunen Arthritiden. Dabei
stand v.a. der Osteoblast im Fokus. Die
Forscher tiberexprimierten die 11B-Hy-
droxysteroid-Dehydrogenase Typ 2 in
Miusen, um das Glukokortikoidsigna-
ling in Osteoblasten zu unterbrechen.
Die Rolle des Glukokortikoidsignalings
wurde in 2 komplementiren Arthri-
tismodellen untersucht [1]. Im ersten
Modell der antigeninduzierten Arthri-
tis (AIA), in dem T-Zellen fiir die
Entwicklung der Entziindungsreaktion
notwendig sind, hatte das Ausschalten
des Glukokortikoidsignalings in Osteo-
blasten keinen Einfluss auf den Entziin-
dungsverlauf und die Zerstérung des
Knochens und Knorpels. Im Gegensatz
dazu entwickelten Méuse mit unter-
brochenem Glukokortikoidsignaling in
Osteoblasten einen leichteren Verlauf
der Arthritis als Wildtypméuse in den
K/BxN- und antikorperinduzierten Ar-
thritismodellen. Dies ging auch mit einer
geringeren Knochendestruktion einher
[2]. Da die letzteren Arthritismodelle
durch den Transfer von Autoantikérpern
passiv induziert werden und nicht auf
das adaptive Immunsystem angewiesen
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sind, deuten diese Ergebnisse darauf
hin, dass Glukokortikoidsignalwege in
Osteoblasten eine wichtigere Rolle in der
angeborenen als der adaptiven Immun-
antwort ausiiben.

Neue Mechanismen der
Glukokortikoidrezeptorwirkung
bei Entziindungsauflésung und
Induktion von Osteoporose

Neben der Wirkung endogener Glu-
kokortikoide, spielen v.a. synthetische
Glukokortikoide, die zur Behandlung
chronisch entziindlicher Erkrankungen
eingesetzt werden, eine wichtige Rolle. In
der Arbeitsgruppe von Jan Tuckermann
wurden neue molekulare Mechanismen
der Glukokortikoidwirkung auf den
Knochen sowie den Entziindungsprozess
identifiziert. Dabei konnten sie ein neues
Paradigma der Mechanismen der Glu-
kokortikoidwirkungen etablieren. Bisher
wurde angenommen, dass die monomere
Glukokortikoidrezeptorfunktion durch
die Hemmung proinflammatorischer
Transkriptionsfaktoren antientziindlich
wirkt. In Entziindungsmodellen der Ar-
thritis und Lungenschidigung konnten
die Forscher nachweisen, dass nicht
die monomere Glukokortikoidrezep-
torfunktion, sondern die dimere Form
des Rezeptors antientziindliche Gene
induziert und dies fiir die alternative
Aktivierung von Immunzellen und Auf-
l6sung von Entziindungen entscheidend
ist [3, 4]. Uberraschenderweise war v. a.
die Rezeptordoppelmolekiilfunktion in
Synovialfibroblasten fiir die alternative
Aktivierung von Makrophagen nétig
(unveréftentlichte Daten). Im Gegensatz
dazu wird die hemmende Wirkung der
Glukokortikoide auf die Osteoblasten-
funktion durch die monomere Form
des Rezeptors vermittelt [5, 6, 25]. Die
Aufschliisselung der molekularen Me-
chanismen der Glukokortikoidwirkung
in der Arthritis bereitet nun eine fun-
dierte Grundlage fiir die Entwicklung
neuer modulierender Glukokortikoidre-
zeptorliganden, die in Zukunft helfen
werden, Knochenintegritit bei effekti-
ver entziindungshemmender Therapie
durch Steroidanaloga zu bewahren.

Alternativen zu klassisch
eingesetzten Glukokortikoiden

Ob es mit der Entwicklung der selek-
tiven Glukokortikoidrezeptoragonisten
(SEGRA) tatsichlich eine knochenscho-
nende Alternative zu klassisch eingesetz-
ten Glukokortikoiden gibt, untersuchte
die Arbeitsgruppe um Lorenz Hofbau-
er und Martina Rauner. Compound A
(CpdA) ist ein solches SEGRA, das in
vitro und in vivo potente antiinflam-
matorische Effekte aufweist. In ihren
priklinischen Studien wurde CpdA
mit dem Kklinisch hiufig eingesetzten
Prednisolon verglichen. In vitro hemm-
te CpdA ebenso wie Prednisolon die
durch TNF(Tumor-Nekrose-Faktor)-a-
induzierte Expression von proinflam-
matorischen Zytokinen in Osteoblasten
[7, 8]. Wihrend Prednisolon die os-
teoblastenspezifischen Gene hemmte,
hatte CpdA neutrale Effekte auf die
Expression von Osteoblastenmarkern.
Ahnliche Effekte wurden in einem In-
vivo-Modell der Glukokortikoid-indu-
zierten Osteoporose festgestellt. Die
Behandlung mit Prednisolon hemmte
die Knochenformation und fiihrte zu
einem Knochenmasseverlust, wahrend
CpdA keine negativen Effekte auf den
Knochen ausiibte. Als zugrunde lie-
gende Ursache der durch Prednisolon-
vermittelten Osteoporose konnte eine Er-
hohung des Wnt-Inhibitors Dickkopf-1
sowie des RANKL(,,receptor activator of
NEF-«B ligand®)/Osteoprotegerin(OPG)-
Verhiltnisses im Knochengewebe sowie
im Serum festgestellt werden. CpdA hin-
gegen verdnderte weder die Expression
von Dickkopf-1 noch die von RANKL
[9]. Das deutet darauf hin, dass diese
Mechanismen zur Entwicklung der Glu-
kokortikoid-induzierten ~ Osteoporose
beitragen konnten.

Um die knochenschonende Wirkung
von CpdA zusitzlich in einem rele-
vanten entziindlichen Modell zu testen,
wurde Mdusen eine Arthritis induziert.
Anschlieflend erfolgte eine Behand-
lung mit CpdA oder Dexamethason.
Sowohl CpdA als auch Dexametha-
son hemmten deutlich die Entziindung.
CpdA war dabei jedoch nicht so po-
tent wie Dexamethason und konnte
somit auch den entziindungsinduzierten

Knochenverlust nicht aufhalten [9, 10].
Zusammenfassend zeigen diese Daten,
dass CpdA als Beispiel eines SEGRAs
die gewiinschten von den unerwiinsch-
ten Glukokortikoidrezeptorwirkungen
dissoziieren kann. Die niedrigere antiin-
flammatorische Potenz gegeniiber kon-
ventionellen Glukokortikoiden konnte
den entziindungsbedingten Knochen-
verlust jedoch nicht aufhalten, was den
Einsatz von CpdA in der Klinik li-
mitiert. Weiterfithrende Studien sind
daher notwendig, um neue SEGRAs,
basierend auf den neuen Erkenntnissen
der Glukokortikoidwirkung, zu generie-
ren, die wesentliche Vorteile gegeniiber
klassischen Glukokortikoiden bringen.

Neue Immunregulatoren der
Osteoklastogenese

Neben proinflammatorischen Zytokinen
wie TNF-a oder IL(Interleukin)-6, die
etablierte Stimulatoren der Osteoklasto-
genese darstellen, wurden im Schwer-
punktprogramm weitere Immunregula-
toren der Osteoklasten identifiziert.
Das F-Aktin-modulierende Protein
SWAP-70 wurde bisher nur in Immun-
zellen beschrieben. Die Arbeitsgruppe
um Annette Garbe und Rolf Jessberger
identifizierte SWAP-70 in Osteoklas-
ten. Thre Studien zeigten, dass, obwohl
SWAP-70-defiziente Miuse eine erh6hte
Anzahl an Osteoklasten aufweisen, die-
se jedoch osteopetrotisch sind. Dieser
Defekt konnte in vitro durch ektopische
Expression von funktionellem SWAP-
70 und in vivo durch die Transplanta-
tion von Knochenmark von Wildtyp-
Miusen korrigiert werden [11]. Die
ndhere Charakterisierung von SWAP-
70-defizienten Osteoklasten zeigte, dass
SWAP-70 die dynamische Organisati-
on der Podosomen zu Aktin-reichen
Ringstrukturen und die Formation des
Biirstensaums kontrolliert und dass
sowohl die Pleckstrin-Homologie- als
auch die Aktin-bindende Doméne von
SWAP-70 an diesen Prozessen beteiligt
sind [12]. Untersuchungen zur Auswir-
kung der Osteopetrose auf die Stamm-
zellnische ergaben spezifische Defizite
in der Entwicklung hidmatopoetischer
Stammzellen und der Differenzierung
zu spezifischen hamatopoetischen Li-
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nien. So konnte gezeigt werden, dass
Swap-70~--Mause zusitzlich zur erhoh-
ten Anzahl reifer TRAP*-Osteoklasten
eine Anreicherung von

= Qsteoklastenvorlduferzellen [11] und
== himatopoetischen Stammzellen [13]

aufweisen. Die Ergebnisse kompetitiver
Transferexperimente implizieren eine
zentrale Funktion von SWAP-70 in der
Rekonstitution des hidmatopoetischen
Systems [13]. Dartiber hinaus zeigen
neuere Untersuchungen, dass SWAP-
70 eine Rolle in der direkten Interak-
tion von Osteoklasten und aktivierten
T-Zellen spielt. Zusammenfassend deu-
ten diese Daten darauf hin, dass SWAP-
70 entscheidend in das komplexe Wech-
selspiel von Knochen und Immunsystem
involviert ist.

Die Gruppe um Jorg Distler identifi-
zierte den ,,Orphan‘-Rezeptor RORa als
einen neuen Regulator der Osteoklasto-
genese. RORa, der an zahlreichen phy-
siologischen und pathophysiologischen
Vorgingen beteiligt ist, wird in reifen
Osteoklasten exprimiert. Der Verlust des
Gensbzw. die Hemmungvon RORa fithr-
te zu einer reduzierten Anzahl an Osteo-
klasten sowie zu einer erhchten Kno-
chenmasse. Die knochenerhaltenden Ei-
genschaften von RORa konnten zudem
in Krankheitsmodellen validiert werden.
Die Hemmung von RORa verhinder-
te sowohl den durch Ostrogenmangel-
als auch den durch Entziindung vermit-
telten Knochenverlust (unveroffentlichte
Daten). In dhnlichen Modellen konnte
auflerdem die mitogenaktivierte Prote-
inkinase 2 von der Gruppe um Jochen
Zwerina als wichtiger Regulator der Os-
teoklasten bzw. der Knochenmasse iden-
tifiziert werden [14].

Interaktionen zwischen
neutrophilen Granulozyten und
den Knochen

Rolle des Transkriptionsfaktors
Gfi1 fiir den Knochenumbau

Der Transkriptionsfaktor Gfil spielt eine
wichtige Rolle bei der Erneuerung der
hidmatopoetischen Stammzellen [15].
Mutationen im Gen GFII fithren zu
einer erblichen Neutropenie [16, 17].
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Monogene Formen der Neutropenie
sind nicht nur mit einer erhéhten Infek-
tionsanfilligkeit, sondern auch mit einer
verminderten Knochenmasse verbunden
[18, 19]. Mithilfe von Gfil-Knockout-
Miusen gelang es der Arbeitsgruppe
um Uwe Kornak und Stefan Mundlos,
die Rolle von Gfil im Knochenumbau
und die Wechselwirkungen mit Neutro-
philen zu charakterisieren. So konnte
gezeigt werden, dass die Osteopenie bei
Gfil-abhéngiger Neutropenie grofiten-
teils von der Infektionslast abhingig
ist und unter den artifiziellen ,speci-
fic pathogen free“(SPF)-Bedingungen
vollstindig verschwindet. Wihrend eine
frithe Exposition zu einer Storung der
Differenzierung sowohl der Osteoklas-
ten als auch der Osteoblasten und einem
niedrigen Knochenumsatz fihrt, resul-
tiertaus einer spaten Exposition am Ende
der Wachstumsphase ein beschleunigter
Knochenumsatz. Die zugrunde liegen-
den Mechanismen dieser komplexen
Interaktionen zwischen Himatopoese
und Knochenumbau sind aktuell noch
nicht vollstindig gekldrt und werden
in weiterfithrenden Studien untersucht.
Diese Studie verdeutlicht jedoch das
enge Zusammenspiel von Immunzellen
mit Knochenzellen.

Rolle des oxidativen Bursts
beim Knochenumbau wahrend
chronischer Entziindungen

In einem weiteren Projekt wurde die Rol-
le der ,neutrophil extracellular traps®
(NETs) in der chronischen Entziindung
untersucht. In den letzten Jahren haben
sich Hinweise ergeben, dass der oxidative
Burst in Phagozyten fiir die Regulati-
on der Entziindungsreaktion und die
Verhinderung von Autoimmunitit sehr
wichtig ist. So verursacht etwa eine ver-
minderte Produktion von reaktiven Sau-
erstoffspezies, die durch eine Mutation
im ,neutrophil cytosolic factor“(Ncf) 1,
einer Untereinheit des NADPH-Oxida-
se-Komplexes 2 verursacht wird, eine
Exazerbation des Krankheitsverlaufes
in Tiermodellen fiir Arthritis, Lupus
und multiple Sklerose. In Experimenten
in einem durch subkutane Applikation
von Mononatriumurat(MNU)-Kristal-
len oder Nanopartikeln ausgelosten Ent-

ziindungsmodell kam es in einer NcfI-
mutierten Maus ebenfalls zu drastischer
Verstarkung und Chronifizierung der
Entztindung [20, 21]. Verantwortlich fiir
diesen Phdnotyp ist ein Defekt der NcfI-
mutierten neutrophilen Granulozyten
zur Bildung von NETs und die damit
einhergehende Unfihigkeit, lokal frei-
gesetzte entziindliche Zytokine durch
an NETs-gebundene Proteinasen abzu-
bauen [20, 22]. In NcfI**-Miusen mit
chronischer Entziindung, nicht aber in
Wildtyp-Méusen kam es auch zu dra-
matischem Knochenumbau: Wihrend
an der ipsilateralen Seite der Injektion
Knochenabbau vorherrscht, ist auf der
kontralateralen Seite der Injektion mas-
sive Knochenneubildung zu beobachten.
Interessanterweise beeinflusst die Grofle
der injizierten Partikel ihre Fahigkeit,
NETs zu bilden, und beeinflusst da-
mit den Verlauf der Entziindung sowie
den Knochenumbau [23, 24]. Bisher
unverdffentlichte Ergebnisse zeigen au-
flerdem, dass der Knochenumbau von
der Gewichtsbelastung des Fufles ab-
héngt. Diese Ergebnisse lassen darauf
schliefen, dass Neutrophile durch die
Ausbildung von NETs wesentlich zum
Entziindungsprozess sowie zu einherge-
henden Anderungen im Knochenstoff-
wechsel beitragen.

Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassend bleibt festzuhalten,
dass die Forderung des Schwerpunkt-
programms IMMUNOBONE zu zahlrei-
chenwichtigen Erkenntnissenim Bereich
der Osteoimmunologie gefiihrt hat, viele
davon auch mit translationalem Poten-
zial. Die Wechselwirkungen zwischen
dem Immunsystem und dem Knochen
sind jedoch so vielfiltig und komplex,
dass auch in Zukunft weitere Studien
bendtigt werden, um ungeloste Heraus-
forderungen, wie z.B. die Entwicklung
knochenschonender ~ Glukokortikoide,
weiter voranzutreiben.
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