T

Technische Universitit Miinchen

Fakultit fiir Medizin

Klinik fiir Orthopadie und Sportorthopadie
Klinikum rechts der Isar

(Direktor: Prof. Dr. Riidiger von Eisenhart-Rothe)

Der Einfluss von Glucosaminsulfat auf die Expression von

Matrix-Metalloproteasen in Osteosarkomzellen in vitro

Jorg David Ulrich

Vollstandiger Abdruck der von der Fakultat fiir Medizin der
Technischen Universitiat Miinchen zur Erlangung des

akademischen Grades eines
Doktors der Medizin

genehmigten Dissertation.

Vorsitzender: Prof. Dr. Jirgen Schlegel

Priifer der Dissertation:
1. Prof. Dr. Riidiger von Eisenhart-Rothe
2. apl. Prof. Dr. Dr. Hans Peter Rechl

Die Dissertation wurde am 17.01.2017 bei der Technischen Universitit Minchen

eingereicht und durch die Fakultat fiir Medizin am 21.02.2018 angenommen.






Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
Inhaltsverzeichnis I
Abkiirzungsverzeichnis II
1. Einleitung 1
1.1 Das Osteosarkom 1
1.1.1 Diagnostik 2
1.1.2 Staging 4
1.1.3 Therapie 4
1.1.4 Prognose und Nachbehandlung 6
1.2 Matrix-Metalloproteasen 7
1.2.1 Regulation von Matrix-Metalloproteasen 9
1.2.2 Matrix-Metalloproteasen in Tumoren 10
1.2.3 Matrix-Metalloprotease 2 und 9 11
1.2.4 Matrix-Metalloprotease 3 12
1.2.5 Matrix-Metalloproteasen im Osteosarkom 12
1.3 Glucosaminsulfat 13
1.4 Zielsetzung dieser Arbeit 15
2. Material und Methoden 16
2.1 Zellkultur 16
2.1.1 Humane Osteosarkomzelllinie MG-63 16
2.1.2 Humane Osteosarkomzelllinie SaOs-2 17
2.1.3 Stimulation der Zellen mit Glucosaminsulfat 18
2.1.4 Zellzahlung 20
2.1.5 Zellviabilitat 21
2.1.6 ALP-Farbung 22
2.2 Molekularbiologische Methoden 22
2.2.1 RNA-Isolation 22
2.2.2 cDNA-Synthese 25
2.2.3 Quantitative real-time Polymerase-Kettenreaktion (QPCR) 27
2.3 Proteinchemische Methoden 30
2.3.1 Aceton-Fallung von Proteinen 31
2.3.2 Protein-Resuspension in Cell Extraction Buffer 31
2.3.3 Quantitative Proteinbestimmung 31




Inhaltsverzeichnis

2.3.4 Zymographie

2.3.5 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

2.4 Statistische Methoden

2.5 Materialien

2.5.1 Puffer

2.5.2 Primer

2.5.3 Reagenzien und Kits

2.5.4 Verbrauchsmaterialien

2.5.5 Gerate und Software

3. Ergebnisse

3.1 Zellkultur

3.1.1 Merkmale der unterschiedlichen Zelllinien

3.1.2 Zellviabilitdt mittels WST-Assay

3.2 Proteinchemische und molekularbiologische Ergebnisse

3.2.1 Zymographie

3.2.2 Quantitative real-time PCR (qPCR)
3.2.3 Enzyme-linke Immunosorbent Assay (ELISA)

4. Diskussion

4.1 Diskussion der Methoden

4.1.1 Auswahl der Zelllinien

4.1.2 Versuchsansatz und Zellkultur

4.1.3 Polymerase-Kettenreaktion und ELISA

4.2 Einfluss von Glucosaminsulfat auf Matrix-Metalloproteasen

4.2.1 Matrix-Metalloprotease 2

4.2.2 Matrix-Metalloprotease 3

4.2.3 Matrix-Metalloprotease 9

4.3 Anregungen und Limitierungen

4.4 Ausblick

5. Zusammenfassung

Abbildungsverzeichnis

Tabellenverzeichnis

Literaturverzeichnis

Publikationen

Danksagung
11

33
35
37
38
38
38
39
40
40

42
42
42
43
45
45
46
52

56
56
56
56
58
60
60
62
66
71
72

75

77

78

79

94

95



Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

cT
cDNA
DNA
dNTP
ECM
EDTA
ELISA
ER
FKS

GIcN

GlcS

HA

MMP
MRNA
MRT
MT-MMP
ng

nm

oD

0os

PBS

PCR

pg

PR
gRT-PCR
RNA

SDS
SDS-PAGE
TIMP

HEg
um

Computertomographie

Complementadre Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonukleinsdure
Desoxyribonukleosidtriphosphat
Extrazellulare Matrix
Ethylendiamintetraacetat
Enzyme-linked Immunosorbent Assay
endoplasmatisches Retikulum

Fetales Kdlberserum

Gramm

Glucosamin

Glucosaminsulfat

Hyaluronsaure

Matrix-Metalloprotease

messenger RNA
Magnetresonanztomographie
membrane-type-MMPs

Nanogramm

Nanometer

Optische Dichte

Osteosarkom

Phosphate Buffered Saline

polymerase chain reaction, Polymerase-Kettenreaktion
Picogramm

Projektionsradiographie

quantitative real-time PCR
Ribunukleinsdure

Natriumdodecylsulfat

Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
tissue inhibitors of metalloproteinases
Mikrogramm

Mikrometer

Tabelle 1: Verwendete Abkiirzungen

II







Einleitung

1. Einleitung

1.1 Das Osteosarkom

Das Osteosarkom (OS) ist der hdufigste bosartige primdre Knochentumor des Menschen.
In der Bundesrepublik Deutschland muss mit etwa 150-200 Neuerkrankungen pro Jahr
gerechnet werden (Bielack et al. 2009). In Europa liegt die Inzidenz bei 2-5
Neuerkrankungen pro eine Million Einwohner und Jahr (Dahlin 1978, Schajowicz 1994).
Beziiglich der Alters- und Geschlechtsverteilung findet sich bei Schajowicz (1994) und
Dahlin (1986) ein Haufigkeitsgipfel zwischen dem 15. und 25. Lebensjahr. Insgesamt ist
in der zweiten Lebensdekade mit 55% der Osteosarkome zu rechnen (ebd.). Ein zweiter
relativer Altersgipfel ist um das 60. Lebensjahr herum zu erkennen, allerdings ist in
diesem Alter davon auszugehen, dass die Tumoren auf dem Boden eines Morbus Paget
(Price 1955, Huvos 1986) oder nach Bestrahlung von Karzinomen einer bestimmten
Region (Huvos et al. 1985) entstanden sind. Das Verhaltnis von Mannern zu Frauen
betragt 3:2 (m : w).

Das konventionelle (medulldre) Osteosarkom kann grundsatzlich jeden Knochen des
Skeletts befallen, bevorzugt tritt es aber metaphysar in den grof3en Réhrenknochen auf.
Mit tiber 50% kommt es kniegelenksnah am haufigsten vor (Abbildung 1).

Die klinische Symptomatik des Osteosarkoms ist sehr uncharakteristisch. Beginnend mit
intermittierenden lokalen Schmerzen, treten diese im weiteren Verlauf zum Teil
dauerhaft auf. Auflerdem kann es zur lokalen Schwellung und Uberwirmung kommen.
Die Dauer der Symptome bis zur Diagnose variieren stark zwischen einigen Wochen und
mehreren Monaten (Campanacci 1999).

Leider werden die unspezifischen Schmerzen auch heute noch manchmal als
sogenannte ,Wachstumsschmerzen“ verkannt (Wittig et al. 2002). Erschwert wird die
frithzeitige Diagnose aufderdem durch die vor allem in der zweiten Lebensdekade relativ
haufig vorkommenden kleineren Stof3-Traumata durch Sport- oder Spielunfalle, welche
bei Patienten und auch beim Arzt zunachst kaum Verdacht auf eine maligne Erkrankung
aufkommen lassen. Erst wenn der Schmerz ldnger anhalt, wird heute wesentlich

schneller an das Vorliegen eines Knochengeschwulstes gedacht. So dauert es im Schnitt
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allerdings immer noch 4-8 Wochen bis von den ersten klinischen Symptomen die

Diagnose ,Osteosarkom” gestellt wird (Freyschmidt et al. 2010).

Abbildung 1: Haufigkeitsverteilung des OS beim Abbildung 2: Rontgenbild des rechten Knie-
Menschen (Freyschmidt et al. 2010). gelenks mit OS in ,loco tipico”.

1.1.1 Diagnostik

Zur Diagnose eines Osteosarkoms steht nach klinischem Verdacht das Rontgenbild in
zwei Ebenen an erster und wichtigster Stelle. Sichtbar werden im Falle eines
Osteosarkoms haufig die fiir einen ansteigenden intraossaren Druck typischen Zeichen
wie Spikulae und das Codman-Dreieck (Campanacci 1999). Dartiber hinaus kénnen im
Rontgenbild auch ,Mottenfrafi“-dhnliche Lasionen, Knochendestruktionen und
Osteosklerose beobachtet werden (Miller 2008) (Abbildung 3).

Die Magnetresonanztomographie (MRT) spielt in der Diagnostik eine immer
bedeutendere Rolle (Alyas et al. 2007). Der Nachweis einer mdglichen
Knochenmarkinvasion und die sehr gute Weichteildarstellung macht die MRT, trotz der
geringeren Spezifitat beziiglich der Unterscheidung zwischen benigner und malignen
Raumforderungen, zu einem wichtigen Bestandteil der Osteosarkomdiagnostik
(Erlemann 2010).

Zunachst bietet sich eine MRT des gesamten tumortragenden Knochens mit den

angrenzenden Gelenken (Kompartment-MRT) an, um etwaige Absiedlungen im
2



Einleitung

Knochen, sogenannte ,skip“ lesions, also ,,Uberspringer“-Metastasen (Enneking et al.
1975) zu detektieren. Dabei kann neben einer eventuellen Gefdf3-Nerven-Beteiligung,
gleichzeitig die genaue Tumorausdehnung und der Weichteilanteil, fiir eine meist
folgende operative Tumorresektion bestimmt werden (Vieth et al. 2013).

Erginzend kann insbesondere zur Detektion von dezenter Kortikalisdestruktion,
Visualisierung von Tumormatrix und Periostreaktion die Computertomographie (CT)
zum Einsatz kommen (Kramer et al. 2014).

Sollte bereits im Rontgen der Verdacht auf einen malignen Prozess aufgekommen sein,
ist spatestens nach positivem CT- oder MRT-Befund eine Biopsie zu veranlassen, um
Material fiir die histopathologische Untersuchung zu erhalten.

Richtungsweisend fiir die histopathologische Diagnose eines Osteosarkoms ist das
kombinierte Auftreten von Osteoid, Knochen und teilweise Knorpel (Freyschmidt et al.
2010). Je nach zelluldrer Differenzierung kann nach Broders et al. (1939) ein low-grade
und high-grade Osteosarkom unterschieden werden.

Dahlin und Coventry (1967) teilen das Osteosarkom nach der im Tumorgewebe
vorherrschenden Zellform in ein Osteosarkom vom  osteoblastischen,
chondroblastischen und fibroblastischen Typ ein.

Allen Einteilungen gemein ist allerdings, dass fiir den klinischen Verlauf nicht nur
Graduierung, sondern ebenso sehr Tumorgrofie, Lokalisation und vor allem

Metastasierung entscheidend sind (Klein et al. 2006).

Abbildung 3: Rontgenbild des Femur
eines Osteosarkompatienten von lateral.
Zu sehen sind ein Codman-Dreieck
(grofle weif’e Pfeile), periostale
Unterbrechung (kleiner weifder Pfeil)
und osteolytische Lasionen (grofde
schwarze Pfeile). Aufderdem findet sich
tumorinduzierte = Knochenneubildung
(kleiner schwarzer Pfeil) (Miller 2008).
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1.1.2 Staging

[st die Diagnose gestellt, gewinnt im weiteren Verlauf das Staging an Bedeutung. Das
Augenmerk wird hierbei auf eventuelle Metastasen im restlichen Koérper gerichtet, da
zum Zeitpunkt der Diagnosestellung bereits 15-20% der Osteosarkompatienten
manifeste Metastasen haben (Kaste et al. 1999, Meyers et al. 1997).

Die Fernmetastasierung findet in den meisten Fallen hdmatogen statt, wobei die Lunge
die haufigste Manifestation darstellt (Rechl et al. 2011). Selten kommt es auch zum
Knochenbefall, weshalb zur weiteren Metastasensuche CT-Untersuchungen von Thorax,
Abdomen und Becken angebracht sind (Hawkins et al. 2003).

Sowohl klinischer und labortechnischer Routineuntersuchung, als auch jeglicher
radiologischen Modalitat entgehen allerdings sogenannte Mikrometastasen, welchen
jedoch insbesondere in Bezug auf die Therapie des Osteosarkoms eine grof3e Bedeutung
beigemessen wird (Bruland et al. 2005). Mikrometastasen spielen eine wichtige Rolle
bei der Entstehung solider Metastasen und bestimmen deshalb das Gesamtiiberleben
von Osteosarkompatienten in hohem Mafde (Strauss et al. 2010). Gerade weil deren
Detektion bis jetzt nicht zuverldssig moglich ist, muss bei der Behandlung des

Osteosarkoms ein multimodales Konzept der Standard sein (Luetke et al. 2014).

1.1.3 Therapie

Im Mittelpunkt der Therapie des Osteosarkoms steht nach wie vor die operative
Tumorresektion, begleitet von neoadjuvanter und adjuvanter Chemotherapie. Dabei
richten sich die unterschiedlichen Resektionsarten entsprechend der Einteilung nach
Enneking et al. (1980) anhand ihrer Resektionsrander in intraldsionale, marginale,
weite und radikale Resektion (Abbildung 4).

Beim Osteosarkom sollte nach Moglichkeit die weite chirurgische Tumorresektion im
gesunden Gewebe angestrebt werden. Obwohl die extremititenerhaltende Resektion
(,limb salvage“) von Patienten und deren Familien die am haufigsten gewiinschte und
damit auch durchgefiihrte Operation darstellt (Bielack et al. 2010), kann in
ausgedehnten oder anatomisch kompliziert gearteten Fillen im Sinne einer kurativen
Therapie auch eine Amputation oder eine Exartikulation der tumortragenden

Extremitat notig werden (Picci 2007).
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Abbildung 4:
Tumorchirurgische
Resektionsrander von
+- Knochentumoren;

I intraldsional,

M marginal, W weit,

R radikal.

(Enneking et al. 1980).

———— - \/\/
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Die therapeutische Strategie, welche in der Regel nicht nur die Resektion, sondern auch
die Rekonstruktion beinhaltet, sollte in enger Absprache mit dem Patienten
insbesondere in Bezug auf Funktionalitdt, Lebenserwartung und Aktivitatsanspruch
festgelegt werden (von Eisenhart-Rothe et al. 2011). Oberste Prioritat hat aber
insbesondere beim kurativen Behandlungsansatz immer das tumorradikale Vorgehen
(Geller et al. 2010).

Zur Rekonstruktion kommen sowohl eine prothetische Versorgung, als auch biologische
Verfahren wie autologe (zum Beispiel Fibulatransplantat) (Scaglioni et al. 2015) und
allogene Transplantationen in Frage. Sind ein grofier Weichteilanteil oder die Gefaf3-
Nerven-Biindel beteiligt, konnen vor allem bei jiingeren Patienten mit der
Umkehrplastik nach Borggreve gute Ergebnisse erzielt werden (von Eisenhart-Rothe et
al.2011).

Die Chemotherapie stellt heute den zweiten wichtigen Pfeiler der Therapie dar und wird
im europdischen Raum meist im Rahmen der COSS (Cooperative Osteosarkomstudie)
bzw. der Nachfolgestudie EURAMOS (European and American Osteosarcoma Study
Group) durchgefiihrt (Luetke et al. 2014). Dieses Therapieprotokoll sieht die
neoadjuvante Gabe von 2 Zyklen Doxorubicin/Cisplatin und 4 Zyklen Hochdosis-
Methotrexat (HDMTX) mit Leucovorin-Rescue vor. Die postoperative Fortfiihrung der
systemischen Therapie richtet sich nach dem Regressionsgrad des Tumors nach Salzer-

Kuntschik et al. (1983) und wird bei gutem Ansprechen (<10% vitales Tumorgewebe)
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unter Erganzung von pegyliertem Interferon-alpha (IFN-a) in obiger Weise fortgefiihrt
oder im gegensatzlichen Fall (210% vitales Tumorgewebe) verstirkend mit
Ifosfamid/Etoposid modifiziert (Whelan et al. 2015). Patienten iiber 41 Jahre wird im
Rahmen der EURO-BOSS (European Bone Over 40 Sarcoma Study) eine altersadaptierte
Kombinationstherapie aus Adriamycin, Cisplatin und Ifosfamid empfohlen. Nach
zundachst  vielversprechenden  Ergebnissen = von  Zulassungsstudien  der

immunmodulierenden Substanz Mifamurtid, muss sich dieses erst noch im klinischen

Einsatz beweisen (Kager et al. 2014).

1.1.4 Prognose und Nachbehandlung
Wihrend in der Vergangenheit die 5-Jahres-Uberlebensrate trotz Amputation bei ca.
20% lag, werden heute unter extremitdtenerhaltender Resektion und dem Einsatz von

(neo-)adjuvanter Chemotherapie bei Kindern und Jugendlichen Werte um 70% erreicht

(Allison et al. 2012).

1009 7 - - - - - - -
Abbildung 5: 5-Jahres-

0% 1+ Gesamtiiberlebensrate

von Osteosarkom-

0% ] e e S patienten (Allison et al.
2012).

60%

80% ...........................................

50%
40%
30%

5-Jahres-Gesamtiiberlebensrate

20%

1940s
1990s

(n =22,183)
2000s

(n =1,210)

1980s
(n =10,455)

Als wichtigster prognosebestimmender Marker gilt neben dem Vorliegen von
Metastasen, dem Grading und der vollstandigen Resektion, das Ansprechen des Tumors
auf die Chemotherapie (Jawad et al. 2011). In 30% der Falle kommt es nach initialer
Behandlung zum Wiederauftreten der Erkrankung, meist innerhalb der ersten zwei
Jahre in Form von Lungen- oder Knochenmetastasen (von Eisenhart-Rothe et al. 2011).

Dieser Tatsache Rechnung tragend, sollte besonders in den ersten zwei Jahren eine
6
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intensivierte = Nachsorge mittels Bildgebung (Rontgen-Thorax, CT-/MRT-
Untersuchungen) erfolgen (Durr et al. 2014). Obwohl es durch immer intensivere
Chemotherapie-Protokolle zu vermehrtem Absterben von Tumorzellen kommt, hat sich
die Gesamtiiberlebensrate nicht im selben Mafe verlangert (Bacci et al. 2006). Neuere
experimentelle Ansitze versuchen deshalb die relative Therapeutika-Resistenz des
Osteosarkoms zu iiberwinden und noch spezifischere, effektivere Medikamente gegen
Osteosarkomzellen zu finden. Grofse Bedeutung haben dabei Versuche, Wachstums- und
Signalrezeptoren zu blockieren. Insbesondere aber auch Anstrengungen durch
Verdanderung von Faktoren der Mikro-Umwelt (microevironment) von Tumorzellen das
Wachstum von Osteosarkomzellen und deren Metastasierung zu hemmen nehmen an
Bedeutung zu (Luetke et al. 2014). Gerade in dieser unmittelbaren Tumorzellumgebung
spielen Matrix-Metalloproteasen (MMPs) eine zentrale Rolle. Diese ermdglichen es dem
Tumor erst zu wachsen und zu metastasieren. Eine (medikamentdse) Einflussnahme auf

diese Proteasen erscheint deshalb besonders vielversprechend (Bjornland et al. 2005).

1.2 Matrix-Metalloproteasen

Matrix-Metalloproteasen sind jiingst durch Untersuchungen an Tumorzellen wie dem
Osteosarkom als therapeutisches Ziel in den Fokus der Wissenschaft geriickt. Erstmals
wurden diese aber bereits vor tber flinfzig Jahren durch Gross et al. beschrieben (Gross
etal. 1962).

Sie bilden eine Unterfamilie aus zinkabhangigen Endopeptidasen und gehéren damit zur
Metzincin-Superfamilie. MMPs spielen eine zentrale Rolle beim Abbau extrazelluldrer
Matrix. Dadurch sind sie an physiologischen Umbauprozessen interzelluldrer (Mikro-
)JUmwelt, wie sie bei entziindlichen Prozessen, der Wundheilung und der Entstehung
von Krankheiten und Tumoren vorkommen, entscheidend beteiligt (Gialeli et al. 2011).
Bis heute wurden 23 verschiedene humane MMPs beschrieben. Allen MMPs gemein ist
der charakteristische Aufbau aus einem N-terminalen Signalpeptid, welches die Enzyme
zum endoplasmatischen Retikulum fithrt und aus der Zelle schleust; einer Pro-Domane,
verantwortlich fiir die Latenz der Protease und einer katalytischen Domadne, welche das
katalytisch aktive Zink-lon enthalt. Bis auf die beiden Matrilysine (MMP-7 und -28) und
MMP-23 enthalten alle MMPs eine C-terminale hdamopexin-dhnliche Domane, die liber
einen flexiblen ,Anker” mit der katalytischen Domane verbunden ist und modulierend

auf die Substratspezifitat wirkt (Hadler-Olsen et al. 2011).
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MMPs werden als enzymatisch inaktive Zymogene (pro-MMPs) synthetisiert und
sezerniert. Aktiviert werden sie durch die Verschiebung von Cystein (cystein-switch),
welcher die Interaktion zwischen einem Cystein in der Pro-Doméne und dem Zn?* im
katalytischen Zentrum aufhebt und damit freigibt (Sternlicht et al. 2001). Durch
Serinproteasen (zum Beispiel Plasmin), Furin (insbesondere bei MMP-2 und -9) und
andere MMPs wird die Pro-Domane tiber eine ,Bait“-Region proteolytisch abgespalten
und fiihrt dadurch zur Destabilisierung und letztendlich zur Unterbrechung der Zn?*-
Cystein-Verbindung. Dariiber hinaus kann diese Zn?*-Cystein-Wechselwirkung auch
durch nicht-proteolytische Veranderung des Cysteins der Pro-Domane unterbrochen
werden. Beides fiihrt zur Aktivierung des Enzyms. In Frage dafiir kommen zum Beispiel
auch freie Sauerstoffradikale und allosterische Verschiebungen, die zu einer Autolyse
der Pro-Domane fithren und schlief3lich zur Aktivierung der Matrix-Metalloprotease (Ra
etal. 2007).

MMPs kénnen auf verschiedene Weisen eingeteilt werden: Die gebrauchlichste und in
gewisser Weise historisch gewachsene Form ist die Einteilung zum einen nach der
Substratspezifitit der MMPs und nach deren Lokalisation in der Zelle. Nach diesen
Kriterien lassen sich MMPs in Gelatinasen, Kollagenasen, Stromelysine und membran-
gebundene MMPs (MT-MMPs, membrane-type-MMPs) unterteilen (Woessner 2002).
Alternativ kann man MMPs auch anhand der Architektur ihrer Doméanen, also dem
strukturellen Aufbau einteilen und wird dadurch eher ihrer Komplexitit gerecht: Man
unterscheidet archetypische MMPs, Matrilysine, Gelatinasen und Furin-aktivierbare
MMPs. Die archetypischen MMPs werden wiederum anhand ihrer Substratpezifitat in

Kollagenasen, Stromelysine und ,Andere” unterteilt (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Schematischer Aufbau der Matrix-Metalloproteasen (Vandooren et al. 2013).

1.2.1 Regulation von Matrix-Metalloproteasen

Aufgrund ihrer enormen destruktiven Potenz werden MMPs streng auf mehreren
Zellebenen reguliert: Zunachst findet eine Regulation der Genexpression statt. Hierbei
findet meistens eine Koexpression durch verschiedene Stimuli wie Wachstumsfaktoren,
Zytokine aber auch durch Glukokortikoide statt (Yan et al. 2007). Proteasen, welche
noch nicht intrazelluldr aktiviert wurden, werden als inaktive Enzyme (Zymogene)
sezerniert und erst durch verschiedene Stimuli, wie zum Beispiel bei Kontakt mit
bestimmten ECM-Bestandteilen, aktiviert (Ra et al. 2007). Des Weiteren scheint die
sogenannte ,Kompartimentalisierung®, also wo und in welcher Weise MMPs in das
perizellulare Umfeld abgegeben werden, einen nicht unbedeutenden Einfluss auf die
Substratspezifitit der Protease und damit auf deren Aktivitit zu haben (Parks et al.
2004). Zu den wichtigsten endogenen Inhibitoren, vor allem von bereits aktiven MMPs,
gehoren zum Beispiel unspezifische Proteaseinhibitoren wie das alpha-2-
Makroglobobulin und Proteine aus der Familie der tissue inhibitors of
metalloproteinases (TIMPs) (Nagase et al. 2006). TIMPs (TIMP-1, -2, -3, -4) bilden mit
MMPs einen 1:1-stochiometrischen Komplex und inhibieren sie dadurch. Aufderdem gibt
es Hinweise, dass freie Sauerstoffradikale (ROS) beispielsweise bei inflammatorischen
Prozessen und mechanischen Kraften auf die ECM, wie sie bei sehr schnellem

Tumorwachstum vorkommen, eine modulierende Rolle spielen (Kessenbrock et al.
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2010). Allgemein lasst sich sagen, dass ein Gleichgewicht von MMPs und ihren
Inhibitoren, im besonderen Mafle der TIMPs, in fast allen Geweben sowohl bei
physiologischen (wie zum Beispiel Wundheilung und Gewebeumbau), als auch
pathologischen (zum Beispiel Entziindungen, Arthrose, Tumorwachstum und

Metastasierung) Prozessen zu beobachten ist (Lambert et al. 2004, Rohani et al. 2015).

1.2.2 Matrix-Metalloproteasen in Tumoren

Wahrend der Karzinogenese stehen Tumorzellen in regem Austausch mit der
Mikroumwelt des Tumors, besonders mit der ECM und den mit ihr verbundenen
Wachstumsfaktoren und Cytokinen, aber auch mit umgebenden Zellen wie
Endothelzellen, Fibroblasten und Makrophagen (Deryugina et al. 2006). Insbesondere
Migration und Invasion von Tumorzellen, Metastasierung und Angiogenese, also vier
wichtige Kennzeichen maligner Tumoren hiangen somit vom (tumor-)zellularen Umfeld
ab und damit direkt von Matrix-Metalloproteasen und ihrem Einfluss auf Prozesse in der
ECM und der Mikroumwelt eines Tumors (Murphy et al. 2008). Dabei scheint nicht nur
die enzymatisch-aktive Komponente von MMPs fiir Tumorzellen eine Rolle bei der
physischen Uberwindung extrazelluldrer Strukturen und der Basalmembran zu spielen,
vielmehr geht man inzwischen davon aus, dass sie dariiber hinaus iiber eine nicht-
enzymatische Wirkung komplexe Stoffwechsel- und Signalwege der (Tumor-)Zelle
beeinflussen (Shay et al. 2015).

Um ungehindert proliferieren zu konnen, setzen Tumorzellen iiblicherweise
physiologische Regulationsmechanismen aufier Kraft. MMPs scheinen dabei in der
Tumorumgebung eine entscheidende Rolle zu spielen und mafdgeblich daran beteiligt
zu sein, die Balance zwischen Wachstumshemmung und -férderung, pro- und anti-
apoptotischen Faktoren zu storen (Kessenbrock et al. 2010).

Nach wie vor sind die Heilungschancen einer Tumorerkrankung wesentlich von der
Metastasierung des Primartumors abhdngig. Besonders durch Beteiligung an der
Tumorangiogenese, welche sich nicht nur wachstumsférdernd auf den Tumor auswirkt,
sondern auch fiir die Verbreitung von Tumorzellen in das Lypmh- und Blutsystem sorgt,
zeigen sich MMPs in hohem Maf3e mitverantwortlich (Weis et al. 2011).

So zeigte sich aufierdem, dass MMPs durch Beteiligung an der Formung einer
,prametastatischen Nische“ den Weg fiir die Anlagerung zirkulierender Tumorzellen in
entfernten Organen pflastern und somit deren Anlagerung erleichtern beziehungsweise

tiberhaupt erst erméglichen (Kaplan et al. 2005).
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1.2.3 Matrix-Metalloprotease 2 und 9

Diese MMPs besitzen eine Fibronektin [I-Domédne weswegen es ihnen maoglich ist an
Gelatine, also denaturiertes Kollagen, zu binden und diese zu spalten (Nissinen et al.
2014). Sie werden deshalb auch als Gelatinase A (MMP-2) und Gelatinase B (MMP-9)
bezeichnet und gehoren zu den verbreitetsten MMPs im Korper. Sie werden unter
anderem von Fibroblasten, Endothelzellen, Osteoklasten, aber vor allem auch von den
meisten Tumoren wie zum Beispiel dem Osteosarkom gebildet (Chintala et al. 1999).
Beide Proteasen stehen in enger Verbindung zueinander, wobei MMP-2 wie andere

MMPs von aktivem MMP-9 aktiviert wird.

Abbildung 7: Schemazeichnung von MMP-9. (a) MMP-9 in Sekundarstruktur mit semitransparenter
Oberflache. (b) Nahansicht des katalytischen Zentrums von MMP-9 mit Zn2*-Molekiil (orange),
gebunden von drei Histidinketten (blau-gelb) (Sela-Passwell et al. 2012).

Zu ihren Substraten gehoren unter anderen Kollagen IV, Laminin, Nidogen, Perlecan und
Proteoglycane, welche als Hauptbestandteile der Basalmembran eine besondere
Bedeutung haben (Somerville et al. 2003). Insbesondere bei oben genannten Faktoren,
die Aggressivitit und verringertes Uberleben einer Tumorerkrankung ausmachen
(Invasion, Angiogenese und Metastasierung), scheinen gerade diese beiden MMPs eine
tragende Rolle zu spielen und sind deshalb Gegenstand intensiver Forschung (Farina et
al. 2014). MMP-2 und -9 gewinnen zum einen als mdgliches therapeutisch-
pharmakologisches Ziel (Vandenbroucke et al. 2014), zum anderen als prognostischer
Marker bei verschiedenen Tumorerkrankungen, insbesondere dem Osteosarkom und

dem Colon-Karzinom immer mehr an Bedeutung (Li et al. 2014, Langers et al. 2012).
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1.2.4 Matrix-Metalloprotease 3

MMP-3, auch Stromelysin-1 genannt, ist beim Umsatz verschiedener ECM-Bestandteile
beteiligt und aktiviert insbesondere proMMP-9 durch proteolytische Abspaltung von
dessen Pro-Domidne und beeinflusst das Zelladhdsionsprotein E-Cadherin (Fanjul-
Fernandez et al. 2010). MMP-3 wird von Fibroblasten und Endothelzellen, aber auch
verschiedenen Tumorzelllinen, wie zum Beispiel dem Osteosarkom und dem
Magenkarzinom, produziert. Auch wenn dessen Rolle noch nicht klar verstanden ist,
scheint auch MMP-3, vor allem durch seinen nicht-proteolytischen Einfluss auf MMP-9,
aber auch andere MMPs und das Zelladhdasionsmolekiil E-Cadherin, einen grof3en Anteil
an Progression und Metastasierung von Tumoren zu haben (Egeblad et al. 2002).
Ahnlich wie fir MMP-9 konnte auch fiir MMP-3 gezeigt werden, dass erhohte
Konzentrationen zum Beispiel beim Magenkarzinom in Zusammenhang mit einer

schlechteren Uberlebensrate stehen (Chang et al. 2014).

1.2.5 Matrix-Metalloproteasen im Osteosarkom

Wie eingangs bereits erwdhnt, stellen Invasivitat, schnelles Wachstum und vor allem die
Metastasierung entscheidende lebenslimitierende Faktoren beim Osteosarkom dar.
Herkémmliche Chemotherapeutika stofien dabei offensichtlich an ihre Grenzen. So
erscheint es nur logisch, MMPs mit ihrem grofden Einfluss auf diese Prozesse in der
Umgebung des Osteosarkoms, besser zu beleuchten und als mogliche pharmakologische
Angriffspunkte in Betracht zu ziehen (Luetke et al. 2014).

Himelstein et al. konnten bereits 1998 an bioptischen Praparaten zeigen, dass MMP-9 in
kindlichen Osteosarkomzellen erhoht ist. Darauf folgend konnte ebenfalls an Biopsien
aus Osteosarkomen eine Korrelation zwischen erhéhtem MMP-2 und -9 und einer
schlechteren Prognose, erhohter Metastasierungsrate und verstarkter Invasivitat
hergestellt werden (Benassi et al. 2001, Bjornland et al. 2005). Hinweise legen nahe,
dass auch erhohte MMP-Spiegel im Serum der Patienten bereits Riickschliisse auf
Invasivitit und Metastasierung ermoglichen, bediirfen aber noch weiterer
Untersuchungen (Yaman et al. 2008).

Auch in vitro zeigen Osteosarkomzelllinien wie MG-63 und SaOs-2 im Vergleich zu
Osteoblasten eine erhohte Expression an MMP-2 und -9 (Pautke et al. 2004). Fiir das
Verhalten von MMP-3 im Osteosarkom konnen beziiglich der oben genannten Zelllinien

nur Annahmen getroffen werden: Zum Beispiel lassen aber Untersuchungen an
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Brustkrebszellen und dem malignen Melanom vermuten, dass es sich dhnlich den
Matrix-Metalloproteasen 2 und 9 verhalt und sich ebenfalls als prognostischer Marker,
aber auch als moégliches pharmakologisches Ziel eignen kénnte (Mendes et al. 2005)
(Girouard et al. 2012). Eine vermehrte MMP-3-Expression konnte von Lin et al. bereits
in Chondrosarkomzellen beobachtet werden und als therapeutischen Ansatzpunkt in
diesen Zellen eine Beeinflussung von MMP-3 durch Glucosaminsulfat gezeigt werden

(Lin et al. 2008).

1.3 Glucosaminsulfat

Glucosamin (2-amino-2-desoxy-D-Glucose), ein Amino-Monosaccharid (Aminozucker),
ist wichtigster Bestandteil von Glykosaminoglykanen. Im Koérper kommen diese
hauptsachlich in robusten, faserigen und trotzdem elastischen Geweben wie zum
Beispiel Knorpel und Herzklappen vor. Weitere Vertreter dieser Gruppe sind
beispielsweise die Hyaluronsaure (HA) und das Chondroitinsulfat. In Verbindung mit
Proteinen entstehen lang verzweigte sogenannte Proteoglykane, welche den
Hauptbestandteil der extrazellularen Matrix ausmachen.

Wahrend Glucosamin im Korper aus Glucose hergestellt wird, findet in oralen
Nahrungsergdnzungsmitteln meistens strukturgleiches Glucosamin aus den Schalen von
Krustentieren Verwendung. Es liegt dann vor allem als Salz in Form von
Glucosaminsulfat, Glucosaminhydrochlorid oder N-Acetyl-Glucosamin vor (Anderson et
al. 2005).

In einer wegweisenden praklinischen Studie konnten Quastel und Centero bereits 1953
in Mausen mit Sarkom zeigen, dass GlcS das Tumorwachstum hemmt und das
Gesamtiiberleben der betroffenen Mause verlangert. Daran ankniipfend wurde in der
prospektiven VITAL-Studie (VITamins And Lifestyle) herausgefunden, dass Patienten,
die regelmafdig Glucosamin zu sich nehmen eine niedrigere Inzidenz und Mortalitat fiir
das Kolon- und Lungenkarzinom aufweisen (Satia et al. 2009).

Wie vor tiber 30 Jahren von D’Ambrosio et al. gezeigt werden konnte, spielt Glucosamin
auch in Gelenken, sowohl in der Gelenksfliissigkeit (Synovia), also auch dem
Gelenkknorpel eine wichtige Rolle und ist deshalb bei Pathologien im Gelenk wie zum
Beispiel bei Arthrose ein entscheidender Faktor. Erste Versuche der Glucosamin-
Supplementation schienen bereits frith erfolgversprechend zu sein (D'Ambrosio et al.

1981). In einer placebo-kontrollierten Langzeitstudie, konnte spater eine
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beschwerdelindernde, funktionsverbessernde und knorpelerhaltende Wirkung von
Glucosaminsulfat, insbesondere bei der Kniegelenksarthrose festgestellt werden
(Reginster et al. 2001, Kongtharvonskul et al. 2015). Trotz des noch nicht abschlief3end
geklarten Wirkmechanismus von GIcS, hat es im Therapieschema der Arthrose als
zweite Saule im Sinne eines langsam wirkenden Basistherapeutikums (SYSADO
(Symptomatic Slow Acting Drugs For Osteoarthitis)) neben den schnell und
symptomatisch wirksamen NSAIDs (Nonsteroidal anti-inflammatory Drugs) einen
festen Platz eingenommen (Salazar et al. 2014). Beglinstigt wird die weite Verbreitung
sicher auch durch das dufderst giinstige Nebenwirkungsprofil von Glucosaminsulfat,
welchem bis heute keine Toxizitat flir Zellen nachgewiesen werden konnte
(Kongtharvonskul et al. 2015).

Im Pathomechanismus der Arthrose spielen neben den Entziindungsmediatoren
Interleukin-1B und TNF-a, insbesondere auch Matrix-Metalloproteasen eine grofie
Rolle. MMPs werden im Sinne eines begleitenden Entziindungsprozesses ebenfalls
heraufreguliert, was zu Abbauprozessen am Knorpel fithrt und damit wesentlich an der
Entstehung und Verschlechterung einer Arthrose beitragt (Berenbaum 2013). Im
Vergleich zu physiologischen Chondrozyten sind in arthrotischen Knorpelzellen MMP-
2,-3 und -9 deutlich erhoht (Freemont et al. 1997, Jackson et al. 2014).

Es liegt daher nahe, dass der arthrose-hemmende Einfluss von Glucosaminsulfat auch
auf die Hemmung von Matrix-Metalloproteasen zuriickzufiihren ist. In vitro konnten
Dodge et al. erstmals zeigen, dass MMP-3 in humanen Chondrozyten durch
Glucosaminsulfat signifikant gehemmt wird (Dodge et al. 2003). Daran ankniipfend,
konnten Gouze et al. in ihrer Arbeit an murinen Chondrozyten ebenfalls eine
Herabregulierung der MMP-3-Expression, dariiber hinaus auch eine Hemmung der
Expression von MMP-9 durch Glucosaminsulfat feststellen (Gouze et al. 2006).

Die hemmende Eigenschaft von GlcS auf Matrix-Metalloproteasen, insbesondere auf die
Aktivitait von MMP-2 und -9, konnte daraufhin in vitro auch in humanen Fibro-
sarkomzellen festgestellt und damit der Einfluss von GlcS auf Matrix-Metalloproteasen

in malignen Tumorzellen nachgewiesen werden (Rajapakse et al. 2007).
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1.4 Zielsetzung dieser Arbeit

Matrix-Metalloproteasen spielen eine grofde Rolle bei vielen physiologischen, aber vor
allem auch pathologischen Vorgiangen im menschlichen Kérper. Insbesondere an der
Entstehung von malignen Erkrankungen und Tumoren sind sie wesentlich beteiligt.
Das Osteosarkom gehort zu den Tumoren, die eine wesentliche MMP-
Expressionssteigerung verzeichnen und deshalb auf dieser Ebene eventuell einen
therapeutischen Angriffspunkt bieten kénnten.

In der Literatur wird Glucosaminsulfat als vielversprechender Inhibitor von Matrix-
Metalloproteasen beschrieben, allerdings wurde dessen Einfluss auf MMPs in
Osteosarkomzellen bisher nicht untersucht.

Ziel dieser Arbeit war deshalb die Untersuchung des Einflusses von Glucosaminsulfat
auf die Matrix-Metalloproteasen 2, 3 und 9 in den Osteosarkomzelllinien MG-63 und
Sa0s-2.

Zunachst sollte in der Kultur der Osteosarkomzelllinien MG-63 und SaOs-2 die fiir die
Zellen tolerable Glucosaminsulfat-Konzentration identifiziert werden. In weiteren
Schritten sollten mit Hilfe molekularbiologischer Methoden die MMP-Expressionen, der
Einfluss von Glucosaminsulfat sowohl auf Genexpressionsebene, sowie Proteinebene
untersucht werden. Nach statistischer Auswertung sollten die Ergebnisse unter
Auseinandersetzung mit aktuellen Publikationen diskutiert und in den Kontext der

Literatur eingeordnet werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Zellkultur

2.1.1 Humane Osteosarkomzelllinie MG-63

Die Zellen der etablierten humanen Osteosarkomzelllinie MG-63 (ATCC®, CRL-1427)
wurden von der Firma American Type Culture Collection (ATCC®, Manassas) kauflich
erworben. Urspriinglich stammen die Zellen aus einem Osteosarkom eines 14-jahrigen

kaukasischen Jungen (Billiau et al. 1977).

2.1.1.1 Kulturbedingungen & Passageprotokoll

Die Kultivierung erfolgte adhdrent als Monolayer in T75-Kulturflaschen. Wie vom
Herstellerprotokoll vorgeschlagen fand die Kultivierung im Inkubator bei 37°C in
wasserdampfgesattigter Atmosphare (90%) mit einer CO2-Konzentration von 5% statt.
Zur Kultivierung wurde modifiziertes Dulbecco’s Modified Eagle Medium verwendet,

welches sich folgendermafden zusammensetzte:

Reagenz Menge Anteil
Dulbecco’s Modified Eagle Medium 500 ml

Fetales Kalberserum (FKS) 50 ml 10 %
L-Glutamin 5 ml 1%
Vitaminmix 5 ml 1%
Penicillin/Streptomycin 5 ml 1U/ml, 1 pg/ml
HEPES-Puffer 10 ml 2%

Tabelle 2: Zusammensetzung des Kulturmediums

Alle folgenden Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen auf einer Laminar-Flow-
Werkbank erledigt. Fiir samtliche Pipettierarbeiten wurden serologische Pipetten mit
einer elektrischen Pipettierhilfe bzw. einfache Pipetten benutzt. Alle Arbeitsreagenzien

wurden vor Beginn im Wasserbad auf 37°C erhitzt.
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In oben genannte T75-Kulturflaschen wurden die Zellen in 10 ml Medium in einer Dichte
von 1,5*10% / cm? ausgesdt. Ein Mediumwechsel erfolgte alle 2 Tage und eine
Passagierung bei Erreichen einer Konfluenz von 80-90 %.

Die Passagierung erfolgte wie im Folgenden beschrieben:

Nach Absaugen des verbrauchten Mediums, wurden die Zellen zunachst mit jeweils 5 ml
phosphate buffered saline (PBS; w/o Caz+; w/0o Mgz+) zweimalig unter Schwenken der
Kulturflasche gewaschen, um ein Verbleiben von Restmedium zu vermeiden. Nach dem
letztmaligen Absaugen von PBS wurden 3 ml Trypsin/Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
hinzugefligt und die Kulturflasche dann fiir 3 Minuten bei 37°C inkubiert.

Die weitere Ablosung der Zellen durch das enzymatisch aktive Trypsin/EDTA wurde
durch leichtes Beklopfen der Flasche unterstiitzt. Nach mikroskopischer Kontrolle der
vollstindigen Ablosung der Zellen, wurde das Trypsin/EDTA nach insgesamt maximal
10 Minuten durch die Zugabe von 7 ml Medium neutralisiert.

Die dadurch entstandene Zellsuspension wurde in ein 50 ml Falcon-Gefaf$ iiberfiihrt und
nach Abnahme von 50 pl Zellsuspension zur Zellzdahlung (siehe unten), bei 250 G fiir 10
Minuten zentrifugiert.

Der Uberstand des nach Zentrifugation entstandenen Zellpellets wurde abgezogen und
verworfen und durch die der Zellzahl entsprechenden Menge frischen Mediums ersetzt
und das Zellpellet darin resuspendiert. Diese Zellsuspension konnte dann fiir die
Weiterkultur in T75-Flaschen beziehungsweise fiir die Stimulations-Versuche in 6er-

Well-Platten verwendet werden.

2.1.2 Humane Osteosarkomzelllinie SaOs-2

Die Zellen der etablierten humanen Osteosarkomzelllinie SaOs-2 wurden von der Firma
DSMZ (Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen, Braunschweig, Germany) kauflich
erworben.

Diese Zelllinie wurde urspriinglich aus einem Operationspraparat eines 11-Jahrigen
kaukasischen Madchens entnommen und dann von Jgrgen Fogh et al. erstmalig etabliert

und in vitro kultiviert (Fogh 1975, Fogh et al. 1977).

2.1.2.1 Kulturbedingungen & Passageprotokoll
Analog zu den MG-63-Zellen wurden die SaOs-2-Zellen adharent als Monolayer in T75-

Kulturflaschen mit 10 ml Medium bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 90% und

unter Beimischung von 5% CO:kultiviert.
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Abweichend zu oben genanntem Vorgehen, wurden in eine T75-Kulturflasche mit 10 ml
Medium etwa 1,25*10%/cm? SaOs-2-Zellen ausgesat. Das Medium wurde zwei Mal pro
Woche gewechselt.

Die Vorgehensweise bei der Passagierung entsprach dem Vorgehen unter 2.1.1.1.

2.1.3 Stimulation der Zellen mit Glucosaminsulfat

Aus oben beschriebenen Kulturen wurden Zellen zur Untersuchung mit verschiedenen
Konzentrationen von Glucosaminsulfat im Medium in einer 6er-Well-Platte angesetzt.

Alle folgenden Arbeiten wurden wiederum unter sterilen Bedingungen auf einer
Laminar-Flow-Werkbank erledigt. Flir samtliche Pipettierarbeiten wurden serologische
Pipetten mit einer elektrischen Pipettierhilfe beziehungsweise einfache Pipetten
benutzt. Alle Arbeitsreagenzien wurden vor Beginn im Wasserbad auf 37°C erhitzt. Fiir
die Stimulationsversuche wurden MG-63-Zellen der 60., 64. und 65. Passage und SaOs-

2-Zellen der 23., 25. und 26. Passage verwendet.

2.1.3.1 Adhdsionsphase

Zum Adhérieren der Zellen an der Platte wurde ein Kulturmedium mit der
Zusammensetzung wie unter 2.1.1.1 beschrieben verwendet.

Pro Well einer 6er-Well-Platte wurden pro Well 200 000 Zellen der Zelllinie MG-63
ausgesat. In einem zweiten Ansatz wurde ebenfalls in einer 6er-Well-Platte die doppelte
Anzahl Sa0Os-2-Zellen pro Well ausgebracht. Die Zellzahl von 400 000 SaOs-2-Zellen pro
Well waren aufgrund einer niedrigeren Wachstumsgeschwindigkeit dieser Zelllinie
notwendig.

Nach Hinzufiigen von 3 ml Medium pro Well wurden die Zellen fiir 24 Stunden bei

wasserdampfgesattigter Atmosphare mit einer CO2-Konzentration von 5% inkubiert.

2.1.3.2 Stimulationsphase

Nach der 24-stiindigen Adharenz- und Wachstumsphase wurden die Zellen zweimalig
mit je 1 ml PBS / Well unter Schwenken gewaschen, um zu verhindern, dass sich bei den
nachfolgenden Versuchen noch Reste von oben genanntem Medium in den Wells
befinden. Nach dem zweiten Waschen wurde das PBS vollstiandig entfernt.

In die Wells A1-A3 wurden je 1 ml Stimulationsmedium und zusatzlich aufsteigende

Konzentrationen von 10 pg/ml, 50 pg/ml und 100 pg/ml Glucosaminsulfat gegeben.
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Well B1 bildete die Kontrolle mit 1 ml Stimulationsmedium ohne Zugabe von

Glucosaminsulfat (Abbildung 8).

Reagenz Menge Anteil
Dulbecco’s Modified Eagle Medium 500 ml
Fetales Kélberserum (FKS) 50 ml 2%
L-Glutamin 5 ml 1%
Vitaminmix 5 ml 1%
Penicillin/Streptomycin 5 ml 1U/ml, 1 pg/ml
HEPES-Puffer 10 ml 2%
Glucosaminsulfat 0/10/50/100 pg/ml

Tabelle 3: Zusammensetzung des Stimulationsmediums

1 ml Stimulations-
medium
+
50 pg/ml GlcS

1 ml Stimulations-
medium
+

10 pg/ml GlcS

1 ml Stimulations-
medium
+
100 pg/ml GlcS

1 ml Stimulations-
medium

+
0 pg/ml GlcS

Abbildung 8: Schemazeichnung einer 6er-Well-Platte mit Stimulationsansatz
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In diesem Ansatz wurden die Zellen 42 Stunden bei wasserdampfgesattigter
Atmosphare mit einer CO2-Konzentration von 5% inkubiert.

Nach 42 Stunden wurde die Inkubation beendet. Der Uberstand aus den einzelnen Wells
wurde vorsichtig abpipettiert und a 200 pl in sterile Eppendorf-Reaktionsgefafde zur
spateren Verwendung aliqoutiert, auf Eis gelegt und anschliefiend bei -80 °C
eingefroren.

Jedes Well wurde anschliefdend zweimalig mit PBS gewaschen, um die Neutralisierung
der nachfolgenden Trypsin/EDTA-Losung durch verbliebenes Medium zu verhindern.
Jedem Well wurden von der Trypsin/EDTA-Losung 1 ml hinzugefiigt. Danach folgte eine
3-miniitige Inkubation bei 37°C und anschliefendem leichten Beklopfen der Platten zur
besseren Losung der Zellen. Nach maximal 10 Minuten wurde die Trypsin/EDTA-
Losung durch das Hinzufiigen von 2 ml Medium neutralisiert.

Die dadurch entstandene Zellsuspension wurde nach Entnahme von 50 pl zur
Zellzahlung, in 50 ml-Falcon-Gefafie gefiillt, um dann 10 Minuten bei 250 G zentrifugiert
zu werden.

Das dadurch entstandene Zellpellet wurde nach vorsichtigem Abpipettieren des

Uberstands, weiter fiir die molekularbiologischen Versuche verwendet.

2.1.4 Zellzahlung

Zur Ermittlung der Zellzahlen wurde in allen Versuchen und wahrend jeder
Passagierung eine Neubauer-Zihlkammer verwendet. Wie oben beschrieben, wurde
von der entstandenen Zellsuspension 50 pul entnommen und mit 50 pl Trypanblau (1:1)
vermischt.

Nach Benetzen beider Stege der Zahlkammer mit destilliertem Wasser, wurde das
Deckglas aufgeschoben. Das oben entstandene Gemisch wurde aufgetragen und durch
die Kapillarkrafte zwischen beide Glaser eingebracht. Trypanblau kann die Membran
intakter Zellen nicht durchdringen, weshalb sich diese vor blauem Hintergrund weif3
abheben. Geschadigte Zellen farben sich auch im Zytoplasma blau, sodass hier eine erste
Unterscheidung von intakten und nicht-intakten Zellen moéglich ist. Nach Auszdhlung
aller vier Quadranten konnte die Anzahl der intakten Zellen pro 1 ml mit folgender

Formel errechnet werden:
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<Anzahl gezahlter Zellen ) <Vol. Zellsuspension + Vol. Trypanblau)
*

) )*10000

Vol. Zellsuspension
Dieses Ergebnis wurde dann mit dem entsprechenden Gesamtvolumen der

Zellsuspension multipliziert.

2.1.5 Zellviabilitat

Zur Ermittlung der Zytotoxizitidt von Glucosaminsulfat auf MG-63- bzw. SaOs-2-Zellen
wurde ein WST-1-Assay-Testsystem (Roche®, Mannheim) verwendet. WST steht fiir
water soluble tetrazolinum, also in wasserlosliches Tetrazolinum-Salz.

Der Test dient letztlich dem Nachweis einer intakten Atmungskette und somit dem
Nachweis viabler Zellen. Das leicht roétliche WST-1 (4-[3-(4-lodophenyl)-2-(4-
nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-Benzol-Disulfonat) wird durch die mitochondriale
Succinat-Tetrazolium-Dehydrogenase in das dunkelrote Formazan umgewandelt und so
im Medium sichtbar (Berridge et al. 1998).

Diese Farbanderung korreliert direkt mit der Anzahl der vitalen Zellen und kann
photometrisch mittels eines Spektralphotometers bei einer Wellenldnge von 450 nm
(A4s0 - As90) genau quantifiziert werden.

Zur Vorbereitung des Tests wurden in eine 48-Well-Platte sowohl MG-63-Zellen (20 000
Zellen / Well), als auch SaOs-2-Zellen (40 000 Zellen / Well) als Triplett mit je 0,5 ml
Wachstumsmedium / Well unter gleichen Bedingungen wie der eigentliche
Versuchsansatz (siehe Punkt 2.1.3) fiir 24 Stunden inkubiert. Anschliefdend wurden die
Zellen zweimalig mit PBS gewaschen und im letzten Schritt das PBS wieder vollstiandig
entfernt. Analog zu den Stimulationsversuchen (siehe 2.1.3) wurden nun 200 pl
Stimulationsmedium mit den entsprechenden Konzentrationen an Glucosaminsulfat
hinzu pipettiert.

Nach Ablauf der Inkubationszeit von 42 Stunden, wurden zu jedem Well 20 pl des WST-
1-Reagenzes (1:10 Verdiinnung) hinzugefligt und dann fiir weitere 2 Stunden inkubiert
(95% Sauerstoff, 5% COz). Die 48-Well-Platte wurde anschliefiend fiir eine Minute auf
einen Schiittler gestellt. Zur Messung im Photometer war es notig, den nun gefiarbten
Uberstand in eine 96-Well-Platte zu transferieren.

Danach wurde die Extinktion bei einer Wellenldnge von 450 nm (A4s0 - As90) mit einem

Spektralphotometer gemessen.
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2.1.6 ALP-Firbung

Diese Methode wurde zur Unterscheidung der beiden Zellreihen MG-63 und SaOs-2, vor
allem im Sinne einer Qualitdtskontrolle der Zellreinheit in der Zellkultur, angewendet.
Wahrend SaOs-2-Zellen eine ausgepragte Aktivitdt der Alkalischen Phosphatase (ALP)
besitzen, ist diese in MG-63-Zellen kaum nachzuweisen (Pautke et al. 2004). Durch
dieses Merkmal konnen beide Zelltypen sicher voneinander unterschieden und
Kreuzkontaminationen beider Zellreihen erkannt und verhindert werden.

Bei der Farbung zum Nachweis von ALP in Zellen, wurde ein Testsystem bestehend aus
5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat (BCIP) und Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT)
(Roche®, Mannheim) verwendet. BCIP ist ein chromogenes Substrat der ALP welches in
Verbindung mit NBT zu einem nur schwer wasserldslichen, blauen Indigo-Farbstoff
umgesetzt wird. Dieser kann dann mikroskopisch nachgewiesen werden.

Fir diese Farbung wurden die Zellen wie unter 2.1.3 kultiviert. Nach Beendigung der
Inkubation wurden die Zellen zwei Mal fiir 5 Minuten mit PBS gewaschen, der Uberstand
abpipettiert und luftgetrocknet. Anschlief3end mit einem Gemisch aus Methanol (99%)
und Ethanol (97,5%) (1:1, v:v) bedeckt und fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur fixiert.
Der Uberstand wurde abermals entfernt und anschlieRend die Platte bei
Raumtemperatur getrocknet. Fiir die eigentliche Farbung wurden die Zellen zunachst
mit TRIS-HCL (0,1 M, pH 7,0) benetzt und 10 Minuten bei Raumtemperatur rehydriert.
In der Zwischenzeit wurde die BCIP/NBT-Losung vorbereitet: Dazu wurde eine Tablette
BCIP/NBT in ddH20 aufgel6st und gut gemischt.

Zur Farbung wurden die Zellen mit dieser Losung bedeckt und fiir 30 Minuten bei
Raumtemperatur gefarbt. Zum Abstoppen der Reaktion wurde die Farbeldsung entfernt
und die Zellen mit 1 ml TRIS-HCL (0,1 M, pH 7,0) bedeckt. Nach diesen Schritten konnten

die Zellen mikroskopiert werden.

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 RNA-Isolation

Die RNA-Isolation aus den MG-63-Zellen und den SaOs-2-Zellen wurde mit Hilfe eines
kommerziell erhéltlichen RNA-Extraktions-Kits ,RNeasy Mini Kit®“ (Qiagen, Hilden)
vorgenommen. Die RNA-Isolation dieses Kits basiert auf der von Chomczynski et al.

beschrieben Methode (Chomczynski et al. 1987).
22



Material und Methoden

Der Lysispuffer (RLT) enthalt das stark denaturierende Guanidiniumthiocyanat und (-
Mercaptoethanol zur Lyse der Zellen und Elimination von Enzymen wie zum Beispiel
RNAsen.

Durch die Zugabe von Ethanol (98%) werden die Voraussetzungen geschaffen, dass sich
die RNA optimal an eine Silicagel-Membran in den Saulen bindet, wahrend andere Zell-
Bestandteile wie zum Beispiel DNA, welche nicht an der Membran haften bleiben, durch
verschiedene Waschpuffer ausgewaschen werden. Die genauen Zusammensetzungen
der Lysis- und Waschpuffer sind nur dem Hersteller bekannt.

Voraussetzung fiir die Arbeit mit RNA ist eine moglichst RNAse-freie Umgebung. Diese
wurde durch vorbereitende Reinigungsmafdnahmen mit RNAse-Away® erreicht.
Zusatzlich wurde unter einem Luftabzug gearbeitet, der das Risiko einer Elimination der
RNA durch RNAse und eine Kontamination durch DNA oder Fremd-RNA weiter
verringerte. Dariiber hinaus wurden die weiteren Schritte unter Eiskiihlung
vorgenommen. Durch dieses Vorgehen konnte der RNA-Degradierung weiter
vorgebeugt werden.

Wie das Herstellerprotokoll vorschreibt, wurde folgendermafden vorgegangen:
Zunachst wurde das aus der Zellkultur gewonnene Zellpellet (siehe 2.1.3) mit 350 ul der
Pufferl6sung RLT resuspendiert.

Diese Zellsuspension wurde zur weiteren Lyse und Homogenisierung in einen
Qiashredder® (Qiagen, Hilden) pipettiert und fiir 2 Minuten auf hdchster
Geschwindigkeitsstufe zentrifugiert. Durch die Zentrifugation wird die Zellsuspension
durch eine Biopolymer-Membran gedriickt, und damit eine gute Ausbeute und
Homogenisierung des Lysats ermoglicht.

Zum homogenisierten Lysat wurde nun zu gleichen Teilen Ethanol 70% pipettiert und
nach Durchmischung in die RNeasy®-Saule iibertragen. Beim Zentrifugieren fiir 15
Sekunden bei 8000 G bindet die RNA an die Silicagel-Membran in der Saule.

Nach diesem Schritt ist besonders, aber nicht ausschliefllich, die mRNA
(messengerRNA) aus der Gesamt-RNA (siRNA, tRNA, etc.), in der Sdule gebunden, da die
Silicagel-Membran besonders selektiv fiir RNA ist, welche grofier als 200 Nukleotide ist.
Alle anderen Zellbestandteile sind im Durchfluss gesammelt.

Das Zelllysat der restlichen Zellbestandteile im Durchfluss wurde in 2 ml-
Auffanggefiafden gesammelt, mittels Deckel verschlossen und zur spateren Verwendung

fiir die proteinchemischen Methoden (siehe 2.3) zunachst auf Eis gestellt.
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Das Auffanggefafd wurde durch ein Neues ersetzt und die RNeasy®-Saule mit samt der
darin gebundenen RNA auf dieses aufgesetzt. Im weitergehenden Schritt wurden
zundchst 700 pl des Waschpuffers RW1 auf die Membran pipettiert und anschlief3end
zentrifugiert (15 Sekunden, 8000 G). Nach Verwerfen des Durchflusses wurden 500 pl
eines weiteren Waschpuffers (RPE) in die Saule pipettiert und erneut nach vorigem
Schema zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Im letzten Waschschritt wurden
abermals 500 pl RPE-Puffer auf die Membran pipettiert. Dieses Mal im Anschluss jedoch
fiir 2 Minuten bei 8000 G zentrifugiert.

Nach letztmaligem Waschen und Verwerfen des Durchlaufs, wurde die RNeasy®-Saule
auf ein neues Auffanggefifd gesetzt und durch Zentrifugieren fiir eine Minute bei
maximaler Geschwindigkeit, getrocknet. Im letzten Schritt wurde durch die Zugabe von
50 pl RNAse-freien Wasser und anschlief3endem Zentrifugieren (1 Minute, 8000 G) die
RNA eluiert.

Die so entstandenen Proben wurden auf Eis gestellt, zundchst der RNA-Quantifizierung
und -Qualifizierung zugefiihrt (siehe unten) und dann bis zur weiteren Verwendung bei

-80°C eingefroren.

2.2.1.1 RNA-Quantifizierung und -Qualifizierung

Zur Bestimmung der Menge und Qualitdt der extrahierten RNA, wurde die im Wasser
geloste RNA mit Hilfe eines NanoDrop®-Spektralphotometers mit zugehoriger Software
untersucht. Das Gerat macht sich das Prinzip der optischen Dichte (OD) zunutze. RNA
besitzt sein charakteristisches Absorptionsmaximum des Lichts bei einer Wellenldange
von A=260 nm, wahrend fiir Proteine dieser Wert bei A=280 nm liegt. Mit oben
genanntem Programm werden entsprechende Absorptionswerte direkt in eine RNA-
Konzentration beziehungsweise Proteinkontamination umgerechnet und angezeigt.
Zur Messung wurden, nach Erfassung eines Leerwerts mit RNAse-freiem Wasser, 2 pul
der gelosten RNA jeder Probe auf die Probenvorrichtung des Gerdtes pipettiert.
Anschlief3end konnten in der Software die Menge und die Qualitat der RNA abgelesen
werden.

Am Quotienten der Absorptionsmaxima von 260 nm und 280 nm (Aze0/280) kann die
Qualitat bzw. Verunreinigung der RNA abgelesen werden. RNA mit einem A2z¢0,280-
Quotienten von ~ 2,0 kann allgemein als ,rein“ angesehen werden. Dieser Wert wurde

bei allen Proben erreicht.
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2.2.2 cDNA-Synthese

Zur Verwendung der extrahierten messenger RNA (mRNA) aus der Gesamt-RNA, einem
Gemisch aus ribosomaler RNA (rRNA), transfer RNA (tRNA) und mRNA, fiir die
nachfolgende quantitative Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction,
PCR) war es notwendig diese zunachst in komplementire DNA, sogenannte
complementary DNA (cDNA) umzuschreiben. Dies geschieht mit Hilfe der reversen
Transkription. Diese wurde mit dem kauflich erwerbbaren QuantiTect®- Reverse-
Transkriptions-Kit (Qiagen, Hilden) durchgefiihrt.

Zunachst wurden die Proben aufgetaut und auf Eis gelagert. Um vergleichbare Mengen
an cDNA zu erhalten, wurden die verschiedenen RNA-Mengen aneinander angeglichen.
Dies wurde durch das Hinzufiigen von entsprechender Menge RNAse-freien Wassers im
ersten Schritt (siehe 2.2.2.1) erreicht, welches unten aufgefiihrtes Pipettierschema
deutlich macht (Tabelle 4). Insgesamt sollte eine cDNA-Menge von 60 pl hergestellt
werden, sodass flr jede Probe drei Reaktionen notwendig waren. Insgesamt wurden
immer vier Proben gleichzeitig bearbeitet.

Um moglicher RNA-Degradation vorzubeugen, wurden alle folgenden Pipettierschritte
in RNAse-freier Umgebung und auf Eis beziehungsweise in einem zuvor gekiihlten

Pipettierblock vorgenommen.

2.2.2.1 Elimination der genomischen DNA

Um sicher zu gehen, dass sich in der zuvor extrahierten RNA keine DNA befindet, wurde
der eigentlichen cDNA-Synthese ein Schritt zur Elimination der genomischen DNA
(gDNA) vorangestellt. Dieser Schritt ist ebenfalls im QuantiTec®-Reverse-
Transkriptions-Kit (Qiagen, Hilden) enthalten.

Wie es das Herstellerprotokoll vorsieht, wurde im ersten Schritt die genomische DNA

(gDNA) mit Hilfe des gDNA Wipeout Buffer x7 eliminiert.

Reagenz Menge

gDNA Wipeout Buffer 7x 6 ul
Matrizen-RNA Variabel (je nach RNA-Konzentration)
RNAse-freies Hz0 Variabel (je nach RNA-Konzentration)
Gesamtvolumen 42 ul

Tabelle 4: Pipettierschema fiir 3 Reaktionen der cDNA-Synthese einer Probe
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Hierzu wurden in einem 200pul-Reaktionsgefafd 6 pl des gDNA Wipeout Buffer x7 mit der
entsprechenden Menge Matrizen-RNA aus der RNA-Extraktion und der entsprechenden
Menge RNAse-freiem Wasser durch mehrmaliges auf- und abpipettieren gemischt.
Danach wurden die Proben kurz bei 8000 G zentrifugiert um eventuell entstandene
Luftblasen zu entfernen. Anschlief}end wurden die Proben im Thermocycler fir 2
Minuten bei 42°C inkubiert, wobei die genomische DNA eliminiert wurde. Nach
Beendigung der Inkubation wurden die Proben sofort auf Eis gestellt und verblieben

dort fiir 7 Minuten.

2.2.2.2 Herstellung des Master Mixes

In der Zwischenzeit wurde der Mastermix in einem 0,6ml-Reaktionsgefafd fiir die
eigentliche Reverse Transkription nach unten dargestelltem Schema hergestellt
(Tabelle 5).

Die Quantiscript Reverse Transkriptase, der Quantiscript RT Buffer 5x und der RT
Primer Mix wurden durch mehrmaliges auf- und abpipettieren und leichtem Beklopfen
des Reaktionsgefafdes gemischt, kurz bei 8000 G zentrifugiert und schlief3lich bis zur

Verwendung auf Eis gestellt.

Reagenz Menge (inkl. Pipettierreseve)
Quantiscript Reverse Transkriptase 3,3 ul
Quantiscript RT Buffer 5x (enthalt 13,2 ul
dNTPs) 3,3 ul
RT Primer Mix

Gesamtvolumen 19,8 ul

Tabelle 5: Mastermicx fiir 3 Reaktionen der cDNA-Synthese einer Probe

Der verwendete Primer-Mix enthdlt sowohl Random-Primer, als auch Oligo-dT-Primer,
die selektiv an den Poly-A*-Schwanz der RNA binden. Durch diese synthetisiert die
multifunktional-enzymatisch arbeitende reverse Transkriptase zundchst RNA-abhangig
ein RNA/DNA-Hybridmolekiil. Der RNA-Anteil wird aber dann von der ihr eigenen
RNAse H abgebaut. Im Folgenden werden DNA-abhingig weitere cDNA-Striange
synthetisiert. Die fiir die cDNA-Synthese notwendigen ,Bausteine“, die
Nukleosidtriphosphate (dANTPs), sind im RT Buffer enthalten. Zum Schutze der noch
nicht hybridisierten RNA-Matrize sind dem Ansatz noch verschiedene RNAse-

inhibitoren gegen RNAse A, B und C beigefiigt.
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2.2.2.3 Reverse Transkription

Der Master Mix wurde nun nach unten aufgefiihrtem Schema in das 200 pl-
Reaktionsgefafd mit der Matrizen-RNA tiberfiihrt und in diesem durch Beklopfen des
Reaktionsgefafies und auf- und abpipettieren des Inhalts gemischt. Anschliefsend wurde

abermals kurz bei 8000 G zentrifugiert, um eventuell entstandene Luftblasen zu

entfernen.
Reagenz Menge
Master Mix 18 ul
Matrizen-RNA 42 ul
Gesamtvolumen (cDNA) 60 pl

Tabelle 6: Reaktionsansatz zur reversen Transkription fiir 3 Reaktionen einer Probe

Nun wurden die Proben zurtick in den Thermocycler gestellt. Das Protokoll sieht nun die
Inkubation bei 42°C fiir 15 Minuten vor. Bei dieser Temperatur kann die Reverse
Transkriptase optimal arbeiten. Am Ende dieses Schrittes werden die Proben fiir 3
Minuten auf 95°C erhitzt um die Reaktion zu stoppen und das Enzym zu deaktivieren.
Nach Ende des Programms wurden die Proben auf Eis gestellt um abzukiihlen,

anschlief3end aliqoutiert und bei -20°C eingefroren.

2.2.3 Quantitative real-time Polymerase-Kettenreaktion (qPCR)

2.2.3.1 Grundlagen

Mit der Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) konnen in kurzer
Zeit sehr kleine Mengen DNA in vitro vervielfaltigt werden (Saiki et al. 1985).

Zu einer Probe werden jeweils ein Gemisch aus Puffer, Nukleotiden, zwei
Oligonukleotide mit definierter Sequenz (als Primer bezeichnet) und einer
thermostabilen Polymerase (aus dem Bakterium Thermus aquaticus, Tag-Polymerase)
gegeben. Diese bildet aus einzelnen Nukleotiden anhand einer Matrize einen DNA-
Doppelstrang. Der Vervielfaltigungs-Prozess besteht im Wesentlichen aus drei
Einzelschritten in einem Zyklus, welcher 12-50 Mal wiederholt wird. Alle Schritte finden
im StepOnePlus® PCR-System statt:

Initial wird das Gemisch auf 95°C erhitzt, dadurch werden die Wasserstoffbriicken

zwischen den DNA-Strangen der Probe und der Primer aufgebrochen, damit die DNA-
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Einzelstrange vorliegen (Denaturierung). Im nachsten Schritt wird die Temperatur
wieder auf 55-65°C reduziert, was das Anlagern der Primer an die Einzelstrdange
ermoglicht (Annealing). Schliellich fiillt die Taq™-Polymerase bei 72°C den
komplementidren Strang mit Nukleotiden auf (Elongation). Ein zur gesuchten Sequenz
komplementdrer DNA-Doppelstrang entsteht. Aufgrund der sich immer
wiederholenden Zyklen, steigt die Anzahl der synthetisierten DNA-Strange exponentiell
an (Mullis et al. 1986, Haras et al. 1997).

Eine Methode, die es moglich macht, die DNA-Molekiile wahrend ihrer Entstehung zu
detektieren, stellt die quantitative real-time PCR (Echtzeit-PCR) nach dem TagMan™-
Prinzip dar. Hierbei wird zusatzlich zu den Primern ein weiteres Oligonukleotid, die
sogenannte Sonde, die sequenzspezifisch (komplementar) zu dem zu amplifizierenden
Genabschnitt ist, zum Reaktionsansatz hinzugefiigt. Diese Sonde besitzt an ihrem 5’-
Ende einen Reporterfarbstoff, einen sogenannten Reporter und an ihrem 3’-Ende einen
Quencherfarbstoff, den sogenannten Quencher (Livak et al. 1995).

Die Sonde selbst ist an ihrem 3’-Ende durch einen Phosphatrest blockiert, sodass diese
selbst nicht polymerisiert werden kann. Angeregt durch Licht einer spezifischen
Wellenldnge fluoresziert der Reporter. Diese Lichtenergie wird aber durch die
rdumliche Ndhe vom Quencher aufgenommen, sodass effektiv keine Lichtenergie
detektierbar ist (sogenannte fluorescent resonance energy transfer, FRET) (Cardullo et
al. 1988). Ist die gesuchte DNA im Ansatz enthalten, bindet der Primer und die Taq-
Polymerase beginnt mit Hilfe ihrer 3’-5’-DNA-Polymerase-Tatigkeit den DNA-Strang zu
verlangern. Trifft sie nun auf die zuvor gebundene Sonde, wird sie diese mit ihrer 5’-3’-
Exonukleaseaktivitiat entfernen (Holland et al. 1991). Die rdumliche Nahe zwischen
Reporter und Quencher wird aufgehoben und der Reporter kann fluoreszieren, was
wiederum in Echtzeit detektierbar ist.

Abhangig von der Menge des gesuchten Amplifikats steigt die Fluoreszenz in jedem
Zyklus an. Fiir diese Arbeit wurden Sonden benutzt, die als Reporter FAM™ (5’-Ende)
und als Quencher NFQ (non fluorescent quencher) besitzen.

Als Referenz-Gen (housekeeping gene) wurde die ubiquitir synthetisierte
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) benutzt. Es wird von jeder Zelle
hergestellt und eignet sich daher gut als endogene Kontrolle (Dheda et al. 2004).
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Die bendtigten Puffer, Sonden und Primer werden von der Firma Applied Biosystems
(Foster City, USA) als in sich kompatibles System angeboten und wurden als solches fiir

die Versuche verwendet und nach unten aufgefithrtem Schema (Tabelle 7)

pipettiert.
Reagenz Menge
TagMan® Primer 1l
TagMan ® Fast Universal Mastermix (2x) 10 ul
Nuklease-freies H20 7 ul
Gesamtvolumen 18 ul
Applikation pro Well 18 ul

Tabelle 7: PCR-Reaktionsansatz fiir 2 ug cDNA pro Well

2.2.3.2 Durchfiihrung

Alle Arbeiten wurden nach vorheriger Reinigung mit RNAse-Away® unter einer PCR-
Werkbank erledigt. Allgemein wurde darauf geachtet, dass es zu keiner Verunreinigung
durch Fremd-DNA oder -RNA kommen konnte (Kwok et al. 1989). Fir jeden
Pipettierschritt wurden neue Pipettenspitzen verwendet.

Alle Proben wurden als Triplett pipettiert um im Ergebnis eine hohere Genauigkeit zu
erhalten. Dariiberhinaus wurde fiir jeden Primer eine Wasserkontrolle mit 2 pl RNase-
freiem Wasser angesetzt. Zundchst wurden alle Reagenzien und die cDNA aufgetaut und
auf Eis gestellt. Nach kurzem Zentrifugieren der Reagenzien bei 8000 x g wurde der
Mastermix pipettiert: Dazu wurden fiir 12 Proben pro Primer (4 Proben x 3), 14 pl
TagMan® Primer mit 140 pl TagMan® Fast Universal Mastermix und 98 pl Nuklease-
freiem Wasser in ein 0,6ml-Reaktionsgefaf pipettiert und durch beklopfen und
anschliefendem kurzem zentrifugieren bei 8000 x g vermischt. Nun wurden in eine 96-
Well-Platte je 18 pl / Well des Mastermixes pipettiert. Im Anschluss daran wurden je
Well 2 pl der zuvor gewonnenen cDNA hinzupipettiert. Die Platte dann mit einer
selbstklebenden Folie verschlossen und abermals kurz in einer Plattenzentrifuge
zentrifugiert. Zum Start der PCR wurde die Platte in die dafiir vorgesehene Halterung im
StepOnePlus® PCR System gestellt und das Programm gestartet. Es wurden 40 Zyklen
durchgefiihrt (Tabelle 8).
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Temperatur Zeit | Arbeitsschritt

95°C 20 s | Aktivierung der TagMan®-Polymerase
95°C 3 s | Denaturierung §

60°C 30 s | Annealing

Tabelle 8: Reaktionsschritte der gPCR

2.2.3.3 Relative Quantifizierung

In dieser Arbeit sollte eine Bestimmung relativer Unterschiede gezielter DNA-
Abschnitte zwischen stimulierten und unstimulierten Proben erfolgen. So wird das
Verhéltnis der Proben zueinander nach der AA-Ct-Methode (Delta-Delta-Ct) relativ
quantifiziert. Die Expression des Zielgens wird hierbei in das Verhéltnis zur Expression
eines nicht regulierten ubiquitdaren Gens (housekeeping gene) gesetzt. Von beiden wird
ein A-Ct-Wert ermittelt und aus beiden der AA-Ct-Wert ausgerechnet. Um tatsachliche
Expressionunterschiede zu ermitteln, werden die Werte in die Formel 2744¢t eingesetzt
(Livak et al. 2001).

Der Ct-Wert (Cycles of thresold) entspricht der Zykluszahl, bei der sich alle PCR-
Reaktionen in der exponentiellen Phase befinden und sich das Fluoreszenzsignal gerade
von der Hintergrundstrahlung absetzt. Je frither das geschieht, desto mehr Kopien des
gesuchten Gens sind in der Probe enthalten. Um Storfaktoren, die moglicherweise das
Transkript beeinflussen kénnten zu minimieren wurde als endogene Kontrolle die

Expression von GAPDH mitgemessen und die Ergebnisse darauf normiert.

2.3 Proteinchemische Methoden

Um die im Schritt der RNA-Isolation entstandenen Zellbestandteile im Durchfluss (siehe
2.2.1) in den antikérper-basierten Methoden (wie zum Beispiel dem Enzyme-linked
Immunosrbent Assay, ELISA) verwenden zu kénnen, war es notig zunachst die in diesem
Zelllysat enthaltenen Proteine zu isolieren und in geeignetem Puffer zu resuspendieren

beziehungsweise im weiteren Verlauf auch deren Konzentration zu ermitteln.
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2.3.1 Aceton-Fillung von Proteinen

Das bei der RNA-Isolation (siehe 2.1.1) gewonnene Zelllysat mit allen restlichen
Bestandteilen der Zelle (aufder der RNA) wurde zundchst jede Probe in ein 50ml-Falcon-
Rohrchen tiberfiihrt.

Nun wurden vier Teile eiskalten Acetons (99,5%) zum Zelllysat gegeben und kurz
gevortext. Anschliefend wurden die Proben fiir 30 Minuten auf Eis gestellt. Nach Ablauf
der Zeit wurden die Proben fiir 15 Minuten bei Héchstgeschwindigkeit (5000 x g) bei
4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig dekantiert, anschlieRend das Pellet
mit 100 ul kaltem Ethanol (98%) gewaschen, der Uberstand wiederum vorsichtig

abgegossen und im Folgenden kurz luftgetrocknet.

2.3.2 Protein-Resuspension in Cell Extraction Buffer

Das im vorigen Schritt (siehe 2.3.1) entstandene Proteinpellet musste zur Verwendung
in den nachfolgenden Versuchen in einem geeigneten Puffer resuspendiert werden. Die
besten Ergebnisse der Resuspension wurden mit einem abgewandelten cell extraction
buffer (siehe 2.4.1.3) erzielt.

Auf jedes Pellet wurden zunachst 0,5 ml des Cell Extraction Buffer pipettiert und ca. 5
Minuten gevortext. Wenn sich das Pellet sichtbar geldost hatte, wurde die komplette
Suspension in ein 1,5ml-Reaktionsgefafs tiberfiihrt und fiir 10 Minuten bei 13 000 x g
und Raumtemperatur zentrifugiert, um sicherzugehen dass sich keine Prazipitate mehr
in der Losung befinden.

Im Anschluss wurde der Uberstand vorsichtig abpipettiert und aliqoutiert 2 100 pl bei

-80°C zur spateren Verwendung eingefroren.

2.3.3 Quantitative Proteinbestimmung

Zur quantitativen Proteinbestimmung wurde der Bicinchoninsiure-Assay (assay =
Nachweisverfahren, BCA) nach Pierce® (Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA)
verwendet.

Dieses Verfahren kombiniert die bekannte Reduktion von Cu?* zu Cu'* durch Proteine
unter alkalischen Bedingungen (Gornall et al. 1949) mit der sehr sensitiven und
spezifischen kolorimetrischen Messung des Cul* -Komplexes mit Bicinchoninsdure

(Smith et al. 1985) mit Hilfe eines Spektralphotometers.
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Die genaue Proteinkonzentration kann allerdings nur mit einer unter gleichen
Bedingungen wie die Proben hergestellten Standardkurve eines bekannten Proteins
(hier Bovines Serum Albumin, BSA) gemessen werden. Das Herstellerprotokoll sieht
dazu zunédchst die Herstellung einer Verdiinnungsreihe nach unten genanntem Schema
vor (Tabelle 9). Zur Verdiinnung wurde fiir alle Proben und die Standards der Cell
Extraction Buffer (CEB) (siehe 2.4.1.3) verwendet, als Standard wurde mitgelieferte

Losung aus 2 mg/ml BSA verwendet, als Stock bezeichnet.

Reaktionsgefafs Volumen CEB Volumen BSA | Endkonzentration BSA
A 0 ul 300 pl Stock 2000 pl/ml
B 125 pl 375 pl Stock 1500 pl/ml
C 325 ul 325 pl Stock 1000 pl/ml
D 175 ul 175 ul aus B 750 pl/ml
E 325 ul 325 ulaus C 500 pl/ml
F 325 ul 325 ulaus E 250 pl/ml
G 325 ul 325 ulaus F 125 pl/ml
H 400 pl 100 pl aus G 25 pl/ml
I = blank 400 pl 0 ul 0 pl/ml

Tabelle 9: Verdiinnungsreihe fiir die quantitative Proteinbestimmung

Weiter sieht das Protokoll die Mischung von Reagenz A (enthélt Bicinochinsdure) und
Reagenz B (enthdlt Kupfersulfat) im Verhaltnis 50:1 vor - nachfolgend als
Arbeitsmischung bezeichnet.

Je eine Probe jedes Versuches (aus 2.3.2) wurde aufgetaut, fiir 10 Minuten bei
Raumtemperatur und 10 000 x g zentrifugiert und anschliefdend je 25 pl in ein Well einer
96-Well-Platte pipettiert. Vom Standard wurde dieselbe Menge in dafiir vorgesehene
Wells gegeben. Alle Proben wurden als Dubletten aufgetragen. Um die Reaktion zu
beginnen wurde in jedes Well 200 pl der Arbeitslosung pipettiert, fiir 30 Sekunden auf
den Schiittler gestellt und dann fiir 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Vor der Messung bei
einer Wellenlinge von 560 nm im Spektralphotometer musste die Platte auf

Raumtemperatur abkiihlen.
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2.3.4 Zymographie

Die Zymographie ist eine sensitive und weitverbreitete proteinchemische Methode zum
Nachweis und semi-quantitativen Messung proteolytischer Enzyme wie zum Beispiel
Matrix-Metalloproteasen (MMP) (Kleiner et al. 1994). Das Prinzip basiert auf der Sodium
Dodecyl Sulfate-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE), im Gegensatz zu dieser
werden bei der Zymographie die Proteine allerdings nicht durch Erhitzen bei 95°C
denaturiert.

Zusatzlich wird bei der Herstellung des Polyacrylamidgels das Substrat des gesuchten
Enzyms hinzugemischt, um dann mit diesem zu polymerisieren. Im Falle von MMP-2 und
MMP-9 ist dies Gelatine.

Bei der SDS-PAGE werden die Proteine durch das anionische Detergenz
Natriumdodecylsulfat (SDS) denaturiert. SDS lagert sich an die Proteine an und verleiht
ihnen proportional zu ihrer Molekulargrofde negative Ladungen. War die
Wandergeschwindigkeit der Proteine zuvor abhingig von Ladung, Konformitit und
Grofie des Molekiils, ist die nach Denaturierung nur noch von der Grofde des Proteins
und der Porengrofie der Gelmatrix abhangig. Nach Ablauf der Elektrophorese kann dann
anhand eines Proteinstandards die Grof3e der gesuchten Proteine in der Probe bestimmt
werden. Die Renaturierung der Proteine erfolgt im Anschluss mit dem Detergenz
Triton-X-100®. Die Aktivierung der Enzyme erfolgt durch Inkubation in einem fiir das
gesuchte Enzym passenden Puffers.

Nach Farbung mit Coomassie®-Losung (Fazekas de St Groth et al. 1963) entstehen in
dem ansonsten tief blau gefarbten Gel, an den Stellen helle Banden, an denen das Enzym
aktiv war (Hawkes et al. 2001). An der Grofie der Banden ist die Aktivitat des Enzyms
direkt ablesbar.

Es wurde ein fertiges, kommerziell erwerbbares Precast-Gel mit 10% Polyacrylamid und
10% Gelatine verwendet. Vor Beginn der Methode wurden alle benétigten Puffer nach
folgendem Schema hergestellt und bis zur Verwendung bei Raumtemperatur gelagert

(Tabelle 10).
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Pufferlosung Zusammensetzung
Probenpuffer Novex® Trix-Glycine SDS Sample Buffer (2x)
Laufpuffer 25 mM Tris-Puffer, 200 mM Glycin, 2,5 mM SDS geldst
in ddeO
Renaturierungs- 50 mM Tris-Puffer, 5 mM ClI2, 200 mM NaCl gel6st in ddH20
puffer mit 2,5% Triton-X-100®, pH 7,5

Entwicklungspuffer | wie Renaturierungspuffer, nur ohne Triton-X-100®

Farbelosung 0,5% Brillant Blue R-250®, 40% Methanol, 10% Essigsdure
in ddeO
Entfarbel6sung 40 % Methanol, 10 % Essigsaure in ddH20

Tabelle 10: Zusammensetzung der Zymographie-Puffer

Die resuspendierte Proteinlésung aus der Aceton-Proteinfillung (siehe 2.3.1) wurde
aufgetaut und zunichst bei 13 000 x g fir 10 Minuten zentrifugiert. Anschliefdend
wurden je 20 ul der Probe mit 7 pl Probenpuffer vermischt, kurz auf den Vortex®-Mixer
gestellt und fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Als Standard und Positivkontrolle wurden 5 pl humaner MMP-9-Standard mit 15 pl
Probenpuffer vermischt, gevortext und ebenso lange inkubiert. In der Zwischenzeit
wurden die Gele in die Vorrichtung eingespannt, in die Elektrophoresekammer gestellt
und diese mit Laufpuffer gefiillt. Nun konnte mit der Befiillung der 12 Geltaschen (Wells)
begonnen werden: Dazu wurde zundchst ein Well mit 20 pl Protein-Standard, das
Folgende mit 20 pl der MMP-9-Standard-Mischung und alle Weiteren mit je 20 pl Probe
bestiickt.

Nach der Elektrophorese mit Gleichstrom bei 100 V und 60 mA fiir 95 Minuten wurden
die Gele aus der Einspannvorrichtung genommen, vorsichtig das Sammelgel mit einem
Spatel entfernt und fiir 2 x 15 Minuten bei Raumtemperatur in Renaturierungspuffer
geschwenkt. Anschlieflend wurden die Gele noch fiir weitere 15 Minuten in
Entwicklungspuffer geschwenkt, bevor sie dann fiir 19 Stunden bei 37°C in diesem
inkubiert wurden.

Nach Ablauf dieser Zeit wurden die Gele dreimalig mit ddH,0 gewaschen und
anschlief3end fiir eine Stunde mit 0,5% Coomassie®-Losung gefarbt, um danach mit der
Entfarbelosung fiir 120 Minuten bei Raumtemperatur schwenkend entfarbt zu werden.
Danach konnten die hellen Banden abgelesen werden und mit der Analysekamera

fotografiert und ausgewertet werden.
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2.3.5 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Der Enzyme-linked Immunosorbent Assay (assay, engl. Nachweisverfahren, ELISA)
gehort zu den antikorperbasierten Nachweisverfahren. In dieser Arbeit wurde mit
standardisierten ELISA-Kits fiir humanes MMP-3 und MMP-9 (Invitrogen™, Frederick,
USA) gearbeitet. Bei diesen handelte es sich um ein sogenanntes Sandwich-ELISA.
Hierbei sind monoklonale Antikérper bereits in die Wells der mitgelieferten 96-Well-
Platten geheftet (coated antibody). Wird nun eine Losung, die entsprechende Antigene
beinhaltet, darauf pipettiert, binden diese nach einer entsprechenden Inkubationszeit
an die Antikorper in der Platte. Nach einem Waschschritt werden alle nicht-gebundenen
Bestandteile entfernt und ein weiterer monoklonaler Antikérper) (biotynilierter Anti-
huMMP-3 / Anti-huMMP-9) hinzu pipettiert und inkubiert. Dieser bindet wiederum an
das entsprechende Antigen. Es entsteht ein Antikérper-Antigen-Antikérper-Komplex
(,Sandwich“). Durch ein weiteres Mal Waschen werden die {uberschiissigen
Detektionsantikorper entfernt. Nun wird der enzymgekoppelte Antikérper
(Streptavidin-HRP), der an den Detektionsantikorper bindet dazu gegeben. Nach
Inkubation und Waschen, um alle ungebundenen Enzymantikérper zu entfernen, wird
die Substratlosung passend zum Enzym hinzugefiigt. Das Enzym setzt das Substrat um
und produziert Farbe. Durch Hinzufligen einer Stop-Losung, wird die Reaktion gestoppt
und anschlieflend die Farbe mit einem ELISA-Reader bei 450 nm gemessen. Die
Intensitdt der Farbe ist direkt proportional zur Konzentration des gesuchten Proteins

(Yalow et al. 1960, Van Weemen et al. 1971) (Abbildung 9).

o les) 62 8D

Gebundener Inkubation mit . . . .
N Inkubation mit dem Inkubation mit
monoklonaler Probenldsung; . . .
o - detection antibody Substratlosung;
Antikorper -) Bindung der -) -) .
. (E) Detektion der
anti-huMMP-3/-9 entsprechenden ti-huMMP-3/9 Farbind
(coated antibody) Antigene (anti-hu /9 arbanderung

Abbildung 9: Schemazeichnung eines Sandwich-ELISA (Leng et al. 2008).

Zur Anwendung dieser Methode wurde die Proteinlosung des Zelllysats aufgetaut und

bei 13 000 x g und Raumtemperatur zentrifugiert. Zuvor wurde entsprechend des
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Protokolls vom Hersteller mit Hilfe des mitgelieferten Standard Diluent Buffer eine
Verdiinnungsreihe fiir die Standardkurve hergestellt (Tabelle 11) und entsprechend 50
ul/Well in die dafiir vorgesehenen Wells pipettiert. Danach wurden gemafd der
Anleitung des MMP-3-ELISA-Kits 50 pl der Probe in die Wells pipettiert. Beim MMP9-
ELISA-Kit sollten die Proben zuvor verdiinnt werden. Dies geschah im Verhaltnis 1:1 mit
dem mitgelieferte Standard Dilution Buffer (50 ul Probe : 50 pl Standard Dilution Buffer)

(Tabelle 12). Sowohl die Standardkurve als auch die Proben selbst wurden als Dubletten

aufgetragen.
Gefafd Volumen Hu-MMP-3 | Volumen Standard Endkonzentration
Diluent Buffer MMP-3
A 20 ng 1000 wl 20 ng/ml
B 200 pl aus A 200 pl 10 ng/ml
C 200 ul aus B 200 pl 5 ng/ml
D 200 plaus C 200 pl 2,5 ng/ml
E 200 ul aus D 200 pl 1,25 ng/ml
F 200 pl aus E 200 pl 0,62 ng/ml
G 0wl 200 pl 0 ng/ml
Tabelle 11: Verdiinnungsreihe MMP-3-ELISA
Gefafd Volumen Hu-MMP-9 | Volumen Standard Endkonzentration
Diluent Buffer MMP-9
A 1500 pg 1000 pl 1500 pg/ml
B 300 ulaus A 300 pl 750 pg/ml
C 300 ul aus B 300 pl 375 pg/ml
D 300 ulaus C 300 pl 187,5 pg/ml
E 300 ul aus D 300 pl 93,8 pg/ml
F 300 pl aus E 300 pl 46,9 pg/ml
G 300 ulaus F 300 pl 23,5 pg/ml
H 0wl 300 pl 0 pg/ml

Tabelle 12: Verdiinnungsreihe MMP-9-ELISA
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2.4 Statistische Methoden

Grundlage fir die statistische Auswertung bildeten zum einen die Ergebnisse der
relativen Quantifizierung aus der PCR, zum anderen die mittels ELISA bestimmten
Proteinmengen. Um die verschiedenen Ergebnisse miteinander vergleichen zu kénnen,
wurde der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test fiir unverbundene Stichproben verwendet.
Statistische Signifikanz wurde fiir p < 0,05 angenommen.

Samtliche statistische Auswertungen und Graphen wurden unter Zuhilfenahme der

Software SPSS Statistics® Version 23 der Firma IBM ausgearbeitet.
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2.5 Materialien

2.5.1 Puffer

2.5.1.1 Tris-HCL

Um eine finale Tris-HCL Konzentration mit 0,1 M und pH 7,0 zu erhalten, wurden fiinf
Tabletten Natriumchlorid in 900 ml ddH20 aufgeldst. Darauthin wurden 100 ml Tris-HCl

1 M hinzugefiigt und die Losung gut vermischt.

2.5.1.2 Phosphate Buffered Saline (PBS)

Zur Herstellung der PBS-Losung wurden 100 ml von Dulbecco’s PBS (10x) (w/o Ca?*,

w/o Mg2*) mit 1000 ml ddH20 vermischt und bis zur Verwendung bei 4°C gelagert.

2.5.1.3 Cell Extraction Buffer (Extraktionspuffer)

Die Inhaltstoffe wurden sorgfiltig vermischt und bis zur Verwendung bei

Raumtemperatur gelagert.

Reagenz Menge Anteil
Tris-HCL 98 ml

SDS (10%) 1ml 0,1%
Triton-X-100® 1 ml 1,0 %

Tabelle 13: Zusammensetzung des Cell Extraction Buffer

2.5.2 Primer

Folgende Primer wurden in der TagMan® Gen-Expressionsanalyse (Applied Biosystems,

USA) verwendet.

Target Gen-Transkript Gen-Code | TagMan® Gene
Expression Assay

MMP-2 MMP?2 NM_00112789.1 Hs01548727_m1

MMP-3 MMP3 NM_002422.3 Hs00968305_m1

MMP-9 MMP9 NM_004994.2 Hs00234579_m1

Glycerinaldehyd- | GAPDH NM_002046.3

3-Phosphat

Tabelle 14: Primerauswabhl fiir die quantitive real-time PCR
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2.5.3 Reagenzien und Kits

Einen Uberblick iiber die verwendeten Reagenzien und Kits gibt Tabelle 15.

Reagenz / Kit Hersteller

Aceton Roth, Karlsruhe

BCA™ Protein Assay Kit Elslzrmo Fisher Scientific, Rockford,
Brillant Blau R250® Roth, Karlsruhe

CaCl, Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

DNase-, RNase-freies H20
Dulbecco's MEM (w/o Ca2+)
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (10x)
(w/o Ca2+,w/o Mg2+)
Essigsdure

Ethanol 70 %

Ethanol 96 %

Ethanol 99.8 %

Fetal Bovines Serum
Glucosaminsulfat

Glycin

HCl

HEPES

L-Glutamin

MEM Vitamine (100x)
Methanol

MMP3-ELISA-Kit
MMP9-ELISA-Kit

MMP9-Proteinstandard

NaCl

Natronlauge

NBT/BCIP Tabletten

Novex® Tris-Glycine SDS Sample Buffer (2x)
Penicillin-Streptomycin

Precast Zymography Gel

Proteinstandard (Precision Plus Protein St.)
Qiashredder®

QuantiTect® Reverse Transcription Kit

RNase Away®

Rneasy® Mini Kit

Salzsédure

SDS

Steriles Wasser (ddHz0)

TagMan® Gene Expression Assays
TagMan® Universal PCR Master Mix

Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
Biochrom, Berlin
Biochrom, Berlin, Germany

Merck, Darmstadt

Apotheke TUM MRI, Miinchen
Apotheke TUM MRI, Miinchen
Apotheke TUM MRI, Miinchen
Biochrom, Berlin

Vita Natura, Bonn

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin

Merck, Darmstadt

Invitrogen, Frederick, USA
Invitrogen, Frederick, USA

Thermo Fisher Scientific, Rockford,
USA

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roche, Mannheim

Invitrogen, Frederick, USA
Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
Bio-Rad, Hercules, USA

Bio-Rad, Hercules, USA

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Molecular Bioproducts, San Diego,
USA

Qiagen, Hilden

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

Braun, Melsungen

Applied Biosystems, Foster City, USA
Applied Biosystems, Foster City, USA
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Tris-HCI, 1M, pH 7.0
Tris-Puffer

Triton-X-100®

Trypanblau (0,5%)
Trypsin-EDTA Solution (1x)
WST-1 Proliferations Kit
B-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
Biochrom, Berlin
Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
Roche, Mannheim
Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

Tabelle 15: Verwendete Reagenzien und Kits

2.5.4 Verbrauchsmaterialien

Fir die Experimente wurden folgende Materialien verwendet:

Arbeitsmaterialien

Hersteller

0,6 ml Reaktionsgefafe

1,5 ml Reaktionsgefiafie

2,0 ml Reaktionsgefafse (SafeLock Tube)
15 ml Falconrohrchen

50 ml Falconréhrchen
Zellkulturflaschen 75 cm?2
Zelkulturplatten 6-,48-,96-Well
Pipettenspitzen 10ul, 100pul, 1000 pl
Klebefolie MicroAmp™

Reaktionsplatte 96-Well MicroAmp™
Neubauer®-Zihlkammer

Deckglaser

Pipetten

Elektrophoresekammer

Serologische Pipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml

Biozym, Hess

Biozym, Hess

Eppendorf, Hamburg

Greiner, Kremsmiinster, Osterreich
Greiner, Kremsmiinster, Osterreich
BD Biosciences, New Jersey, USA

BD Biosciences, New Jersey, USA
Biozym, Hess

Applied Biosystems, Foster City, USA
Applied Biosystems, Foster City, USA
Marienfeld, Lauda-Kéngshofen
Menzel-Glaser, Braunschweig
Eppendorf, Hamburg

Bio-Rad, Hercules, USA

Greiner, Kremsmiinster, Osterreich

Tabelle 16: Verwendete Verbrauchsmaterialien

2.5.5 Gerate und Software

Bei den Versuchen kamen folgende Gerate und Software zum Einsatz:

Gerat / Software

Hersteller

Analysekamera Fusion FX7

Autoklav Varioclav

ELISA-Reader Multiskan Ascent
Feinwaage SBC 32

Inkubator HERAcell® 150
Magnetriihrer RET basic

Analysemikroskop AxioVision Observer.Z1

Bildanalysesoftware AxioVision, V. 4.8.2.0
ELISA-Reader Ascent Software, Vers. 2.4.2

PeqLab, Erlangen

Carl Zeiss, Oberkochen

H+P Labortechnik AG, Oberschleif3h.
Carl Zeiss, Oberkochen

Thermo Fisher Sci., Rockford, USA
Thermo Fisher Sci., Rockford, USA
Scaltec, Heiligenstadt

Thermo Fisher Sci., Rockford, USA
IKA, Wilmington, USA
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NanoDrop® 2000C
NanoDrop®-Software, Version 1.4.2
PCR-Werkbank captair bio

pH-Meter pH Level One

Pipetten Reference

Pipettierhilfe elektrisch, easypet®
Plattenzentrifuge Perfect Spin Plate
Plattformschiittler Polymax 1040
RNA-Werkbank

Routinemikroskop Wilovert S
SPSS®Statistics Version 23
Spiilmaschine Mielabor G7783
StepOnePlus® Real Time PCR System
StepOnePlus® Software Version 2.2.2
Sterile Werkbank Herasafe® HS12
Sterilisator ED115

Stromquelle EV200

Thermocycler PCR Express®
Tischzentrifuge Biofuge fresco

Tischzentrifuge eppendorf miniSpin plus

Vortex-Minishaker (MS2)
Wasserbad SUB14

Zentrifuge eppendorf Centrifuge 5804R

PeqLab, Erlangen

PeqLab, Erlangen

erlab, Val de Reuil, Frankreich
WTW, Weilheim

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

PeqLab, Erlangen

Heidolph, Schwabach

Berner, Elmshorn

Hund, Wetzlar

IBM, Armonk, USA

Miele, Gutersloh

Applied Biosystems, Foster City, USA
Applied Biosystems, Foster City, USA
Kendro, Langenselbold

Binder, Tuttlingen, Germany
PeqLab, Erlangen

Thermo Hybaid, Ashford, USA
Heraeus, Osterode

Eppendorf, Hamburg

IKA, Wilmington, USA

Grant Instruments, Cambridge, UK
Eppendorf, Hamburg

Tabelle 17: Verwendete Gerate und Software
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3. Ergebnisse

3.1 Zellkultur

3.1.1 Merkmale der unterschiedlichen Zelllinien

Sowohl die Zellen der Linie MG-63, als auch die der Linie SaOs-2, wurden wihrend der
Kultivierung der Stammkultur bei jeder Passagierung routinemafig mikroskopiert und
gezahlt.

Zur Differenzierung, Charakterisierung und letztlich Identifizierung der verschiedenen
Zelllinien wurden neben Morpholgie in der Nativmikroskopie, die Generationszeit
(Verdopplungszeit) und ihr ALP-Farbeverhalten untersucht.

Die mittlere Verdopplungszeit der MG-63-Zellen betrug 27,9 Stunden und zeigte keine
ALP-Aktivitit, wahrend die mittlere Verdopplungszeit der SaOs-2-Zellen 46,3 Stunden
betrug und eine starke ALP-Aktivitit zeigte.

Abbildung 10: Nativmikroskopie von MG-63- Abbildung 11: Nativmikroskopie von SaOs-2-
Zellen in 10-facher Vergrofierung. Zellen in 10-facher Vergrofierung.
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3.1.2 Zellviabilitat mittels WST-Assay

3.1.2.1 MG-63
Gemessene Absorptionsunterschiede Asso - Asoo im WST-Assay zeigen keinen
zytotoxischen Effekt der Glucosaminsulfat-Konzentration von 10 pg/ml, 50 pg/ml und

100pg/ml auf MG-63-Zellen im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle.

Absorption (Assonm = Assonm)
—

Control 10 pg/ml 50 pg/ml 100 pg/ml

GlcS-Konzentration

Abbildung 12: Zellviabilitdt von MG-63-Zellen gemessen als Absorption A4so - Asgo im WST-Assay
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3.1.2.2 Sa0s-2

Auch in der Kultur der SaOs-2 Zellen liefd sich mittels gemessener Absorption A4so - Asgo
im WST-Assay nachweisen, dass keine der angewandten GlcS-Konzentration eine
zytotoxische Wirkung auf die Zellen hat. Es konnten in den stimulierten Proben, keine

signifikante Verdnderung im Vergleich zur Kontrolle festgestellt werden.

Absorption (Assonm - Assonm)

Control 10 pg/ml 50 ug/ml 100 pg/ml ‘

GlcS-Konzentration ‘

Abbildung 13: Zellviabilitdt von SaOs-2-Zellen gemessen als Absorption Aso - Asoo im WST-Assay
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3.2 Proteinchemische und molekularbiologische Ergebnisse
3.2.1 Zymographie

3.2.1.1 MMP-2 und MMP-9 in Sa0Os-2 und MG-63-Zellen

Sichtbare Aktivitdt zeigte sich in den Versuchsansitzen mit MG-63- und SaOs-2-Zellen
in beiden Fallen, weder in der unstimulierten Kontrolle, noch in jeglichem
Stimulationsansatz. Einzig die zur Kontrolle der Methode mitgefiihrten rekombinanten

MMP-2 und MMP-9 wurden in messbarem Mafie sichtbar.

Abbildung 14: Exemplarische Zymographie fiir MMP-9 in SaOs-2-Zellen
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3.2.2 Quantitative real-time PCR (gqPCR)

Es wurde die relative Genexpression der verschiedenen Matrix-Metalloproteasen im
Vergleich zur unstimulierten Kontrolle bestimmt und die Ergebnisse in
Saulendiagrammen dargestellt.

Statistisch signifikante Ergebnisse (p<0,05) im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle

sind mit einem * markiert.

3.2.2.1 MMP-2-Expression in MG-63-Zellen

Die statistische Auswertung der MMP-2-Expression in MG-63-Zellen zeigt, trotz des
Eindrucks einer Hochregulierung, keine signifikante Verdanderung nach Stimulierung
mit Glucosaminsulfat-Konzentrationen von 10 pg/ml (p=0,35), 50 pg/ml (p=0,39) und
100 pg/ml (p=0,27) im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle.

2,01

Ly
w
1

Relative Genexpression
—

0,57

0,0 T I T -
Control 10 ug/ml 50 ug/ml 100 ug/ml
GlcS-Konzentration

Abbildung 15: relative MMP-2-Expression in MG-63-Zellen
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3.2.2.2 MMP-2-Expression in SaOs-2-Zellen

Auch in SaOs-2-Zellen kann keine signifikante Veranderung der MMP-2-Expression
durch die verschiedenen GlcS-Konzentrationen von 10 pg/ml (p=0,91), 50 pg/ml
(p=0,27) und 100 pg/ml (p=0,13) im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle festgestellt

werden.

.
w
1

Relative Genexpression

3

0,54

0,0

. SRHUHEHE S
Control 10 ug/ml 50 ug/ml 100 ug/ml

GlcS-Konzentration

Abbildung 16: relative MMP-2-Expression in SaOs-2-Zellen
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3.2.2.3 MMP-3-Expression in MG-63-Zellen

Im Gegensatz dazu wird die MMP-3-Expression in MG-63-Zellen signifikant durch
Glucosaminsulfat gechemmt. Durch die niedrigste Glucosaminsulfatkonzentration von 10
pg/ml kommt es zu einer Reduktion der MMP-3-Expression um etwa 68% (p=0,037).

Ebenso zeigt sich eine signifikante Hemmung der Expression um 74% bei 50 pg/ml GlcS

=0,021) und bei einer Konzentration von 100 ug/ml GlcS um 73% (p=0,021).
p g p

1,54

—
o
L

Relative Genexpression

0,54

0,0 T = | PR - T
Control 10 ug/ml 50 ug/ml

GlcS-Konzentration

Abbildung 17: relative MMP-3-Expression in MG-63-Zellen
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3.2.2.4 MMP-3-Expression in Sa0Os-2-Zellen

In SaOs-2-Zellen zeigt sich die MMP-3-Expression statistisch signifikant in der
geringsten Konzentration um 63% herunterreguliert (p=0,003). Bei der hoheren
Konzentration von 50 pg/ml, ist ein Trend erkennbar, allerdings ohne statistische
Signifikanz (p=0,57). Kaum eine Hemmung der MMP-3-Expression sieht man hingegen

bei der hochsten GlcS-Konzentration von 100 pg/ml (p=0,82).

1,09

Relative Genexpression

0,54 *

0,0 T R T T :
Control 10 ug/ml 50 ug/ml 100 ug/ml
GlcS-Konzentration

Abbildung 18: relative MMP-3-Expression in SaOs-2-Zellen
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3.2.2.5 MMP-9-Expression in MG-63-Zellen

Die MMP-9-Expression in der MG-63-Zellreihe wird in der geringsten GlcS-
Konzentration von 10 pg/ml mafdig, statistisch nicht signifikant, gechemmt (p=0,25).
Auch in diesem Versuchsansatz ist fiir die mittlere Konzentration eine Hemmung
sichtbar, allerdings erreicht diese keine statistische Signifikanz (p=0,56). Durch die
Applikation der hochsten GlcS-Konzentration von 100 pg/ml, zeigt sich die Expression
von MMP-9 anndhernd unbeeinflusst (p=0,55).

1,549

g

Relative Genexpression

0,54

0.0 Y SHHIEHE oS S
Control 10 ug/ml 50 ug/ml 100 ug/ml

GlcS-Konzentration

Abbildung 19: relative MMP9-Expression in MG-63-Zellen
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3.2.2.6 MMP-9-Expression in SaOs-2-Zellen

In Analogie dazu zeigt die statistische Auswertung der MMP-9-Expression in SaOs-2-
Zellen ein dhnliches Bild. Statistisch signifikant sind die MMP-9-Expressionswerte durch
die niedrigste Konzentration von Glucosaminsulfat um 34% herunterreguliert (p=0,04),
wahrend die Expression fiir die hohere Konzentration von 50 pug/ml stark davon
abweicht und gewisser Weise eine Heraufregulation von MMP-9 suggeriert, allerdings
ohne dabei signifikant zu sein (p=0,59). Ahnlich des Effekts in MG-63-Zellen, zeigt sich
fiir die Konzentration von 100 pg/ml kaum eine Expressionsveranderung (p=0,88) im

Vergleich zur unbeeinflussten Kontrolle.
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Abbildung 20: relative MMP-9-Expression in SaOs-2-Zellen
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3.2.3 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Bestimmt wurden die Matrix-Metalloproteasen-Proteinmenge ausgedriickt als
Absorptionsunterschiede Asso — Asoo im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle. Die die
Ergebnisse wurden in Sdulendiagrammen dargestellt.

Statistisch signifikante Ergebnisse (p<0,05) im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle

sind mit einem * markiert.

3.2.3.1 MMP-3-Proteinmenge in MG-63-Zellen

Waihrend die MMP-3-Expression in MG-63-Zellen durch alle GlcS-Konzentrationen
gehemmt wird, kann dies vom ELISA auf Proteinebene nicht durchgehend gezeigt
werden. Lediglich bei hochster GlcS-Konzentration zeigt sich ein Trend zur Reduktion
der MMP-3-Proteinmenge (p=0,59). Bei niedrigster (p=0,62) und mittlerer (p=0,73)

GlcS-Konzentration, zeigt sich die MMP-3-Menge nahezu unbeeinflusst.
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Abbildung 21: MMP-3-Proteinmenge in MG-63-Zellen als Absorption Aaso - Aeso im ELISA
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3.2.3.2 MMP-3-Proteinmenge in SaOs-2-Zellen

Die MMP-3-Menge in SaOs-2-Zellen ist, nach Hemmung mit 10 pg/ml Glucosaminsulfat,
zwar stark (um 28%), aber nicht statistisch signifikant, verringert (p=0,40). Die
Proteinmengen nach Hemmung mit 50 beziehungsweise 100 pg/ml GlcS folgen dem
Trend des MMP-3-Expressions-Musters und zeigen sich leicht vermindert, erreichen

aber weder fiir 50 pg/ml (p=0,70), noch 100pg/ml (p=0,91) statistische Signifikanz.
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Abbildung 22: MMP-3-Proteinmenge in SaOs-2-Zellen als Absorption Asso— Asso im ELISA
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3.2.3.3 MMP-9-Proteinmenge in MG-63-Zellen

Auf Proteinebene erkennt man keine hemmende Wirkung auf MMP-9 in MG-63-Zellen.
Die Proteinmengen bei 10 pg/ml (p= 0,58) und 50 pg/ml (p=0,82 ) zeigen sich im
Vergleich zur unstimulierten Kontrolle leicht erhoht, ohne statistisch signifikant zu sein.
Im Versuchsansatz mit der hochsten Konzentration GlcS wird keine signifikante MMP-

9-Mengendnderung (p=0,92) festgestellt.
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Abbildung 23: MMP-9-Proteinmenge in MG-63-Zellen als Absorption Aaso - Aeso im ELISA
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3.2.3.4 MMP-9-Proteinmenge in SaOs-2-Zellen

Ebenso wie die MMP-9-Expression in SaOs-2-Zellen, ist auch die Proteinmenge bei
niedrigster GlcS-Konzentration ca. 29% niedriger als in der unstimulierten Kontrolle,
allerdings nicht statistisch signifikant (p=0,52). Eine Verringerung der MMP-9-Menge
kann auch bei den Versuchen mit ansteigenden Konzentrationen festgestellt werden,
wobei sowohl fiir 50 pg/ml (p=0,74), also auch 100 pg/ml GlcS (p=0,64) keine

Signifikanz erreicht wird.
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Abbildung 24: MMP-9-Proteinmenge in SaOs-2-Zellen als Absorption Asso— Asso im ELISA
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4. Diskussion

4.1 Diskussion der Methoden

4.1.1 Auswahl der Zelllinien

Bei den Zelllinien MG-63 und SaOs-2 handelt es sich um etablierte, gut untersuchte
humane Osteosarkom-Zelllinien. In der vorliegende Arbeit wurde speziell auf diese
Zellen zuriickgegriffen, da sie im Vergleich zu eigenen klinisch generierten
Osteosarkomzellen durch kaufliche Erwerbbarkeit eine quasi unendliche Verfiigbarkeit
bieten und bei geringerem materiellen und personellen Aufwand, vor allem
reproduzierbare Ergebnisse erzielt werden konnen (Czekanska et al. 2012). Beide
Zelllinien zeichnen sich, auch nach vielen Passagen, durch relativ geringe biologische
Variabilitat und grofde Konstanz hinsichtlich ihres Wachstumsverhaltens, der zelluldren
Beschaffenheit und ihres Expressionsmusters aus (Hausser et al. 2005). Dartiber hinaus
ist sowohl von MG-63, als auch von Sa0Os-2-Zellen bekannt, dass sie nicht nur in hohem
Mafie MMP-2 und MMP-9 (Pautke et al. 2004), sondern auch MMP-3 exprimieren (de
Bart et al. 1995, Hilz et al. 2014). In eigenen Voruntersuchungen konnte dies bestatigt
werden.

Diese Merkmale bildeten die Grundlage zur Untersuchung des Verhaltens von Matrix-

Metalloproteasen auf die Stimulation mit Glucosaminsulfat.

4.1.2 Versuchsansatz und Zellkultur

Nach Etablierung der vom Hersteller empfohlenen Kulturbedingungen fiir die
jeweiligen Zelllinien, wurden aus unterschiedlichen Passagen Zellen fiir die Versuche
entnommen. Um dem Problem der Vermischung beziehungsweise der
Kreuzkontamination vorzubeugen, wurden die Zelllinien immer zu verschiedenen
Zeitpunkten und in rdumlicher Trennung bearbeitet (Capes-Davis et al. 2010). Dariiber
hinaus wurden die Zellen aus den einzelnen Passagen mikroskopisch auf verschiedene
Merkmale wie Grofie und Morphologie, sowie zytochemisch auf alkalische Phosphatase
untersucht (Pautke et al. 2004). Auf diese Weise konnte eine Vermischung der Zellen
stets mit grof3er Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen und eine hohe Ergebnissicherheit
gewahrleistet werden.

In Anlehnung an den Versuchsaufbau der Arbeitsgruppe um Rajapakse et al., welche die

Wirkung von Glucosaminsulfat auf die Fibrosarkomzelllinie HT1080 untersuchte,
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wurden in unserer Studie die Osteosarkomzelllinien MG-63 und SaOs-2 den GlcS-
Konzentrationen von 10 pg/ml, 50 pg/ml und 100 pg/ml ausgesetzt (Rajapakse et al.
2007). Im Gegensatz zu deren Studie entschieden wir uns bei den
Stimulationsversuchen, auch wegen widerspriichlicher Aussagen in der Literatur, nicht
fir serum-freies Kulturmedium (Medium ohne fetales Kalberserum), sondern fiir
serum-reduziertes Medium (2% FKS). Verschiedene Stoffwechselvorgiange einer Zelle
werden auch von FKS-Inhaltsstoffen beeinflusst (Remmelink et al. 1998). Fiir Matrix-
Metalloproteasen ist die Studienlage allerdings ungeniigend, sodass mit der Wahl von
Medium mit 2% FKS versucht wurde, den fraglichen Einfluss von sehr hohen und
fehlenden Anteilen FKS, auszugleichen.

Glucosamin (GIcN) als ungiftiges, gut untersuchtes und in der Arthrose-Basistherapie
eingesetztes Nahrungserganzungsmittel (Kongtharvonskul et al. 2015) bot sich fiir
weitere Untersuchungen in Bezug auf Matrix-Metalloproteasen an. So konnte auch bei
in vitro Studien sowohl an humanen Chondrozyten (Uitterlinden et al. 2006), als auch
malignen Fibrosarkomzellen (Mendis et al. 2009) beim Einsatz verschiedener
Konzentrationen von GlcN kein toxischer Effekt auf diese Zellen ausgemacht werden.
Auf Grund fehlender Studien zum Einfluss von GIlcN auf die untersuchten
Osteosarkomzelllinien, wurde in der vorliegenden Arbeit angenommen, dass die
gewahlten GlcS-Konzentrationen (10, 50 und 100 pg/ml) auch auf MG-63- und SaOs-2-
Zellen keinen zytotoxischen Effekt ausiiben. Zur Viabilitats-Kontrolle wurden Parameter
wie Wachstumsgeschwindigkeit, Zellzahl, Morphologie und als wichtigster Marker ein
Zellviabilitats-Assay (WST-Assay) durchgefiihrt. Alle untersuchten Merkmale und das
Ergebnis des WST-Assays boten keinen Anlass eine Toxizitit der gewahlten GlcS-
Konzentrationen auf MG-63 und SaOs-2-Zellen anzunehmen. Das ungestorte Wachstum
der Zelllinien war Voraussetzung dafiir, allein den Einfluss von GlcS auf die Expression
von Matrix-Metalloproteasen untersuchen zu koénnen und mdogliche zelleigene,
stressbedingte Faktoren auf deren Expression so gering wie moéglich zu halten (Zaragoza

etal. 2002).
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4.1.3 Polymerase-Kettenreaktion und ELISA

In dieser Arbeit wurde die relative Hemmung der Genexpression von MMP-2, -3 und -9
durch Glucosaminsulfat im Vergleich zu einer unstimulierten Kontrolle mittels
quantitativer real-time PCR untersucht. Zur Bestimmung der absoluten MMP-2-, -3-, und
-9-Proteinmenge wurde ein ELISA durchgefiihrt. Sowohl fiir die PCR, als auch fiir den
ELISA wurden dieselben Zellen beziehungsweise das Zelllysat aus jeweils einem
Versuchsansatz verwendet. Fir jede Zelllinie wurden jeweils drei Versuche
durchgefiihrt.

Die untersuchten Matrix-Metalloproteasen wurden anhand ihrer Relevanz in Bezug auf
das Osteosarkom ausgewahlt: MMP-9 gilt als eine der wichtigsten und am besten
untersuchten Matrix-Metalloproteasen beim Osteosarkom. Zusammen mit MMP-2 wird
beiden Gelatinasen eine entscheidende Rolle bei der Umsetzung extrazellularer Matrix
und damit eine mafdgebliche Beteiligung an der Invasivitit und Metastasierung des
Osteosarkoms zugeschrieben (Roomi et al. 2014, Wen et al. 2014, Wang et al. 2014).
Ebenso scheint MMP-3 in verschiedenen Zellen eine entscheidende Rolle bei der
Entwicklung maligner Prozesse zu spielen (Yamashita et al. 2011, Chang et al. 2014).
Zum Nachweis von MMPs kommen verschiedene Methoden zum Einsatz. Am
verbreitetsten ist sicherlich die Zymographie (Toth et al. 2012). Die Zymographie bietet
als sensitives Nachweisverfahren den unbestreitbaren Vorteil, dass aktive von inaktiven
MMPs unterschieden werden konnen. Demgegeniiber stehen allerdings auch Nachteile,
welche in dieser Arbeit besonders zum Tragen kamen. Die Zymographie ist im Vergleich
zu PCR und ELISA sehr personal- und zeitaufwendig, vor allem da reproduktive und
damit valide Ergebnisse erst nach langer Etablierung moglich sind (Zucker et al. 1994).
Dariiber hinaus werden MMP-TIMP-Komplexe nicht erfasst, was eine Detektion der
Gesamt-MMP-Menge nicht moglich macht. Alle Ergebnisse werden zudem anhand eines
aufgetragenen Standards ermittelt, welcher ebenfalls Ergebnisschwankungen unterliegt
(Snoek-van Beurden et al. 2005).

Entscheidende Limitierung dieser Methode war in dieser Studie aber sicherlich die
untere Nachweisgrenze der Zymographie von 32 pg MMP (Leber et al. 1997). Wie
Vorversuche zeigten, reichte sie nicht aus, die Hemmung der untersuchten MMPs dieser
Studie in geeigneter Weise nachzuweisen.

In dieser Arbeit iiberwogen deutlich die Vorteile der quantitativen real-time PCR in

Kombination mit dem ELISA. Die quantitative real-time PCR ist in der Lage, anhand der
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vorher ausgewdhlten Primer fiir die entsprechenden MMPs, sehr genau die mRNA-
Menge der zu untersuchenden Matrix-Metalloprotease zu quantifizieren und damit die
Expression beziehungsweise die Hemmung eines speziellen Gens zu untersuchen
(Mackay et al. 2002). Es ist allerdings problematisch, allein von der mRNA-Menge auf
die tatsidchliche Menge des untersuchten Proteins in der Zelle zu schliefen.
Insbesondere da post-transkriptionale Modifikation letztendlich eine Bildung des
Proteins verhindern oder verzogern kann (Bustin 2002). Um diesen Nachteil
auszugleichen wurden die absoluten Proteinmengen von MMP-3 und -9 in den
jeweiligen Zellen zusatzlich zur PCR mittels ELISA untersucht. Die Sensitivitat der
verwendeten Kits lag dabei deutlich héher (<10 pg/ml fiir MMP-9 und <0,1 ng/ml fiir
MMP-3), als die der Zymographie. Verbunden mit relativ geringer
Anwenderabhangigkeit, besserer Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit, iiberwogen
hierbei deutlich die Vorteile (Boonham et al. 2014, Zucker et al. 1995).

Zusatzlich bietet die Kombination von gRT-PCR und ELISA hochstmoglichen
Erkenntnisgewinn, da im Grunde der komplette Weg des Proteins, in diesem Falle der
jeweiligen Matrix-Metalloprotease, nachvollziehbar gemacht wurde: Angefangen mit
der Transkription, also der Bildung der mRNA gefolgt von der Translation, der
Entwicklung des Proteins, konnte die Wirkung von Glucosaminsulfat auf die einzelnen
Entstehungsschritte der MMPs untersucht werden.

Wihrend Rajapakse et al. die Uberstinde der HT1080-Kultur fiir seine Versuche nutzte,
wurden in dieser Arbeit, auch um der komplexen intrazelluldren Proteinbildung und
Speicherung gerecht zu werden, Zelllysate verwendet (Rajapakse et al. 2007). Die
Wirkung von MMP-2, -3 und -9 ist sicherlich auf3erhalb der Zelle, an der ECM am gréfsten
(Farina et al. 2014). Es verdichten sich allerdings die Hinweise, dass neben der
Produktion der MMPs in der Zelle, diese auch intrazellular akkumuliert, aktiviert und
modifiziert werden, weshalb in dieser Arbeit die Untersuchung der gesamten Zelle

geboten war (Murphy et al. 2011, Fanjul-Fernandez et al. 2010).
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4.2 Einfluss von Glucosaminsulfat auf Matrix-Metalloproteasen

4.2.1 Matrix-Metalloprotease 2

In dieser Untersuchung konnte weder in MG-63-Zellen, noch in der Osteosarkomzelllinie
Sa0s-2 eine statistisch signifikante Beeinflussung der MMP-2-Expression durch
Glucosaminsulfat festgestellt werden. Auch steigende GlcS-Konzentrationen bewirkten
keine signifikante Anderung oder lieRen einen Trend erkennen. Diese Ergebnisse
decken sich mit Ergebnissen in anderen Publikationen: Scheint bei der Regulation fast
aller MMPs die Kontrolle der Transkription eine wesentliche Rolle zu spielen, fassten
schon Sternlicht et al. zusammen, dass dies bei MMP-2 nicht zuzutreffen scheint.
Vielmehr scheint es fast unabhdngig von dufderen Einfliissen stindig exprimiert zu
werden und erst speziellen extrazelluliren Regulationsmechanismen unterworfen zu
sein (Sternlicht et al. 2001). Diese Vermutung bestatigt auch die Arbeitsgruppe von
Roomi et al., welche unter anderem den Einfluss von MMP-induzierenden Substanzen
wie TNF-a und IL-1f, sowie MMP-hemmenden Substanzen wie Doxycyclin auf MMP-2
in Uberstianden der Kultur der Osteosarkomzelllinie U20S untersuchten. MMP-2 erwies
sich in der Zymographie, im Vergleich zum ebenfalls untersuchten MMP-9, auch in deren
Versuchen als weniger beeinflussbar (Roomi et al. 2014). Auch in der Arbeitsgruppe um
Fan et al. fand IL-1f zur Stimulation, allerdings von humanem arthrotischem Knorpel,
Verwendung. In deren Beobachtung, blieb die MMP-2-Genexpression nach Stimulation
mit IL-1f in verschiedenen Konzentrationen ebenfalls unverdndert (Fan et al. 2005).
Ergebnisse von Uitterlinden et al., welche in vitro gleichfalls mit humanem arthrotischen
Knorpel arbeiteten, legen nahe, dass MMP-2 kaum beeinflussbar ist. Die Stimulation des
Knorpels fand in deren Versuchsansatz mit Glucosaminsulfat in verschiedenen
Konzentrationen statt. Dabei zeigte die Genexpression von MMP-2 keine signifikante
Anderung im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle (Uitterlinden et al. 2006).

Im Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse von Rajapakse et al., bei deren Arbeit mit den
Fibrosarkomzellen HT1080 konnten diese zymographisch zeigen, dass es unter Einfluss
von ansteigenden GlcS-Konzentrationen zu einer signifikanten, dosisabhdngigen
Senkung der MMP-2-Proteinmenge und -aktivitat in Zellkulturiiberstainden kommt
(Rajapakse et al. 2007). Somit ist zumindest auf Proteinebene nicht von einer generellen
Unhemmbarkeit von MMP-2 auszugehen. Die Genexpression wurde von dieser

Arbeitsgruppe nicht untersucht.
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Kultur- und Versuchsbedingungen, besonders aber natiirlich der Zelltyp stellen dartiber
hinaus aber wohl ebenso entscheidende Faktoren dar. So fallt interessanter Weise auf,
dass die Arbeitsgruppe um Rajapakse et al. die einzige unter den oben genannten ist, die
bereits in der Kultur eine MMP-Stimulation mittels PMA vornimmt. Somit wurden
generell alle MMPs auf ein h6heres Ausgangslevel gehoben, was auch Einfluss auf deren
Hemmbarkeit gehabt haben kénnte. So ware vorstellbar, dass eine Hemmung von MMP-
2 erst ab einer gewissen Menge moglich sein konnte. Im Vergleich zur vorliegenden
Arbeit, wurden dariiber hinaus keine Zelllysate, sondern Zellkulturiiberstinde
verwendet. Diese Tatsache macht denkbar, dass zur Regulation mancher MMPs (zum
Beispiel MMP-2) wie von Parks et al. beschrieben, diese im Extrazellularraum
,kompartmentalisiert* werden und eventuell nur dort von GlcS gehemmt werden
konnen. Eine stindige MMP-2-Genexpression und eine intrazelluldr erh6hte MMP-2-
Proteinmenge stiinden dazu nicht im Widerspruch (Parks et al. 2004).

In der Arbeit an MG-63- und HT1080-Zellen zeigten Teronen et al. ebenfalls eine
Hemmung der Aktivitit von MMP-2, allerdings durch Clodronat, einer potenten
Substanz aus der Gruppe der Bisphosphonate. Auch in deren Versuchen wurden die
Uberstinde fiir die Zymographie von PMA-stimulierten Zellen verwendet, was dem
Versuchsaufbau von Rajapakse et al. sehr dhnelt und einen &dhnlichen
Hemmungsmechanismus vorstellbar macht. Den hemmenden Einfluss iibte das
Medikament dabei allerdings weniger tiber die Verringerung der extrazellularen MMP-
2-Gesamtmenge aus. Vielmehr wurde gezeigt, dass durch Hemmung der Konversion des
inaktiven Zymogens (proMMP-2) in das aktive Enzym (MMP-2), dessen Aktivitit im
Extrazellularraum verringert wird und dadurch eine Hemmung von MMP-2 zustande
kommt (Teronen et al. 2006). Der Einfluss des schwach potenten Bisphosphonates
Alendronat auf die MMP-2-Expression und -Menge der Chondorsarkomzelllinie ]JJ012
war Gegenstand der Untersuchung von Lai et al.. Diese konnten zeigen, dass MMP-2 in
diesen Zellen auf transkiptionaler, translationaler und posttranslationaler Ebene durch
Alendronat gehemmt wird. Allerdings untersuchte auch diese Arbeitsgruppe die MMP-
2-Menge und -Aktivitit in den Zellkulturiiberstinden und nicht im Zelllysat. Uber die
tatsachlich gebildete Menge und die intrazellulire MMP-2-Konzentration gibt diese
Untersuchung deshalb keinen Aufschluss. Hinzu kommt, dass auch deren Publikation
offen lasst, auf welcher Ebene der Einfluss der Regulation beziehungsweise die

Hemmung am grofdten ist (Lai et al. 2007).
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In der Zusammenschau lasst sich daher kein einheitliches Bild zur Regulation von MMP-
2 zeichnen. Der Einfluss von GlcS auf die Expression von MMP-2 scheint zumindest in
Zellen ohne vorige PMA-Stimulation und insbesondere in Osteosarkomzelllinien nur
wenig bedeutsam zu sein, wie die Mehrzahl der Publikationen deutlich machten. Wie Lai
et al. zeigten, ist die Hemmung der MMP-2-Expression nicht per se unmdéglich, in
welchem Maf3e und auf welche Art und Weise, bleibt hingegen im Ungewissen.

Die vorliegende Arbeit musste ebenso offen lassen, ob eventuell hohere GlcS-
Konzentrationen oder eine ldngere Stimulation mit GIcS einen hemmenden Effekt auf
die MMP-2-Expression in MG-63 und SaOs-2-Zellen gehabt hatten.

Allgemein klarungsbediirftig erscheint aber auch die Rolle und das Verhalten von MMP-
2 beim Osteosarkom in vivo zu sein. Eine Beteiligung von MMP-2 an Progression,
Invasivitdt und Metastasierung des Osteosarkoms ist stark anzunehmen, letztlich deutet
sich ein Zusammenhang zwischen hoher MMP-2-Expression im Tumor und niedriger
Uberlebenswahrscheinlichkeit an, konnte aber bis heute nicht mit letzter Sicherheit
bewiesen werden (Wen et al. 2014, Korpi et al. 2011, Uchibori et al. 2006). Weitere In-
Vitro-Studien an Osteosarkomzellen zur Untersuchung der Regulation von MMP-2 sind
sicherlich wiinschenswert. Klinische Studien mit hoheren Patienten- beziehungsweise
Probenzahlen kénnten dartiberhinaus wichtige Informationen zum Einfluss von MMP-2
in vivo liefern und Riickschliisse auf verschiedene Einfliisse auf Matrix-Metalloproteasen

im Osteosarkom zulassen.

4.2.2 Matrix-Metalloprotease 3

Ebenso wie die Matrix-Metalloprotease 2 ist auch MMP-3 an malignen Prozessen im
Korper beteiligt. Insbesondere durch seine Fahigkeit Kollagen Typ IV, Laminin und
andere Bestandteile der Basalmembran spalten zu konnen, leistet MMP-3 der
Tumorinvasion und Metastasierung Vorschub (Biondi et al. 2000). Kusukawa et al.
konnten diesen Zusammenhang zwischen Invasivitit und erhéhter MMP-3-
Konzentration in immunhistochemisch untersuchten Plattenepithelkarzinomen der
Mundhohle nachweisen (Kusukawa et al. 1996). Chang et al. fanden dartiber hinaus
heraus, dass Patienten mit Magenkarzinom und erhohten Serum-MMP-3-
Konzentrationen ein schlechteres Gesamtiiberleben zeigen als Patienten mit niedrigem
MMP3-Serumlevel (Chang et al. 2014). Die Hemmung des Tumorzellwachstums durch

Reduzierung der MMP-3-Expression und -Menge erscheint vor diesem Hintergrund als
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aufderst attraktiv. Eine kiirzlich erschienene Publikation von Chesnokov et al. legt nahe,
dass zum Beispiel Glucosamin durch Einfluss auf verschiedene Signalwege hemmend
auf das Wachstum von Prostatakrebszellen wirkt (Chesnokov et al. 2014).

Wir konnten in der vorliegenden Studie zeigen, dass Glucosamin aufderdem die
Expression von MMP-3 in den Osteosarkomzelllinien MG-63 und SaOs-2 wirksam
verringern kann. In der quantitativen real-time PCR zeigte sich eine signifikante
Hemmung der MMP-3-Expression in MG-63-Zellen durch alle untersuchten GIcS-
Konzentrationen. Interessanterweise konnte auch in SaOs-2-Zellen eine
dosisunabhdngige Suppression der MMP-3-Expression durch GlcS gezeigt werden. Diese
Ergebnisse stehen im Einklang mit Ergebnissen verschiedener Publikationen.

So konnten Graeser et al. zeigen, dass die Genexpression von MMP-3 in der
Chondrosarkomzelllinie SW1353 signifikant von verschiedenen Konzentrationen
Glucosamin (100 - 500 pg/ml) gehemmt wird (Graeser et al. 2009). Damit bestatigten
sie die Untersuchungen von Lin et al., welche ebenfalls einen signifikant hemmenden
Einfluss von Glucosamin in den gewdahlten Konzentrationen von 100-500 pg/ml auf die
Expression der Matrix-Metalloprotease 3 in dieser malignen Zelllinie zeigen konnten
(Lin et al. 2008). Dass Glucosamin auch auf physiologische Zellen einen solchen Einfluss
ausiibt, konnte von Liu et al. anhand von humanen primaren synovialen Fibroblasten
gezeigt werden (Lu et al. 2008). Nicht unerwahnt bleiben sollten die Ergebnisse der
Arbeitsgruppe um Nakamura et al.. Diese stellte fest, dass die MMP-3-Expression in
Synovialzellen und Chondrozyten durch Glucosamin gehemmt wird, nicht aber in
arthrotisch verdanderten Knorpelzellen. Dies ist insofern interessant, dass im selben
Zelltyp, je nach Zustand der Zelle, Glucosamin verschiedene Effekte erzielen kann und
nicht regelhaft herunterregulierenden Einfluss auf MMPs haben muss (Nakamura et al.
2004). Diese Beobachtung steht allerdings im Gegensatz zu den Erkenntnissen, welche
Dodge et al. publizierten. Deren Studie kann auch in arthrotischen Knorpelzellen,
allerdings durch hohere GlcS-Konzentrationen, eine Hemmung der MMP-3-Expression
herbeifithren (Dodge et al. 2003). Diese Beobachtungen bestdtigten auch mehrere
andere Publikationen. So konnte gezeigt werden, dass die MMP-3-Expression in
arthrotischen Knorpelzellen von Meerschweinchen signifikant durch Glucosamin
hemmbar sind (Taniguchi et al. 2012). Die Untersuchung von osteoarthrotisch
geschadigten humanen Knorpelexplantaten lieferten sehr dhnliche Ergebnisse

(Uitterlinden et al. 2006). Ebenso waren in einer in-vivo-Studie die Konzentrationen von
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MMP-3 in Blutseren von Patienten mit Arthrose, welche mit einem Glucosamin-
Praparat behandelt wurden, signifikant niedriger, als in der placebo-kontrollierten
Vergleichsgruppe (Nakamura et al. 2007).

Die genannten Publikationen zusammenfassend, kann in Anbetracht der eigenen
Ergebnisse aus der vorliegenden Arbeit, angenommen werden, dass sich die MMP-3-
Genexpression in den Osteosarkomzelllinien MG-63 und SaOs-2 unter dem Einfluss von
Glucosaminsulfat dhnlich wie bei den zuvor genannten Zelltypen verhalt. Dariiber
hinaus konnte in dieser Studie die Auswirkung einer GlcS-Stimulation nicht nur auf
transkriptionaler, sondern durch Untersuchung der MMP-3-Gesamtmenge mittels
ELISA, auch auf translationaler Ebene gezeigt werden.

So zeigten die Ergebnisse des ELISA, dass sich die Proteinmengen von MMP-3 in beiden
Zelllinien durchaus kongruent zur Genexpression verhalten.

In den Versuchen mit MG-63-Zellen konnte eine signifikante Expressions-Hemmung
durch alle GlcS-Konzentrationen gezeigt werden. Mithilfe des ELISA konnte auch auf
Proteinebene ein Trend zur Hemmung gezeigt werden, wobei allerdings keine
Signifikanz erreicht wurde. Auch in den gleichartig behandelten SaOs-2-Zellen zeigten
sich  die Ergebnisse der MMP-3-Genexpressionshemmung  durchgehend
korrespondierend zu den Proteinwerten im ELISA. Sowohl die Herabregulierung der
MMP-3-Expression, als auch die verringerte Proteinmenge wurden in dieser Zelllinie bei
der geringsten GlcS-Konzentration nachgewiesen.

Diese Dissertation konnte Beobachtungen bestétigen, wonach MMP-3 hauptsachlich auf
transkriptionaler Ebene reguliert wird (Murphy et al. 2008). Dafiir spricht, dass sich eine
Herabregulierung der Genexpression von MMP-3, auch in einer verringerten MMP-3-
Proteinmenge niederschlagt und somit stark korreliert. Aus einem nicht vorhandenen
mRNA-Transkript, kann im Ribosom kein Protein entstehen. Offen blieb in dieser Arbeit
allerdings der genaue Signalweg iiber den Glucosaminsulfat auf die MMP-3-Expression
wirkte. Verschiedene Publikationen legen allerdings nahe, dass auch in
Osteosarkomzellen dhnlich wie zum Beispiel in Chondrosarkomzellen, Chondrozyten
und Fibroblasten eine Hemmung des Transkriptionsfaktors NFkB (nuclear factor kappa
B) stattfindet, welcher wiederum grofden regulatorischen Einfluss auf die Expression
von MMP-3 hat (Graeser et al. 2009, Lu et al. 2008, Lin et al. 2008).

Ungewohnlich erscheint in der vorliegenden Arbeit, dass die Hemmung von MMP-3

nicht abhingig von der gewahlten Glucosaminsulfatdosis ist. Damit unterscheiden sich

64



Diskussion

die Ergebnisse dieser Studie wesentlich von denen von Lu et al,, Lin et al. und Graeser et
al, welche in ihren Untersuchungen eine Dosisabhdngigkeit der MMP-3-
Expressionshemmung feststellten. Dazu ist zu bemerken, dass von diesen
Arbeitsgruppen zum einen deutlich hohere Konzentrationen GlcS verwendet wurden
(100 - 1000 pg/ml) (Nakamura et al. 2004, Graeser et al. 2009). Zum anderen wurden
wesentlich langere Inkubationszeiten (bis zu 72h) angewandt, welche durchaus Einfluss
auf die Aufnahme von GIcS in die Zelle und damit dessen Wirksamkeit gehabt haben
konnten (Lin et al. 2008). Eine Hemmung, nur auf niedrigster Konzentrationsstufe, wie
in der vorliegenden Arbeit beobachtet, liefe sich auch mit unterschiedlichen
Transportmechanismen in verschiedenen Zelltypen erkldren. So geben Lu et al. zu
bedenken, dass nicht eindeutig geklart sei, wie Glucosamin in die Zelle gelange.
Wahrscheinlich scheint die Aufnahme tiiber den Glucosetransporter GLUT1 zu sein,
denkbar ware aber auch ein spezieller Glucosamintransporter (Lu et al. 2008). Zu dieser
Unwagbarkeit kommt hinzu, dass auch die Kontrolle der GlcS-Aufnahme in die Zelle
noch unklar ist. Vorstellbar waren kompetitive Mechanismen durch Glucose, aber auch
eine Sattigung des Rezeptors beziehungsweise Transporters ab einer gewissen
intrazellularen GlcS-Konzentration, womit die Aufnahme von Glucosamin in die Zelle
gestoppt wiirde (Graeser et al. 2009). Damit waren Ergebnisse, wie sie in dieser Studie
sowohl fiir MG-63-, als auch SaOs-2-Zellen gezeigt wurden, durchaus vereinbar. Eine
Regulation im Sinne eines feed-back-Mechanismus, wie oben beschrieben, konnte in
verschiedenen Zellarten durchaus unterschiedlich sein (Lin et al. 2008, Bond et al.
2015). Hinzu kommt, dass die Vergleichbarkeit der Studien zusatzlich dadurch
erschwert wird, dass bei vielen oben genannten Studien IL-1f3 zur Stimulation der MMP-
Expression und Simulation von arthrotischen Verhaltnissen verwendet wurde.
Inwiefern dies auch andere Rezeptoren und Transportmechanismen in Bezug auf die
Wirksamkeit von Glucosamin auf die MMP-3-Hemmung beeinflusst hat, ist schwer zu
beziffern (Graeser et al. 2009).

Wiinschenswert waren mehr Studien zum Verhalten von MMP-3 in Osteosarkomzellen,
vor allem zur besseren Einordnung der in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse zum
Einfluss von Glucosaminsulfat auf MMP-3. Mit den oben genannten Einschrankungen,
passen die vorliegenden Daten dieser Arbeit in den Kontext der Literatur, wobei weitere
Untersuchungen, insbesondere zu den verschiedenen Transportmechanismen von GlcS

und deren Regulation, erstrebenswert erscheinen.
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4.2.3 Matrix-Metalloprotease 9

Im Gegensatz zum Einfluss von GlcS auf MMP-3, war eine Hemmung der MMP-9-
Expression in MG-63-Zellen nur durch die niedrigste Konzentration von 10 pg/ml GlcS
erkennbar. Hohere Konzentrationen von 50 pg/ml und 100 pg/ml GlcS zeigten diesen
Effekt nicht und lief3en die Expression von MMP-9 nahezu unbeeinflusst. Konnten in den
vorangegangenen Untersuchungen an MMP-2 und -3 durchaus eine Kongruenz der
MMP-Expression und der tatsachlichen MMP-Proteinmenge in der Zelle festgestellt
werden, lief$ sich dies fiir MMP-9 in MG-63-Zellen nicht zeigen. So war zum Zeitpunkt
der Untersuchung die Expression von MMP-9 durch 10 pg/ml GlcS deutlich gehemmt,
wahrend sich die Proteinmenge im Vergleich zur Kontrolle nahezu unbeeinflusst zeigte.
Auch in den anderen Konzentrationen konnten kaum Anderungen der MMP-9-
Proteinmenge im Vergleich zu Kontrolle ausgemacht werden.

An dieser Stelle wurde der Vorteil der Verwendung zweier Methoden zur Untersuchung
der verschiedenen Ebenen der Proteinbiosynthese deutlich. Auch in den héheren GlcS-
Konzentrationen ist zwar ein Trend zur Hemmung der MMP-9-Expression erkennbar,
welcher auf Proteinebene allerdings nicht nachvollziehbar ist. Der entscheidende
Nachteil der quantitativen real-time PCR, nur eine Momentaufnahme der aktuellen
mRNA-Transkription zeigen zur konnen kam bei dieser Untersuchung deutlich zum
Tragen. Durch die Kombination der Methoden wurde dieser Nachteil in dieser Arbeit
allerdings ausgeglichen und eine sinnvolle Einordnung der Ergebnisse erleichtert
(Garibyan et al. 2013).

Bei der Beurteilung der Ergebnisse ist zu beachten, dass sich eine etwaige Hemmung der
Expression im zeitlichen Verlauf noch nicht auf die Translation niedergeschlagen hatte
haben koénnen. Mit Verlangerung der Inkubationszeit, wire eventuell auch eine
Hemmung der MMP-9-Proteinmenge zu beobachten gewesen (Bustin 2002). Diese
Vermutung kann auch durch Ergebnisse von Lin et al. bestatigt werden, welche fiir die
Hemmung von Matrix-Metalloproteasen in Chondrosarkomzellen mit Glucosaminsulfat
eine Inkubationsdauer von 72h wahlten (Lin et al. 2008). Vor allem in Zusammenschau
der Ergebnisse aus den Untersuchungen der anderen Matrix-Metalloproteasen, konnte
aber zumindest fiir die MMP-9-Expression in MG-63-Zellen ein supprimierender
Einfluss durch die geringste GlcS-Konzentration gezeigt werden.

Die Ergebnisse fiir die Osteosarkomzelllinie SaOs-2 unterstrichen diese Einschatzung:

So konnte in Sa0Os-2-Zellen eine signifikante Hemmung der MMP-9-Expression unter
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Einfluss der geringsten GlcS-Konzentration festgestellt werden. Korrespondierend dazu
konnte in dieser niedrigsten Konzentration auch eine verringerte MMP-9-Proteinmenge
festgestellt werden. Durch die hoheren GlcS-Konzentrationen zeigten sich, analog zur
Untersuchung von MMP-3, sowohl die MMP-9-Expression, als auch die MMP-9-
Proteinmenge, in dieser Zelllinie unbeeinflusst.

Als wichtiger Bestandteil der vorliegenden Arbeit, konnte der Nachweis erbracht
werden, dass MMP-9 in den untersuchten Zelllinien iiberhaupt hemmend beeinflussbar
ist. In der Literatur herrscht zur Beeinflussbarkeit von MMP-9 in knochenverwandten
malignen Zellen durchaus Uneinigkeit. Durch Roomi et al. konnte eine hemmende MMP-
9-Beeinflussung zwar durch verschiedene Substanzen wie zum Beispiel Doxycyclin und
Dexamethason gezeigt werden, allerdings verwendete diese Arbeitsgruppe die
Osteosarkomzelllinie U20S. Hinzu kommt, dass der Einfluss auf die MMP-9-Expression
im Ungewissen blieb, da ausschliefdlich die MMP-Aktivitit mittels Zymographie
untersucht wurde (Roomi et al. 2014). Im selben Zelltyp konnte durch Cho et al.
ebenfalls eine Hemmung von MMP-9 gezeigt werden. Dies erreichten sie sowohl
transkriptional, also auch translational, durch Disulfiram, einem Arzneimittel, welches
zur Entwohnung bei Alkoholabhangigkeit angewendet wird (Cho et al. 2007). Bei deren
Versuchen zeigte sich die MMP-9-Hemmung jedoch deutlich auf Kosten der
Zellviabilitat. Diesen Parameter blieben Roomi et al. schuldig, sodass deren Ergebnisse
nicht unproblematisch einzuordnen sind. So musste offen bleiben, ob der jeweilige
Einfluss der entsprechenden Substanz nur auf die Matrix-Metalloprotease-9 Einfluss
ausiibte, oder allgemein, durch Hemmung zelluldarer Vorginge beziehungsweise
Toxizitat der jeweiligen Substanz fiir die Zelle andere Regulationsmechanismen
veranderte und auf diese Weise die MMP-9-Aktivitat beeinflusst wurde. Ein Problem,
welches insbesondere beim Versuch MMP-9-Hemmstoffe zu entwickeln, in der
Vergangenheit bei vielen Arbeitsgruppen zu beobachten war (Marshall et al. 2015). In
dahnlichem Versuchsaufbau wie in der vorliegenden Arbeit, untersuchten Uitterlinden et
al. unter Ausschluss jeglicher Toxizitat fiir die Zellen, den Einfluss von Glucosamin auf
Chondrozyten aus arthrotischen Gelenken. Sie konnten in den verwendeten
Glucosamin-Konzentrationen keinen hemmenden Effekt auf die Expression von MMP-9
feststellen, wahrend wie oben bereits beschrieben, MMP-3 signifikant gechemmt wurde
(Uitterlinden et al. 2006). An die Vielfalt der bereits erwahnten Studien beziiglich der

Beeinflussung von MMP-9 ankniipfend, sollte erneut die Arbeit um Rajapakse et al.
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Erwahnung finden. Diese Arbeitsgruppe stellte eine signifikante dosis-abhingige
Hemmung von MMP-9 durch Glucosamin in Fibrosarkomzellen fest. So stimmen deren
Ergebnisse mit der eigenen Beobachtung insofern iiberein, dass eine Hemmung von
MMP-9 durch GlcS auch in Osteosarkomzellen zumindest vom Typ SaOs-2 durchaus
moglich ist (Rajapakse et al. 2007). Allerdings konnte in den eigenen Ergebnissen eine
Dosisabhingigkeit nicht beobachtet werden. Dartiberhinaus konnte der Einfluss auf MG-
63-Zellen letztlich aufgrund der fehlenden Signifikanz nicht vollstandig aufgeklart
werden.

Auffallig ist, dass in oben genannten Studien, die eine starke Hemmung von MMP-9
zeigten, zuvor eine Stimulation mit PMA stattgefunden hatte. So wurde in diesen
Arbeiten von einem kiinstlich erhohtem Basislevel von MMP-9 ausgegangen und
womoglich beeinflussende Effekte von beispielsweise Glucosamin auf die sensible
Regulation der MMP-9-Expression verzerrt (Vandooren et al. 2013). Unter Bezugnahme
auf die im vorigen Absatz diskutierten Punkte zur Aufnahme und Verarbeitung von GlcS
in den Zellen, wurden womoglich erst durch die kiinstliche Hochregulation von MMP-9
durch PMA eventuell auch Mechanismen wie zum Beispiel der GLUT1-Transporter oder
spezielle Transportregelkreise so beeinflusst, mehr Glucosaminsulfat in die Zelle zu
transportieren um dann eine effektivere Hemmung von MMP-9 zu suggerieren (Lu et al.
2008, Lin et al. 2008). Fiir eine eventuelle Sattigung von Transportmechanismen
sprache, dass die Hemmung sowohl in SaOs-2-, als auch MG-63-Zellen fiir MMP-9
libereinstimmend bei niedrigster GlcS-Konzentration am gréfiten war. Die Komplexitit
der Regulation von Matrix-Metalloproteasen im Allgemeinen und der von MMP-9 im
Speziellen, macht das Verstandnis iiber die Einflussnahme auf diese Mechanismen
schwierig. Rajapakse et al. konnten in vitro einen hemmenden Einfluss von Glucosamin
auf NFxB nachweisen und erklarten damit auch die Hemmung von MMP-9 in
Fibrosarkomzellen HT1080 (Rajapakse et al. 2007). Auch Kojima et al. konnten mit
einem neu entwickelten Polyamid die Bindungsstelle fiir NFkB blockieren und damit die
MMP-9-Expression in SaOs-2-Zellen in vitro hemmen (Kojima et al. 2014). So ist die
Regulation von MMP-9 iiber NFkB, dhnlich wie bei MMP-2 und MMP-3, als ein wichtiger
Faktor anzunehmen, allerdings als alleiniger Mechanismus eher unwahrscheinlich
(Rajapakse et al. 2007, Lin et al. 2008). Weder konnte in dieser Arbeit eine gleich starke
Hemmung aller Matrix-Metalloproteasen festgestellt werden, noch sind derart

libereinstimmende Ergebnisse in der Literatur zu finden, sodass von vielfdltigen
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Regulations- und Interaktionsmechanismen, insbesondere bei MMP-9 auszugehen ist.
Vandooren et al. machten in einem zusammenfassenden Uberblick von Biochemie,
Regulation und Wirkung von MMP-9 darauf aufmerksam, dass bis heute nur ein Teil der
verschiedenen Regulationsmechanismen verstanden wurden. Als sehr wahrscheinlich
gelten mehrere transkriptionale, posttranskriptionale und auf Ebene der microRNA
angesiedelte Systeme, welche wiederum durch Cytokine, Hormone und je nach Zellart
auch andere Einfliisse reguliert werden. Mit Ergebnissen in der vorliegenden Arbeit
vereinbar sind Beobachtungen, wonach es auch fiir Matrix-Metalloproteasen spezielle
posttranskriptionale Regulationsmechanismen gibt (Vandooren et al. 2013).

Wu et al. konnten zeigen, dass auch bereits gebildete mRNA durch RNA-bindende
Proteine stabilisiert oder destabilisiert werden kann. Diese RNA kann somit translatiert
werden, muss es aber nicht zwangslaufig, sodass eine Detektion von vorhandener mRNA
via PCR nicht unbedingt aussagekraftig ist. Vielmehr ist auch der Nachweis des Proteins
wichtig, da beide Prozesse zumindest teilweise voneinander unabhingig zu sein
scheinen (Wu et al. 2012). Diese Annahme konnten wir in der vorliegenden Arbeit
bestitigen. Dariiber hinaus zeigten Hieronymus et al, dass spezielle
Ribunukleintransportkomplexe (mRNP), mafdgeblich an der Weiterverwendung der
mRNA beteiligt sind. Von dieser Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass bereits
transkribierte mRNA frei im Cytosol der Zelle auftaucht und nicht zwangslaufig
translatiert wird, sondern davor weiteren Kontrollmechanismen unterworfen zu sein
scheint (Hieronymus et al. 2004). Diese Erkenntnisse bestatigend, konnten Fahling et al.
fir MMP-9 in Fibrosarkomzellen HT1080 nachweisen, dass sich die MMP-9-
Proteinmenge innerhalb kiirzester Zeit dnderte, ohne dass eine Anderung der mRNA-
Menge von MMP-9 beziehungsweise der MMP-9-Expression beobachtet wurde. Somit
schienen Translation und Transkription zumindest teilweise beziehungsweise zeitweise
voneinander entkoppelt zu sein. Der finale Auslésemechanismus fiir die Translation des
Proteins blieb letztendlich unklar (Fahling et al. 2005). Die Einordnung der eigenen
Ergebnisse gelang insofern schliissig, dass sich in dieser Arbeit fiir den Einfluss von
Glucosaminsulfat auf MMP-9 eben diese Inkongruenz zwischen Genexpression und
Translation zeigte. Letztlich stehen sie damit im Einklang mit Ergebnissen der von
Vandooren et al. zusammengefassten Untersuchungen (Vandooren et al. 2013). Der
hemmende Einfluss von Glucosaminsulfat auf MMP-9, ist zumindest fiir SaOs-2-Zellen in

der eigenen Untersuchung schliissig gezeigt worden. Aber auch der Trend zur
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Herunterregulierung von MMP-9 in MG-63-Zellen mit ausbleibender Wirkung auf die
MMP-9-Proteinmenge, kann unter Zusammenschau der oben genannten Publikationen
als wichtiges Ergebnis gewertet werden. Unterschiedliche Zellen zeigten
verschiedenartige Reaktionen auf GlcS und bedienten sich unter Umstdnden auch
unterschiedlicher Regulationsmechanismen fiir MMP-9. Dies zeigte sich in mehreren

Studien eher als Regel, denn als Ausnahme (Vandooren et al. 2013).
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4.3 Anregungen und Limitierungen

Nach Abschluss der Arbeiten und Auswertung der Ergebnisse dieser Studie konnen
einzelne Punkte im Aufbau des Projekts besser beurteilt werden. Daraus ergeben sich
durchaus Méglichkeiten zur Verbesserung zukiinftiger Versuchsansatze.

In dieser Arbeit konnte je Zelllinie eine Stichprobenzahl von n=3 herangezogen werden.
So sind die gefundenen Ergebnisse statistisch sicher besser zu beurteilen, wenn diese
Probenanzahl erhéht werden wiirde. So wire durchaus vorstellbar, dass gezeigte
Ergebnis-Trends bei hoherer Probenanzahl statistisch signifikant werden wiirden und
so eine andere Beurteilung und Interpretation der gefundenen Daten moglich gewesen
wadre.

In Anbetracht neuerer Erkenntnisse beziiglich der Regulation und des Einflusses von
verschiedenen Signalwegen auf die MMP-Expression und -Translation, erscheint es
sinnvoll, diese noch intensiver zu untersuchen, um in diesem Zusammenhang die Rolle
von Glucosaminsulfat besser verstehen zu kénnen.

Trotz unverdnderter Expressionswerte fiir MMP-2, ware es auch fiir diese Matrix-
Metalloprotease wiinschenswert gewesen ein ELISA durchzufiihren (Hadler-Olsen et al.
2011). Die Kenntnis der genauen MMP-2-Menge, liefse weitere Riickschliisse auf dessen
Regulation zu, vor allem im Vergleich mit den ELISA-Ergebnissen von MMP-3 und -9.
Zur weiteren Differenzierung des Einflusses von Glucosaminsulfat auf die Aktivitat der
untersuchten MMPs, ware eine Zymographie der Zelliiberstinde und -lysate
wiinschenswert gewesen (Lisboa et al. 2013, Toth et al. 2012). Die fiir diese Methode
nachweisbaren Konzentrationen an Matrix-Metalloproteasen wurden in unseren
Versuchen allerdings nicht erreicht, sodass eine Konzentrierung beziehungsweise eine
Sammlung von Material aus verschiedenen Versuchen oder eine kiinstliche
Hochregulation der untersuchten MMPs notig gewesen ware. Der wesentlich hohere
Zeit- und Personalaufwand, aber vor allem eine moégliche Beeintrachtigung der
Ergebnisse durch unvorhersehbare Einfliisse auf die Zelllinien und damit die zu
untersuchenden MMPs, standen dieser Methode entgegen (Vandooren et al. 2013).
Bereits in vorigen Abschnitten fand die Dauer der Stimulationsversuche als ein
beeinflussender Faktor Erwahnung. Durchaus vorstellbar ware, dass zum einen eine

langere Kultur ohne Glucosaminsulfat, zum anderen aber auch eine ldngere
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Stimulationsperiode, die Ergebnisse verandern konnte, da sich Effekte insbesondere auf
transkriptionale Regulationsmechanismen zum Teil erst nach langerer Zeit einstellen
konnten (Uitterlinden et al. 2006).

Stromazellen der ECM scheinen mafdgeblich an der Bildung von MMP-2, -3 und -9
beteiligt zu sein. So gibt es neue Hinweise darauf, dass Tumorzellen durch bestimmte
Signalprozesse Zellen der ECM erst zur Produktion von MMPs anregen und dadurch fiir
ein Vielfaches der tumoreigenen MMP-Bildung verantwortlich zu sein scheinen
(Stivarou et al. 2015). Ein Ausbau der vorliegenden Versuche dieser Arbeit, zum Beispiel
im Sinne einer Etablierung einer Ko-Kultur von Fibroblasten mit den
Osteosarkomzelllinien SaOs-2 und MG-63 ware durchaus denkbar und kénnte weitere
Erkenntnisse tiber die MMP-Produktion im Allgemeinen und deren Hemmbarkeit durch
Glucosaminsulfat bringen (Roomi et al. 2009). In einer solchen Ko-Kultur lief3e sich
weiterfithrend durch ein Zell-Migrations-Assay das tatsachliche
Metastasierungspotenzial und die Invasivitdt von Zellen messen, aber natiirlich auch das
Potenzial einer méglichen Hinderung durch Glucosaminsulfat besser beziffern (Lai et al.
2007).

Abschliefdend ware unter Ausschépfung der grofstmoglichen methodischen Bandbreite,
durchaus eine immun-zytologische Untersuchung der Zellen vorstellbar, um die
Mengenverteilung der entsprechenden MMPs in der Zelle sichtbar und semi-quantitativ

messbar zu machen (Benassi et al. 2001).

4.4 Ausblick

Mit dem wachsenden Verstindnis von Tumorerkrankungen wird Matrix-
Metalloproteasen zunehmend eine Relevanz bei der Entstehung und Aufrechterhaltung
maligner Krankheitsprozesse beigemessen. Vor allem als méglicher pharmakologisch-
therapeutischer Angriffspunkt konnten sie zukinftig einen Pfeiler einer modernen
Krebstherapie bilden.

Seit den Neunzigerjahren steigt die Zahl der Publikationen zu diesem Thema stetig, vor
allem auch weil neue Erkenntnisse und fortschrittliche Methodik das Potenzial der
MMP-Forschung erst deutlich haben werden lassen (Vandooren et al. 2013).

Insbesondere der katalytische Abschnitt von Matrix-Metalloproteasen riickte friih als

72



Diskussion

pharmakologische Zielstruktur in den Fokus der Forschung. Damit verbunden war die
Hoffnung, durch dessen Hemmung pathologische Prozesse im Koérper aufhalten zu
konnen (Radisky et al. 2015). Die Hemmung von MMPs verlief in klinischen Studien
allerdings oft frustran, vor allem auch weil es nicht gelang diese selektiv genug hemmen
zu konnen und sich dadurch das Nebenwirkungsprofil als sehr unvorteilhaft
herausstellte (Marshall et al. 2015).

Aktuelle Arbeiten sehen dagegen viel Potenzial in kleineren, selektiveren Hemmstoffen
und in der weiteren Untersuchung der nicht-proteolytischen Funktionen, insbesondere
von MMP-2, -3 und MMP-9. Mit der Idee der selektiveren Hemmung von MMPs, riicken
aktuell antikérperbasierte Therapiemoglichkeiten in den Fokus der MMP-Forschung
(Fields 2015, Sela-Passwell et al. 2012). Diese Versuche scheinen sehr vielversprechend
zu sein, vor allem weil dadurch auch komplexe nicht-proteolytische Eigenschaften von
MMPs als Signalmolekiile erfasst und gehemmt werden kénnten (Garcia-Pardo et al.
2015).

Eine weiteres Ziel gegenwartiger Forschung ist es, die genetischen und epigenetischen
Regulationsmechanismen von MMPs besser zu verstehen, um auch auf dieser Ebene im
Sinne einer personalisierten, mafigeschneiderten Therapie eingreifen zu kénnen
(Chernov etal. 2011, Farias et al. 2012).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass Matrix-Metalloproteasen in
Osteosarkomzellen durch Glucosaminsulfat hemmbar beziehungsweise beeinflussbar
sind und bilden damit einen wichtigen Schritt auf dem komplexen Weg, Regulation und
Interaktion zwischen MMPs und anderen Zellen besser zu verstehen, obwohl offen
gelassen werden muss auf welchen Ebenen und in welcher Art und Weise dies geschieht.
Gerade die Tatsache, dass Glucosaminsulfat in der Arthrosetherapie bereits erfolgreich
und praktisch nebenwirkungsfrei angewendet wird, macht den Ansatz,
Glucosaminsulfat auch an malignen Zellen anzuwenden, so interessant. Bei jedweden
anderen Therapiemoglichkeiten, wie zum Beispiel den oben erwahnten
antikorperbasierten Therapieansatzen, sind wesentlich starkere Nebenwirkungen zu
erwarten. In der vorliegenden Arbeit zeigte sich der grofdte Effekt bei der niedrigsten
Glucosaminsulfatdosis. Untersuchungen um Biggee et al. zeigen, dass entsprechende
Blut-Serumlevel bei oraler Substitution von GlcS durchaus erreicht werden kénnen und
somit ein adjuvanter klinischer Einsatz zu bestehenden Therapieschemata méglich und

sinnvoll erscheint (Biggee et al. 2006).
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Allgemein lasst sich sagen, dass in der Erforschung von Matrix-Metalloproteasen, vor
allem als therapeutischem Angriffspunkt, sehr viel Potenzial liegt. Es ist davon
auszugehen, dass insbesondere bei der Behandlung von malignen Tumorerkrankungen
wie zum Beispiel dem Osteosarkom, aber auch bei chronisch entziindlichen
Erkrankungen, immer selektivere, eventuell personalisierte Hemmstoffe von Matrix-
Metalloproteasen eine sehr grofde Rolle spielen werden. Glucosamin kdénnte als
freiverkdufliches und gut vertrdgliches Nahrungserganzungsmittel, durch seine
Eigenschaft die Expression von Matrix-Metalloproteasen zu hemmen, enormes

Potenzial fiir den adjuvanten Einsatz in einer effektiven Krebstherapie bieten.
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Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Das Osteosarkom ist der haufigste primidre Knochentumor des Menschen, welcher
vornehmlich in der Adoleszenz vorkommt. Aktuelle Therapieschemata sehen neben der
chirurgischen Tumorresektion eine begleitende chemotherapeutische Behandlung vor.
Durch diese teils sehr nebenwirkungsreiche (neo-)adjuvanten Therapiekonzepte kann
das Gesamtiiberleben der Tumorpatienten deutlich verbessert werden, allerdings
haben Osteosarkompatienten insbesondere durch eine frithe (pulmonale)
Metastasierung nach wie vor eine unzureichende Prognose. In diesem Zusammenhang
scheinen Matrix-Metalloproteasen durch ihren grofden Einfluss auf inter- und
extrazellulare Stoffwechselvorginge eine bedeutende Rolle zu spielen und sind
Gegenstand intensiver wissenschaftlicher Auseinandersetzung, vor allem in Hinblick auf
neue zielgerichtete und moglichst nebenwirkungsarme pharmakologisch-
therapeutische Ansatze.

Glucosaminsulfat konnte als frei verkdufliches, nahezu nebenwirkungsfreies
Nahrungsergdnzungsmittel in der Vergangenheit bereits eine Wirkung auf Matrix-
Metalloproteasen in verschiedenen Zellarten und im klinischen Einsatz zeigen. Seine
Wirkung auf Osteosarkomzellen wurde allerdings bisher nicht beschrieben. In den
Zellkulturversuchen der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Glucosaminsulfat
auf die Matrix-Metalloproteasen-2, -3 und -9 in zwei etablierten Osteosarkomzelllinen,
MG-63 und SaOs-2, in vitro untersucht.

Hierzu wurden zunachst Zellen beider Zelllinien fiir 24 Stunden kultiviert. Am Folgetag
wurde das Medium durch frisches Medium mit verschiedenen Glucosaminsulfat-
Konzentrationen von 0 pg/ml (Kontrolle), 10 pg/ml, 50 pg/ml und 100 pg/ml ersetzt
und fiir 42 Stunden inkubiert. Mittels durchgefiihrtem WST-Zellviabilitdtsassay konnte
zunachst die Toxizitdt von Glucosaminsulfat auf die untersuchten Zelllinien
ausgeschlossen werden. Hiernach erfolgte vergleichend zur unstimulierten Kontrolle
die Ermittlung der relativen Genexpression von MMP-2, -3 und -9 mittels real-time PCR
und die Bestimmung der Proteinmengen von MMP-3 und-9 unter Anwendung eines

ELISA.
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Zusammenfassung

In beiden Zelllinien zeigte sich im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle die
Genexpression von MMP-3 durch 10 pg/ml Glucosaminsulfat signifikant gehemmt. In
den hoheren Dosierungen von 50 pg/ml und 100 pg/ml GlcS konnte in MG-63-Zellen
ebenfalls eine signifikante Hemmung nachgewiesen werden, wahrend in der SaOs-2-
Zelllinie bei einem Trend zur Hemmung die Signifikanz ausblieb. Ebenfalls in niedrigster
GlcS-Konzentration (10 pg/ml) konnte in SaOs-2-Zellen eine deutliche Hemmung der
Genexpression der Matrix-Metalloprotease-9 festgestellt werden, wohingegen in MG-
63-Zellen durch diese Dosierung lediglich die Tendenz zur Hemmung beobachtet wurde.
Steigende Glucosaminsulfat-Konzentrationen vermochten keinen Einfluss auf die MMP-
9-Expression in beiden Zelllinien zu haben. Ahnlich hierzu verhielt sich die MMP-2-
Expression in beiden Zelllinien, welche sich durch alle GlcS-Konzentrationen nahezu
unbeeinflusst zeigte. Der Einfluss von Glucosaminsulfat auf die Proteinexpression
erbrachte dhnliche Ergebnisse. Wahrend bei einer GlcS-Konzentration von 10 pg/ml in
Sa0s-2-Zellen sowohl bei MMP-3 als auch MMP-9 ein deutlicher Trend zur Hemmung
nachweisbar war, konnte dies in MG-63-Zellen nur bei MMP-3 gezeigt werden.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit erstmals gezeigt werden, dass
Glucosaminsulfat die Gen- und Proteinexpression von Matrix-Metalloproteasen in
Osteosarkomzellen in vitro hemmt ohne dabei toxisch auf die Zellen zu wirken.

Klinisch eingesetzt bote Glucosaminsulfat als frei verfiigbares, sicheres und gut
vertragliches  Therapeutikum  somit  durchaus Potenzial die  primare
Osteosarkomtherapie sinnvoll zu ergdnzen und das Risiko der prognoselimitierenden
(pulmonalen) Metastasierung zu minimieren. Weitergehende Untersuchungen in vitro
und in praklinischen Modellen erscheinen vor diesem Hintergrund wiinschens- und

erstrebenswert.
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