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A. Einleitung

A.1 Maligne Transformation einer Zelle

Die ersten Beobachtungen beziiglich der Entstehung von Krebs durch exogene
Ausloser wurden im 18. Jahrhundert gemacht. Die Kausalitidt zwischen &dulleren Faktoren
und dem Auftreten von Malignomen wurde von John Hill bei Nasenpolypen durch Genuf3
von Schnupftabak und von Pervical Pott zwischen Hodenkarzinomen und der Exposition
von Russpartikeln bei Schornsteinfegern erkannt. Ende des 19. Jahrhunderts berichtete L.
Rehn iiber das Auftreten von Blasenkarzinomen bei der Exposition von aromatischen
Aminen. Die ersten Grundziige der viralen Karzinogenese wurden Anfang des letzten
Jahrhunderts erkannt. Ellermann beschrieb die Ubertragung einer Leukémie bei Hithnern
(Ellermann et Bang, 1908). 1911 beschrieb Rous ein unbekanntes Agens, welches Tumore
bei Hiihnern induzieren konnte. Aus einem Sarkom von Hiithnern wurde ein zellfreier
Extrakt hergestellt und gesunden Hiihnern injiziert. Nach wenigen Wochen traten Tumore
mit dem gleichen Phanotyp auf (Rous, 1911). Peyton Rous erhielt 1966 fiir die Entdeckung
eines tumorinduzierenden Virus den Nobelpreis fiir Medizin. Im zuriickliegenden 20.
Jahrhundert konnte mit Hilfe biochemischer und molekularbiologischer Techniken die

Karzinogenese auf zelluldrer Ebene untersucht werden.

A.2 Priméare Knochentumore

Knochentumore unterteilt man in primédre, im Knochen entstandene Tumore, und in
sekundidre Tumore, die Metastasen eines anderen Primirtumors sind. Primére
Knochentumore werden nach den Ursprungszellen benannt und entstehen zumeist aus
Osteozyten, Chondrozyten und Fibroblasten. Der Ursprung des Ewingsarkoms ist nicht

vollig geklart, wahrscheinlich entsteht es aus neuroektodermalem Gewebe (Tab. 1).

Osteozyt: Benigne: Osteoidosteom
Osteoblastom
Intermediate grade: Osteoklastom
Maligne: Osteosarkom
Chondrozyt: Benigne: Osteochondrom
Enchondrom
Chondrom
Chondroblastom
Chondromyxoidfibrom
Maligne: Chondrosarkom
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Fibrozyt: Benigne: Benignes fibroses Histiozytom
Desmoplastisches Fibrom
Maligne: Fibrosarkom

Malignes fibroses Histiozytom

Neuroektodermal: Maligne: Ewingsarkom

Tabelle 1: Uberblick iiber die hiufigsten primiiren Knochentumore

Als Beispiele fiir benigne Knochentumore seien fiir Osteozyten das Osteoidosteom,
fiir Chondrozyten das Osteochondrom und fiir Fibrozyten das Fibromyxom genannt. Der
Hauptvertreter der bosartigen Geschwiilste aus den Osteozyten ist das Osteosarkom,
welches am héufigsten zwischen dem 15. und 20 Lebensjahr vorkommt. Das
Chondrosarkom ist der zweithdufigste maligne primdre Knochentumor und betrifft
vorwiegend das Erwachsenenalter. Das Ewingsarkom ist der dritthdufigste maligne
Knochentumor, betroffen sind vor allem Kinder bis zum 15. Lebensjahr. Zwei Drittel der
primiren Knochentumore befallen Jugendliche, besonders zur Pubertdt. Dabei scheint die
Wachstumspotenz der Metaphyse eine Rolle zu spielen, da vor allem die
wachstumsintensiven Metaphysen der langen Rohrenknochen die Hauptlokalisation sind.
Bezogen auf das Osteosarkom ist zu einem hohen Prozentsatz die Kniegelenksregion, also
die distale Femur- und proximale Tibiametaphyse betroffen (Mirra et Gold, 1987).

Primére, maligne Knochentumore wachsen rasch invasiv, infiltrativ und es findet
frithzeitig eine Metastasierung statt. Das Osteosarkom ist mit einer Inzidenz von 2-3
Fillen/10° Einwohner pro Jahr der hdufigste solide maligne Knochentumor (Campanacci,
1990). Die Alterspridilektion dieses Tumors liegt in der zweiten Lebensdekade, nach den
letzten Daten ist eine Tendenz zu einem hoheren Erkrankungsalter zu erkennen (Stark et al.,
1990; Hefti et Jundt, 1995). Es liegt eine geringe Knabenwendigkeit mit 1,5:1 vor.

Als mogliche Ursachen fiir die Entstehung eines Osteosarkoms sind bisher
genetische  Faktoren wie Verdnderungen des Retinoblastom-Gens und des
Tumorsuppressor-Gens p53 bekannt (Araki et al., 1991; Hansen et al., 1991; Nishida et al.,
1994).

Die ersten Symptome sind in der Regel unspezifische, anfangs belastungsabhéngige
Schmerzen. In der Folgezeit treten Ruheschmerzen auf, und abhéngig von der Lokalisation
und Weichteildeckung ist eine Vorwdlbung zu tasten. Nach 4-5 Wochen nehmen die
Schmerzen deutlich zu. Der Zeitraum von 6 Wochen zwischen ersten Symptomen und der
Diagnosestellung ist bei Osteosarkom-Patienten im Vergleich zu Patienten mit anderen
Knochentumoren deutlich kiirzer (Grimer et Sneath, 1990). Klinisch findet man héufig eine

schmerzhafte Schwellung oder pergamentartig verdiinnte Haut im Bereich der langen
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Rohrenknochen. Bei der Labordiagnostik ist eine Erhdhung der alkalischen Phosphatase
auffallig.

Das Nativrontgenbild in zwei Ebenen zeigt das typische Bild eines hochmalignen
Tumors mit unscharfer Auflosung der Knochenstruktur, einer Unterbrechung der Kortikalis
und einer Abhebung des Periostes. Aufgrund der inhomogenen Tumorstruktur 16sen sich
osteolytische und sklerotische Anteile ab. Durch das rasche Wachstum kommt es zu einer
zwiebelschalenartigen Abhebung des Periostes und bei einer Unterbrechung zu sogenannten

Codman-Dreiecken.

Abbildung 1: Seitliches Rontgenbild eines Kniegelenkes. Osteosarkom des distalen Femurs.
Unscharfe  Begrenzung des  Tumors, permeative Destruktion, Unterbrechung der
Kompakta/Kortikalis, keine Sklerosierung um den Tumor erkennbar, Codman-Dreieck dorsalseitig
im proximalen Tumorbereich.

Zur Diagnostik wird neben der konventionellen Rontgenaufnahme die
Computertomographie (CT) und die Magnetresonanztomographie (MRT) eingesetzt. Mit
der CT kann die Integritit der Kortikalis beurteilt werden. Mit Hilfe der MRT kann das
GrofenausmalBl und die Infiltration in die umliegenden Weichteilstrukturen abgeschitzt
werden. Entscheidend fiir die spétere operative Versorgung ist die Lagebeziehung des
Tumors zu Nerven, Gefdlen und Muskelkompartimenten. Die Probeentnahme von
repriasentativem und vitalem Tumorgewebe und die histologische Charakterisierung sind fiir

das therapeutische Konzept entscheidend.
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Beim Osteosarkom handelt es sich um eine friihzeitige systemische Erkrankung.
Zum Zeitpunkt der Diagnose kann bei 20 % der Patienten eine iiberwiegend pulmonale
Metastasierung nachgewiesen werden. Mikrometastasen miissen bei 80 % der Patienten
angenommen werden (Saeter et al., 1995).

Nach der histopathologischen Beurteilung, dem Staging und der Einteilung nach
Enneking (Enneking et al., 1980) wird ein interdisziplindres Therapiekonzept erstellt. Ein
bewihrtes Konzept ist das COSS-Protokoll (Cooperative Osteosarcoma Study) (Winkler et
al., 1993). Im COSS-Protokoll von 1996 wird die Chemotherapie an entsprechende
Risikogruppen adaptiert. Zunichst wird gemil dem COSS-96-Schema eine neoadjuvante
Chemotherapie iiber 3 Monate mit Adriamycin (90 mg/m?), Methotrexat (12g/m?, bei Alter
> 25 (8g/m’) und Ifosfamid (3g/m?) oder Cisplatin (120 mg/m”) durchgefiihrt. Bei
Hochrisikopatienten wird zusitzlich Etoposid (150mg/m?®) postoperativ —eingesetzt.
Praoperativ werden 3 Zyklen und postoperativ 9 Zyklen durchgefiihrt. Das gesamte
Therapiekonzept umfasst einen Zeitraum von 12 Monaten. Zeigt wihrend der
Chemotherapie die Verlaufskontrolle mittels MRT ein weiteres Wachstum, muf3 die
systemische Therapie abgebrochen und die operative Therapie durchgefiihrt werden.

Die operative Therapie wurde in den letzten 30 Jahren deutlich verdndert. In der
Anfangszeit war die Amputation das operative Standardverfahren fiir maligne
Knochentumore. Mit dem Einsatz der modernen bildgebenden Verfahren und der
neoadjuvanten Therapieverfahren konnte das operative Vorgehen deutlich verbessert
werden. Die operative Therapie bei malignen Knochentumoren wird im Sinne einer weiten
bzw. einer radikalen Resektion durchgefiihrt. Die radikale Resektion mit der Entfernung des
betroffenen Kompartimentes ist bei Befall von Extremitidten meist nur als Amputation
moglich. Mit der Entwicklung der neoadjuvanten Therapie konnte in der Folgezeit
nachgewiesen = werden, daB  bei  extremititenerhaltendem  Vorgehen  die
Uberlebenswahrscheinlichkeit nicht verschlechtert wird (Gebhardt et al., 1989). Damit
wurden zunehmend rekonstruktive MaBnahmen mit der Verwendung von
Tumorspezialprothesen zur Extremitdtenerhaltung favorisiert. Die zytostatische Therapie
wird mit Abschlu8 der Wundheilung nach dem COSS-96-Protokoll fiir weitere 9 Monate
fortgesetzt.

Zu Beginn der neuen Therapieansidtze mit dem COSS-77-Protokoll betrug die
Uberlebenschance nach 6 Jahren fiir das Osteosarkom 14 %. Mit dem von europiischen
Tumorzentren entwickelten Therapiestandard ist der Prozentsatz auf 72 % gestiegen
(Goorin et al., 1991; Marsden et al., 1991).

Die modernen Therapiekonzepte erzielen zunehmend eine gute Tumorkontrolle und
Heilungsrate. Beim Einsatz von Chemotherapeutika muf} jedoch vor allem bei Kindern und
Jugendlichen auf die langfristigen Folgestorungen geachtet werden. So sind die kumulative

Kardiotoxizitdt von Anthrazenen, die pulmonale Toxizitdt von Bleomycin und die renale
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Toxizitdt von Cisplatin oft fiir die Nebenwirkungen einer Chemotherapie verantwortlich
(Neglia et Nesbit, 1993; Morgan et Haugen, 1997).

A.3 Transformation einer normalen Zelle in eine Tumorzelle

Die Entstehung einer Tumorzelle ist eine schrittweise Entwicklung, und diese
Schritte beinhalten genetische Verdnderungen, die eine fortschreitende Transformation einer
normalen in eine hoch maligne Zelle bewirken. Die Tumorzellen weisen verschiedene
Verdnderungen in den regulativen Kreisldufen auf, die Zellproliferation und Homdostase

regulieren. Im folgenden werden die einzelnen Schritte aufgefiihrt.

A.4 Autonome Versorgung von Wachstumssignalen

Normale Zellen bendtigen fiir einen Wechsel von einem Ruhezustand in einen
proliferativen Zustand Wachstumssignale. Die Signale bestehen aus Ildslichen
Wachstumsfaktoren, aus Kontakten zu extrazelluliren Matrixkomponenten oder aus Zell-
zu-Zell-Kontakten und werden iiber transmembrane Rezeptoren in die Zelle iibermittelt
(Weiss et Schlessinger, 1998; Giancotti et Ruoslahti, 1999; Christofori et Semb, 1999). Bei
Tumorzellen findet man Verdnderungen in diesem Regulationsmechanismus. Tumorzellen
produzieren selbst Wachstumssignale und sind damit im Vergleich zu normalen Zellen von
exogenen Signalen unabhidngig. Diese Verdnderungen konnen auf der Ebene der
Wachstumsfaktoren, der Rezeptoren und der intrazelluliren Signaltransduktionswege
stattfinden.

Die meisten loslichen Wachstumsfaktoren werden von einem Zelltyp produziert, um
einen anderen Zelltyp zu stimulieren. Tumorzellen erlangen die Fdhigkeit, bendtigte
Wachstumsfaktoren selbst zu synthetisieren und damit eine autokrine Stimulation zu
erreichen. Als Beispiele seien die Produktion von PDGF bei Glioblastomen und von TGFa
bei Sarkomen genannt (Fedi et al., 1997). Durch Verianderungen auf der Ebene der
Zelloberflichenrezeptoren kann die Proliferation der Tumorzellen ebenfalls gesteigert
werden. Durch eine hohere Anzahl der jeweiligen Rezeptoren wird die Tumorzelle schon
durch geringe Konzentrationen von Wachstumsfaktoren stimuliert. In den Gewebeproben
von Tumoren des Magens und des Gehirns wurde eine Uberexpression des EGF-Rezeptors,
bei Magen- und Brustdriisenkarzinomen eine Uberexpression des HER-2-Rezeptors
nachgewiesen (Yarden et Ullrich, 1988; Slamon et al., 1987). Bei Osteosarkompatienten
konnte eine Korrelation zwischen der Expression von HER-2 und dem Ansprechen auf die
Chemotherapie bzw. der Uberlebensrate festgestellt werden (Gorlick et al., 1999). Ebenfalls
in Osteosarkomgewebe konnte eine erhohte Anzahl des Met-Rezeptors, einer
Rezeptortyrosinkinase, nachgewiesen werden (Ferracini et al., 1995; Scotlandi et al., 1998).

Neben den bisher genannten Rezeptortyrosinkinasen haben auch die Integrine als

extrazelluldare Matrixrezeptoren Einfluf3 auf die Profileration, die Zellform und die Mobilitét
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einer Zelle. Integrine, eine Familie von heterodimerischen Membranproteinen, binden an
extrazellulire Matrixproteine (Ruoslahti et Obrink, 1996; Giancotti et Ruoslahti, 1999). So
wurde gezeigt, daB durch die Bindung von Fibronektin, einem nichtkollagenen
Matrixprotein, an den a5B1 Integrinrezeptor die Differenzierung von Osteoblasten und die
Mineralisierung von Kollagen gesteuert wird (Moursi et al., 1997). Verlieren normale
Zellen den Kontakt zur umgebenden Matrix, gehen sie in die Apoptose, was die
Absiedelung einer normalen Zelle verhindert. Tumorzellen haben diese Kontrollfunktion
der Integrinrezeptoren ausgeschaltet, sie konnen ohne Kontakt zu der urspriinglichen
extrazelluldren Matrix proliferieren, womit sie die Primédrlokalisation verlassen konnen und
Metastasen bilden (Frisch et Francis, 1994, Plath et al., 2000).

Nach Aktivierung der Wachstumsrezeptoren und der Integrinrezeptoren wird das
Signal tiber intrazelluldre Signaltransduktionswege bis in den Zellkern weitergeleitet (Cobb
et al., 1994; Schaeffer et Weber, 1999; Renshaw et al., 1997). Punktmutationen von
Bestandteilen der Signaltransduktionswege konnen konstitutiv aktive Formen erzeugen und
eine erworbene Autonomie von Wachstumsfaktoren bewirken. In einer Vielzahl von
Tumoren und Tumorzellinien wird eine Mutation von Ras beschrieben. Ras aktiviert als
Schliisselprotein eine Vielzahl von nachfolgenden Signaltransduktionswegen und verursacht
ein gesteigertes Tumorwachstum (Webb et al., 1998). In nahezu der Hélfte aller Proben von
Kolonkarzinomen wurde eine Ras-Mutation nachgewiesen (Kinzler et Vogelstein, 1996).

Neben der bisher beschriebenen autonomen Stimulation konnen Tumorzellen die
umgebenden Stromazellen zur Synthese von Wachstumsfaktoren induzieren (Skobe et
Fusenig, 1998; Olumi et al., 1999). Zusétzlich wird in den letzten Jahren eine Unterstiitzung
durch Entziindungszellen beobachtet (Cordon-Cardo et Prives, 1999; Coussens et al., 1999).

Durch die autonome oder heterotope Stimulation der Tumorzellen entfillt ein
wichtiger Kontrollmechanismus, der bei normalen Zellen das Wachstum bei verschiedenen

Zelltypen in einem Gewebe reguliert.

A.5 Tumorzellen sind gegen wachstumshemmende Signale resistent

Die Zellzahl in normalem Gewebe wird neben dem EinfluB von
Wachstumshormonen auch durch inhibitorische Signale gesteuert. Dabei kann mit zwei
verschiedenen Mechanismen die Proliferation gestoppt werden. Die Zelle wird von einem
aktiven Zellzyklus in den Gjp-Status versetzt oder die Zelle verliert ihr proliferatives
Potential und differenziert zu einer speziellen Gewebszelle. Tumorzellen miissen fiir ein
ungebremstes Wachstum diese Inhibition ausschalten.

Die Kontrolle des Zellzyklus durch inhibitorische Signale wird vor allem wéhrend
der G1-Phase ausgefiihrt. Auf molekularer Ebene miinden inhibitorische Signale am RB-
Protein (Retinoblastoma), der den E2F-Transkriptionsfaktoren bindet. Dadurch wird die
Expression einer Vielzahl von Genen blockiert, die fiir den Zellzyklus wichtig sind

(Weinberg, 1995). Durch Phosphorylierung des RB-Proteins wird E2F freigegeben, es

10
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kommt zu einer Proliferation der Zelle. Die Phosphorylierung des RB-Proteins wird durch
TGFRB verhindert. Die Fahigkeit von TGFB, die Proliferation von malignen epithelialen
Tumorzellinien zu inhibieren, wurde zunichst als mogliche Therapie angesehen (Sporn et
Roberts, 1989). Es zeigte sich jedoch auch in normalen epithelialen Zellen der Brustdriise,
der Haut und verschiedener innerer Organe eine Inhibition der Proliferation durch TGFB
(Lyons et Moses, 1990). Die Funktion des RB-Proteins kann bei Tumorzellen auf
verschiedenen Ebenen herabgesetzt werden. Im Vergleich zu den normalen Retinazellen
fehlen bei den Zellen eines Retinablastoms die Rezeptoren fiir TGFB. Durch diesen Mangel
kann eine fehlende Regulation des Zellzyklus durch TGFRB erkldrt werden (Kimichi et al.,
1988). Verdnderungen der Signalkaskade von dem TGF-Rezeptor bis zu dem Rb-Protein
konnen ebenfalls zu einer Phosphorylierung des RB-Proteins fithren. Durch eine chronische
Hyperphosphorylierung des RB-Proteins beobachtet man eine Konversion von normalen,
wachstumsfaktor-abhingigen Melanozyten zu unkontrolliert wachsenden Melanomazellen
(Halaban, 1999).

Die Proliferation eines Zellverbandes kann neben der Regulation des Zellzyklus
auch durch die Ausbildung von postmitotischen, differenzierten Zellen kontrolliert werden.
Wihrend einer normalen Zellentwicklung wird der Transkriptionsfaktor Myc, welcher eine
wachstumsstimulierende Wirkung besitzt, durch die hemmenden Transkriptionsfaktoren
Mad verdringt. Es resultiert eine Differenzierung der Zelle (Foley et Eisenmann, 1999).
Tumorzellen benutzen verschiedene Strategien, diese terminale Differenzierung zu
vermeiden. Das c-myc-Onkogen hebt durch die Uberexpression von Myc die Wirkung von
Mad auf, die Differenzierung wird geschwécht und das Wachstum der Zellen wird gefordert
(Kraehn et al., 2001).

A.6 Tumorzellen durchlaufen keine Apoptose

Das Wachstum eines Tumors wird neben der Proliferation auch durch den
fortlaufenden Untergang von Zellen bestimmt. Fiir diese Reduktion der Zellzahl ist die
Apoptose, der programmierte Zelltod, die Hauptursache. Resistenz gegen die Apoptose
wurde experimentell in Zellinien und in Biopsien von Tumoren nachgewiesen.

Der programmierte Zelltod kann mit Sensoren und Effektoren in zwei Regelkreise
unterteilt werden. Sensoren iiberwachen die extrazellulire Umgebung und intrazellulére
Abldufe wie DNA-Synthese, die nach Aktivierung ein Signal an die Effektor-Komponenten
weiterleiten. Die Aktivierung der Effektoren fiihrt {iber determinierte Schritte zum Tod der
Zelle. Die Sensoren bestehen zum einen aus Oberflichenrezeptoren, an die Uberlebens-
oder Apoptosesignale anbinden. Als Beispiel fiir Uberlebensfaktoren seien die IGF-
Rezeptoren genannt. Durch Zugabe von IGF-1 wurde bei hdmatopoetischen Zellen eine
Inhibition der Apoptose beobachtet (Rodriguez-Tarduchy et al., 1992; Butt et al., 1999). Ein
Apoptosesignal wird zum Beispiel durch Anbindung von TNFoa an TNF-R1 iibermittelt

(Ashkenazi et Dixit, 1999). Intrazelluldre Sensoren tiberwachen Abldufe auf Zellebene und

11
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initileren bei Verdnderungen die Apoptose. p53 wird als intrazelluldrer Sensor durch
Schiden der DNA aktiviert, es tritt der programmierte Zelltod ein. Wird die
Osteosarkomzellinie U-2 OS mit UV-Licht bestrahlt, wird durch DNA-Schiaden eine p53
induzierte Apoptose beobachtet (Yonish-Rouach et al., 1993; Allan et Fried, 1999). Neben
den bisher erwihnten Sensoren wird die Lebensdauer auch durch Adhisionsmolekiile wie
Integrine beeinflufit. Verliert eine Zelle den Kontakt zur umgebenden extrazelluldren
Matrix, wird bei normalen Zellen ebenfalls die Apoptose eingeleitet (Frisch et Francis,
1994).

Die proapoptotischen Signale aktivieren Effektoren, eine Freisetzung von
Cytochrom C von den Mitochondrien wird bewirkt (Green and Reed, 1998). Durch
Cytochrom C werden die Kaspasen-8 und -9 aktiviert. Durch die Aktivierung von Kaspase-
8 und -9 werden kaskadenartig weitere Kaspasen aktiviert. Kaspasen sind Proteasen, die im
letzten Schritt durch selektive Zerstorung von subzelluldren Strukturen und des Genoms den
Zelltod bewirken (Thornberry and Lazebnik, 1998).

Tumorzellen konnen durch unterschiedliche Strategien Apoptose umgehen.
Apoptose kann durch eine Uberexpression von antiapoptotischen Signalen oder durch einen
Funktionsverlust von regulativen Bereichen gehemmt werden. Die Synthese eines
Apoptosehemmers konnte bei bestimmten Leukdmieformen nachgewiesen werden. Bei
einem hohen Prozentsatz der follikuliren Lymphome wird in den malignen Zellen eine
chromosomale Translokation nachgewiesen. Durch diese Translokation wird das Onkogen
bcl-2 hochreguliert und es wird vermehrt das bcl-2 Protein gebildet, welches Apoptose von
Leukidmiezellen hemmt (Tsujimoto et al., 1985; Vaux et al., 1988). In der Folgezeit wurde
gezeigt, dal durch die Expression des bc/-2-Gens in Anwesenheit von dem Onkogen myc
bei transgenen Mdusen ein Lymphom entsteht. Kennzeichen der Lymphomzellen ist eine
verlingerte Uberlebenszeit, die proliferierende Wirkung von myc wird nicht beobachtet
(Strasser et al., 1990).

A.7 Grenzenloses replikatives Potential von Tumorzellen

Mit den bisher beschriebenen Strategien der Autostimulation, der Umgehung von
Wachstumshemmung und Apoptose konnen Tumorzellen im Vergleich zu normalen Zellen
schneller wachsen. Bei der Analyse der Chromosomen vor und nach der Zellteilung konnte
gezeigt werden, daB3 die Enden der Chromosomen nach jeder Teilung verkiirzt sind. Die
Enden der Chromosomen werden von Telomeren, bestehend aus tausenden von
Wiederholungen einer 6-Basen-Sequenz, gebildet. Bei der Verdoppelung der Chromosomen
wird die DNA von der Polymerase repliziert. Da die Polymerase an den Enden der
Chromosomen befestigt ist, kann dieser Abschnitt nicht kopiert werden. Es gehen die letzten
50-100 bp der Chromosomen verloren. Mit dem Verlust der Telomeren entstehen End-zu-
End-Fusionen und der Zelltod tritt ein (Counter et al., 1992). Bei maligne entarteten Zellen

ist ein Abbau der Telomere nicht zu erkennen, der Verbrauch der Telomeresequenzen wird
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ersetzt. Das Enzym Telomerase, welches an die Telomere die Hexanukleotide-
Wiederholungen TTAGGG anfiigt, wird bei nahezu 90% aller Tumorzellenarten gesteigert
synthetisiert (Bryan et Cech, 1999). Die Telomerase ermoglicht damit eine unbegrenzte
Zellteilung. Die Bedeutung der Telomerase konnte durch die Expression in normalen Zellen
bestdtigt werden. Die telomerase-positiven Zellen weisen eine verldngerte Lebenszeit auf.
Bei ldnger passagierten Zellinien konnen die durch den Telomereabbau eintretenden
Verianderungen aufgehoben werden (Bodnar et al., 1998; Halvorsen et al., 1999).

Neben der Synthese der Telomerase wurde ein weiterer Mechanismus, die
Telomerestruktur zu erhalten, beschrieben. Der genaue Mechanismus konnte jedoch noch
nicht genauer dargestellt werden. Bei einem Bruchteil der Tumorzellen, die telomerase-
negativ sind, werden lange, stabile Telomere nachgewiesen (Bryan et al., 1997; Perrem et
al., 1999). Durch die Erhaltung der Telomerstruktur durch die Telomerase erhalten

Tumorzellen eine wichtige Fahigkeit zur grenzenlosen Replikation.

A.8 Neoangiogenese bei Tumoren

Zellen bendtigen fiir den Stoffwechsel Sauerstoff und Néhrstoffe, die iliber das
BlutgefdB3system transportiert werden. Fiir eine ausreichende Versorgung betrigt die
maximale Distanz zwischen einer Zelle und einem Kapillargefdl etwa 100-150 pm, bei
einer abnehmenden Sauerstoffkonzentration beobachtet man eine Reduzierung der
Zellproliferation (Tannock, 1968; Bedford et Mitchell, 1974; Bouck et al., 1996). Das
Wachstum eines Zellverbandes setzt damit eine Neubildung des GefdBBsystems voraus.
Bereits vor 50 Jahren wurde eine solche GefaBBneubildung bei Tumoren beobachtet (Ide et
al., 1939; Algire et al, 1945). In einem Tierexperiment konnte die Bedeutung der
Neoangiogenese bei dem Wachstum eines Tumors bewiesen werden. Tumore, die im
Glaskorper eines Kaninchenauges wachsen, haben fiir 100 Tage eine unverdnderte Grosse
von 0,5 mm. Erreicht ein Tumor jedoch die Oberfliche der Retina, entsteht eine
Neovaskularisation und der Tumor vergrdssert sich innerhalb von 14 Tagen im Vergleich zu
der Ausgangsgrosse um das 19 000 fache (Brem et al., 1976). Ein direkter Beweis fiir die
Hypothese, dal3 eine Neovaskularisation fiir das Tumorwachstum notwendig ist, konnte
durch die Suppression des vascular endothelial growth factor (VEGF) gezeigt werden.
Mausen wurde subkutan eine Tumorzellinie eingesetzt, die VEGF als einzigen Mediator fiir
die Neoangiogenese produziert. Mit der Blockade von VEGF durch Antikorper wurde das
Tumorwachstum um mehr als 90 Prozent reduziert (Kim et al., 1993).

Die Angiogenese wird durch verschiedene Wachstumsfaktoren, deren
Oberfliachenrezeptoren oder durch Adhédsionsmolekiile reguliert. VEGF, als l16slicher
Wachstumsfaktor, bindet an den von Endothelzellen présentierten spezifischen Rezeptor,
eine transmembrane Tyrosinkinase, und stimuliert die Angiogenese. Neben VEGF wird
auch durch die Anbindung des fibroblast growth factor (FGF) an den FGF-Rezeptor eine
gesteigerte Angiogenese beobachtet (Compagni et al., 2000; Saaristo, 2000). Als Beispiele
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fiir Inhibitoren seien Thrombospondin-1 und Angiostatin genannt. Durch die Anbindung
von Thrombospondin-1 an den transmembranen CD36-Rezeptor wird die Proliferation von
Endothelzellen inhibiert (Lawler, 2000). Angiostatin wird durch Aufspaltung von Plasmin
freigesetzt und hemmt ebenfalls proliferierende Endothelzellen. Die Hemmung der
Neoangiogenese durch Angiostatin bewirkt im Tiermodell eine Hemmung des

Tumorwachstums (Bergers et al., 1999).

A.9 Invasion und Metastasierung von Tumorzellen

Patienten mit einem Osteosarkom sterben in der Regel nicht an ihrem Primértumor,
sondern an den hdmatogen verbreiteten Metastasen in der Lunge. Betrachtet man das
gesamte Krankengut der Tumorpatienten, ist die Metastasenbildung die Ursache fiir 90 %
aller Todesfille (Sporn, 1996). Der Ubergang von lokalem Tumorwachstum zu einer
metastatischen Erkrankung ist durch die Fihigkeit der Tumorzellen definiert, am Primérort

Gewebsgrenzen zu liberwinden und in das umgebende Gewebe einzudringen

Abbildung 2: (Quigley and Armstrong, 1998)

Neben der verdnderten Adhésion ist die Féhigkeit, umliegende Strukturen aufzuldsen

der zweite bestimmende Faktor fiir eine erfolgreiche Invasion und Metastasierung.
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A.10 Proteolyse der extrazelluldren Matrix

Das infiltrative Wachstum und die Uberwindung von Organgrenzen korreliert mit
der Agressivitit eines Tumors. Durch zyklische Anbindung und Ablosung von der
extrazelluldren Matrix und durch Migration dringt ein Tumor in anliegende Kompartimente
ein. Mit dem Einsatz von proteolytischen Enzymen kann eine Tumorzelle zielgerichtet
Strukturen der extrazelluldren Matrix auflosen. Das Auflosen von extrazelluldren Strukturen
ist auch bei physiologischen Umbauvorgéngen zu beobachten. Die Fortbewegung von
Entziindungszellen zu einem Infektionsherd hin, die Implantation eines Trophoblasten in die
Uterusschleimhaut und die Ausbildung von Blutgefilen bendtigt eine zielgerichtete
Proteolyse.

Mit der Synthese und der Prdsentation von proteolytischen Enzymen Idsen
Tumorzellen die umgebende Matrix auf und infiltrieren in anliegende Strukturen. Die
Bestandteile der extrazelluliren Matrix sind verschiedene Kollagentypen wie Fibrin,
Laminin, Fibronektin und Vitronektin (Basbaum et Werb, 1996). Die Proteasen werden in 5

unterschiedliche Gruppen unterteilt:

* Aspartylproteasen: Kathepsin D und Pepsin

* (Caspasen: Caspase-8, -9 als Schliisselenzyme der Apoptose

* Cysteinproteasen: Kathepsin B, H und L sowie Caspasen und Papain
* Metalloproteasen: Matrixmetalloproteasen

* Serinproteasen: uPA, tPA, Plasmin, Thrombin und Trypsin

Es wurde fiir vier Klassen der Proteasen, ndmlich die Serin- (Reuning et al., 1998),
Cystein- (Thomsson et al., 1995), Aspartyl- (Rochefort et al.,1990) und Metalloproteasen
(Dufty et McCarthy, 1998) eine Korrelation zwischen der Aggressivitit des Tumors und der
Konzentration der Proteasen nachgewiesen.

Die Familie der Matrixmetalloproteinasen (MMP) spielt durch die hohe
Substratspezifitit insbesondere bei der Auflosung von extrazelluldren Proteinen und damit
bei der Tumorinvasion eine wichtige Rolle (Duffy et McCarthy, 1998). Die
Erstbeschreibung einer Metalloprotease erfolgte 1962. Bei dem Umbau der Flossen von
Kaulquappen konnte ein Enzym nachgewiesen werden, welches das Kollagen der
extrazelluldiren = Substanz  auflost (Gross et Lapiere, 1962). Die meisten
Matrixmetalloproteasen wurden erstmals von Tumorzellinien geklont (Coussens et Werb,
1996). Liotta identifizierte bei Untersuchungen iiber das Invasionsverhalten eine Typ IV-
Kollagenase, welche die extrazelluldre Matrix auflost (Liotta et al., 1980). MMP haben alle
eine gleiche Doménenstruktur mit einer katalytischen Region, welche eine zinkbindende
Stelle enthilt.
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Kollagenasen: Interstitielle Kollagenase =~ MMP-1
Neutrophile Kollagenase =~ MMP-8
Kollagenase-3 MMP-13
Xenopus Kollagenase MMP-18
Gelatinasen: Gelatinase A MMP-2
Gelatinase B MMP-9
Stromelysine: Stromelysin-1 MMP-3
Stromelysin-2 MMP-10
Matrylisin MMP-7
Stromelysin-3 MMP-11
Elastase: Metalloelastase MMP-12
Membran Typ-MMP: MT1-MMP MMP-14
MT2-MMP MMP-15
MT3-MMP MMP-16
MT4-MMP MMP-17
MT5-MMP MMP-21
Unklassifiziert: Enamelysin MMP-20
MMP-19
MMP-23
MMP-24

Tabelle 2: Unterteilung der Matrixmetalloproteinasen

A.11 Bedeutung der Typ-IV Kollagenasen bei der Metastasierung

Die lokale Destruktion der Basalmembran ist eine Voraussetzung fiir das infiltrative
Wachstum bosartiger Tumorzellen. Viele Primdrtumore sind von einer intakten
Basalmembran umgeben. Die Basalmembran besteht aus kollagenen und nichtkollagenen
Glykoproteinbestandteilen. Die wesentliche strukturelle Komponente der kollagenen
Bestandeteile ist das Typ-IV Kollagen, welches mit einem Anteil von 50 % das Grundgeriist
der Basalmembran bildet (Yurchenco et al.,1992).

Bei Osteosarkomen beobachtet man eine frithzeitige Uberwindung der umliegenden
Organgrenzen wie des Periostes und anliegender Muskelfaszien. Damit konnen die

Tumorzellen infiltrativ in angrenzende Muskelgruppen wachsen.
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Die Migration von Zellen beobachtet man bei physiologischen Prozessen wie z.B.
bei dem Austritt von Entziindungszellen aus dem Gefdflsystem, bei der Entwicklung der
Plazenta oder bei der Organentwicklung. Das infiltrative Wachstum eines malignen Tumors
beruht auf der Migration einzelner Tumorzellen in das umgebende Stroma. Liotta stellte fiir
die Interaktion zwischen einer Tumorzelle und der extrazelliren Matrix eine 3-Schritt-
Hypothese auf (Liotta et Stetler-Stevenson, 1990):

1. Adhésion der Tumorzelle an die Matrix
2. Lokale Proteolyse der Matrixproteine durch tumorassoziierte Proteasen

3. Migration der Tumorzelle in die verdnderte Matrix

Die Auflosung der Basalmembran und damit von Typ-IV Kollagen ermoglicht eine
Uberwindung von Organgrenzen und GefiBwinden. Unter den Matrixmetalloproteinasen
16sen die Typ-IV Kollagenasen spezifisch Typ-IV Kollagen in der helikalen Region auf
(Liotta et al., 1979). Sie spalten aber auch Typ-V, -VII, -IX und -X Kollagen sowie
Laminin, Fibronektin und Gelatin. Mit der Expression von Typ-IV Kollagenasen wird die
Basalmembran als Gewebebarriere aufgeldst und das metastatische Potential eines Tumors
charakterisiert (Liotta et al., 1980; Nakajima et al., 1991).

Typ-IV Kollagenasen bestehen aus zwei Enzymen mit 72 kDa und 92 kDa Grof3e. In
der MMP-Familie werden sie als MMP-2 und MMP-9 benannt (Liotta et al., 1981). MMP-2
und -9 werden als proteolytisch inaktive Zymogene sezerniert und durch Abspaltung von
aminoterminalen Aminosduren aktiviert. MMP-2 wird im Unterschied zu den anderen
Metalloproteasen an der Zelloberfliche von membrane-type Matrixmetalloproteasen (MT-
MMP) aktiviert (Morgunova et al., 1999; Nakamura et al., 1999). Die Aktivitit der Typ-IV
Kollagenasen wird durch physiologische Inhibitoren, tissue inhibitor of metalloproteinase
(TIMP) geblockt. Durch Interaktion mit TIMP-1 wird MMP-9 inhibiert (Wilhelm et al.;
1989), TIMP-2 blockt MMP-2 (Howard et al., 1991). Im Unterschied zu den restlichen
Metalloproteasen interagieren MMP-2/-9 bereits als Proenzyme mit TIMP-1/-2 (DeClerck et
al., 1989).

Typ-IV Kollagenasen wurden in Gewebeproben und Zellinien von verschiedenen
Tumorentititen nachgewiesen (Mignatti et Rifkin, 1993; Tryggvason et al., 1993). In
Mammakarzinom-Gewebe wurden Typ-IV Kollagenasen immunhistochemisch dargestellt,
MMP-9 konnte in normalem Mammagewebe nicht detektiert werden (Barsky et al., 1983;
Basset et al., 1990). In Gewebeschnitten von Carcinomen der Lunge, des Darmes und der
Haut wurden sowohl MMP-2 als auch MMP-9 nachgewiesen (Canete-Solar et al., 1994;
Pyke et al., 1992 et 1993). Experimentell konnte gezeigt werden, dal MMP-9 bei der
Invasion in die GefiBwand und damit bei der Intravasation und hidmatogenen
Metastasierung wichtig ist (Kim et al., 1998). Transfiziert man eine nicht-metastatische
Zellinie stabil mit dem MMP-9-Gen, metastasiert sie (Bernhard et al., 1990 et 1994). Durch
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die Inkubation einer Mammakarzinom-Zellinie mit Blutpldttchen synthetisieren die
Tumorzellen vermehrt MMP-9. Vergleicht man in einem Invasionsassay die stimulierten
Zellen mit unstimulierten, zeigt sich, dal die stimulierten Zellen eine Matrigelschicht
schneller iiberwinden (Belloc et al., 1995).

A 12 Regulation des MMP-9-Gens

Die Aktivitdt der Metalloproteasen wird auf unterschiedlichen Ebenen reguliert, was
auf deren Bedeutung bei biologischen Funktionen hinweist. Diese Regulation kann zum
einen durch die Expression der Gene und zum anderen in der Kontrolle der proteolytischen
Aktivitdt der Proteinprodukte durch die Inhibierung mit TIMP-1 und -2 stattfinden.

Die transkriptionelle = Regulation der  Metalloproteasen  wird  durch
Wachstumsfaktoren und Zytokine, durch Hormone und durch die Zellform beeinfluf3t
(Birkedal-Hansen et al., 1993). Durch Zell-Matrix-Interaktionen und durch Bestandteile der
extrazelluliren Matrix wird die Produktion von Metalloproteasen ebenfalls verdndert
(Sweeney et al.,1991; Huhtala et al., 1995).

Analysiert man die Transkription von MMP-2 und MMP-9, zeigt sich eine geringe
Beeinflussung von Zytokinen oder Wachstumsfaktoren auf MMP-2 (Brown et al., 1990).
Die Aktivitit von MMP-9 hingegen wird durch Zytokine, Wachstumsfaktoren und
Interaktionen von Tumorzellen mit den umliegenden Zellen deutlich verédndert. Unter dem
EinfluB von TNFa findet sich bei einer Riesenzell-Zellinie eine konzentrationsabhéngige
Aktivierung von MMP-9 (Rao et al., 1999). Durch den Kontakt mit Stromazellen
sezernieren Tumorzellen vermehrt MMP-9. Kultiviert man eine Karzinomzellinie mit einer
Fibroblastenzellinie, wird die Promotoraktivitit um das 4-5fache erhoht und damit die
proteolytische Aktivitit des Tumors an der Grenzfliche durch das umgebende Stroma
gesteigert (Lengyel et al., 1995). Durch Infektion mit dem Epstein-Barr-Virus, assoziiert mit
malignen Erkrankungen wie dem Burkitt- oder dem Hodgkin-Lymphom, wird MMP-9
vermehrt gebildet (Yoshizaki et al., 1998).

Die Transkription des MMP-9-Gens wird durch den Promotor reguliert. Die
wichtigsten Transkriptionsstellen sind Bindungsstellen fiir AP-1, NF-kB und SP-1 (Sato et
al., 1993; Gum et al., 1996; Bond et al., 1998; Yoshizaki et al., 1998). Im Unterschied zu
den anderen Metalloproteasen, die nur eine AP-1 Bindungsstelle besitzen, sind in der
Promotorregion von MMP-9 zwei AP-1-Bindungsstellen angelegt (Sato et Seiki, 1993).
Verschiedene Studien haben die Bedeutung der AP-1-Bindungsstelle bei der Regulation von
MMP-9 gezeigt (Benbow et Brinkerhoff, 1997).

A.13 Intrazellulédre Signaltransduktionswege

Die Funktion von Zellen in einem multizelluldren Organismus wird durch eine

Vielzahl von extrazelluldren Signalen wie Wachstumsfaktoren, Neurotransmitter oder
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Hormone reguliert. Diese Signale werden iiber verschiedene Klassen von
Plasmamembranrezeptoren in das Zellinnere weitergeleitet. Die Mehrheit dieser Rezeptoren
ist der Familie der G-proteingekoppelten Rezeptoren (G-protein coupled receptor: GPCR)
zuzuordnen. Die Anbindung eines Liganden bewirkt eine Konformationsédnderung des
Rezeptorproteins, und das Signal wird in das Zellinnere an G-Proteine weitergeleitet, die an
der zytoplasmatischen Oberfldche der Plasmamembran angebunden sind. G-Proteine sind
aus einer d-, B- und y-Einheit aufgebaut, die im Ruhezustand nonkovalent verbunden sind.
In dieser Phase ist GDP an die a-Einheit angelagert. Mit der Aktivierung durch einen
Membranrezeptor dissoziiert GDP von der a-Einheit und wird durch GTP ersetzt. Die
Aktivierung des G-Proteins bewirkt eine Aufspaltung in eine 0-Einheit und eine By-Einheit.
Die dissoziierten Untereinheiten GOy aktivieren downstream die MAP Kinase oder im Falle
von GBy die PI 3-Kinase. Nach wenigen Sekunden hydrolisiert die a-Einheit GTP zu GDP
und bindet wieder an die By-Einheit (Conklin and Bourne, 1993; Neer, 1995). Das Signal
wird durch die aktivierten G-Proteine an intrazellulire Signaltransduktionswege wie die
MAPK-Familie oder die Phosphoinositol 3-Kinase (PI3K) {ibermittelt (Faure et al., 1994;
Malarkey et al., 1995; Belisle et Abo, 2000). Durch spezifische Regulatoren des G-Protein
Signals (RGS) findet eine Kontrolle der Signaltransduktion statt (Witherow et al., 2000).

Abbildung 3: Signaltransduktion
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Nach Aktivierung durch Rezeptortyrosinkinasen oder G-Protein gekoppelte
Rezeptoren {ibermittelt der MAPK-Signaltransduktionsweg iiber eine Kaskade von
verschiedenen Proteinkinasen Signale bis auf die Promotorebene (Cobb et al., 1994). MAP
Kinasen werden in drei Untergruppen aufgeteilt. ERK 1 und ERK 2 (extracellular signal-
regulated kinases) werden durch Wachstumsfaktoren wie PDGF (Denhardt, 1996),
Endothelin (Wang et al., 1992) oder Thrombin (Kyriakis et al.,1993) aktiviert. Nach
Rezeptoraktivierung wird ein Adapterprotein (Grb2) an den zytoplasmatischen Abschnitt
gebunden und anschlieBend mit einem sogenannten Austausch-Protein (Sos) verbunden
(Egan et al., 1993). Dieser Komplex iiberfiihrt Ras-GDP in die aktive GTP-Form. Aktives
Ras rekrutiert Raf-Kinasen (Raf-1, A-Raf, B-Raf) (Zhang et al., 1993). Raf wiederum
phosphoryliert MEK1 (Papin et al., 1995), welches mit einer hohen Substratspezifitit ERK1
und ERK?2 aktiviert. Die ERK-Proteine gelangen in den Zellkern und regen unterschiedliche
Genpromotoren an (Gonzalez et al., 1993). Die zwei anderen MAPK-Kaskaden Jun-N-
terminale Kinase und p38 Kinase werden durch osmotischen Stress beeinflusst (Ip et Davis,
1998, Lewis et al., 1998).

Es konnte nachgewiesen werden, dal Bestandteile des MAPK-Weges bei der
Metastasierung von Bedeutung sind (Webb et al., 1998; Yoshioka et al., 1999). Mit der
Aktivierung des MAPK-Weges wurde die Aktivitdt von MMP-9 und daraus resultierend die
Migration erhoht (McCawley et al., 1999).

Neben der Aktivierung des MAPK-Signaltransduktionsweges wird die
Phosphoinositol 3-Kinase (PI3K) durch GPCR aktiviert. Die Phosphoinositol 3-Kinase
wurde erstmals 1985 beschrieben (Whitman et al., 1985). Die Aktivierung der PI3K bewirkt
Verdnderungen des Zellzyklus und der Zellform entsprechend einer malignen
Transformation von Zellen (Klippel et al.1998). Drei Klassen von PI 3-Kinasen werden
unterschieden (Domin et Waterfield, 1997). Typ I PI 3-Kinasen koénnen durch
Zelloberflichen-Rezeptoren aktiviert werden und phosphorylieren PI 4,5-Diphosphat zu PI
3.,4,5-Triphosphat. Sie bestehen aus einer 110 kDa grossen katalytischen Untereinheit und
aus einer 85 kDa grossen regulatorischen Untereinheit (Stephens et al., 1991). Die zweite
Klasse der PI3K, die Typ IA PI3K, bestehen aus einer katalytischen a, (3, oder & p110
Untereinheit und aus einer regulatorischen p50, p55, oder p85 (0 oder [3) Untereinheit
(Hiles et al., 1992; Pons et al., 1995). Typ IB PI 3-Kinase ist die dritte Klasse, bestehend aus
einer katalytischen p110y Untereinheit und einer regulatorischen p101 Untereinheit. Die Ib
PI3-Kinasen werden von GPCR aktiviert, indem die By-Einheit an die p101-Untereinheit der
PI 3-Kinase bindet (Krugmann et al., 1999).

A.14 Stérungen der Himostase bei Tumorpatienten

Bereits 1865 beschrieb Trousseau Storungen der Blutgerinnung bei Tumorpatienten.
Er beobachtete das gehdufte Auftreten von Phlebitiden infolge von tiefen Venenthrombosen

bei Patienten mit einem Pankreaskarzinom (Trousseau, 1864; Rickles et Edwards., 1983). In
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der Folgezeit wurde die gesteigerte Bildung von Thrombosen vor allem bei Patienten mit
einem Malignom der Lunge, des Pankreas oder des Gastrointestinaltraktes nachgewiesen
(Morrison, 1932; Fisch et al., 1951; Dvorak, 1987). Die Ausbildung einer Lungenembolie
als Folge einer tiefen Venenthrombose ist bei Tumorpatienten neben der Grundkrankheit die
zweithiufigste Todesursache (Donati, 1994). Im UmkehrschluB3 sollte bei dem Vorliegen
einer tiefen Venenthrombose nach Ausschlu einer Gerinnungsstorung eine
Tumorerkrankung als Ursache bedacht werden. So konnte bei 12% der Patienten mit einer
tiefen Venenthrombose in der Folgezeit ein Malignom nachgewiesen werden (Cornuz et al.,
1996).

Analysiert man die Komponenten der Blutgerinnung bei Tumorpatienten, ist bei 95
% aller Patienten eine Verdnderung der Blutgerinnung nachweisbar. Es wird eine deutliche
Steigerung der extrinsischen Kaskade und damit der Generierung von Thrombin festgestellt
(Rickles et al., 1992; Kakkar A. K. et al., 1995). Als Folge haben Tumorpatienten nach einer
Operation im Vergleich zu Patienten ohne Malignom ein zweifach erhohtes Risiko eine
Thrombose zu entwickeln (Kakkar V. V. et al.,1970), und die gesteigerte Blutgerinnung
bewirkt bei Tumorpatienten einen erhéhten Umsatz von Fibrinogen und Thrombozyten im
Sinne einer Verbrauchskoagulopathie (Yodo et Abe, 1981; Wehmeirer et al., 1991).
Fibrinablagerungen als Endprodukt der Blutgerinnung werden histologisch an der Tumor-
/Stromagrenze und auf im Blut zirkulierenden Tumorzellen nachgewiesen (Dvorak et al.,
1981; Long et al.,1960; Zacharski et al., 1983). Aufgrund der Hyperkoagulopathie sollte
deshalb bei Tumorpatienten eine Thromboseprophylaxe mit niedermolekularem Heparin
durchgefiihrt werden (Piccioli et al., 1996).

A.15 Wechselwirkung zwischen Tumorzelle und Blutgerinnung

Bereits 1964 wurde das Modell der plasmatischen Gerinnungsfaktoren aufgestellt,
welche als inaktive Vorstufen im Blut vorliegen und deren schrittweise Aktivierung zur
Bildung von Fibrin fiihrt (Davie et Ratnoff, 1964; MacFarlane, 1964). Die Blutgerinnung
wird in ein intrinsisches und ein extrinsisches System unterteilt. Der intrinsische Weg
beginnt mit dem Kontakt von Faktor XII mit negativ geladenen Phospholipiden, wie zum
Beispiel Phosphatidylserin, welche auf der Oberflache von aktivierten Thrombozyten oder
beschidigten Zellen zu finden sind. Aktivierter Faktor XII {berfiihrt zusammen mit
Kininogen Prékallikrein in Kallikrein, welches in einer positiven Riickkoppelung verstérkt
Faktor XIla bildet. Als zweites Substrat aktiviert Faktor XIla den Faktor XI, welcher nun
seinerseits mit Kalzium den Vitamin K-abhédngigen Faktor IX aktiviert. Im néchsten
Reaktionsschritt miissen neben Faktor 1Xa noch Kalzium, Phospholipide und Faktor VIIIa
vorhanden sein, um Faktor X in Faktor Xa zu {iberfithren (Colman et al., 1987). Bei der
Himophilie A und B handelt es sich um plasmatische Gerinnungsstorungen, welche durch
einen X-chromosomal rezessiv vererbten Mangel an Faktor VIII und IX verursacht sind und
bereits im 19. Jahrhundert von Otto klinisch beschrieben wurden. Faktor Xa bildet mit
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Faktor Va, Kalzium und Phospholipiden den sogenannten Prothrombinase-Komplex,
welcher Prothrombin in Thrombin umwandelt (Davie, 1991). Im letzten Schritt der
Gerinnungskaskade formt Thrombin durch limitierte Proteolyse Fibrinogen zu Fibrin um
und aktiviert in Anwesenheit von Fibrin Faktor XIII. Die Fibrinfasern lagern sich zu einem
instabilen Gerinnsel zusammen und werden anschlieend durch Faktor XIIla miteinander

verbunden.
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Abbildung 4: Extrinsische Blutgerinnung

Der extrinsische Weg der Blutgerinnung beginnt mit dem Kontakt von Faktor VII
mit Gewebethromboplastin (tissue factor, TF), welches bei einer Gefaverletzung durch die
Freilegung von subendothelialem Gewebe prisentiert wird (Weiss et al., 1989; Semeraro et
Colucci, 1997). Es entsteht ein ,,Eins-zu Eins-Komplex*, und in Anwesenheit von Kalzium
wird Faktor VII durch Proteolyse in die aktive Serinprotease iiberfiihrt (Sakai et al., 1989).
Der Faktor VIla-TF-Komplex aktiviert Faktor X, und mit der nachfolgenden Aktivierung
von Prothrombin durch den Prothrombinase-Komplex wird iiber die gleichen Schritte wie
bei dem intrinsischen Weg die Ausbildung eines Fibringerinnsels erreicht. Durch die

Einlagerung von Fibrin in den Thrombozytenpfropf wird dieser verstirkt. Man vermutet,
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dal der extrinsische Weg fiir den Beginn und die Instandhaltung der Gerinnungskaskade
wichtig ist, wohingegen der intrinsische Weg fiir den weiteren Aufbau des Fibringerinnsels
entscheidend ist (Davie et al., 1991).

Tumorzellen konnen die Blutgerinnung durch verschiedene Mechanismen
aktivieren. Auf dem direkten Weg wird durch Présentation von TF auf der Oberflédche von
Tumorzellen ein Komplex mit Faktor VIla gebildet und der extrinsische Weg aktiviert
(Gordon, 1992; Rao, 1992; Mueller et al., 1992). Indirekt kdnnen Tumorzellen durch
Sekretion von Zytokinen wie TNF-a oder IL-18 Endothelzellen oder Monozyten anregen,
TF zu produzieren oder Thrombozyten werden aktiviert, welche mit der Oberfldche die
Aktivierung von Gerinnungsfaktoren fordern (Pearlstein et al., 1981; Lorenzet et al., 1983;
Murray, 1991). Die Anzahl der Thrombozyten ist dabei ein sensitiver Indikator fiir die
Aktivierung der intravaskuldren Gerinnung. Werden Fibrosarkomzellen in die vendse
Blutstrombahn von Méusen injiziert, beobachtet man eine Reduktion der Thrombozyten um
50 %. Gleichzeitig sinkt die Aktivitidt von Faktor Xa und der Spiegel von Fibrinogen. Durch
die Gabe von Heparin wird das Bild der disseminierten intravaskuldren Gerinnung
unterdriickt. Neben der Reduktion der intravaskuldren Gerinnung hat die Gabe von Heparin
aber auch einen EinfluB} auf die Bildung von Lungentumoren durch die Fibrosarkomzellen.
In der Gruppe der mit Heparin behandelten Tiere ist eine deutlich geringere Anzahl von
Lungentumoren nachzuweisen (Amirkhosravi et al., 1993). In einer klinischen Studie
konnte mit dem Einsatz von niedermolekularem Heparin bei Patientinnen mit einem
gyniikologischen Malignom eine signifikante Verlingerung der Uberlebenszeit festgestellt
werden (Tempelhoff et al., 1999).

A.16 Struktur und Funktion von Thrombin und dem spezifischen
Thrombinrezeptor

Thrombin entsteht aus der inaktiven Vorstufe Prothrombin, welche in der Leber als
Vitamin K-abhédngiger Blutgerinnungsfaktor synthetisiert wird (Shapiro et McCord, 1978).
Nach Anlagerung an den sogenannten Prothrombinase-Komplex wird durch Spaltung von
Prothrombin aktives Thrombin freigesetzt (Mann et al., 1990). Aktives Thrombin ist mit
einem Molekulargewicht von 39 kDa anndhernd halb so gro3 wie Prothrombin (71.9 kDa)
und besteht aus einer A- und einer B-Kette.

Zusitzlich zu der Fihigkeit, Fibrinogen aufzuspalten weist Thrombin wichtige
zellaktivierende Funktionen auf. Thrombin beeinflusst die Zellform von Blutplittchen
(Davey et Luscher, 1967), die Proliferation und die Migration von Endothelzellen (Chen et
Buchanan, 1975) und Monozyten (Bar-Shavit et al., 1983). 1991 wurde von zwei
Arbeitsgruppen der spezifische Thrombinrezeptor kloniert und anschlieend in weiteren
Zellinien detektiert (Vu et al., 1991; Rasmussen et al., 1991; Zhong et al., 1992; Gerszten et

al., 1994). In der Folgezeit konnte bewiesen werden, dal mit der Gabe von Thrombin die
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zelluldren Verdnderungen durch die Aktivierung des Thrombinrezeptors erreicht werden
(Hung et al., 1992a; Negrescu et al., 1995; McNamara et al., 1993).

Der Thrombinrezeptor besteht aus 425 Aminosduren und weist eine Reihe von
strukturellen Eigenschaften der G-Protein gekoppelten Rezeptoren auf. Der siebenspannige
Rezeptor hat jeweils drei intra- und drei extrazelluldre Schleifen. Intrazellulér liegt ein C-
terminales Ende und extrazelluldr eine lange N-terminale Domédne vor (Vu et al., 1991a). Im
Unterschied zu den meisten zelluliren Wachstumsfaktor-Rezeptoren bendtigt der
Thrombinrezeptor fiir die Aktivierung keine Ausbildung eines Liganden-Rezeptor-
Komplexes. Der Rezeptor dient als Substrat fiir eine proteolytische Abspaltung, wodurch
eine irreversibel aktivierte Form des Oberflichenproteins entsteht. Thrombin bindet an den
Rezeptor und spaltet das carboxyterminale Ende zwischen der Position 41 und 42. Das neue
Rezeptorende bindet intramolekular an die zweite extrazellulire Doméne des Rezeptors und
bewirkt eine Konformationsdnderung (Vu et al, 1991b, Chen et al., 1994). Deshalb wird der
Thrombinrezeptor auch als Protease aktivierter Rezeptor (protease-activated receptor) oder
PAR beschrieben.
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Abbildung 5: Thrombin-Rezeptor (Grand et al., 1996)

Das synthetische Peptid SFLLRN, welches aus den ersten sechs Aminosduren des
neuen extrazelluldren Endes des Rezeptors nach der Aktivierung besteht, kann als Agonist
von Thrombin in der Zellkultur eingesetzt werden (Gerszten et al., 1994). Mit diesem

sogenannten TRAP (Thrombin Rezeptor aktivierendes Peptid) wird der Einflu von
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Thrombin iiber den Thrombinrezeptor nachgewiesen. Durch den Einsatz von TRAP werden
verschiedene Zelltypen wie Blutplittchen, Endothelzellen, Fibroblasten im gleichen
AusmalBl wie durch Thrombin aktiviert (McNamara et al., 1993; Herbert et al., 1992;
Vassallo et al., 1992).

Nach der Aktivierung leitet der Thrombinrezeptor als sogenannter G-Protein
gekoppelter Rezeptor Signale iiber G-Proteine wie Gq oder Gi, Tyrosinkinasen und Ras-
verbundene Signalwege in den Zellkern weiter (Hartwig et al., 1995; Trejo et al., 1996).

Die Zugabe von Thrombin hat bei verschiedenen Zelltypen unterschiedliche
Wirkungen (Connolly et al., 1994, 1996). Aufgrund dieser Beobachtung und durch selektive
Blockade wurden verschiedene Thrombinrezeptoren identifiziert. Neben PAR-1 (Andersen
et al., 1999), konnten PAR-2 (Nystedt et al., 1994), PAR-3 (Ishihara et al., 1997) und PAR-
4 (Kahn et al., 1998; Xu et al., 1998) nachgewiesen werden. Im Unterschied zu PAR-1,-3
und —4 wird PAR-2 nicht von Thrombin, sondern von Trypsin und Tryptase oder den
Blutgerinnungsfaktoren VIla und Xa aktiviert (Molino et al., 1997; Camerer et al., 2000).
PAR-3 scheint als Kofaktor bei der Aktivierung von PAR-4 zu wirken, da eine alleinige
Aktivierung von PAR-3 keine transmembrane Signalweiterleitung einleitet (Nakanishi-
Matsui et al., 2000). Die Bedeutung von zwei verschiedenen Rezeptorvarianten auf einer
Zelle konnte durch unterschiedliche Konzentrationen von Thrombin erklirt werden. Beim
Menschen ist PAR 1 fiir die Antwort bei niedrigen Thrombinkonzentrationen notwendig,
PAR 4 leitet das Signal bei hohen Konzentrationen in das Zellinnere weiter (Coughlin,
1999; Shapiro et al., 2000).

A.17 Thrombin und der spezifische Thrombinrezeptor in der Tumorbiologie

Nach der Verletzung eines Gefdlles wird die Blutung durch die Aktivierung der
Gerinnungskaskade und durch die Ausbildung eines Thrombus gestoppt. Aktiviertes
Thrombin bewirkt in dieser Phase neben der Polymerisierung von Fibrin eine Aktivierung
von Blutpléttchen, Aggregation und Degranulation der Thrombozyten sind die Folge
(Davey et Luscher, 1967). Der VerschluB3 einer Gefdlverletzung stellt die sogenannte
Akutphase der Wundheilung dar. In der nachfolgenden Entziindungsphase wandern
Entziindungszellen, Fibroblasten und Endothelzellen in das Granulationsgewebe ein, es wird
neues Bindegewebe gebildet. Unter dem EinfluB von Thrombin wird eine Steigerung der
Adhésion, Proliferation und Migration dieser Zellen beobachtet (Bar-Shavit et al., 1983;
Chen et Buchanan, 1975; Herbert et al., 1992; McNamara et al., 1993). Dabei ist die
enzymatische Aktivitit von Thrombin fiir den Anstieg der Endothelpermeabilitit
entscheidend (Aschner et al, 1990). Damit spielt Thrombin neben der Blutgerinnung auch in
der zweiten Phase der Wundheilung eine zentrale Rolle, es wirkt in diesem Abschnitt als
Hormon und Wachstumsfaktor.

Durch die Klonierung des spezifischen Thrombinrezeptors konnte ein Modell fiir die

direkte Wirkung von Thrombin auf Zellen entwickelt werden (Vu et al., 1991; Rasmussen et
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al.,, 1991). In der Folgezeit wurde der Thrombinrezeptor in verschiedenen Zellinien
nachgewiesen (Zhong et al., 1992; Gerszten et al., 1994). Durch Zugabe von TRAP wird
selektiv der Thrombinrezeptor aktiviert, treten die gleichen Reaktionen wie nach Gabe von
Thrombin auf, ist der Rezeptor nachgewiesen. Der Thrombinrezeptor konnte damit in
verschiedenen Tumorzellinien nachgewiesen werden (Fischer et al., 1995; Nierodzik et al.,
1995, 1996), wobei sich eine deutlich hohere Expression des Thrombinrezeptors bei den
aggressivsten Zellinien zeigte (Even-Ram et al., 1998).

Durch die Priasentation von TF auf der Zelloberfldche kann eine Melanomzellinie die
extrinsische Gerinnungskaskade initiieren. Mit der Zugabe der Gerinnungsfaktoren II
(Prothrombin), V, VII und X beobachtet man eine gesteigerte Proliferation der Zellen. Diese
Steigerung kann durch Zugabe von Hirudin, einem Thrombinhemmer, gehemmt werden
(Fischer et al., 1995). Im Tiermodell kann durch die Gabe von Hirudin die
Metastasierungsrate einer Melanomzellinie gesenkt werden (Esumi et al., 1991). In einem
weiteren Experiment konnte der Einflu von Thrombin auf die Proliferation einer Zellinie
bestitigt werden. Nach Transfektion mit der cDNA des Thrombinrezeptors konnte durch die
Zugabe von Thrombin ein deutlicher Anstieg der Proliferation festgestellt werden (Hung et
al., 1992). Im UmkehrschluB8 wird mit Antisense-Sequenzen des Rezeptors in der Zellkultur
von GefaBzellen die mitogene Wirkung von Thrombin unterdriickt (Chaikof et al., 1995).

Das Metastasierungspotential eines Tumors wird neben der Proliferation auch durch
Veridnderungen der Adhésion beeinflut. Wird Thrombin in einer Konzentration, die eine
Fibrinbildung ausbildet, zugegeben, werden vermehrt Integrine an der Zelloberfldche
priasentiert, eine vermehrte Adhédsion ist zu beobachten (Chiang et Huang, 1996;
Wojtukiewicz et al., 1992).

In der Zellkultur konnte in einem Invasionsassay bewiesen werden, dal Tumorzellen
nach Inkubation mit Thrombin Gewebebarrieren schneller durchdringen. Wird eine hoch
aggressive Brustkrebszellinie mit Thrombin stimuliert, so iiberwinden die Tumorzellen
schneller eine Matrigel-Schicht, wohingegen das Invasionsverhalten einer weniger
aggressiven Tumorzellinie durch Thrombin nicht beeinflufit wird (Henrikson et al., 1999).

Neben dem invasiven Wachstum eines Tumors ist die Metastasierungsrate fiir die
Aggressivitidt bestimmend. Tumorzellen entwickeln nach Zugabe von Thrombin eine
vermehrte Adhdsion und Proteolyse, damit wird das metastatische Potential eines Tumors
erhoht. Im Tiermodell konnte nach Inkubation von Zellinien eines Kolonkarzinoms, eines
Bronchialkarzinoms und eines Melanoms mit Thrombin eine Steigerung der pulmonalen
Metastasierung zwischen dem 10-100fachen beobachtet werden (Nierodzik et al., 1992;
Wojtukiewicz et al., 1993). Einen dhnlichen Effekt erreicht man, wenn Tumorzellen mit
Blutplittchen oder mit von Willebrandfaktor inkubiert werden (Honn et al., 1988; Nierodzik
et al., 1995; 1998).
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Die Typ-IV Kollagenase 16st die Hauptbestandteile der Basalmembran auf und

ermoglicht damit Tumorzellen infiltrativ und invasiv zu wachsen. Thrombin, welches bei
Tumorpatienten vermehrt durch die Hyperkoagulopathie freigesetzt wird, erhoht die

Aktivitdt von Matrixmetalloproteasen.
In diesem Zusammenhang ergaben sich folgende Fragestellungen:

1. Welchen Einflufl hat die Zugabe von Thrombin auf die Aktivitit von Typ-IV
Kollagenase?
Nachdem gezeigt werden konnte, dal Thrombin MMP-9 aktiviert, ergaben sich
folgende Fragen:

2. Uber welchen Rezeptor erfolgt die Aktivierung?

3. Ist die Aktivierung konzentrationsabhéngig und nach welcher Zeitdauer ist eine
Steigerung zu beobachten?

4. Wird durch Zugabe von Thrombin das Invasionsverhalten einer Tumorzellinie
verandert?

5. Welcher Signaltransduktionsweg ist fiir die intrazellulire Weiterleitung
verantwortlich?

6. Ist der Thrombinrezeptor in Gewebeproben von Knochentumoren nachweisbar?
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C. Material und Methoden

C.1

Zellinien und Materialien

HT 1080 und NIH 3T3 freundlicherweise von Dr. D. Boyd (MD Anderson, Cancer Center
Houston, USA) zur Verfiigung gestellt.

U-2 OS (Ponten J and Saksela E., 1967; ATCC-Nummer HTB-96) freundlicherweise von
Dr. M. Atkinson (Institut fiir Pathologie des GSF-Forschungszentrums fiir Umwelt und

Gesundheit, Neuherberg) zur Verfiigung gestellt.

C.2

Gibco BRL Life Technology, Karlsruhe: Fotales Kilberserum, HEPES, DMEM mit
Glutamax, PBS

Falcon / Becton Dickinson, Plymouth, England: Gewebekulturplatten [1 10cm,
Gewebekulturflaschen T175, Gewebekulturflaschen T75, Gewebekulturflaschen
T25, Gewebekultur Sixwell, 96-well-Mikrotiterplatten

Nunc, Wiesbaden: Gewebekulturplatten (24,5 x 24,5 cm)

Seromed Biochrom KG, Berlin: BSA, EDTA (1%), Penicillin/Streptomycin, Trypsin
(2,5%)

Sigma- Aldrich GmbH, Steinheim: L-Arginin, L-Asparagin

Material

Amersham Pharmacia Biotech, Bedford, USA: Acetyl- Coenzym A, ECL Reagenz,
[-*P]-dCTP PB 10205 (3000Ci/mmol), MicroSpin G-25 Siulen

Amicon Millipore Corp., Bedford, USA: Centricon Filter

Amresco, Solon, USA: Ammoniumpersulfat (APS)

Becton Dickinson, Bedford, USA: BIOCOAT® Invasion Chamber MATRIGEL®
Basement Membrane Matrix (Lot. Number 902489, 909233), EGF

Biometra Gottingen: Epson GT-9900, ScanPack 3,0 Software

Boehringer Mannheim, Penzberg: Klenow Enzym, Random Primed Labeling Kit,
Trennsdule Nick Column

Calbiochem Bad Soden: LY 294002 (PI3-Kinase), AG 1478 (EGF-Rezeptor-
Tyrosinkinase), PD 98059 (MAP Kinase Kinase), SB 203580 (p38-Kinase),
humanes Thrombin

Gibco BRL Life Technology, Karlsruhe: Bench Mark Molekulargewichtmarker,
DNAse 1, Kompetente Zellen DH 5a, Superscript II RNAse H Reverse
Transkriptase, Trizol-Reagent

ICN Biomedicals, Aurora, USA: Chloramphenicol D-threo-[1,2-"*C], SDS

Merck, Darmstadt: 2-Propanol, Chloroform, DMSO, Coomassie blue, Ethanol
absolut z. A., Essigsdure, Gelatine, Natriumcarbonat, t-RNA

Molecular Dynamics, Sunnyvale, USA: Phosphor-Imager 445 SI
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* Pierce Rockford, USA: BCA Protein Reagent Kit

* Qiagen, Hilden: SuperFect Transfektion Reagent

* Roth Karlsruhe: Glycerol, Methanol, Triton X-100, Tris

* Schleicher & Schiill, DaBel: Nitrocellulose Optitran BA-S85 0,45um

e Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim: p-Aminobenzamidin, Aprotinin, EDTA,
Formaldehyd, Gelatine, Glycin, Glutaraldehyd, Kalziumchlorid, MBP, B-
Mercaptoethanol, MTT, ONPG, PMSF, Proteinase K, Rnase freies Wasser,
Sodiumorthovanadat

*  Whatman Maidstone, England: Diinnschichtchromatographie (TLC) Platten

C.3 Zellkultur

Die verwendeten Zellinien wurden in Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM)
von Gibco mit 10 % FCS, 0,01 M HEPES, 40 U/ml Penicillin, 40 pg/ml Streptomycin, 272
mM Arginin und 550 mM Asparagin bei 37°C und 5 % CO; kultiviert. Mediumwechsel
erfolgte jeden zweiten Tag mit Absaugen des Kulturmediums, Waschen der Zellen mit
sterilem PBS und Zugabe von vorgewdarmtem Medium. Bei ca. 80 % Konfluenz wurden die
Zellen mit Split-Losung (0,5 % Trypsin; 0,02 % EDTA) abgelost. Nach Zentrifugation und
Resuspendierung des Zellpellets erfolgte die Aussaat im Verhéltnis von 1:3 bis 1:6.

C.4 Zymographie

Da MMP’s von Zellen in das Kulturmedium sezerniert werden, verwendet man zur
Analyse den Zelliiberstand. Der Zelliiberstand wird in einem gelatinhaltigen SDS-
Polyacrylamid-Gel aufgetrennt, nach Auftrennung werden die Gelatinasen mit Ca’" aktiviert
und durch Anférbung des Gels mit Coomasieblau wird das verbliebene Gelatin dargestellt.
Ungeférbte Areale entsprechen der Gelatinase-Aktivitét der jeweiligen Proben.

In Petrischalen mit 3 cm Durchmesser werden 2,0 x 10° Zellen in 2 ml
Komplettmedium (DMEM mit Glutamax, 10 mM HEPES, 272 mM Asparagin, 550 mM
Arginin, 1000 U Penicillin/Streptomycin, 10 % fotales Kélberserum) ausgesit und iiber 24 h
bis zu einer Konfluenz von ca. 70 % kultiviert. Die Zellen werden 2x mit sterilem PBS
gewaschen und fiir 24 h in serum- und antibiotikafreiem Medium gehalten. Um Einfliisse
von autokrinen Wachstumsfaktoren zu vermeiden, wird vor Stimulation mit Thrombin das
serumfreie Medium ausgetauscht und die Zellen in 1 ml kultiviert. Nach 24 h wird der
Zelliiberstand abgenommen und abzentrifugiert. Die Zellen werden gezéhlt und die Proben
bis zur weiteren Analyse bei —80° C gelagert.

Zur Auftrennung der Proben wird ein 1,5 mm dickes SDS/Polyacrylamidgel mit
Gelatin (Sammelgel: 19 ml ddH,O, 3 ml Acrylamid 40 %, 7,4 ml 0,5 M Tris pH 6,8, 300 pul
10 % SDS, 100 ul APS 10 %, 30 ul TEMED; Trenngel: 60 mg Gelatin, 63,8 ml ddH,O,
22,4 ml Acrylamid 40 %, 30 ml 1,5 M Tris pH 8,8, 4,1 ml 10 % SDS, 600 ul APS 10 %, 60
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ul TEMED) verwendet (Woessner, 1995). Die Proben werden mit 3 x nicht-reduzierendem
Lammli-Puffer (187,5 mM Tris-HCl, pH 6,8; 6 % SDS; 30 % Glyzerin; 0,1 %
Bromphenolblau) 5 min bei 95° C in einem Heizschiittelblock denaturiert und in dem
Polyacrylamidgel mit einem SDS-haltigen Laufpuffer (0,1 % SDS; 192 mM Glycin; 25 mM
Tris) in einer Gelapparatur von Biorad (Protean II grosse Kammer) elektrophoretisch
aufgetrennt. Die Elektrophorese wird zum Einlaufen der Proben 30 min mit 50 V und
weitere 3 h mit 180 V durchgefiihrt. Anschlieend wird das Gel zur Entfernung des SDS in
einer Triton X-100-Losung (2,5 % Triton X-100; 50 mM Tris-HCI, pH 7,5; 0,05 % NaNj3)
fiir 2 h auf einem Schiittler bei RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit je 300 ml
destilliertem Wasser erfolgt die Inkubation bei 37° C im Wasserschiittelbad mit einem
kalziumhaltigen Puffer (10 mM CaCl,; 0,15 M NaCl; 50 mM Tris-HCI, pH 7,5; 0,05 %
NaNj;) flir mindestens 16h. Durch Einbinden des Kalziums in das katalytische Zentrum
werden die MMP's aktiviert und das Gelatin wird aufgespalten. Anschlieend wird das Gel
fiir 1 h gefarbt (0,2 % Coomassie Blau; 10 % Essigsdure; 20 % Methanol) und fiir 1 h
entfarbt (10 % Essigsdure; 20 % Methanol). Das Gel wird zwischen zwei Cellophanblétter
gelegt und fiir 2 h in einem Heizofen getrocknet. Zur Dokumentation und Quantifizierung

werden die Gele mit dem Software Programm Scan-Pack 3.0 eingelesen.

C.5 Northern Blot

Nach der Entwicklung des Southern-Blotting als ein wichtiges Analyseverfahren von
DNA (Southern, 1975) wurde 2 Jahre spiter ein equivalentes Verfahren fiir RNA vorgestellt
(Alwine et al., 1977). In der Beschreibung als Northern-Blotting, urspriinglich als
humoristische Anlehnung an den Southern-Blot gedacht, ist es ein Standardverfahren in der
Analyse der RNA-Expression.

Die RNA wird in einem formalinhaltigen Agarosegel aufgetrennt, anschlielend
erfolgt der Transfer auf eine Nylonmembran und zuletzt wird mit einer spezifischen,
radioaktiv markierten cDNA-Probe die RNA-Expression dargestellt.
10° U-2 OS-Zellen werden in Petrischalen mit 10 cm Durchmesser in 10 ml
Komplettmedium ausgesdt. Nach 24 h wird bei ca. 70 % konfluenten Zellen das Medium
abgesaugt und mit sterilem PBS gewaschen. Die Zellen werden 24 h in serum- und

antibiotikafreiem Medium kultiviert. Vor Stimulation erfolgt ein Wechsel des serumfreien

Mediums. Die Isolierung der RNA erfolgt mit dem TRIZOL® Reagent von Gibco BRL.
Das Kulturmedium wird abgesaugt, die Zellen auf Eis mit 4° C gekiihltem PBS gewaschen
und mit 1 ml/10 cm’ Reagenz lysiert. Das Lysat wird in ein Reaktionsgefd3 iiberfiihrt,
anschliefend fiir 5 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 0,2 ml Chloroform je ml
Reagenz werden die ReaktionsgefdBle 15 s geschiittelt und nach 2-3 min Inkubation in der
Tischzentrifuge mit 12 000 rpm fiir 10 min bei 4° C abzentrifugiert. Die wéssrige Phase

wird in ein neues Reaktionsgefdf iiberfithrt und nach Zugabe von 0,5 ml Isopropanol je ml
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eingesetzter TRIZOL® Reagent wird RNA gefillt. Nach Zentrifugation mit 12 000 rpm fiir
10 min bei 4° C wird das RNA-Pellet mit 75 % Ethanol zweimal gewaschen und
anschlieBend getrocknet. Die RNA wird in doppeldestilliertem H,O aufgenommen, ein
Aliquot photometrisch bei 260 nm gemessen und nach der unten aufgefithrten Formel die
Konzentration bestimmt. Die RNA wird bei —20° C gelagert.

c= OD,6nm X X 1 [ng/ml]

c:  Konzentration

OD: Optische Dichte

f:  Verdiinnungsfaktor

(n: 50 pg/ml fiir DNA, 40 pg/ml fiir RNA und 37 pg/ml fiir Oligonukleotide bei einer

Schichtdicke der Kiivette von 1 cm)

10 ug RNA werden in einem formaldehydhaltigen 1 % Agarosegel aufgetrennt. Die
RNA wird dazu in einem formamidhaltigen Ladepuffer (50 % Formamid; 5,8 %
Formaldhyd; 1 x MOPS) aufgenommen, und als Laufpuffer fiir das Gel wird 1 x MOPS (20
mM MOPS; 8 mM NaAc; 1 mM EDTA) verwendet. Der Laufpuffer zirkuliert wéhrend der
Auftrennung. Vor dem Auftragen wird die RNA 10 min bei 70 °C denaturiert und auf Eis
abgekiihlt. Nach der Elektrophorese wird das Agarosegel unter UV-Licht (A= 260 nm)
kontrolliert und photodokumentiert. Es wird damit eine mogliche Degradation der RNA
beurteilt.

Der Transfer der RNA auf eine positiv geladene Nylonmembran (NY 04 von
Boehringer, Mannheim) erfolgt mittels Kapillarblot. Die Membran wird entsprechend der
GelgroBe zugeschnitten, fiir 3 min in dd H,O und fiir 3 min in SSC (20 x SSC 3 M NaCl;
0,3 M NaAc, pH 7,0) vorinkubiert. Der Transfer der RNA erfolgt iiber Nacht mit Hilfe von
Kapillarkraften. Am nichsten Morgen wird der Transfer weitere 2 h durchgefiihrt. Die
Transfereffizienz wird durch Beleuchtung des Gels und der Membran unter UV-Licht
kontrolliert. Zur Fixierung der RNA wird die Membran fiir 2 h bei 80 °C gebacken.

Die Nylonmembran wird fiir 30 min in Church-Puffer (500 ml 1 M Na,HPOy; 10 ml
0,1 M EDTA; 70 g SDS; 490 ml ddH,0) mit 10 mg t-RNA bei 65 °C in einem
Hybridisierungsrohrchen prahybridisiert.

Fiir die radioaktive Markierung der DNA-Fragmente wird der Random Primed
Labeling-Kit von Boehringer-Mannheim verwendet und als Gensonde ein Abschnitt der
cDNA von MMP-9 eingesetzt. 50 ng der zu markierenden Gensonde werden mit ddH,0O auf
ein Volumen von 9 pl gebracht. Dieser Ansatz wird 10 min bei 95°C denaturiert und danach
auf Eis abgekiihlt. AnschlieBend werden in einem 20 pl-Reaktionsansatz, mit 0,05 mM
dNTPs, 2 ul Reaktionspuffer Nr. 6 (10x), 1 pl Klenow-Polymerase ( 2 U/ul ) und 50 pCi
[O(-32P]-dCTP zugegeben. Dieser Ansatz wird 30 min bei 37°C inkubiert und zuletzt die
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Reaktion mit 1 pl 0,5 M EDTA-Losung inaktiviert. Bis zur Abtrennung der freien
Nukleotide wird der Ansatz auf Eis gelagert.

Vor Verwendung der markierten Gensonde werden die freien Nukleotide iiber eine
Trennsdule (Boehringer) entfernt. Die Trennsdule wird mit 1 ml TE-Puffer ( 10 mM Tris
HCIL, ph 7,5; 1 mM EDTA) gewaschen und darf bis zur Verwendung nicht austrocknen. Der
radioaktive Ansatz wird in 400 pl TE-Puffer aufgenommen, auf die Trennséule gegeben und
das Eluat in einem Reaktionsgefill gesammelt. AnschlieBend werden weitere 400 ul TE-
Puffer auf die Sdule gegeben und das Eluat in einem neuen Reaktionsgefd3 aufgenommen.
Von beiden Proben wird in einem [(-Zdhler die Radioaktivitit der Proben bestimmt. Die
spezifische Bindung ist in der II. Fraktion und die freien Nukleotide befinden sich in der
Trennsdule. Nach dem Messen wird die Gensonde 10 min bei 95 °C denaturiert,
abzentrifugiert und auf Eis gestellt. Die Hybridisierungslosung, auf 65°C vorgewérmt, wird
mit 10° cpm/ml der radioaktiven Gensonde versetzt und in das Hybridisierungsrohrchen
gegeben. Die Hybridisierung erfolgt bei 65 °C iiber Nacht. AnschlieBend wird die
Nylonmembran zur Entfernung der unspezifischen Bindungen mit 25 ml einer Waschlosung
(2 x SSC; 1 % SDS) bei 58 °C fiir zweimal 15 min und zweimal 30 min gewaschen. Die
Northern-Blots werden fiir 24 h in Phosphor Screen-Kassetten exponiert und anschlieBend

mit dem Phosphor-Imager von Molecular Dynamics quantitativ ausgewertet.

C.6 Transfektionen: CAT, Luciferase

Die genomische Sequenz von MMP-9 umfafit 7,7 Kilobasen (kb) und ist in 13 Exone
unterteilt, die in einen 2,5 kb groBen mRNA-Abschnitt iibersetzt werden (Huhtala et al.,
1991). Die Transkription wird durch einen 2 kbp langen Abschnitt im 5°-Bereich vor dem
Start der Transkription gesteuert. Die Expression von MMP-9 wird u. a. durch die
Transkriptionsrate reguliert, und durch Promotorstudien kann damit der EinfluB von
inhibierenden oder aktivierenden Stoffen untersucht werden.

Fiir Promotorstudien wird Plasmid-DNA mit der Promotorsequenz in die Zellinie
eingeschleust. Wird die DNA als Plasmidform im Zellkern aufgenommen, ist eine transiente
Transfektion durchgefiihrt worden. Bei einer stabilen Transfektion wird die DNA in das
Genom der Zellen eingebaut.

Zum Nachweis der Aktivierung von MMP-9 auf der Promotor-Ebene werden
transiente Transfektionen durchgefiihrt. Die Osteosarkomzellinie U-2 OS wird mit einem
MMP-9-CAT-Reporter-Konstrukt und mit p-Galaktosidase, zur Normalisierung,
kotransfiziert. Mit der Transkription des zelleigenen MMP-9-Genabschnittes wird das
nachgeschaltete Reportergen abgelesen. Damit wird das Reporterenzym gebildet, und durch
Messung der Enzymaktivitidt kann direkt auf die Transkriptionsrate des MMP-9-Gens und
damit auf die Promotoraktivitidt geschlossen werden. Der eingesetzte MMP-9-Promotor
umfalit die Positionen von -670 bp bis 0 bp (bezogen auf den Transkriptionsbeginn des 5°-

Endes). Die wichtigsten Bindungsstellen in diesem Bereich sind die beiden AP-1-
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Bindungsstellen bei Position -533 und- 79 bp. In den aufgefiihrten Plasmidkonstrukten wird
als Reporterenzym neben der Chloramphenicol-Acetyl-Transferase (CAT) auch die
Luciferase eingesetzt. Zur Normalisierung der Transfektionseffizienz wird die B-
Galaktosidase verwendet.

Fiir die Transfektionen wird das Superfect Transfection Reagent® von Qiagen
verwendet. Die hierbei eingesetzte Methodik ist eine von Qiagen weiterentwickelte
Transfektionsart mittels Liposomen, die im Vergleich zu anderen Moglichkeiten des DNA-
Transfers wie zum Beispiel der Kalzium-Phosphat-Methodik oder der Elektroporation eine
hohere Transfektionseffizienz in der U-2 OS-Zellinie hat (Felgner et al., 1987). Neben den
eingesetzten MMP-9-Konstrukten werden als Positiv-Kontrolle H-Ras, als Negativkontrolle
der Leervektor pSV-2 Neo eingesetzt.

Bei dem Transfektionsansatz muf3 die DNA-Menge der verwendeten Konstrukte die
gleiche Molaritit besitzen. Deshalb wird bei dem MMP-9-CAT-Reporter-Konstrukt
aufgrund der GroBe insgesamt eine hohere DNA-Menge im Vergleich zum Leervektor
eingesetzt. Fir das MMP-9-Reporter-Konstrukt wird flir Petrischalen mit 10 cm
Durchmesser je 5 pug und fiir Petrischalen mit 3 cm Durchmesser 1 pg Konstrukt eingesetzt.
Als Positivkontrolle wird H-Ras mit 2,5 pg bzw. 0,3 pg DNA verwendet, als
Negativkontrolle pSV-2-Neo, der Leervektor, mit 1,5 pg bzw. 0,2 pg. Um die Effizienz der
Transfektionen zu vergleichen, wird jeweils ein Expressionsplasmid mit B-Galaktosidase
kontransfiziert. Die eingesetzte Vektormenge betrigt 2,5 pug bzw. 0,3 pg.

In Petrischalen mit 10 cm Durchmesser werden 10° Zellen in 10 ml oder in
Petrischalen mit 3 cm Durchmesser 2 x 10° Zellen in 2 ml Komplettmedium ausgeséit. Am
folgenden Tag werden die zu 60-70 % konfluenten Zellen mit sterilem PBS gewaschen. Fiir
Petrischalen mit 10 cm Durchmesser wird in einem 4 ml Transfektionsrohrchen aus
Polystyrol in 300 pl serumfreiem Medium die DNA und 60 pl SuperFect Transfektion
Reagent pipettiert. Der Ansatz wird fiinfmal durch Pipettieren gemischt. Nach 10 min
Inkubation bei RT werden 3 ml serumfreies Medium zugegeben und die Losung auf die mit
PBS gewaschenen Zellen aufgetropft. Nach 2-3 h werden 6 ml Komplettmedium
hinzugefiigt und liber Nacht belassen. Pro Petrischalen mit 3 cm Durchmesser werden 100
ul serumfreies Medium, 10 pl SuperFect Transfektion Reagent und 600 pl serumfreies
Medium eingesetzt. Am nédchsten Morgen werden die Zellen mit PBS gewaschen und in
serumfreiem Medium kultiviert. Nach 24 h erneut Wechsel des serumfreien Mediums und
Stimulation mit 0,5-2 U Thrombin /ml.

Das Abernten der Zellen erfolgt 36 h nach der Transfektion. Die Zellen werden mit
kaltem PBS gewaschen und pro Platte 1 ml TEN-Puffer (40 mM Tris-HCl; 1 mM EDTA; 6
mM NaCl, pH 8) zugegeben. Nach Inkubation fiir 10 min bei 4°C werden die Zellen mit
Zellschabern abgelost, in ein Reaktionsgefd3 tiberfiihrt und in der Tischzentrifuge bei 14
000 rpm fiir 4 min bei 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wird abgesaugt und das Zellpellet
in 100 pl 0,25 M Tris, pH 7,8 resuspendiert. Die Zellen werden anschlieBend durch
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viermaliges wechselndes Inkubieren auf Trockeneis und im Wasserbad bei 37 °C lysiert.
Das Zellysat wird 30 min bei 4 °C mit 14 000 rpm abzentrifugiert und der Uberstand in ein
neues Reaktionsgefdl3 tiberfiihrt. Bis zur weiteren Aufarbeitung kénnen die Proben bei —80
°C gelagert werden.

Zur Bestimmung der Transfektionseffizienz wird in die Zellen neben dem
Reporterplasmid das lacZ-Gen von E. coli, welches fiir das Enzym B-Galaktosidase kodiert,
kotransfiziert. Fiir die Normalisierung der unterschiedlichen Ansdtze wird die
kolorimetische Farbung des X-Gal gemessen (Alam et al., 1990). Zu 10 pl Zellysat (oder 10
ul 0,25 M Tris, pH 7,8 als Negativkontrolle) werden 75 pl B-Gal-Puffer (6,5 mM NaPOy;
16,8 mM B-Mercaptoethanol; 0,15 mM MgCl,) und 75 pul ONPG (0,0013 g/ml in 0,1 M
NaPO,) zugegeben. Der Ansatz wird im Wasserbad bei 37 °C fiir 1-3 h, abhingig von der
Gelbfirbung, inkubiert und die Farbreaktion mit 50 pul 1 M Na CO; gestoppt. Zur Messung
werden 150 pl der Losung auf eine ELISA-Platte aufgetragen und bei 405 nm im ELISA-
Melgerit (Titertek Multiscan MCC/340 Lesegerit) gemessen.

Nach der Normalisierung anhand der X-Gal-Fiarbung werden die Proteine der
Zellysate 10 min bei 72 °C denaturiert, anschlieBend 5 min bei RT mit 14 000 rpm
abzentrifugiert und der Uberstand in ein neues Reaktionsgefil iiberfiihrt. CAT ist im
Vergleich zu dhnlich wirkenden Enzymen sehr hitzestabil, mit der Denaturierung wird
sichergestellt, dal nur die Aktivitit von CAT gemessen wird. Entsprechend der B-
Galaktosidase-Aktivitdt werden die Proben mit 0,25 M Tris, pH 7,8 auf ein Volumen von 90
ul normalisiert.

Mit 4 uM Chloramphenicol D-threo-[l,2-14C] (111 mCi/mmol) und 120 pg/ml
Azetyl-Coenzym A (4 mg /ml in 0,25 M Tris, pH 7,8) wird im Wasserbad bei 37 °C iiber
Nacht die CAT-Reaktion gestartet. Im Anschlul daran wird zu jeder Probe 800 pl
Ethylazetat hinzugefiigt und fiir 30 s mit dem Vortexer gemischt. Nach Zentrifugation fiir 6
min bei 14 000 rpm wird die organische Phase unter strikter Vermeidung der
Verunreinigung durch Mitfiihren der wissrigen Phase in ein neues Reaktionsgefdl3
tiberfiihrt. Nach Eindampfen iiber 45 min in einer Vakuumzentrifuge werden die Pellets in
20 pl Ethylazetat resuspendiert und fraktioniert auf eine Diinnschicht-Chromatographie-
Platte aufgetragen. Mit einem organischem Laufpuffer (95 % Chloroform, 5 % Methanol)
werden die Proben fiir 90 min aufgetrennt. Die Radioaktivitit auf der Chromatographie-
Platte wird tliber Nacht mit dem Phosphorlmager 445 SI von Molecular Dynamics
quantitativ gemessen.

Durch die Klonierung des Luciferase-Gens von Photinus pyralis (de Wet et al.,
1987) ist ein alternatives Reportersystem entwickelt worden (Nordeen, 1988). Der Vorteil
der Luciferase-Methode im Vergleich zur CAT-Methode ist die schnellere Auswertung der
Transfektion und die nichtradioaktive Technik. Durch Zugabe von Luciferin als Substrat,
ATP, Mg2+, Sauerstoff und Zellysat entsteht eine biolumineszente Reaktion. Die dabei

enstehende Lichtreaktion wird in einem Luminometer quantitativ gemessen und entspricht
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der Transkriptionsrate des MMP-9-Luc-Reporter-Konstruktes. Das Zellysat wird nach den
gleichen Arbeitsschritten wie fiir den CAT-Assay hergestellt. Fiir die Lichtreaktion werden
neben den Zellysaten die Reagenzien A und B der Firma Berthold verwendet. Bei der
erstmaligen Verwendung eines Luciferase-Assays beginnt man mit geringen Mengen
Zellysat, um die notwendige Lysatmenge zu titrieren. Bei den MMP-9-Konstrukten werden
80 ul Zellysat mit 100 pul Reagenz A gemischt, und nach Zugabe von 100 ul Reagenz B in
dem Lumat-Gerdt wird die Lichtreaktion gemessen. Die Werte werden gemil3 der B-

Galaktosidase-Aktivitat normalisiert.

C.7 RT-PCR aus Gewebeproben

Von 2 Patienten (16. und 11. Lj.) mit einem histologisch gesicherten Osteosarkom
wird ein Bruchteil des Gewebes flir die Aufarbeitung verwendet. Von dem
Osteosarkomgewebe werden 50-100 mg homogenisiert, mit dem TRIZOL-[1Reagent lysiert
und die RNA isoliert. Fiir die Homogenisierung des Gewebes wird ein Keramikmorser mit
Seife und Alkohol gereinigt, um Verunreinigungen auszuschlieBen. Der Morser wird mit
fliissigem Stickstoff gekiihlt, damit die Gewebeprobe wihrend der Zerkleinerung nicht
auftaut. Die in Stickstoff gelagerte Probe wird pulverisiert und in 1 ml TRIZOL [JReagent
aufgenommen. Das Lysat wird in ein Reaktionsgefd3 iliberfiihrt und die RNA nach den
gleichen Arbeitsschritten, wie unter Kapitel X (Northern-Blot) beschrieben, extrahiert. Nach
einem Verdau mit DNAse-I erfolgte die Umschreibung von RNA zu DNA mit Hilfe der
reversen Transkription. Fiir die anschlieBende PCR wurden 2 pl der entstandenen cDNA-
Losung mit 2 U Expand high fidelity polymerase, 200 uM dNTP, 2 mM MgCl, und 300mM
Thrombinrezeptor-Primer ~ eingesetzt. Die  Primer waren fir das 5'-Ende
CCCTGCTCGAAGGCTACTAT und fiir das 3"-Ende
CTACATGCTGAACGTATGGACG. Nach der PCR wurde das Produkt auf einem 1,5%

Agarose-Gel aufgetrennt und unter UV-Licht dokumentiert.

C.8 Invasionsassay

Matrigel® ist ein 16sliches Basalmembran-Extrakt aus Engelberth-Holm-Swarm-
Sarkomen bei Maédusen. Es enthdlt u. a. Laminin, Kollagen Typ IV,
Heparansulfatproteoglykan und Entaktin (Kleinmann et al., 1986). Durch Beschichtung
einer Transwell-Membran mit Matrigel wird die Basalmembran im Modell nachgebaut und
kann fiir Untersuchungen des Invasionsverhaltens von Zellen eingesetzt werden (Albini et
al., 1987). Die Osteosarkomzellen werden in der oberen Kammer einer Invasionskammer
kultiviert, und nach 72 h wird die Anzahl der nach unten gewanderten Zellen quantitativ
erfafit.
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Zellkammereinsatz

Serum freies M edium

O steosarkom zellen
M atrigelschicht

Fibroblasten-Kulturmedium

Abb. 6: Invasionsassay

Als Chemotaxis wird das Kulturmedium einer NIH 3T3-Zellinie in die untere
Kammer gegeben. Die Fibroblastenzellinie wird bei einer Konfluenz von ca. 70 % mit PBS
gewaschen und 24 h in serumfreiem Kulturmedium gehalten. Dieses Medium wird
abgenommen, abzentrifugiert und bis zur Verwendung bei —20 °C gelagert. Fiir den
Invasionassay werden BIOCOAT" Matrigel® Invasionskammern von Becton Dickinson mit
einer PorengroBe von 8 um eingesetzt. Die Matrigel®—Membranen werden vor der
Verwendung unter der Zellkulturwerkbank auf RT gewédrmt und anschlieBend fiir 1 h im
Inkubationsschrank mit serumfreiem Medium beschichtet. Es werden 3 x 10° U-2 OS-
Zellen in 1,5 ml serumfreiem Medium in die obere Kammer des Einsatzes ausgesit. In die
untere Kammer werden 2,5 ml des Fibroblastenmediums pipettiert. Nach 1 h, wenn die
Zellen adhirent sind, erfolgt die Stimulation mit 1 U/ml Thrombin in die obere Kammer.
Der Invasionsansatz wird flir 72 h im Inkubationsschrank kultiviert. Fiir den Invasionsassay
werden Dreifach-Ansétze verwendet.

Die Auswertung erfolgt durch Anfarbung der nach unten penetrierten Zellen mit
MTT oder Kristallviolett (Mosmann et al., 1983). Nach Entfernen des Mediums wird mit
Wattestibchen die obere Matrigelschicht abgenommen. Damit werden nur die durch die
Membran nach unten gewanderten Zellen angefarbt. Durch Inkubation fiir 3 h in
Komplettmedium mit MTT (0,2 mg/ml) werden die MTT-Kristalle von den Mitochondrien
der Zellen aufgenommen. AnschlieBend werden die Membranen getrocknet, mit einem
Skalpell ausgeschnitten und die Membranen in 1 ml DMSO ausgewaschen. Die Farbe 10st
sich in DMSO, 150 pl der Losung werden auf eine ELISA-Platte aufgetragen und die
Absorption bei 570 nm gemessen. Die Intensitdt der Absorption entspricht der Anzahl der
migrierten Zellen. Eine alternative Farbung kann mit Kristallviolett (0,2 % Kristallviolett)

durchgefiihrt werden.
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Die Invasion eines bosartigen Tumors in benachbarte Strukturen wie
Muskelkompartimente oder Gefdle erfordert die Auflosung der Basalmembran. Die
kollagene Komponente der Basalmembran besteht hauptsdchlich aus Kollagen-Typ IV,
welches durch die beiden Typ-IV Kollagenasen MMP-2 und —9 abgebaut wird (Nakajima et
al., 1991).

Bei Tumorpatienten werden im Vergleich zu normalen Patienten vermehrt
thromboembolische Komplikationen beobachtet. In klinischen Untersuchungen konnte man
bei Malignompatienten eine Steigerung der Blutgerinnung nachweisen (Kakkar A. et al.,
1995). In vivo konnte gezeigt werden, da3 mit der Gabe von Heparin die Ausbildung von
Lungenmetastasen vermindert wird (Amirkhosravi et al., 1993). Daraus ergab sich die
Fragestellung, durch welchen Mechanismus Thrombin die Aktivitit von Typ-IV

Kollagenasen bei Tumorzellen beeinfluf3t.

D.1 Thrombin erhoht die Aktivitdt von pro-MMP-9

Fiir die im folgenden beschriebenen Studien wurde die Osteosarkomzellinie U-2 OS
eingesetzt. Der EinfluBl von Thrombin auf die Aktivitdit von MMP-2 und MMP-9 wurde in
der  Monolayer-Zellkultur ~ mit  dieser  Osteosarkomzellinie  untersucht.  Die
Osteosarkomzellinie wurde bis zu einer Konfluenz von 70% in DMEM-Medium kultiviert
und danach fiir 24 h in serumfreiem Medium gehalten, da serumhaltiges Medium MMP’s
enthdlt. Zur Vermeidung von autokrinen Effekten wurde das serumfreie Medium vor
Beginn der Stimulation ausgetauscht und anschlieend die Zellen konzentrationsabhéngig
mit Thrombin inkubiert. Nach weiteren 24 h wurde der Uberstand mittels Zymographie
untersucht. In Abb. 6 sieht man in den ersten beiden Spuren den Zelliiberstand der
Fibrosarkomzellinie HT 1080, unstimuliert und mit TPA stimuliert. Der Uberstand dieser
Zellen wurde als Positivkontrolle verwendet. HT 1080-Zellen haben eine basale Aktivitat
von pro-MMP-2 und pro-MMP-9, die durch TPA erh6ht wird. Die Osteosarkomzellinie U-2
OS zeigt im Vergleich zu der basalen Aktivitit von pro-MMP-2 und pro-MMP-9 nach
Stimulation mit Thrombin eine konzentrationsabhédngige Aktivierung von pro-MMP-9. Ein
Anstieg der pro-MMP-9-Aktivitit kann durch Zugabe von 0,25 bis 1,0 U/ml beobachtet
werden. Bei Zugabe von 1,0 U/ml Thrombin ist das Maximum der Aktivierung erreicht.

Daraus resultierend wurde in den néchsten Versuchen je 1,0 U/ml Thrombin eingesetzt.
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TPA Thrombin U/ml

0 + 0 0,25 0,5 1,0 2,0 3,0

MMP -9 —»

MMP -2 —>

Abbildung 6: Thrombin stimuliert die Aktivitit von pro-MMP-9. Die Osteosarkomzellen
wurden in 3 cm Petrischalen 24 h serumfrei kultiviert, anschliefend fiir 24 h mit 0,25-3 U/ml
Thrombin stimuliert. Die Zellkulturiiberstinde wurden abgenommen und auf die jeweilige Zellzahl
normalisiert. Die Auftrennung der Proben erfolgte in einem gelatinhaltigem SDS-Gel (0,05 %
Gelatin). Als Positivkontrolle wurden Uberstinde der Fibrosarkomzellie HT 1080, +/- TPA,
verwendet.

Thrombin induziert die Expression einer Protease, die fiir die Invasion und
Metastasierung wichtig ist. In dem folgendem Experiment sollte deshalb festgestellt werde,

ob die Steigerung von pro-MMP-9 rezeptorabhingig vermittelt wird.

D.2 Untersuchung des Signaltransduktionsweges nach Stimulation mit
Thrombin

Nach der Stimulation mit Thrombin verhalten sich Tumorzellinien aggressiver
(Henrikson et al., 1999). Die Steigerung der Aktivitit von MMP’s nach Zugabe von
Thrombin kann jedoch durch verschiedene Rezeptortyrosinkinasen vermittelt werden. Der
Insulin-like growth factor-1 receptor (IGF-1R) wird durch Thrombin aktiviert (Rao et
al.,1995) und hat Einfluf} auf die Regulation von MMP-2 (Long et al.,1998). 1991 wurde der
spezifische Thrombinrezeptor, ein Rezeptor mit sieben transmembranen Doménen, isoliert
(Vu et al., 1991). Bisher ist bekannt, da das Signal intrazelluldr iiber o/B/y-trimerische
Rezeptoren und den MAP-Kinase-Weg weitergeleitet werden kann (Trejo et al., 1996).

Fiir die Untersuchung wurden die Osteosarkomzellen mit TRAP (thrombin receptor
activating peptid) stimuliert. Dieses Peptid entspricht den ersten 6 Aminosduren des
extrazelluliren Abschnittes des Rezeptors, der nach der proteolytischen Abspaltung durch
Thrombin entsteht. Dieser Abschnitt bindet an den Rezeptor und bewirkt eine

Konformationsédnderung, die als positives Signal in das Zellinnere weitergeleitet wird. Es ist
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eine hohe Selektivitit der Peptidsequenz bei verschiedenen Gattungen zu beobachten
(Gerszten et al., 1994). Falls sich nach Gabe von TRAP eine Aktivierung von MMP-9 in der
U-2 OS-Zellinie wie durch Thrombin zeigt, unterstiitzt dies die Hypothese, da3 Thrombin
den Thrombinrezeptor spezifisch aktiviert.

Die Osteosarkomzellinie wurde nach 24 h in serumfreiem Medium parallel mit
unterschiedlichen Thrombin- und TRAP-Konzentrationen stimuliert. Das Kulturmedium
wurde nach 24 h in der Gelatinzymographie analysiert. In der vorliegenden
Gelatinzymographie ist in der ersten Spur das Kulturmedium von unstimulierten U-2 OS-
Zellen aufgetragen (Abb. 7). Die basale Aktivitit von pro-MMP-9 ist bei den U-2 OS-Zellen
wie schon in dem vorherigen Experiment niedrig. Als Positivkontrolle ist in den nichsten
beiden Spuren der Uberstand der Osteosarkomzelle nach Zugabe von 0,5 und 1,0 U/ml
Thrombin aufgetrennt. Nach Zugabe von Thrombin stellt sich eine deutliche Erhéhung der
Aktivitdit von pro-MMP-9 dar. In den folgenden Spuren wurden die Zellen mit
aufsteigenden Konzentrationen von TRAP inkubiert. Mit aufsteigender Konzentration von
TRAP ist ebenfalls eine zunehmende Aktivitidt von pro-MMP-9 zu erkennen. Durch Zugabe
von TRAP wird wie durch die Zugabe von Thrombin eine Steigerung der pro-MMP-9-
Aktivitidt beobachtet. Dies zeigt, daB Thrombin den Thrombinrezeptor spezifisch aktiviert
und MMP-9 induziert. Die Aktivitdt von MMP-2 bleibt unverdndert.

Thrombin U/ml TRAP pM/m

0 0,5 1,0 25 50 100

MMP-9 —»

MMP-2 —>

Abbildung 7: Stimulierung von U-2 OS durch TRAP. Die Zellinie wurde in 3 cm Petrischalen 24
h serumfrei gehalten, Stimulation mit 0,5-2,0 U Thrombin/ml und 5-100 uM TRAP. Die
Zellkulturiiberstinde wurden nach weiteren 24 h abgenommen und auf die jeweilige Zellzahl
normalisiert. Die Auftrennung der Proben erfolgte in einem gelatinhaltigen SDS-Gel. Als
Positivkontrolle wurden Uberstinde der Fibrosarkomzellie HT 1080, mit TPA stimuliert,
aufgetragen.
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D.3 Thrombin stimuliert konzentrationsabhédngig die RNA-Expression von
MMP-9

Die in den vorausgegangenen Versuchen nachgewiesene Steigerung der Aktivitét
von pro-MMP-9 durch Thrombin kann transkriptionell und posttranskriptionell bewirkt
werden. Durch Aktivierung des Promotors von MMP-9 wird die Transkription beeinfluf3t.
Posttranskriptionell wird durch Zunahme der RNA- oder der Proteinstabilitit eine
Steigerung der MMP-AKktivitét erreicht.

Der Einflul von Thrombin auf die RNA-Expression wurde mit Hilfe der Northern-
Blot-Analyse mit RNA-Proben, isoliert aus der U-2 OS-Zellinie, untersucht. Die

Osteosarkomzellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen von Thrombin inkubiert.

Nach 24 h wurde Gesamt-RNA aus U-2 OS-Zellen mit TRIZOL® isoliert und in einem
denaturierenden Agarosegel aufgetrennt. Mittels Kapillarblot erfolgte der Transfer auf eine
Nylonmembran und nach Hybridisierung mit einer Gensonde fiir MMP-9 wurde eine
Autoradiographie durchgefiihrt (Abb. 8). Dabei zeigte sich, dal im Vergleich zu der basalen
Expression die Transkriptionsrate des MMP-9-Gens durch Thrombin gesteigert wurde. Der
Anstieg der Expressionsrate ist konzentrationsabhidngig von Thrombin.

Um zu zeigen, da3 der Anstieg der MMP-9-Expression nicht durch unterschiedliche
RNA-Mengen bedingt war, wurde die Nylonmembran anschlieend gestrippt und mit einer
Gensonde fiir GAPDH, einem house keeping Gen, hybridisiert. Dabei zeigte sich, dal} je
gleiche Mengen RNA aufgetragen wurden.

Thrombin U/ml
0 0,5 1,0 2,0

MMP-9 —»

GAPDH—/™>

Abbildung 8: Thrombin erhoht konzentrationsabhiingig die Transkription von MMP-9. U-2
OS-Zellen wurden 24 h serumfrei kultiviert, mit 0,5-2,0 U Thrombin/ml stimuliert, und nach 24 h
wurde die Gesamt-RNA isoliert. Die RNA wurde in einem 1 % formaldehydhaltigen Agarosegel
aufgetrennt und mittels Kapillarblot auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Die Markierung
erfolgte mit dem cDNA von MMP-9. Nachfolgend Stripping und Hybridisierung mit GAPDH.
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D.4 Zeitabhédngige Verdnderung der Aktivitdt von pro-MMP-9 nach
Stimulation mit Thrombin

Der Zeitraum zwischen der Zugabe eines Agens und der Reaktion der Zellen kann
erheblich variieren. Nach Zugabe von Thrombin kann man eine Aktivierung von
Blutpldttchen innerhalb von Sekunden oder eine gesteigerte Proliferation von
Endothelzellen nach Tagen beobachten. Es stellte sich die Frage, wann nach Zugabe von
Thrombin auf Protein-Ebene ein Anstieg von pro-MMP-9 festzustellen ist, wann ein
Maximum erreicht wird und wie lange die maximale Wirkung nachweisbar ist. Die
Osteosarkomzellinie wurde bis zu einer Konfluenz von 70% in DMEM-Medium kultiviert
und danach fiir 24 h in serumfreiem Medium gehalten. Die Osteosarkomzellinie U-2 OS
wurde nach den bisherigen Ergebnissen einmalig mit je 1 U/ml Thrombin stimuliert, die
Uberstinde anschlieBend in einem Zeitraum von 1-24 h abgenommen und im Zymogramm
(Abb. 9) analysiert. Parallel zu den stimulierten Zellen wurden unstimulierte Zellen als
Negativkontrolle mitgefiihrt. In der Gelatinzymographie zeigt sich nach 7 h eine geringe
Zunahme der Aktivitdt von pro-MMP-9 und nach 10 h ist ein deutlicher Anstieg erkennbar.
Erst nach 24 h ist die maximale Aktivitdt erreicht. In der Negativkontrolle ist iiber den
gesamten Zeitraum keine nenneswerte Aktivitdt von pro-MMP-9 zu erkennen. Wie in den

Voruntersuchungen ist bei pro-MMP-2 lediglich eine schwache Zunahme sichtbar.

Thrombin U/ml - + - + - + + - +
Zeitin h 1 1 4 4 7 7 10 24 24

MMP-9 —»

MMP-2 —>

Abbildung 9: Zeitabhingige Stimulation der Aktivitit von MMP-9 durch Thrombin. Die U-2
OS-Zellen wurden in 3 cm Petrischalen 24 h serumfrei kultiviert und mit 1 U Thrombin/ml
stimuliert. Die Zellkulturiiberstinde wurden zwischen 1-24 h nach Stimulation abgenommen, nach
Zellzahl normalisiert und in einem gelatinhaltigen SDS-Gel (0,05 % Gelatin) aufgetrennt. Als
Positivkontrolle wurden Uberstinde der Fibrosarkomzellie HT 1080, mit TPA stimuliert,
aufgetragen.

Die maximale Aktivitit von pro-MMP-9 ist im Uberstand nach 24 h mefbar. Es
stellte sich im néchsten Schritt die Frage, mit welcher Kinetik die RNA-Expression mit der
Aktivitdt korreliert.
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D.5 Zeitabhédngige Verdanderung der Transkription von MMP-9 nach
Stimulation mit Thrombin

Der konzentrationsabhidngige Anstieg der pro-MMP-9-Aktivitidt nach Stimulation
mit Thrombin wurde auf Protein- und RNA-Ebene untersucht. Neben der zeitabhdngigen
Zunahme des aktiven Enzyms wurde der Anstieg der Expression des MMP-9-Gens
untersucht. Wann ist nach einmaliger Zugabe von Thrombin die RNA von MMP-9 zu
erkennen und wie lange ist die Erhéhung auf RNA-Ebene nachweisbar? Bei 70 %
Konfluenz wurde die U-2 OS-Zellinie fiir 24 h serumfrei kultiviert, das serumfreie Medium

wurde vor Zugabe von Thrombin gewechselt und anschlieend wurde 1 U Thrombin/ml

zugegeben. Nach 0.5, 2, 4 bis 28 h wurde die RNA mit dem TRIZOL®
dem aufgefiihrten Northern-Blot (Abb. 10) ist im Vergleich zu den Basalwerten nach 4 h ein
deutliches RNA-Signal von MMP-9 detektierbar. In der Folgezeit ist eine Schwankung der
MMP-9-RNA erkennbar. 8 h nach Stimulation ist eine maximale Expression der MMP-9-
RNA detektierbar, nach 6 h und 12 h zeigt sich ein schwiécheres Signal. In der Folgezeit
steigt die Menge der MMP-9-RNA erneut und ist bis 28 h nach Stimulationsbeginn,

anndhernd der maximalen Transkriptionsrate, nachweisbar. Wie unter Kapitel C.5

Reagent isoliert. In

beschrieben, wurde die Nylonmembran anschlieBend mit einer Gensonde fir GAPDH
hybridisiert, um die Gesamtmenge der RNA darzustellen. Eine einmalige Stimulation mit
Thrombin reicht demzufolge aus, um die Transkriptionsrate von MMP-9 fiir mindestens 24
h auf ein im Vergleich zu den Basalwerten hohes Niveau zu steigern. Anhand der
Zeitspanne zwischen dem Anstieg der MMP-9-RNA und dem Anstieg von pro-MMP-9
erkennt man, daf3 nach der Transkription bis zur Steigerung der Aktivitét etwa 3 h vergehen.

TPA Thrombin U/ml

24 0 0,5 2 4 6 8 12 20 24 28

GAPDH —/

Abbildung 10: Zeitabhingige Stimulation der Transkription von MMP-9 durch Thrombin.
Die U-2 OS-Zellen wurden 24 h serumfrei kultiviert, mit 1 U Thrombin/ml stimuliert, und 0-28 h
nach Stimulation wurde die Gesamt-RNA isoliert. Die RNA wurde in einem 1 % Agarosegel
aufgetrennt und mit Kapillarblot auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Die Markierung
erfolgt mit einer Gensonde fiir MMP-9. Als Kontrolle der verwendeten RNA-Menge dient eine
Hybridisierung des Northern-Blots mit GAPDH. Als Positivkontrolle wurde Gesamt-RNA der
Fibrosarkomzellinie HT 1080, mit TPA stimuliert, aufgetragen.
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D.6 Thrombin aktiviert den MMP-9-Promoter auf Transkriptionsebene

Da Thrombin auf RNA-Ebene eine Induktion von MMP-9 bewirkt, stellte sich die
Frage, ob der Anstieg durch eine vermehrte Transkription des MMP-9 -Gens erreicht wird.
Die Regulation eines Gens wird durch die am 5’-Ende vorgeschaltete Promotorregion
gesteuert. In diesem DNA-Abschnitt binden Transkriptionfaktoren und beeinflussen den
Kopiervorgang von DNA auf RNA. Der Promotorregion wird ein Reportergen, wie CAT
oder Luciferase, nachgeschaltet und in die Zellen transfiziert. Anschliefend wird die Menge
des entstandenen Reporterproteins nachgewiesen.

Um eine hohe Transfektionsrate der U-2 OS-Zellinie zu erhalten, wurde zunéichst
mit der X-Gal-Farbung die Effizienz verschiedener Transfektionsmethoden ausgewertet.
Verglichen wurde u. a. die Kalziumphosphatmethode, das Lipofectin-Reagens von Gibco®
und das Superfect-Reagens von Qiagen. In den Abbildungen kann man anhand der
blaugefiarbten Zellen die Transfektionseffizienz der einzelnen Ansdtze erkennen. Mit dem
SuperFect Transfektion Reagent von Qiagen wurde fiir diese Zellinie die hochste
Transfektionsrate erreicht (Abb 11).

Superfect Lipofectin Kalzium-Phos.

Abbildungll: X-Gal-Farbung der U-2 OS-Zellinie nach Transfektion mit verschiedenen
Methoden. Die Zellen wurden nach dem von den Herstellern vorgegebenen Protokoll mit dem
Expressionsvektor 3-Galaktosidase transfiziert und nach 24 h mit X-Gal angeférbt (siche Methoden).

Zum Nachweis, dal} die Transkription des kodierenden Genabschnitts fiir MMP-9
durch Thrombin erho6ht ist, wurde in transienten Transfektionen die Aktivitit des MMP-9-
Promotors unstimuliert und nach Zugabe von Thrombin gemessen. Dazu wurden die U-2
OS-Zellen in Reportergenassays mit dem MMP-9-Promoter transient transfiziert. Als
Positivkontrolle wurde das Onkogen H-Ras, ein Signaltransduktionsprotein, kotransfiziert.

In fritheren Untersuchungen konnte gezeigt werden, da3 der MMP-9-Promoter durch H-Ras
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aktiviert wird (Gum et al., 1996). 24 h nach der Transfektion wurden die Osteosarkomzellen
mit 1 U Thrombin/ml stimuliert. Die Zugabe von Thrombin 24 h nach der Transfektion
bewirkt einen deutlichen Anstieg der Aktivitit des MMP-9-Promotors (Abb. 12). Die
Aktivierung erreicht annidhernd die gleiche Hohe wie durch H-Ras. Um einen alleine durch
den Vektor pSV-2-neo von H-Ras verursachten Effekt auszuschlieBen, wurde das Plasmid
ohne eingesetzte Abschnitte parallel transfiziert und analysiert. In der Negativkontrolle
konnte keine Aktivierung des Promotorabschnittes festgestellt werden. Wihrend
unstimulierte U-2 OS-Zellen eine 1,2-fache CAT-Konversion zeigten, wurde nach

Stimulation mit Thrombin eine 2,4-fache Konversion gemessen (Abb 12).

MMP9-670 Promotor + + + +
pSV2neo + - - -
h-ras - + - -
Thrombin - - - +

Abb. 12A CAT-Assay
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Abb. B: Grafische Auswertung

Abbildung 12: Thrombin induziert den MMP-9-Promoter. Die U-2 OS-Zellinie wurde in 10 cm
Petrischalen mit 5 pg eines CAT-Vektors, der durch den MMP-9-Promoter gesteuert wird, transient
transfiziert und nach 24 h mit 1 U Thrombin/ml stimuliert. Nach 24 h wurden die Zellen geerntet,
der CAT-Reporterassay durchgefiihrt und das Chloramphenicol durch Diinnschichtchromatographie

aufgetrennt (Abb. A). Die Konversion von Chloramphenicol D—threo—[1,2—14C] in die verschiedenen
acetylierten Derivate wurde mit dem Phosphor-Imager bestimmt. Die Induktion wird als X-fache zu
der basalen MMP-9-Promoter-Aktivitit angegeben (Abb. B). Als Positivkontrolle wurde die Zellinie
mit 2,5 pg des Onkogens H-Ras transfiziert.

Die Inkubation der U-2 OS-Zellinie mit Thrombin aktiviert den MMP-9-Promotor.
Nach Aktivierung des Thrombinrezeptors kann das Signal {iiber verschiedene
Signaltransduktionswege in den Zellkern bis zu den Bindungsstellen des Promotors
weitergeleitet werden. Im ndchsten Schritt soll deshalb der verantwortliche

Signaltransduktionsweg identifiziert werden.
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D.7 Die MMP-9-Transkription wird iiber einen PI3-Kinase abhangigen
Signaltransduktionsweg reguliert

Die Untersuchung des durch Thrombin induzierten Signaltransduktionsweges, der
zur Aktivierung des MMP-9-Promoters fiihrt, ist ein weiteres Ziel des Projektes. Wie bereits
gezeigt (Kap. D.2), konnte die Aktivierung von MMP-9 durch das TRAP-Peptid
nachgewiesen werden. Damit wurde gezeigt, da3B Thrombin MMP-9 {iber den spezifischen
Thrombinrezeptor aktiviert. Somit mufl man davon ausgehen, dal Thrombin Signale iiber
den Thrombinrezeptor in das Zellinnere libertrdagt. Nach Aktivierung des Thrombinrezeptors
kann das Signal iiber verschiedene Transduktionswege bis in den Zellkern weitergeleitet
werden. So wird durch die intrazelluldren Untereinheiten des Thrombinrezeptors, Gy und
GBy, die MAP Kinase oder die PI 3-Kinase aktiviert.

Durch die Hemmung einzelner Schliisselproteine, die an der Ubertragung der
Signale intrazelluldr beteiligt sind, wurde versucht, den durch Thrombin ausgeldsten
Signaltransduktionsweg zu identifizieren. Die U-2 OS-Zellinie wird 1 h vor Stimulation mit
verschiedenen synthetischen Hemmstoffen inkubiert und anschlieBend mit 1 U
Thrombin/ml  inkubiert. Getestet  wurden 3 Inhibitoren, die  bekannte
Signaltransduktionskaskaden hemmen. Die verwendeten Hemmstoffe blockieren einzelne
Schliisselenzyme und schalten damit die gesamte Kaskade aus. Die eingesetzten Inhibitoren
sind fiir den MAP-Kinase- und fiir den PI3-Kinase-Weg spezifisch. SB 203580 und PD
98059 blockieren Bestandteile der MAP-Kinasen. SB 203580 hemmt die p38-Kinase und
PD 98059 hemmt die Aktivierung von MEKI1. Durch den Einsatz von Ly 294002 wird
selektiv die PI3-Kinase gehemmt. (Abb. 3, Einleitung Kapitel A.13).

24 h nach Stimulation wurde der Zellkulturiiberstand mit der Gelatinzymographie
untersucht. Bei den Experimenten hat sich gezeigt, daB3 der spezifische p38 MAPK-
Inhibitor SB 203580 keinen EinfluB auf die Stimulation der MMP-9-Aktivitdt durch
Thrombin hat. Ebensowenig PD 98059, ein spezifischer Inhibitor fiir MEK1. Dies zeigt, daf3
der MAPK-Signaltransduktionsweg vom Thrombinrezeptor in U-2 OS-Zellen nicht an der
Aktivierung von MMP-9 beteiligt ist. Die Zugabe des spezifischen PI3-Kinase-Inhibitors Ly
294002 hingegen konnte die Aktivierung hemmen. Die Inhibierung st
konzentrationsabhingig (Abb. 13).

In der angefiihrten Gelatinzymographie ist in den ersten beiden Spuren der
Zelliiberstand von U-2 OS-Zellen nach 24 h ohne Stimulation aufgetrennt. Die basale
Aktivitdt von pro-MMP-2 und -9 ist gering ausgeprégt. In den mittleren zwei Spuren wurde
der Uberstand von U-2 OS-Zellen 24 h nach Stimulation mit Thrombin aufgetrennt. Es ist
eine deutliche Steigerung der Aktivitdt von pro-MMP-9 zu erkennen. Die Aktivitéit von pro-
MMP-2 wird durch Thrombin wie auch in den vorausgegangenen Experimenten nicht
beeinfluit. In den folgenden zwei Spuren ist der Zelliiberstand von U-2 OS-Zellen, die vor
der Thrombinstimulation mit unterschiedlichen Konzentrationen von Ly 294002 inkubiert

wurden, aufgetrennt. Im Vergleich zur Thrombinstimulation ist bereits bei einer
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Konzentration von 20 uM/ml Ly 294002 eine Reduktion der pro-MMP-9-Aktivitit zu
erkennen. Mit der erhohten Konzentration von 40 pM/ml wird die stimulierende Wirkung

von Thrombin nahezu vollstindig aufgehoben.

Thrombin 1,0 U/ml - - + + + +

Ly 294002 pM/m] 20 40

MMP-9 —

MMP-2 —>

Abbildung 13: Hemmung durch den PI3-Kinase-Inhibitor Ly 294002. Die U-2 OS-Zellen
wurden 24 h serumfrei kultiviert und vor Stimulation mit den angegebenen Konzentrationen der
Inhibitoren SB 203580, PD 98059 und LY 294002 inkubiert. 1 h nach Zusetzen der Hemmstoffe
erfolgte die Stimulation mit 1 U Thrombin/ml. Die Zellkulturiiberstinde wurden 24h nach
Stimulation abgenommen, bzgl. der Zellzahl normalisiert und in einem gelatinhaltigen SDS-Gel (0,1
% Gelatin) aufgetrennt. Das Experiment wurde dreimal wiederholt.

Mit dem Einsatz von Ly 294002 wird die Steigerung von pro-MMP-9 durch
Thrombin gehemmt. Demnach scheint der PI3-Kinaseweg fiir die Stimulation der MMP-9-
Expression und die Aktivierung wichtig zu sein.

D.8 Identifizierung des MMP-9-Promotorabschnittes, der fiir die Stimulation
durch Thrombin verantwortlich ist

Wie bereits unter Punkt X beschrieben, wird ein Gen in der Regel von der
vorgeschalteten Promotorregion reguliert, in welcher verschiedene Transkriptionsfaktoren
binden konnen. Nach  Stimulation erfolgt eine  Aktivierung  spezifischer
Signaltransduktionwege, und als Endprodukt bindet ein Transkriptionsfaktor oder ein
Komplex von Faktoren an einer Konsensusbindungsstelle im Promotor und induziert die
Transkription des Gens. Um die Bindungsstelle lokalisieren zu konnen, die nach Stimulation
mit Thrombin das Ablesen des MMP-9-Gens beeinfluB3t, werden von der Promotorregion
unterschiedlich lange Sequenzen verwendet und in das Reporterkonstrukt kloniert.

Transfiziert man die Zellen mit den Deletionsmutanten und stimuliert mit Thrombin, so
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kann eine Abnahme der Aktivitit des Reportergens einen Hinweis auf die spezifische
Bindungsstelle in der jeweiligen Sequenz geben.

In der Untersuchung wurden verschiedene Deletionen des MMP-9-Promotors von -
670 bp Startpunkt der Transkription iiber -634, -599 und bis -73 verwendet. Als Vektor
wurde das Reporterplasmid pGL3-Luciferase verwendet. Wichtige Bindungsstellen in
diesem Bereich sind die beiden AP-1-Bindungsstellen auf Position -533 und- 79 bp (Sato et
al.,, 1993a+b). Die Transfektion wurde mit dem SuperFect Transfektion Reagent von
Qiagen, wie unter Kap. C.6 beschrieben, durchgefiihrt.

Nach Stimulation mit Thrombin konnte eine etwa 50%ige Reduktion der
Luciferaseaktivitdt zwischen dem —670bp-Konstrukt und dem —634bp-Konstrukt festgestellt
werden. Demnach sind in der Sequenz dieses Promotors Bindungsstellen fiir
Transkriptionsfaktoren vorhanden, die fiir die Aktivierung mit Thrombin wichtig sind. Die
Verwendung des kurzen —73bp Fragments des MMP-9-Promotors zeigt keine Aktivierung
durch Thrombin.

Stimulation der MVP9-Promotor Mutanten mit Thrombin

2800

2400 I
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1600 -
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800 A

400 A
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MMP9-670 MMP9-634 MMP9-599 MMP9-73

Abbildung 14: Identifizierung von Bindungsstellen, die durch Thrombin aktiviert werden.

Die U-2 OS-Zellinie wurde in 3 cm Petrischalen mit 5 pg eines Luciferase-Vektors, der durch den
MMP-9-Promoter gesteuert wird, transient transfiziert und nach 24 h mit 1 U Thrombin/ml
stimuliert. Nach 24 h wurden die Zellen geerntet und das Zellysat nach den gleichen Arbeitsschritten
wie fiir den CAT-Assay hergestellt. Die Induktion wird als X-fache zu der basalen MMP-9-
Promoter-Aktivitit angegeben. Als Positivkontrolle wurde die Zellinie mit 2,5 pg H-Ras in dem
pSV-2-neo-Vektor transfiziert.

48



D. Ergebnisse

D.9 Thrombin steigert die Invasivitdt von Tumorzellen

Bei Tumorpatienten beobachtet man eine gesteigerte Koagulationsneigung und
damit ein erhohtes Risiko, thromboembolische Komplikationen zu erleiden (Kakkar et al.,
1995). Thrombin beeinfluBt neben der Blutgerinnung wahrscheinlich weitere biologische
Funktionen wie Proliferation und Migration von Zellen. Fiir die Metastasierung von
Tumorzellen muf3 die Basalmembran iiberwunden werden. Durch Zugabe von Thrombin
kann ein Anstieg der Aktivitdt von Metalloproteasen erreicht werden. Die verschiedenen
Untergruppen der MMP-Familie sind fiir die Invasion und Metastasierung von Tumorzellen
wichtig (Duffy et McCarthy, 1998). Es stellt sich deshalb die Frage, ob Thrombin die
Invasion der Osteosarkomzellen aktiviert. In einem Invasionsassay mit Matrigel®, das die
Hauptbestandteile der Basalmembran enthélt, wurde die U-2 OS-Zellinie mit Thrombin
aktiviert. Fiir diesen Assay werden Membranen verwendet, die mit Matrigel beschichtet
sind. Dieser Ansatz ist ein in vitro Assay, um die Migration von Zellen durch eine natiirliche
Barriere zu beobachten und zu quantifizieren. Damit kann das Metastasierungspotential
nach Stimulierung mit Thrombin untersucht werden. Die Osteosarkomzellen U-2 OS
wurden bei ca. 70 % Konfluenz abgelost, gezéhlt und in serumfreien Medium auf der
Oberseite der Matrigelmembran in Transwell-Kammern (Durchmesser 2,4 cm) ausgesét. In
die untere Kammer wurde Kulturmedium von einer Fibroblastenzellinie, als Chemotaxis fiir
die Osteosarkomzellen, gefiillt. Nach 1 h wurden die Zellen einmalig mit 1U Thrombin/ml
stimuliert. Zusétzlich zu der Negativkontrolle mit unstimulierten Zellen wurde als
Positivkontrolle eine Stimulation mit EGF mit 40 ng EGF /ml durchgefiihrt. Durch Zugabe
von EGF wird der spezifische EGF-Rezeptor aktiviert. Eine Steigerung der Invasion ist
dabei zu beobachten (Daub et al., 1997). Fiir eine exakte Bestimmung des
Invasionsverhaltens der Tumorzellen wurden die Zellen ausgewertet, die die
Matrigelschicht iberwunden hatten. 72 h nach einmaliger Stimulation mit Thrombin wurde
die obere Matrigel-Schicht entfernt. Die Zellen, die die Matrigelschicht iiberwunden hatten
und an der Unterseite der Membran anlagen, wurden mit MTT gefarbt und quantitativ
ausgewertet. Im Vergleich zu den unstimulierten Zellen oder mit EGF inkubierten Zellen
konnte bei den mit Thrombin stimulierten Zellen auf der Unterseite der Matrigelmembran
eine deutliche Steigerung an U-2 OS-Zellen festgestellt werden. Die Stimulation mit EGF
hingegen bewirkte keine nennenswerte Verdnderung des Migrationsverhaltens. Durch
einmalige Zugabe von Thrombin wurde die Migration der Osteosarkomzellen durch

Matrigel® deutlich gesteigert.
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Invasion nach Stimulation mit Thrombin
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Abbildung 15: Steigerung der Invasion durch Thrombin. Die U-2 OS-Zellen wurden bei einer
Konfluenz von ca. 70 % abgeldst und in mit Matrigel beschichteten 2,4 cm-Einsédtzen ausgesit. Je

Ansatz wurden 10° Zellen in serumfreiem Medium ausgesit. Als Chemotaxis wurde konditioniertes
Medium einer NIH 3T3-Zellinie in der unteren Kammer eingesetzt. Die Zellen wurden mit 1 U
Thrombin/ml oder 40 ng EGF/ml stimuliert, nach 72 h wurde die obere Matrigelschicht entfernt und
die Zellen mit MTT gefarbt. Die Auswertung erfolgte photometrisch nach Losung des Farbstoffes in
DMSO.

D.10 Nachweis des Thrombinrezeptors in Osteosarkomgewebe

Neben der Generierung von Fibrin bewirkt Thrombin eine Anderung in der
Zellmorphologie und dem Wachstum von Zellen. Thrombin, ein starker Promotor der
Thrombozytenaggregation (Berndt et al.,1981), wirkt chemotaktisch auf Monozyten (Bar-
Shavit et al., 1983) und hat eine mitogene Wirkung auf Endothelzellen (Chen et al.,1975). In
den vorliegenden Ergebnissen zeigte sich zudem, dall Thrombin die proteolytische Aktivitit
von Tumorzellen steigert. Insofern sollte im néchsten Experiment der Thrombinrezeptor in
Osteosarkomgewebe nachgewiesen und gezeigt werden, ob humanes Osteosarkomgewebe
den Thrombinrezeptor exprimiert.

Aus Biopsiematerial von Osteosarkompatienten wurde mit dem Trizol® Reagent
RNA prépariert. Nach reverser Transkription wurde eine PCR mit Primern aus der 5°- und
3’-Region der cDNA des Thrombinrezeptors durchgefiihrt. Die PCR-Produkte wurden
anschlieBend in einem Agarosegel aufgetrennt. In dem dargestellten Agarosegel (Abb. 16)
ist sowohl in der RNA der Osteosarkomzellinie als auch in den beiden Gewebeproben ein
gleich grosses PCR-Produkt zu erkennen. Es korreliert von der Produktgrof8e mit dem zu

erwartetenden cDNA-Abschnitt des Thrombinrezeptors. Neben dem Nachweis des
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Thrombinrezeptors in der verwendeten U-2 OS-Zellinie konnte dieser Rezeptor somit auch
in beiden Gewebeproben amplifiziert werden.
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Abbildung 16: Nachweis des Thrombinrezeptors in Osteosarkomgewebe und in U-2 OS-Zellen.
Gewebeproben von Osteosarkomgewebe wurden in einem gekiihlten Morser pulverisiert, in
TRIZOL-Reagens aufgenommen und die RNA isoliert. Die RNA der U-2 OS-Zellinie wurde
ebenfalls mit dem TRIZOL-Reagens isoliert. Nach Durchfiihrung der RT-PCR wurden die Proben in
einem 1 % Agarosegel analysiert.
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E.1 Der EinfluB von Thrombin auf die Aktivitdt und die Expression von Typ-
IV Kollagenasen

Metastasierung ist die Aussaat von malignen Zellen vom Primirtumor in ein anderes
Organ und deren Anwachsen und weitere Ausbreitung (Sporn, 1996). Es ist der
bedngstingendste Aspekt von Krebserkrankungen, da trotz groBer Fortschritte in der
Fritherkennung von Krebs, verbesserter chirurgischer Techniken, wirkungsvollerer
Strahlentherapie und systemischer Chemotherapie die meisten Todesfdlle durch Metastasen
bedingt werden, die oft durch keine Therapie mehr beherrscht werden konnen. Zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung ist bei 20% der Patienten mit einem Osteosarkom schon
eine Metastasierung nachzuweisen. Mikrometastasen, die mit den derzeitigen, bildgebenden
Verfahren nicht erkennbar sind, miissen sogar bei 80 % aller Patienten angenommen werden
(Saeter et al., 1995). Der Metastasierungsprozef ist ein sehr komplexer Vorgang, der von
der Tumorzelle sehr viele Anpassungsvorgéinge verlangt und zum besseren Verstindnis in
verschiedene Stufen unterteilt wird (Hanahan et Weinberg, 2000). Nach lokaler Invasion in
das umgebende Bindegewebe wandern Tumorzellen in die lokalen Blutgefiflie ein und
werden dort vom Blutstrom wegtransportiert (Quigley and Armstrong, 1998). Eine starke
Vaskularisation erhéht fiir Tumorzellen die Wahrscheinlichkeit, Anschlul3 an das
BlutgefdBlsystem zu finden und zu metastasieren. Es kommt in dem nachfolgenden
Kapillarstrombett (z. B. Lunge, Leber), in dem das Blut langsam flieBt, zur Extravasation
aus den Blutgefaen und zur Tumorbildung in dem neuen Organ (Fidler et al., 1994). Es
wiederholt sich dann der Zyklus aus Zellproliferation und lokaler Invasion der Tumorzellen,
die mit Hilfe von tumorassoziierten Proteasen die extrazelluldre Matrix auflosen. Das
Osteosarkom ist ein hochmaligner Tumor mit einem raschen infiltrativen Wachstum. Es
werden frithzeitig vorwiegend pulmonale Metastasen gebildet.

Die Aktivierung der intrinsischen oder extrinsischen Blutgerinnungskaskade miindet
in der Ausbildung des sogennanten Prothrombinase-Komplexes, welcher Prothrombin zu
Thrombin umwandelt (Davie, 1991). Thrombin verwandelt zirkulierendes Fibrinogen in
Fibrinmonomere, welche zu Fibrin polymerisieren und damit die Matrix fiir die
Thrombusbildung darstellen. Daneben hat Thrombin auch eine direkte Wirkung auf Zellen.
Es triggert die Mobilitdt von Entziindungszellen und Endothelzellen, und die fiir die
Migration von Zellen wichtigen Adhésionsmolekiile werden vermehrt gebildet (Chiang et
Huang, 1996). Entscheidend fiir die Tumorbiologie ist der EinfluB von Thrombin auf
Tumorzellen, da die Proliferation, die Invasion und die Metastasierung beeinflufit werden.
So wird die Proliferation einer Tumorzellinie mit der Zugabe von Thrombin gesteigert und
im Vergleich zu unstimulierten Zellen eine Matrigelmembran schneller {iberwunden
(Chaikof et al., 1995; Henrikson et al., 1999). Durch die Inkubation mit Thrombin ist eine
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vermehrte Metastasierung von Tumorzellen zu beobachten (Nierodzik et al., 1992;
Wojtukiewicz et al., 1993, 2000).

Eine sehr wichtige Arbeit, die sich ebenfalls mit der Wirkung von Thrombin auf die
Auflosung von extrazelluldren Strukturen befaflt, ist von Fabunmi vorgestellt worden.
Fabunmi untersuchte den Einflu von Wachstumsfaktoren und Zytokinen auf die Typ-IV
Kollagenasen (Fabunmi et al., 1996). Bei pathologischen Veridnderungen der GefaBwand
wie bei der Atherosklerose wandern Gefdlmuskelzellen von der Tunica media in die Tunica
intima und bilden eine Neointima. Wahrend des Umbauvorganges mufl die Membrana
elastica interna als Basalmembran zwischen Media und Intima abgebaut werden. In der
Arbeit wurden GefaBmuskelzellen kultiviert und mit Thrombin in Konzentrationen von 2
U/ml stimuliert. Nach 4-12 h wurde der Uberstand der Zellkultur in der Gelatin-
Zymographie analysiert und die Aktivitdit von pro-MMP-9 bestimmt. Es zeigte sich eine
Steigerung der Aktivitit von pro-MMP-9 durch Thrombin, durch Zugabe von bFGF konnte
dieser Effekt potenziert werden. Die Aktivitdt von pro-MMP-2 hingegen blieb unverédndert.
Vergleicht man das Ergebnis von Fabunmi et al. zu der vorliegenden Arbeit, ist in beiden
Arbeiten eine Steigerung der Aktivitdt von pro-MMP-9 zu erkennen. Entsprechend unseren
Ergebnissen wurde in der Arbeitsgruppe von Fabunmi in der Zymographie ebenfalls keine
Steigerung von aktivem MMP-9 nachgewiesen.

Bertiicksichtigt man, dal verschiedene Zellinien verwendet wurden und die
Experimente in unterschiedlichen Instituten durchgefiihrt wurden, ist die Aktivierung von
pro-MMP-9 durch Thrombin als ein genereller Mechanismus in der Zellbiologie anzusehen.
Zudem wird durch die Ergebnisse beider Arbeiten eine Reproduzierbarkeit der
durchgefiihrten Experimente bewiesen.

Weder in seiner Arbeit noch in den hier vorgestellten Untersuchungen konnte ein
Einfluf} auf die Aktivierung von pro-MMP-2 zu MMP-2 gezeigt werden. Im Unterschied zu
dem genannten Experiment wurde in der vorliegenden Arbeit die Osteosarkomzelllinie U-2
OS vor Inkubation 24 h mit serumfreiem Medium kultiviert. In unserer Arbeit wurde
zusitzlich  festgestellt, dal die Aktivitit von pro-MMP-9 durch Thrombin
konzentrationsabhédngig von 0,25-1,0 U Thrombin/ml gesteigert wird.

Im Gegensatz dazu wurde in der Arbeit von Zucker nachgewiesen, dal aktives
Thrombin bei Endothelzellen die Sekretion von pro-MMP-2 steigert (Zucker et al., 1998).
Aktiviert man Endothelzellen von vendsen Umbilikalgefdlen mit VEGF, wird vermehrt
tissue factor gebildet. In Anwesenheit des Prothrombinase-Komplexes und Prothrombin
wird dadurch aktives Thrombin freigesetzt. Die Stimulation mit aktivem Thrombin bewirkt
eine erhohte Aktivitit von pro-MMP-2, wie in der Gelatin-Zymographie zu erkennen ist.
Diese Steigerung konnte durch Gabe von Anti-Thrombin-III unterdriickt werden. Im
Unterschied zu unserer Arbeit wurden die Zellen in serumhaltigem Medium kultiviert.
Damit ist ein Einflul von in diesem Kulturmedium vorhandenen Wachstumsfaktoren und

Matrixmetalloproteasen nicht auszuschlieBen. In der Arbeit findet sich kein Hinweis auf
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eine Analyse der Aktivitdit von MMP-9, da Endothelzellen neben MMP-2 hauptsichlich
MMP-1 sezernieren. Die Steigerung der Aktivitdt von pro-MMP-2 durch Thrombin wurde
in einer weiteren Arbeit an Mesenterialgefalen von Ratten nachgewiesen (Fernandez-Patron
et al., 2000). Die Erhohung der Aktivitdt von pro-MMP-2 ist im Vergleich zu pro-MMP-9
jedoch gering ausgeprigt. In der Analyse mittels Northern-Blot konnte in der vorliegenden
Arbeit nach Zugabe von Thrombin ebenfalls ein konzentrationsabhingiger Anstieg der
Transkription des MMP-9-Gens von 0,5-2,0 U Thrombin/ml nachgewiesen werden.

Die Untersuchungen zur Zeitabhéngigkeit nach Zugabe von Thrombin zeigten einen
Anstieg der Aktivitit von pro-MMP-9 nach 10 h, das Maximum wurde nach 24 h erreicht.
In der bereits erwdhnten Arbeit von Fabunmi wird ebenfalls ein Anstieg nach 8-10 h
beobachtet, ein Maximum ist nach 24 h sichtbar (Fabunmi et al., 1996). In der Northern-
Blot-Analyse ist ein Anstieg der MMP-9-RNA nach 4 h feststellbar, was auf eine
transkriptionelle Regulation hinweist. Die erhohten Transkriptionsprodukte der
konzentrationsabhéngigen Thrombinstimulation sind demzufolge nicht das Resultat einer
verldngerten Halbwertszeit der MMP-9-RNA (Overall et al.,1991). Die Ergebnisse der
transienten Transfektionen bestétigen, dal durch die Aktivierung mit Thrombin die
Transkription des MMP-9-Gens gesteigert wird.

Als Vergleich zu dem zeitabhingigen Anstieg der mRNA von MMP-9 sind Arbeiten
iiber den EinfluB von Thrombin auf die Transkription des uPA-Rezeptors und von
Thrombomodulin zu erwdhnen. In diesen Arbeiten wurde ebenfalls eine zeitabhingige
Analyse durchgefiihrt. Nach Zugabe von Thrombin ist in der Northern-Blot-Analyse ein
Anstieg der mRNA des uPA-Rezeptors nach 5 h und von Thrombomodulin nach 3 h zu
erkennen (Reuning et al., 1994; Ma et al., 1997). Nach der Stimulation mit Thrombin 143t
sich in der Zellkultur eine nahezu zeitgleiche Erhdhung der RNA von MMP-9, uPA und
Thrombomodulin nachweisen. Es ist somit mdglich, da3 Thrombin eine groere Anzahl von
Genen, insbesondere von Proteasen die fiir die Metastasierung wichtig sind, aktiviert.

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Zymographien zeigen eine Steigerung
von pro-MMP-9, da die Aktivitit der Typ-IV Kollagenasen durch Banden im Bereich von
92 und 72 kDa dargestellt wird. Diese entsprechen pro-MMP-9 mit einem
Molekulargewicht von 92 kDa und pro-MMP-2 von 72 kDa. Nach der Aktivierung hat
MMP-9 88 kDa und MMP-2 64 kDa (Sawicki et al., 1997; Coussens et al., 2000). Demnach
wird von den Osteosarkomzellen nach Stimulation mit Thrombin die inaktive Vorstufe von
MMP-9 vermehrt sezerniert. Damit stellt sich die Frage, durch welchen Mechanismus die
Typ-IV Kollagenasen in vivo nach der Sekretion aktiviert werden oder welche Bedeutung
die Vorstufen bei dem Vorgang der Invasion haben.

Einerseits kann es sein, daB MMP-9 auch in der pro-Form aktiv ist, dies jedoch nicht
in der Zymographie detektiert werden kann, da Gelatin ein artifizielles Substrat ist. Eine
Aktivierung von pro-MMP-9 nach der extrazelluldren Prédsentation durch umliegende

Stromazellen wie Fibroblasten scheint nicht zu bestehen. In einer Arbeit von Lengyel et al.
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wurde eine Karzinomzellinie mit einer Fibroblastenzellinie ko-kultiviert. In der Gelatin-
Zymographie konnten lediglich die inaktiven Vorstufen nachgewiesen werden (Lengyel et
al., 1995). Eine weitere Moglichkeit stellt die Aktivierung von pro-MMP-9 durch
Entziindungszellen dar. In einem Mausmodell konnte gezeigt werden, daf
Entziindungszellen bei der Prasentation von aktiven MMP-9 beteiligt sind (Coussens et al.,
2000).

Neben der proteolytischen Aktivitidt konnte pro-MMP-9 auch durch Rekrutierung
von Integrinen die Invasion von Tumorzellen verstirken. So wurde von Brooks eine
Kolokalisation von MMP-2 und integrin alpha v beta 3 an der Zelloberfliche einer
Melanomzellinie nachgewiesen (Brooks et al.,1996). Eine weitere Moglichkeit ist eine

Funktion von pro-MMP-9, die durch den bisherigen Kenntnisstand noch nicht erklarbar ist.

E.2 Die Steigerung der Aktivitidt von MMP-9 durch Thrombin wird durch
Aktivierung des Thrombinrezeptors vermittelt

Die Wirkung von Thrombin wird durch den spezifischen Thrombinrezeptor, einen
siebenspannigen Rezeptor, libermittelt. Die Priasentation von TF an der Zelloberfliche und
die damit verbundene Thrombingenerierung fiihrt zu einer Aktivierung des
Thrombinrezeptors (Fischer et al., 1995). In den letzten Jahren wurden vier verschiedene,
spezifische Thrombinrezeptoren, nach der Aktivierung durch die Protease Thrombin auch
protease activated receptor (PAR) genannt, nachgewiesen (Vu et al., 1991; Rasmussen et al.,
1991; Nystedt et al., 1994; Ishihara et al., 1997; Kahn et al., 1998; Xu et al., 1998).
Thrombin spaltet das carboxyterminale Ende des Rezeptors, das neu entstandene
Rezeptorende lagert sich an der zweiten extrazelluliren Domidne an und bewirkt eine
Konformationsédnderung des Rezeptors. Nach der Aktivierung wird intrazelluldr tiber G-
Proteine das Signal an Signaltransduktionswege weitergeleitet (Gerszten et al.,1994; Trejo
et al., 1996).

Neben siebenspidnnigen Rezeptoren werden tiiber Thrombin indirekt auch
Rezeptortyrosinkinasen aktiviert. Mit dem Einsatz von Thrombin wird der EGF-Rezeptor
aktiviert, die Aktivitidt der Typ-IV-Kollagenasen kann auch durch Oberflichenrezeptoren
wie den IGF-1R verdndert werden (Daub et al., 1997; Long et al., 1998). Mit der
Verwendung des Agonisten TRAP (thrombin receptor activating peptide), welcher nach der
Aktivierung das neue extrazellulire Rezeptorende darstellt, wird die Weiterleitung des
Signals tliber den Thrombinrezeptor und der Einflu auf MMP-9 nachgewiesen (Vassallo et
al., 1992; Gerszten et al.,1994). TRAP bewirkt somit eine spezifische Aktivierung des
Thrombinrezeptors.

Durch das Zusetzen von TRAP mit der Aminosduresequenz SFLLRN konnte in der
Zymographie eine konzentrationsabhingige Steigerung der Aktivitit von pro-MMP-9
erreicht werden. Damit wird die Spezifitidt der Aktivierung von MMP-9 durch Thrombin

tiber den Thrombinrezeptor bewiesen. Die Steigerung entsprach der parallel durchgefiihrten
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Stimulation mit Thrombin. Von den vier verschiedenen Thrombinrezeptoren wird nur PAR-
1 durch das verwendete Peptid aktiviert. PAR-2 wird nur durch Trypsin, Tryptase oder die
Blutgerinnungsfaktoren VIla und Xa aktiviert (Molino et al., 1997). PAR-3 ist bei der
Aktivierung von PAR-4 als Kofaktor beteiligt (Nakanishi-Matsui et al., 2000). PAR-4 wird
durch das Peptid AYPGKF spezifisch aktiviert und kann durch das in meinen Versuchen
verwendete Peptid SFLLRN nicht aktiviert werden (Faruqi et al., 2000). Die eingesetzte
Konzentration von TRAP entspricht den Werten, die in der Literatur angegeben werden
(Reuning et al., 1994; Kanthou et al., 1995, Andersen et al., 1999).

E.3 Die Bedeutung des PI3-Kinase-Weges bei der Signaliibermittlung

Die Aktivierung von PAR-1 beeinfluBt in der Zellkultur die Proliferation und die
proteolytische Aktivitit. Durch Inkubation mit TRAP ist eine beschleunigte Zellteilung bei
GefaBzellen und Fibroblasten zu beobachten (Kanthou et al., 1995; Trejo et al., 1996). Nach
Aktivierung des Thrombinrezeptors wird das Signal iiber G-Proteine an verschiedene
Signaltransduktionswege weitergeleitet (Hung et al., 1992; Offermanns et al., 1994; Barr et
al., 1997). Durch selektive Blockierung von Schliisselenzymen der wichtigsten
Signaltransduktionswege konnte in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen werden, dafl nach
Aktivierung des Thrombinrezeptors das Signal {iber die PI-3 Kinase weitergeleitet wird. Mit
der Zugabe von Ly 294002, einem Inhibitor der PI-3 Kinase, wurde die Erhdhung der pro-
MMP-9-Aktivitdt durch Thrombin verhindert. Bisherige Arbeiten zeigten, daB3 die Gpy-
Untereinheit von PAR-1 die PI-3 Kinase aktivieren kann (Clapham et Neer, 1997). PAR-1
kann neben der PI-3 Kinase aber auch den MAPK-Signaltransduktionsweg aktivieren
(Kramer et al., 1995; Trejo et al., 1996). ERK, JNK und p38 sind die Schliisselenzyme der
MAPK, und die Aktivitit von MMP-9 kann durch diese Proteinkinasen reguliert werden
(Lakka et al., 2000). Durch Zugabe der Inhibitoren PD 98059 und SB 203580 werden mit
MEK1 wund der p38-Kinase wichtige Kinasen des MAPK gehemmt. In der
Gelatinzymographie zeigte sich, daB3 beide Inhibitoren die thrombinspezifische Aktivierung
von pro-MMP-9 nicht beeinflussen konnten. Somit wird nach Aktivierung des
Thrombinrezeptors durch Thrombin das Signal lediglich {iber die PI3-Kinase weitergeleitet.
Ellerbroek untersuchte die Signaltransduktion und die Veridnderung der Aktivitdt von MMP-
9 nach Aktivierung des EGF-Rezeptors bei einer Ovarialkarzinom-Zellinie. Durch
Inhibierung der PI3-Kinase konnte ein Riickgang des membrangebundenen pro-MMP-9
beobachtet werden, Inhibitoren der MAPK hatten keinen Einfluf3. Die PI3-Kinase reguliert
demzufolge die Aktivitdt von membrangebundene pro-MMP-9 und damit die zielgerichtete
Auflosung der extrazelluldren Matrix (Ellerbroek et al. 2001). Eine mogliche Bestitigung zu
diesen in vitro-Versuchen stellt der Nachweis einer erhohten Aktivitdt der PI3-Kinase in
Gewebeproben von kolorektalen Tumoren und Ovarialkarzinomen dar (Philipps et al., 1997,
Shayesteh et al., 1999).
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Der MAPK-Signaltransduktionsweg spielt aber eine wichtige Rolle fiir die
Regulation der MMP-9-Expression und der Invasion. In einer Arbeit von Simon wurde eine
Reduktion der MMP-9-Expression durch die Zugabe von PD 98059 oder SB 203580
erreicht, wobei in diesen Experimenten ebenfalls nicht mit Thrombin stimuliert wurde
(Simon et al., 1996; Gum et al., 1997). Simon zeigte in einer Folgearbeit, da3 bei einer
Karzinomzellinie durch Zugabe von PMA die Aktivitit von pro-MMP-9 und von Urokinase
gesteigert wird. Mit dem Einsatz von SB 203580 wurde gezeigt, dal3 die Signaltransduktion
dabei iiber die p38-Kinase erfolgt. Des Weiteren wurde in einem Invasionsassay aufgezeigt,
daB mit der Steigerung von MMP-9 durch PMA das Invasionsverhalten der Karzinomzellen
erhoht wird (Simon et al., 1998).

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals gezeigt, da nach Aktivierung des

Thrombinrezeptors die Aktivitét von pro-MMP-9 iiber PI3-Kinase reguliert wird.

E.4 Identifizierung des regulierenden Abschnittes des MMP-9-Promotors
nach Stimulation durch Thrombin

Die Expression der meisten Matrixmetalloproteinasen ist in normalem Gewebe
niedrig und wird fiir einen Umbau der extrazelluldren Matrix induziert. Die Expression von
Matrixmetalloproteinasen erfolgt auf Transkriptionsebene und wird iiber den Promotor
gesteuert. Im Unterschied zu den tlibrigen Metalloproteasen weist der Promotor des MMP-9-
Gens eine zweite AP-1-Bindungsstelle auf (Sato and Seiki, 1993). Bei der Stimulation von
Fibroblastenzellinien mit Wachstumsfaktoren und Zytokinen konnte gezeigt werden, dal3
der Transkriptionsfaktor NF-kB fiir die Aktivierung der Transkription des MMP-9-Gens
wichtig ist (Bond et al., 1998).

In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe von CAT-Assays eine Analyse des
MMP-9-Promotors nach Stimulation mit Thrombin durchgefiihrt. Es zeigte sich unter
Verwendung von verschieden langen Promotorabschnitten des MMP-9-Promotors ein
deutlicher Aktivitidtsverlust zwischen der Position —670bp und —634bp. Demzufolge mufl in
diesem Bereich die Bindungsstelle fiir die Regulation nach Aktivierung der PI3-Kinase
liegen. Eine Beteiligung von AP-1 und NF-KB kann daher ausgeschlossen werden, da die
Bindungsstellen fiir AP-1 auf Position —533 und —79 und fiir NF-KB bei —600 liegen
(Benbow et Brinckerhoff, 1997; Sato et Seiki, 1993). Eine Computeranalyse des
Promotorabschnittes von —670 bis —634 zeigte, dal u. a. eine Bindungsstelle fiir den
Transkriptionsfaktor PEA3 (polyoma virus enhancer A-binding protein-3) in diesem
Bereich liegt (Munaut, 1999). Die Bedeutung dieser Bindungsstelle auf die
Promotoraktivitdt von MMP-9 wurde von Gum nachgewiesen (Gum et al., 1996).
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E.5 Thrombin steigert die Invasion von Tumorzellen

Bosartige Tumore besitzen die Féhigkeit, durch invasives Wachstum
Gewebegrenzen zu iiberwinden und in benachbarte Kompartimente einzudringen. In der
MRT von Osteosarkomen siecht man bereits im Frithstadium eine Infiltration der
umgebenden Strukturen wie Muskelgruppen und GefaB3-Nervenbiindel. Dabei miissen das
Periost und die Muskelfaszien, die durch die Basalmembran gebildet werden, aufgelost
werden. Die Basalmembran muB auch bei der Uberwindung der GefiBwand und der
Ausbildung von hdmatogenen Metastasen aufgelost werden (Kim et al, 1998). Die
Hauptbestandteile der Basalmembran werden durch die Prédsentation von Typ-IV-
Kollagenasen abgebaut (Nakajima et al., 1991). In der vorliegenden Arbeit wurde auch
untersucht, inwieweit Thrombin die Invasion von Tumorzellen durch eine kiinstliche,
extrazellulire Matrix beeinflult. In dem durchgefiihrten Invasionsassay wurde eine
Matrigelmembran als Modell der Basalmembran verwendet. Die Stimulation von
Osteosarkomzellen mit Thrombin fiihrt zu einer deutlichen Zunahme der Invasion. In einer
Arbeit von Bar-Shavit wurde nachgewiesen, dafl Gefdmuskelzellen durch Thrombin,
welches in konjugierter Form vorliegt, aktiviert werden. Damit kann Thrombin, gebunden
an die extrazelluldare Matrix, die Invasion von Tumorzellen beeinflussen (Bar-Shavit, 1990).

Diese Versuche weisen darauf hin, da3 Thrombin auch in vivo die Invasion von
Tumorzellen regulieren kann. Die Analyse der Blutgerinnung bei Tumorpatienten zeigt eine
Aktivierung der extrinsischen Gerinnungskaskade durch tissue factor, wodurch aktives
Thrombin freigesetzt wird (Kakkar A. K. et al., 1995). Durch die Aktivierung des
Thrombinrezeptors wird die Aktivitit von pro-MMP-9 erhoht, eine vermehrte Auflosung
der extrazelluldren Matrix ist die Folge. Die Aggressivitit und frithzeitige Metastasierung
von Osteosarkomen kann durch diesen Aktivierungsmechanismus erklirt werden.

In der Arbeit von Simon konnte in vivo nachgewiesen werden, dal mit einer
Erh6éhung der Aktivitdit von MMP-9 die Invasion einer Karzinomzellinie gesteigert wird
(Simon et al., 1999). Das invasive Verhalten der Mammakarzinomzellinie kann durch eine
Reduktion der Thrombinrezeptoren gesenkt werden. Durch Transfektion mit Antisense-
Sequenzen wird die Synthese der Rezeptoren gehemmt, die Karzinomzellen weisen im
Vergleich zu den unbehandelten Zellen eine geringere Invasivitit auf (Even-Ram et al.,
1998). Henrikson zeigte unter Verwendung der Matrigelmembran, da3 nach Zugabe von
Thrombin oder TRAP das Invasionsverhalten einer aggressiven Mammakarzinom-Zellinie
gesteigert wird. Bei weniger aggressiven Zellinien war jedoch keine Zunahme zu erkennen
(Henrikson et al., 1999).

Die Aktivierung des Thrombinrezeptors durch Thrombin beeinfluit neben MMP-9
auch andere Proteasenklassen. So konnte durch Zugabe von Thrombin oder TRAP
(SFLLRN) ein Anstieg der mRNA des Urokinase-Rezeptors detektiert werden. Die
zeitabhdngige Analyse der mRNA des uPA-Rezeptors im Northern-Blot zeigte nach
Stimulation einen Anstieg nach 4-5 h (Reuning et al., 1994; Yoshida et al., 1994). In der
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vorliegenden Arbeit wurde ebenfalls ein Anstieg der mRNA von MMP-9 nach 4 h
nachgewiesen. Es besteht damit die Moglichkeit, dal Tumorzellen durch die Aktivierung
mit Thrombin zeitgleich die Aktivitit von verschiedenen Proteasensystemen hochregulieren.
Eine gesteigerte Auflosung der Komponenten der extrazelluliren Matrix und damit
verbunden eine gesteigerte Invasivitit wire die Folge (DeClerck et Laug, 1996).

Heparin blockiert aktives Thrombin und unterdriickt die Aktivierung des
Thrombinrezeptors. Durch eine geringere Steigerung der Aktivitdit von MMP-9 sollte ein
Riickgang der Invasivitdt von Tumorzellen zu beobachten sein. Amirkhosravi konnte in
einem Tierexperiment diese These bestitigen (Amirkhosravi et al., 1993). Wird eine
Fibrosarkomzellinie Miusen intravends injiziert, ist eine Steigerung der Blutgerinnung zu
beobachten. Mit der Gabe von Heparin wurde im Vergleich zu unbehandelten Méusen eine
Reduktion der Blutgerinnung festgestellt und in der Folgezeit bildeten sich weniger
Lungentumore aus.

In einer klinischen Studie analysierte die Arbeitsgruppe von Tempelhoff die
Auswirkung von niedermolekularem Heparin bei Patientinnen mit einem gyndkologischen
Malignom. Die Uberlebenszeit der mit niedermolekularem Heparin behandelten
Patientinnen war signifikant verlidngert (Tempelhoff et al., 1999). Diese klinische
Beobachtung bestitigt die Ergebnisse der vorliegende Arbeit, wonach Thrombin die

Invasivitiat von Tumorzellen erhoht.

E.6 Ausblick

Die Bedeutung von Thrombin und von Matrixmetalloproteinasen bei der Ausbildung
maligner Tumore wurde in verschiedenen in vitro- und in vivo-Versuchen nachgewiesen.
Pacheco konnte eine Korrelation zwischen der Expression von Typ-IV-Kollagenasen in
Gewebeproben von Mammakarzinomen und der Uberlebenszeit der Patientinnen
nachweisen (Pacheco et al., 1998). Experimentell konnte nachgewiesen werden, daf} die
Aktivitdit von MMP-9 der Metastasierungsrate von Tumorzellen entspricht (Bernhard et al.,
1990). Die Aktivierung des Thrombinrezeptors durch Thrombin bewirkt bei Tumorzellen
ebenfalls eine Steigerung der Metastasierung. Durch Zugabe von Thrombin wurde eine
vermehrte Ausbildung von pulmonalen Metastasen beobachtet (Nierodzik et al., 1998). In
der vorliegenden Arbeit wurde nachgewiesen, dafl die Osteosarkomzellinie U-2 OS durch
Zugabe von Thrombin vermehrt MMP-9 synthetisiert. In dem Invasionsassay weisen mit
Thrombin stimulierte Zellen, wahrscheinlich durch eine Erhohung der Aktivitdt von MMP-
9, eine gesteigerte Invasivitit auf. Thrombin beeinflut jedoch neben den Typ-IV
Kollagenasen weitere Proteasensysteme und Adhdsionsmolekiile, die fiir die Metastasierung
von Tumorzellen wichtig sind. Durch eine cDNA-Micro-Chip-Analyse konnte eine Vielzahl
von Genen, die fiir Proteolyse und Adhésion wichtig sind, analysiert werden.

Mit dem Nachweis der Wirkungsweise von Thrombin auf die Expression von MMP-

9 konnen Therapiekonzepte entwickelt werden, die Induktion von MMP-9 durch Thrombin
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gezielt zu hemmen. Aktives Thrombin kann durch den Einsatz von Heparin oder Hirudin
gebunden werden. So konnte in einer klinischen Studie gezeigt werden, da3 mit dem Einsatz
von niedermolekularen Heparin die Langzeitiiberlebensrate bei gynédkologischen
Malignompatientinnen verbessert wird (Tempelhoff et al., 1999). Die perioperative Gabe
mit niedermolekularem Heparin erscheint nach diesen Ergebnissen eine sinnvolle
Erginzung zu den bisherigen Therapiekonzepten von Tumorerkrankungen zu sein
(Zacharski et al., 1990).

AuBer durch den Einsatz von Heparin kann nach Aktivierung des spezifischen
Thrombinrezeptors die Aktivitdit von pro-MMP-9 durch eine Blockade des
Signaltransduktionsweges oder durch Inhibitoren der Typ-IV Kollagenasen gehemmt
werden. Wie in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen, wird mit der spezifischen Hemmung
der PI3-Kinase durch Ly 294002 eine Reduktion von pro-MMP-9 beobachtet. Im néchsten
Schritt sollte der Einflul des PI3-Kinase-Inhibitors Ly 294002 auf die Metastasierung im
Tiermodell untersucht werden.

Mit der Herstellung von synthetischen MMP-Inhibitoren wurde eine weitere
Therapiemoglichkeit entwickelt, die tumorassoziierte Auflosung der extrazelluliren Matrix
zu hemmen (Talbot et Brown, 1996). Mit Hilfe von spezifischen Inhibitoren kann die
proteolytische Aktivitdt von Untergruppen der MMP-Familie gehemmt werden. Maekawa
zeigte eine selektive Hemmung von MMP-2, -9 und —14 mit dem Inhibitor BPHA (N-
biphenylsulfonyl-phenylalanine hydroxiamic acid). Durch eine tigliche orale Verabreichng
von 200 mg/kg konnte im Tiermodell das Tumorwachstum von zwei verschiedenen
Tumorzellinien zwischen 45-48 % reduziert werden (Maekawa et al., 1999). Die in Phase
III befindlichen Untersuchungen der Inhibitoren BB-2516 (British Biotech), AG3340
(Agouron) und BAY 12-9566 (Bayer) werden zeigen, inwieweit die Hemmung von MMP-9
einen klinischen Vorteil bei der Behandlung von malignen Tumoren hat.

Die Bedeutung von Typ-IV Kollagenasen und Thrombin bei der Invasion und
Metastasierung von Tumorzellen wurde in zahlreichen Arbeiten nachgewiesen. Die
Ergebnisse dieser Arbeit erdffnen Moglichkeiten, die Aktivierung von MMP-9 durch
Thrombin zu hemmen und damit den tumorassoziierten Abbau der extrazelluldren Matrix

durch Tumorzellen zu reduzieren.
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F. Zusammenfassung

Die Verbindung zwischen einer malignen Erkrankung und gesteigerter
Blutgerinnung ist seit langem nachgewiesen. Thromboembolische Komplikationen treten
bei Patienten mit einer malignen Erkrankung gehiduft auf. Auf Tumorzellen wurde die
Uberexpression des spezifischen Rezeptors fiir die Serinprotease Thrombin nachgewiesen,
aber die Rolle von Thrombin bei malignen Erkrankungen erst ansatzweise geklért. Eine
Ursache fiir die gesteigerte Invasion von Tumorzellen ist die Stimulation von Proteasen.
Aufgrund der Spezifitit fiir extrazelluldre Matrixproteine haben die Matrixmetalloproteasen
eine zentrale Bedeutung bei der Invasion von Tumorzellen. Die Auflosung der
Basalmembran ist dabei ein wichtiger Schritt zur Ausbildung von Metastasen. Typ-IV
Kollagenasen (MMP-2 und —9) degradieren spezifisch Kollagen Typ-IV und damit die
kollagenen Hauptbestandteile der Basalmembran.

Wir untersuchten den EinfluB von Thrombin auf die Expression der Typ-IV
Kollagenase (MMP-9, 92 kDa Gelatinase) in einer Osteosarkomzellinie U-2 OS. Die
Osteosarkom-Zellen produzieren kein MMP-9, wie in der Gelatinzymographie und der
Northern-Blot-Analyse gezeigt werden konnte. Zugabe von humanem Thrombin induziert
einen konzentrationsabhdngigen Anstieg der MMP-9-Sekretion. Weniger als 0,5 U
Thrombin/ml bewirkt einen Anstieg der Aktivitdt, und durch Inkubation mit 1 U
Thrombin/ml wird ein etwa flinffacher Anstieg der pro-MMP-9-Aktivitdt beobachtet.
Parallel zu der Sekretion des MMP-9-Proteins steigt die Transkription des MMP-9-Gens
nach Gabe von Thrombin, wie in der Northern-Blot-Analyse und in den transienten
Transfektionen gezeigt wurde. Die Induktion der Transkription von MMP-9 beginnt nach 4
h und persistiert fiir mindestens 24 h. Die pro-MMP-9-Aktivitét steigt nach 7 h und erreicht
das Maximum nach 24 h.

Um die spezifische Beteiligung des Thrombinrezeptors in der Stimulation von
MMP-9 nachzuweisen, wurde das Thrombinrezeptor-aktivierende Peptid (TRAP)
verwendet. 24 h nach Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen von TRAP wurde im
Uberstand der U-2 OS-Zellen ein konzentrationsabhingiger Anstieg der MMP-9-Aktivitt
beobachtet.

Transiente Transfektionen mit verschiedenen 5’-Deletionen des MMP-9-Promotors
zeigten, dal} eine Sequenz zwischen —670 und —634 fiir die Induktion von MMP-9 auf der
Transkriptionsebene verantwortlich ist.

Die Stimulation von MMP-9 durch Thrombin wird mit Ly 294002, einem Inhibitor
der PI-3-Kinase, verhindert. Die Zugabe von verschiedenen Inhibitoren des MAPK-
Kinaseweges (SB 203580, PD 98059) beeinflufite die Induktion durch Thrombin nicht.
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F. Zusammenfassung

In einem Metastasierungsmodell der extrazelluliren Matrix mit einer
Matrigelmembran wurde gezeigt, dal die Invasion der Osteosarkomzellen durch
Stimulation mit Thrombin gesteigert wird.

In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, da3 Thrombin eine Protease (MMP-9)
induziert, die fiir die Auflosung der Basalmembran wichtig ist. Diese Erkenntnisse tragen
dazu bei, den Mechanismus der thrombininduzierten Invasion von Tumorzellen besser zu

verstehen.
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