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1. Einleitung

Wahrend kleinere  Knochendefekte bereits mit zufriedenstellenden
biologischen und biomechanischen Ergebnissen rekonstruiert werden konnen,
ist die Versorgung groRer segmentaler Defekte, wie sie bei Knochentumoren
entstehen, schwierig und geht haufig mit Komplikationen einher.

Samtliche Verfahren zur Defektrekonstruktion nach Knochenresektionen, bei
denen kein autologer Knochen verwendet wird, sind mit mehr oder weniger
grollen Nachteilen verbunden. Gute Ergebnisse im Sinne einer biologischen
L6sung wurden sich mit dem entnommenen Knochensegment selbst erreichen
lassen, was aber eine vollstandige Inaktivierung der Tumorzellen und eine
weitgehende Erhaltung der biologischen und biomechanischen Eigenschaften

voraussetzt.

Bisher werden klinisch oder experimentell zur Tumordevitalisierung von
Knochen thermische und radioaktive Verfahren eingesetzt, die eine einzeitige
Reimplantation des autologen Knochensegmentes ermoglichen, sich aber
allesamt negativ auf die biologischen und biomechanischen Eigenschaften des
Knochens auswirken [Urist et al.: 1974, 586-593; Knaepler et al.: 1991, 194-
199].

Eine Alternative zur Behandlung von tumorbefallenen Knochensegmenten
konnte hydrostatischer Hochdruck (HHD) sein. Durch hydrostatischen
Hochdruck wird die Replikationsfahigkeit von pro- und eukaryontischen Zellen,
Tumorzellen eingeschlossen, nachhaltig ausgeschaltet [Diehl et al.: 2003,
1851-1855], ohne dass es zu negativen Veranderungen der Biomechanik des
Knochens kommt [Steinhauser et al.: 2004, eingereicht].

Ziel des gesamten Forschungsprojektes ist es, ein Dbetroffenes
Knochensegment onkologisch korrekt en bloc sterii vom Patienten zu
entnehmen. Nachdem makroskopische Tumoranteile debridiert worden sind,
werden durch extrakorporale Behandlung mit HHD Tumorzellen bzw.
Mikroorganismen devitalisiert. Anschliefend erfolgt zur Defektrekonstruktion
die orthotope Reimplantation des genau passenden autologen Segmentes.

Dies konnte als neues und Uberlegenes Verfahren zur Tumordevitalisierung in
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der orthopadischen Chirurgie eine vielversprechende Therapieoption

darstellen.

Die Hochdrucktechnologie (statischer hydrostatischer Hochdruck bis
1000 MPa) wird bisher in der Medizin nicht eingesetzt. Zur Haltbarmachung
von Lebensmitteln (z.B. Konfitiren und Safte) wird das Verfahren bereits seit
ca. 100 Jahren untersucht und seit ca. 20 Jahren industriell verwendet
[Cheftel: 1995, 75-90].

FuUr die Etablierung des Hochdruckverfahrens in der Medizin ist es notwendig,
die Veranderung von mechanischen, biologischen und biochemischen

Eigenschaften infolge HHD-Behandlung zu kennen.

Aufgrund der besonderen Bedeutung der Matrixmetalloproteinase-9 fur den
physiologischen und pathologischen Knochenstoffwechsel untersucht die
vorliegende Arbeit den Einfluss von hydrostatischem Hochdruck auf das

Protein bzw. das enzymatische Profil.

Matrixmetalloproteinasen (MMP) sind eine Familie von mindestens 25
proteolytischen Enzymen mit einem zentralem Zinkatom, die fur die meisten
Auf- und Abbauvorgange an der Extrazellularmatrix (Remodeling)
verantwortlich sind. MMP beeinflussen die Proliferation, Morphogenese und
Apoptose von Zellen sowie deren Migration, Gewebeinvasion und zahlreiche
weitere Funktionen [Vu et al.: 2000, 2123-2133].

Physiologisch sind MMP bereits in der Embryogenese an zahlreichen
enzymatischen Prozessen beteiligt [Vu et al.: 2000, 2123-2133]. Deutlich
erhohte Konzentrationen finden sich bei der Wund- und Knochenheilung
[Holmbeck et al.: 1999, 81-92; Armstrong et al.: 2002, 12-18].

Pathologisch spielen MMP eine wichtige Rolle bei der Tumorgenese und
Tumorneoangiogenese [Stetler-Stevenson et al.: 1993, 1434-1441], bei
Arthritiden [Zucker et al.: 1994, 2329-2333] sowie bei aseptischen
Endoprothesenlockerungen [Takagi: 1996, 3-29; Diehl et al.: 2004, 711-715].

Die Matrixmetalloproteinase-9 gehort zur Untergruppe der Gelatinasen und hat
eine SchlUsselfunktion bei ossaren Resorptions- und Umbauvorgangen
[Okada et al.: 1995, 311-322; Rice et al.: 1997, 479-486; Delaisse et al.: 2000,
223-234]. Pathologische Bedeutung hat MMP-9 bei samtlichen osteolytischen

Defekten aufgrund ihrer Uberexpression in Osteoklasten [Reponen et al.:
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1994, 1091-1102]. Weiterhin findet sich bei Osteosarkomen eine deutlich
erhohte MMP-9-Konzentration, wodurch Tumorinvasion und Metastasierung
unterstutzt werden [Peng et al.: 2002, 745-750].

Ein moglicher Anstieg der MMP-9-Konzentration bzw. —aktivitat durch die
HHD-Therapie wurde einem Einwachsen des reimplantierten
Knochensegmentes infolge verstarkter osteolytischer Vorgange

entgegenwirken.

Untersuchungen mussen klaren, welchen Einfluss die HHD-Behandlung auf
die Konzentration bzw. Aktivitat von MMP-9 hat. Es soll gezeigt werden, dass
sich die MMP-9 Konzentration bzw. Enzymaktivitat infolge einer HHD-Therapie

nicht wesentlich verandert.
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2. Material und Methoden

2.1 Physikalische Grundlagen

Fir den verwendeten  hydrostatischen = Hochdruck gelten die
Gesetzmaligkeiten von Druck in Flussigkeiten.

Das Pascalsche Prinzip besagt, dass sich Druck in einer Flussigkeit
ungehindert nach allen Seiten und auf die Wande des Behalters in gleicher
GrolRRe verteilt [Tipler: 1994, 347]. Darauf beruht auch die Isostatik, welche
besagt, dass die Ausbreitung von Druck in Flussigkeit gleichmafig und ohne
relevante zeitliche Verzogerung erfolgt. Dies gilt auch fur eine untersuchte
Substanz, die in keinem direkten Kontakt mit dem druckubertragenden

Medium steht, sofern das die Probe umgebende Material flexibel ist.

Nach diesen beiden Gesetzen ist Druck bis zu einer bestimmtem Viskositat
des Druckmediums gleichmaRig und ohne zeitliche Verzogerung auf die
gesamte Untersuchungsprobe wirksam. Es kann also davon ausgegangen

werden, dass der Druck im gesamten Probengefald gleichgrofy ist und dem in

der Druckkammer indirekt gemessenen Druck entspricht.

Kraft

{

Abb. 1: Schema der Druckeinwirkung

Das Volumen ist die am starksten von Druck beeinflusste physikalische GroRde.
Wichtig flr das Verstandnis druckinduzierter Einflusse auf physikalische und
chemische Reaktionen ist dabei das Prinzip von Le Chatelier und Braun: Wird

auf ein System im Gleichgewicht durch Anderung der duReren Bedingungen



2. Material und Methoden 15

ein Zwang bzw. eine Stdrung ausgeubt, reagiert das System mit einer
Gleichgewichtsverschiebung derart, dass die Wirkung dieser Stdrung
moglichst gering ist [Meschede: 2004, 266]. Das bedeutet, dass physikalische
und chemische Vorgange (Phasenubergang, molekulare Transformation,
chemische Reaktion), die mit einer Volumenverringerung einhergehen, unter
HHD bevorzugt ablaufen, wahrend umgekehrt Vorgange, die mit einer
Volumenzunahme verbunden sind, vermindert ablaufen.
Volumenveranderungen aufgrund innerer  Strukturveranderungen von
Proteinen beeinflussen die Gleichgewichtskonstante der reversiblen oder
irreversiblen Denaturierungsreaktion sowie die Reaktionsgeschwindigkeit von

enzymatischen Reaktionen [Heremans et al.: 1998, 353-370].

Flussigkeiten werden bei hohem Druck in unterschiedlichem Male
komprimiert und zeigen unterschiedliche Phasenlbergange. Fur
Untersuchungen bis 600 MPa ist Wasser geeignet. Bis zu einem Druck von
208 MPa senkt HHD den Gefrierpunkt von Wasser um bis zu 22 K [Wagner:
1994, 515-525]. Oberhalb von 625 MPa liegt Wasser bei Temperaturen
uber 0 °C bereits eisformig vor [Bridgman: 1912, 441-558; Tauscher: 1995, 3-
13], so dass in hoheren Druckbereichen Olartige Druckmedien verwendet

werden mussen.

Temperatur (°C)
o

-10 . " .
eisformig

-20

'30 T T T T 1

0 200 400 600 800 1000
Druck (MPa)

Abb. 2: Phasendiagramm von Wasser [Tauscher: 1995, 3-13]

Im Gegensatz zu Gasen ist der Volumenverlust von Flussigkeiten unter Druck
nur relativ gering. Das bei den Untersuchungen verwendete Druckmedium
Wasser weist im Vergleich zu den meisten organischen Flussigkeiten eine
sehr niedrige Kompressibilitat auf. Im Temperaturbereich von 0 bis 20 °C wird
fur Wasser eine Kompressibilitat von ca. 7% bei 200 MPa bzw. 12% bei
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400 MPa angegeben [Knorr: 1999, 485-491]. Von der gleichen
Kompressibilitat kann bei den untersuchten Enzymlosungen ausgegangen

werden.

Der druckinduzierte Temperaturanstieg ist abhangig vom verwendeten
Druckmedium und der Ausgangstemperatur. Der fur die vorliegenden
Untersuchungsbedingungen (Druckmedium Wasser, Ausgangstemperatur
5 °C) Temperaturanstieg von 1-2 K pro 100 MPa [Makita: 1992, 87-95; Knorr:
1999, 485-491] ist zum einen in Bezug auf die vorliegenden Untersuchungen
zu vernachlassigen und wird zum anderen durch einen Heiz-Kuhl-

Thermostaten korrigiert.

2.2 Hochdruckanlage

Alle Untersuchungen wurden mit der Hochdruckanlage der Firma SITEC
Sieber Engineering AG, Zurich, Schweiz (Modell 765.0050) durchgeflhrt.

Der Betriebsdruck ist mit 400 MPa angegeben. Als Druckmedium dient
Wasser, da es aufgrund seiner geringen, dem Untersuchungsmedium
ahnlichen Viskositat eine schnelle und gleichmaige Druckibertragung auf die
Untersuchungsprobe gewahrleistet. Weitere Vorteile von Wasser als
Druckmedium sind die einfache Handhabung und die gunstige und
umweltvertragliche Verfugbarkeit.

Der Druck wird anfangs manuell mittels einer Handpumpe erzeugt. Ab einem
Druck von ca. 50 MPa wird der Druckaufbau von einer Spindelpresse
ubernommen, die von einem Elektromotor (1600 W Nennleistung, 4 ml
Hubvolumen, 100 mm Hub) angetrieben wird. Die Geschwindigkeit des
Elektromotors und somit die Druckaufbauzeit sind konstant ca. 100 MPa/min.

Die aus Edelstahl gefertigte Druckkammer zur Aufnahme der
Untersuchungsproben hat ein Volumen von 50 ml und ist vollstandig mit
Wasser gefullt. Sie ist mit einem Heizmantel zur Temperaturvariation und
einem 4 cm dicken Stahlmantel umgeben. Die Druckkammer wird von oben

beflllt und mit einem druckstabilen Schraubverschluss abgedichtet.

Im System zwischen Spindelpresse und Druckkammer befindet sich ein
Drucksensor, der mit der Schaltmesseinheit verbunden ist und den Druck auf
1 bar (entspricht 0,1 MPa) genau misst.
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Die Anlage verfugt Uber funf spezielle Hochdruckventile, die zum einen das
System gegenuber dem Umgebungsdruck abdichten und zum anderen auch
eine Unterteilung innerhalb der Hochdruckanlage ermdglichen.

s R .

Foto: B. Frey

Abb. 3: Hochdruckanlage Aufsicht

P1: Spindelpresse, P2: Handpumpe, B1: Druckkammer, B2: Uberdruckbehalter, TC: Heiz-
Kihl-Thermostat, V1-5: Ventile

In die Hochdruckanlage ist ein Heiz-Kuhl-Aggregat integriert, das je nach
Druckmedium Temperaturen von -25 °C bis 120 °C in der Druckkammer
herstellen kann (mit Wasser zwischen 1 °C und 50 °C). Die gewunschte
Untersuchungstemperatur kann direkt am Heiz-Kuhl-Aggregat eingestellt
werden. Der eingestellte Wert wird permanent mit dem Istwert, der von einem
Thermostat in der Druckkammer gemessen wird, abgeglichen. Die Temperatur
wird Uber die gesamte Druckdauer konstant gehalten.

Uber einen Druckausgleichsbehalter kann der Druck zum einen nach Ende der
Druckhaltephase kontrolliert abgelassen werden. Zum anderen ist er durch
eine auf 450 MPa eingestellte Berstscheibe mit dem Drucksystem verbunden
und dient so zum Druckabfall bei unkontrollierten Druckspitzen, um Schaden
am System zu vermeiden. Der Druckausgleichsbehalter wird auch zum

Befullen der Anlage mit Druckmedium verwendet.
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An der Steuereinheit ist es moglich, Zieldruckwerte fur den Automatikbetrieb
einzustellen, aktuelle Druck- und Temperaturwerte im System genau
abzulesen und die Hochdruckanlage manuell oder im Automatikbetrieb zu
bedienen.

':J!I?..‘.:T' fr @ g < > Netzschalter

J <4———|st-Temperatur

Automatikbetrieb

manueller Betrieb

<4————Ist-Druck
<4— Soll-Druck

D

Drehzahleinstellung
der Spindelpresse

Abb. 4: Hochdruckanlage Steuereinheit

2.3 Material und Gerate

2.3.1 Probengefalle

Verwendet wurden Nalgene® Cryogenic Vials (Nalge Company, Rochester,
NY, USA, Art. 5000-0012). Diese Gefalde, hergestellt fur das Einfrieren von
Substanzen in flussigem Stickstoff, waren in Vorversuchen am stabilsten und
auch hinsichtlich Volumen gut geeignet.

Die gewahlten Probengefale muiussen fur die Bedingungen in der
Druckkammer geeignet, d.h. aus stabilem Material gefertigt, aber auch
verformbar sein. Besonders kritisch ist der Verschlussmechanismus, der einer
hohen mechanischen Belastung standhalten muss. Es darf weder
Probenflussigkeit austreten noch Flussigkeit aus der Druckkammer in das
Gefal® gelangen, da dies die Ergebnisse entscheidend verandern wuirde.
Vorbereitende Untersuchungen mit tintengefarbten Losungen in den Gefalden
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haben einen bis zur maximalen Druckstufe von 400 MPa dichten Verschluss
gezeigt. Dabei wurde bei samtlichen Versuchen der Verschlussbereich
zusatzlich mit Parafilm® (American National Can Company, Joplin, MO, USA)
abgedichtet, um das Risiko eines Flussigkeitsaustritts bzw. —eintritts oder

eines moglichen Ablosens des Deckels wahrend der Gefallverformung unter
Druck weiter zu minimieren.

x

- x
-
¥

=

- X -

- . -
o

Ay ygtions! ©

=
d
———
-5
=3
(-

Abb. 5: Probengefi3e und Parafilm®

Der geringen Verformung infolge Flussigkeitskompression (siehe Kap. 2.1)
konnen die verwendeten Gefalle standhalten, nicht aber der starken
Verformung durch Kompression von Luft. Daher ist beim Befullen darauf zu
achten, dass sich keine Luft in den Gefalien befindet, da diese wahrend der
Druckbehandlung sonst zerbrechen wurden. Vollstandig gefullt fassen die
Probengefalde ein Volumen von 2,3 ml.

2.3.2 Photometer

Die photometrischen Messungen erfolgten mit dem Multiscan Ascent® (Version
1.3.1, Labsystems, Research Technologies, Helsinki, Finland, Art. 1507 540).
Als dazugehérige Software wurde vom selben Hersteller die Ascent® Software
(Version 2.4 fir Multiskan Ascent® Art. 1507 550) verwendet.
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2.3.3 Zymographieapparatur

Die elektrophoretische Auftrennung fir die MMP-Zymographie erfolgte in der
Gelapparatur Mini-Protean® 3 Cell (Bio-Rad, Miinchen, Deutschland, Art. 165-
3301 + 165-3302). Zur Stromerzeugung wurde der Powersupply Lightning Volt
(Owl Scientific, Portsmouth, NH, USA, Art. OSP-250L) verwendet.

Abb. 6: Gelapparatur mit Powersupply

2.3.4 \Weitere Materialien und Geréate

Im Folgenden werden alle weiteren Materialien und Gerate aufgezahlt, die im

Rahmen der vorliegenden Untersuchungen verwendet worden sind:

e Computer (Intel Pentium Il 266 MHz, Betriebssystem Microsoft Windows®
98, Software: Microsoft Office 97)

 Digitalkamera (Yakumo® Mega Image IV, Software: Adobe Photoshop 7.0)
e Eismaschine (Ziegra-Eismaschinen GmbH, Isernhagen, Deutschland)

e Vortex Mixer (NeoLab Migge Laborbedarf-Vertriebs GmbH, Heidelberg,
Deutschland)

e Thermomixer (comfort 5355, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)

e Schuttel-Misch-Tisch (Titramax/Inkubator 1000, Heidolph Instruments
GmbH & Co. KG, Schwabach, Deutschland)

e Pipettierhilfe (Pipetus-Akku, Hirschmann Laborgerate GmbH & Co. KG,
Eberstadt, Deutschland)
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o Reaktionsgefalle (0,6 und 2,0 ml, Biozym GmbH, Hamburg, Deutschland)
o Eppendorf-Gefalde (unterschiedliche Volumina, Eppendorf AG)
e Eppendorf-Pipetten (unterschiedliche Volumina, Eppendorf AG)

e Sterile Einmal-Glaspipetten (Falcon® unterschiedliche Volumina, Becton

Dickinson Labware Company, Franklin Lakes, NJ, USA)

e Sterile PVC-Rohrchen (Falcon® Blue Max, unterschiedliche Volumina,

Becton Dickinson Labware Company)

2.4 Puffer und Losungen

Im Folgenden werden samtliche Puffer und Losungen aufgezahlt, die im

Rahmen der vorliegenden Untersuchungen verwendet worden sind:
e Ammonium-Persulfat >98% (Sigma, A-3678)

e APMA (p-Aminophenylmercuric acid) (Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, England, Art. RPN 2634)

e Brij® 35 (Sigma, Art. P-1254)

e Brillant Blau G Tabletten (50mg/Tablette) (Roth, Art. 9470.1)

e Bromphenol Blau (Sigma, Art. B-5525)

e BSA (bovines Serumalbumin) Fraktion V 96% (Sigma, Art. A-4503)

e CaCly (Calciumchlorid) (Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz, Art. 21097)
e ddH,O (doppelt deionisiertes Wasser)

e Dimethylsulfoxid (Merck, Art. 8.02912)

e EDTA-Natrium (Ethylendiamintetraessigsaure) >99% (Roth, Art. 8043.1)

e Enzympuffer (modifiziert nach Verheijen et al. [Verheijen et al.: 1997, 603-
609]): Tris-HCI-Puffer (50 mM, pH 7,5), 1,5 mM Natriumchlorid, 0,5 mM
Calciumchlorid, 1 uM Zinkchlorid, 0,01% Brij® 35

e Essigsaure 100% (Merck & Co. Inc., Whitehouse Station, NJ, USA,
Art. 1.00063)
e Gelatine (Merck, Art. 1.04080)
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e Glycerin Rotipuran >99,5% wasserfrei (Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland, Art. 3783.1)

e Glycin Rotipuran >99% (Roth, Art. 3908.1)
e Isopropanol reinst

e NaCl (Natriumchlorid) (Merck, Art. 1.06404)
e Natronlauge 1 mol/l (Merck, Art. 1.09137)

e PBS (Phosphate-Buffered Saline) 0,01 M, pH 7,4 (Sigma-Aldrich Inc., St.
Louis, MO, USA, Art. P-3813)

e PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) (Sigma, Art. P-7626)

e Polyacrylamid Rotiphorese® Gel 29:1 (40%) (Roth, Art. A515.1)

e Salzsaure 1mol/l (Merck, Art. 1.09057)

e SDS (Sodiumdodecylsulfat) >99% (Sigma, Art. L-3771)

e TEMED (N,N‘,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin) (Sigma, Art. T-9281)
e Tris-Puffer 99+% (Sigma, Art. T-8524)

e Triton X-100 (Sigma, Art. T-9284)

e ZnCl; (Zinkchlorid) (Merck, Art. 1.08816)

2.5 Untersuchtes Enzym

2.5.1 Isolierte humane Matrixmetalloproteinase-9

Aus humanen Blutkonserven-Leukozyten isolierte MMP-9 wurde uns von der
Arbeitsgruppe Prof. Dr. H. Tschesche, Fakultat fur Chemie, Universitat
Bielefeld Uberlassen [Tschesche et al.: 1986, 125-131; Nitsch et al.: 1990,
611-615; Tschesche et al.: 1992, 245-255; Hertfelder et al.: 1994, 441-447].
Das Protein wurde in PBS-Puffer gelost, tiefgekuhlt, in einer Konzentration von
4 mg/ml geliefert. Die Enzyml6sung wurde zunachst in 50 Portionen a 2 ml mit
einer Konzentration von 1 pg/ml und 20 Portionen a 2 ml mit einer
Konzentration von 5 pg/ml aliquotiert und bei —80 °C eingefroren. Jedes
Aliquot wurde nur ein Mal verwendet, um so ein wiederholtes Auftauen und

Einfrieren des Enzyms zu vermeiden. Zum Verdunnen wurde ein spezieller
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Enzympuffer (siehe Kap. 2.4) verwendet, um unter anderem Autoaktivierung
und Adhasion des Enzyms an die Gefallwand moglichst gering zu halten.

2.5.2 Rekombinante humane Matrixmetalloproteinase-9

Verwendet wurde rekombinant hergestellte humane MMP-9 (Oncogene,
Boston, MA, USA, Art. PF038). Das Enzym wurde tiefgekuhlt als Lyophilisat
geliefert und ebenfalls in Enzympuffer (siehe Kap. 2.4) gelost. Es wurden 20
Aliquots a 1 ml mit einer Konzentration von 1 pg/ml hergestellt und bei —80 °C

eingefroren.

2.5.3 In vitro Aktivierung der Matrixmetalloproteinase-9

Eine in vitro Aktivierung von MMP mit p-Aminophenylmercuric acid (APMA) ist
weit verbreitet und gut erforscht [Okada et al.: 1992, 21712-21719; Nagase:
1997, 151-160; Brinckerhoff et al.: 2002, 207-214]. Auch der zur
Versuchsauswertung verwendete Activity-Assay basiert auf einer Aktivierung
mit APMA. Bei in dieser Arbeit verwendeter APMA handelt es sich um 352 mg
(1 M) tiefgefrorene pulverformige APMA, die in 1 ml Dimethylsulfoxid gelOst
wurde. Vor jeder Anwendung wurden 10 pl davon in 10 ml des jeweils
verwendeten Puffers gelost, was als ready-to-use APMA bezeichnet wird und
der in der Literatur empfohlenen Konzentration von 1 mM entspricht [Braunhut
et al.: 1994, 13472-13479; Murphy et al.: 1995, 470-484]. Die mit ready-to-use
APMA gemischten Enzyml6sungen wurden fur 1,5 h bei 37 °C inkubiert.

2.6 Verdiinnungsreihen der Matrixmetalloproteinase-9

Um fur nachfolgende Untersuchungen mit MMP-9 optimale Bedingungen zu
gewahrleisten, wurden Messungen von Verdunnungsreihen durchgefuhrt.
Dabei wurden zum einen verschiedene bekannte Konzentrationen der
untersuchten Enzyme mit der Auswertungs-Standardkurve des Herstellers
sowie der Verdunnungsreine des vom Hersteller mitgelieferten Enzyms
verglichen, um spater Aussagen Uber Messergebnisse unbekannter
Konzentration machen zu konnen. Zweitens wurden drei unterschiedliche
Pufferldsungen untersucht: 1. Reiner PBS-Puffer, 2. PBS-Puffer mit BSA (1%),
3. Enzympuffer (siehe Kap. 2.4).
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Es wurden acht Eppendorfgefalde mit den Konzentrationen 2, 4, 8, 16, 32, 64,
128 und 256 ng/ml beschriftet und mit Ausnahme des 256-ng/ml-Gefales mit
500 ml PBS-Puffer gefullt. Die Ausgangskonzentrationen der zu
untersuchenden MMP-9 (isoliert 4 mg/ml, rekombinant 1 pg/ml) wurden mit
PBS-Puffer auf eine Konzentration von 256 ng/ml verdunnt und 1 ml in das
vorbereitete Eppendorfgefal® gefullt. Davon wurden 500 pl in das
128-ng/ml-Gefaly abpipettiert und dieses 30 s auf dem Vortex Mixer
geschuttelt. Von der 128-ng/ml-Probe wurden wiederum 500 ml enthnommen
und in das 64-ng/ml-Gefal®3 gegeben. Dieser Vorgang wurde fortgesetzt, bis
sich im 2-ng/ml-Gefaly 1 ml Enzymlésung mit einer Konzentration von 2 ng/ml
befanden. Analog dazu wurde eine zweite Verdunnungsreihe mit einem PBS-
Puffer mit BSA (1%) und eine dritte mit einem speziellen Enzympuffer (siehe

Kap. 2.4) angelegt.

}MMP—Q in FBS
}MMP—Q in PBS + BSA
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Abb. 7: 96-Well-Mikrotiterplatte mit Verdlinnungsreihen
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Die Untersuchungsproben wurden jeweils in zwei Wells auf die Mikrotiterplatte
des MMP-9 Activity-Assay Systems aufgetragen (siehe Abb. 7) und der Assay
wie beschrieben durchgefuhrt (siehe Kap. 2.8). Samtliche
Untersuchungsproben wurden mit ready-to-use APMA aktiviert.
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2.7 Hochdruckbehandlung der Matrixmetalloproteinase-9

2.7.1 Allgemeines

Es wurden MMP-9-Lésungen einer definierten Konzentration hergestellt,
druckbehandelt und im Anschluss mittels Activity-Assay die enzymatische
Aktivitat gemessen.

Die Verdunnungsreihen haben fur isolierte MMP-9 eine Konzentration von
100 ng/ml und fur rekombinante MMP-9 30 ng/ml als geeigneten Messbereich
ergeben.

Aus der jeweils zu untersuchenden MMP-9 wurden drei unterschiedliche
Proben hergestellt:

A: keine in vitro Aktivierung des Enzyms
B: In vitro Aktivierung des Enzyms nach Druckbehandlung
C: In vitro Aktivierung des Enzyms vor Druckbehandlung

Als Druckstufen wurden 200 und 400 MPa gewahlt und zusatzlich jeweils eine
nicht HHD-behandelte Kontrolle gemessen. Die Druckhaltezeit (Plateaudauer)
betrug 10 min bei einer Temperatur in der Druckkammer von 5 °C.

Vorausgehende Untersuchungen haben gezeigt, dass sich die Ergebnisse bei
5 °C, 20 °C (Raumtemperatur) oder 37 °C (Korpertemperatur) nur in Bezug auf
eine bei hoheren Temperaturen vermehrte Autoaktivierung unterscheiden.

Deshalb wurde fur die Untersuchungen eine Temperatur von 5 °C gewahilt.

Vor und nach der Druckbehandlung wurden die Untersuchungsproben auf Eis
gelagert und die Untersuchungen ohne zeitliche Verzogerung durchgefuhrt.

Einmal aufgetautes Enzym wurde nicht fur weitere Untersuchungen

verwendet.

Die Untersuchung wurde fur beide Enzyme (isolierte und rekombinante
MMP-9) jeweils funf Mal wiederholt.
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2.7.2 Herstellung der Untersuchungsproben

Zur Herstellung der Untersuchungsproben wurden zunachst die benotigten
Enzymlosungsaliquots (isolierte bzw. rekombinante MMP-9, Konzentration 1
pug/ml) aufgetaut. Fur Proben A und B wurden 1 ml (0,3 ml)* MMP-9-Losung (1
pg/ml) mit 9 ml (9,7 ml)* Enzympuffer gemischt und 30 s auf dem Vortex-Mixer
geschuttelt. Fur Probe C wurden 0,5 ml (0,15 ml)* MMP-9 Lésung mit 2 ml
(2,35 ml)* Enzympuffer und 2,5 ml ready-to-use APMA gemischt und 30 s auf
dem Vortex-Mixer geschuttelt. Somit hatten alle Untersuchungsproben die

gewunschte Konzentration von 100 ng/ml (30 ng/ml)* MMP-9.

Es wurden 9 Probengefalie beschriftet (A Kontrolle, A 200 MPa, A 400 MPa,
analog fur B und C) und mit den entsprechenden Losungen vollstandig befullt.

Die Proben der Gruppe C wurden anschlieRend zur Enzymaktivierung fur 1,5 h

bei 37 °C inkubiert, wahrend die Ubrigen Proben auf Eis gelagert wurden.

Fur die zymographische Messung von hochdruckbehandeltem MMP-9 wurden
aufgrund der unterschiedlichen Sensitivitat der Verfahren zwei separate
Untersuchungsproben aus Enzympuffer und isolierter MMP-9 (200 ng/ml) bzw.
rekombinanter MMP-9 (60 ng/ml) hergestellt. Diese beiden Proben wurden

nicht in vitro aktiviert.

2.7.3 Druckbehandlung

Die Hochdruckanlage und das Heiz-Kihl-Aggregat wurden 30 min vor
Versuchsbeginn eingeschaltet und auf 5 °C temperiert. Sobald die gewlnschte
Temperatur erreicht ist, kann die Druckkammer mit den Untersuchungsproben
bestuckt und dicht verschlossen werden.

Vor dem Druckaufbau wurde darauf geachtet, dass sich im System
ausreichend  Flussigkeit befindet und gegebenenfalls Uber den
Uberdruckbehalter destilliertes Wasser bis zur Kontrollmarke nachgefillt. Die
Ventle 4 und 5 (siehe Abb. 3) waren wahrend der gesamten
Untersuchungsdauer dicht verschlossen und das Ventil 2 vollstandig geoffnet.
Zunachst wurde die Handpumpe mehrmals betatigt, um die Flussigkeit im
System gleichmallig zu verteilen. Danach wurde das Ventil 3 dicht

verschlossen.

*Angaben in Klammern beziehen sich auf rekombinante MMP-9
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Mit der Handpumpe wurde ein Vordruck von ca. 50 MPa aufgebaut und
danach das Ventil 1 verschlossen. Anschlieend wurde an der Schalteinheit
der gewunschte Zieldruck eingestellt und die Automatik gestartet. Die
elektromotorisierte Spindelpresse stellte den gewlunschten Druck her und hielt
ihn Uber die vorgegebene Druckdauer (10 min) konstant.

Die Druckbehandlung kann in Druckaufbauphase, Durckhaltephase (Plateau)
und Druckabbauphase eingeteilt werden. Die fur die vorliegenden
Untersuchungen angegebene Zeitdauer von 10 min bezieht sich auf die
Druckhaltephase, d.h. die Zeitmessung wurde nach Erreichen des Zieldrucks
gestartet und vor dem Druckabbau gestoppt. Es wurde darauf geachtet, dass
Druckaufbau- und Druckabbaugeschwindigkeit bei allen Untersuchungen
konstant ca. 100 MPa/min waren. Der Druck wurde abgebaut, indem die
Spindelpresse nach Abschalten der Automatik per Druckknopf zurtckgefahren
wurde. Der verbleibende Restdruck wurde manuell Uber das Ventil 3
abgelassen. Ein kontrollierter und langsamer Druckabbau (ca. 100 MPa/min)
war dabei sehr wichtig, damit die Probengefal’e ihre Ausgangsform erreichen
konnten, ohne zu bersten. Sobald der Druck vollstandig entwichen war,

konnten die Druckkammer geo6ffnet und die Proben entnommen werden.

2.7.4 Analyse der Untersuchungsproben

Die Untersuchungsproben A, B und C wurden jeweils in zwei Wells auf die
Mikrotiterplatte des MMP-9 Activity-Assay Systems aufgetragen und der Assay
wie im folgenden Kapitel beschrieben durchgefuhrt.

Die fur die Zymographie vorgesehenen Untersuchungsproben wurden, wie in
Kap. 2.9 beschrieben, auf zwei Gele aufgetragen und analysiert.

2.8 Messung der Matrixmetalloproteinase-9-Aktivitat

2.8.1 Grundlagen

Die quantitative Bestimmung der MMP-9-Aktivitat erfolgte mit dem
BIOTRAK® MMP-9 Activity-Assay System (Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, England, Art. RPN 2634) nach dem Protokoll von Verheijen
et al. [Verheijen et al.: 1997, 603-609].



2. Material und Methoden 28

Der Assay bestimmt spezifisch MMP-9. Dabei kann sowohl aktives MMP-9
einzeln als auch die Gesamtmenge MMP-9 quantitativ nachgewiesen werden.

Die Mikrotiterplatte ist mit einem spezifischen monoklonalen MMP-9-Antikorper
beschichtet, der an eine Domane des Enzyms bindet, die sowohl die Proform
als auch die aktive Form besitzen [Fujimoto et al.: 1994, 79-88]. Nach
Komplexierung von aktivem MMP-9 bzw. Aktivierung des komplexierten MMP-
9 wird die Proform des Detektionsenzyms proteolytisch in seine aktive Form
gespalten. Dabei ist die Aktivierungssequenz des Detektionsenzyms spezifisch
fur MMP-9. Aufgrund eines chromogenen Peptidsubstrates, das an das aktive
Detektionsenzym bindet, kann eine photometrische Messung bei einer
Wellenlange von 405 nm erfolgen [Capper et al.: 1999, 8-9]. Anhand einer
Standardkurve kann die Konzentration in den Untersuchungsproben bestimmt
werden. Bei dem mitgelieferten MMP-9-Standard handelt es sich nach
Angaben des Herstellers um humane rekombinant hergestellte MMP-9 aus
HT-1080 Fibrosarkomzellen [Okada et al.: 1992, 21712-21719].

2.8.2 Durchfuhrung

Die Mikrotiterplatte wurde 1 h vor Auftragen der Proben aus dem
Tiefkihlschrank genommen. Fir die Standardreihe wurden 6 Eppendorfgefalie
mit Konzentrationen 1, 2, 4, 8, 16 und 32 ng/ml beschriftet und mit Ausnahme
des 32-ng/ml-Gefalles mit 300 pl des mitgelieferten Assay-Puffers gefullt. In
das 32-ng/ml-Gefal® wurde 600 pyl des MMP-9-Standards pipettiert. Davon
wurden 300 pl in das 16-ng/ml-Gefald abpipettiert und das Gefal 30 s auf dem
Vortex Mixer geschuttelt. Von der 16-ng/ml-Probe wurden wiederum 300 ml
entnommen und in das 8-ng/ml-Gefall gegeben. Dieser Vorgang wurde
fortgesetzt, bis sich im 1-ng/ml-Gefa® 600 pl Enzymlosung mit einer
Konzentration von 1 ng/ml befanden. In die ersten beiden Wells der
Mikrotiterplatte wurden je 100 pl Assay-Puffer als Nullprobe der Standardreihe
pipettiert. Danach  wurden von der Standardreihe und den
Untersuchungsproben je 100 pl in weitere Wells pipettiert. Samtliche
Untersuchungsproben wurden analog der Abb. 7 doppelt aufgetragen. Die
Mikrotiterplatte wurde mit dem Deckel abgedeckt und bei 4 °C fir 18 h
inkubiert.
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AnschlieRend wurde die gesamte Flussigkeit aus der Mikrotiterplatte entfernt
und die Wells vier Mal mit einem zum Assay gehorenden Waschpuffer
gewaschen. Danach musste die Platte gut abgetropft werden, damit sich keine
Flussigkeit mehr in den Wells befand. In alle Wells der Standardreihe und alle
Wells der Gruppe B wurde je 50 pl ready-to-use APMA pipettiert, in alle
ubrigen belegten Wells je 50 ul Assay-Puffer. Die Mikrotiterplatte wurde 30 s
geschuttelt und anschlieRend bei 37 °C fur 1,5 h inkubiert. Drei min vor Ende
der Inkubationszeit wurde das Detektionsenzym mit dem Detektionssubstrat
im Verhaltnis 1:1 gemischt, 30 s auf dem Vortex-Mixer geschuttelt und sofort je
50 ul davon in alle belegten Wells pipettiert. Die Mikrotiterplatte wurde 30 s
geschuttelt und direkt im Anschluss bei 450 nm Wellenlange im ELISA-Reader
gelesen, was die Absorbtions-Ausgangswerte (tp) ergab. Die Mikrotiterplatte
wurde bei 37 °C fur 1 h inkubiert, danach 30 s geschuttelt und dann wiederum
bei 405 nm gelesen, was die Absorbtions-Messwerte nach 1 h (t1) ergab.

2.8.3 Auswertung

Zunachst wurde fur alle Wells die Differenz zwischen ti- und to-Werten
gebildet. Da jede Probe in zwei Wells gemessen worden ist, wurden die
Mittelwerte aus den zusammengehorenden Differenz-Wertepaaren gebildet.
Um fur die weitere Verwendung und graphische Darstellung ganze Werte zu
erhalten, wurden alle Mittelwerte mit 1000 multipliziert. Die fur die Ergebnisse
angegebenen Werte der Enzymaktivitat sind folglich definiert als mittlere
Differenz der Absorption bei 450 nm (mean oAbsorbtionss x 1000). Die
gemessene Absorption steigt proportional zur Erhéhung der Enzymaktivitat, so
dass anhand der Absorbtionsmesswerte auf die HOhe der MMP-9-Aktivitat

geschlossen werden kann.

2.9 Zymographischer Nachweis der Matrixmetalloproteinase-9

2.9.1 Grundlagen

Die MMP-Zymographie ist ein elektrophoretisches Verfahren zur
Identifizierung proteolytischer Formen dieser Enzyme. Es ist moglich, aufgrund
der unterschiedlichen MolekulgroRe aktives von inaktivem Enzym zu

unterscheiden und grobe quantitative Aussagen zu machen.
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Zuerst erfolgt eine elektrophoretische Trennung von Proteinen auf einem
denaturierenden, aber nicht reduzierenden gelatinehaltigen Polyacrylamidgel.
Dabei wird durch Zusatz von Sodiumdodecylsulfat (SDS) eine
ladungsunabhangige Auftrennung der Proteine nach Molekulargewicht
erreicht. Anhand eines definierten Proteinstandards, der in eine Bahn
aufgetragen wird, kann das Molekulargewicht der untersuchten Proben
abgelesen werden. Am Ende der Laufzeit werden die Proteine renaturiert und
in einem dem untersuchten Enzym entsprechenden Aktivierungspuffer
inkubiert. Nach Farbung des Gels erscheinen die Stellen mit proteolytischer
Aktivitat durchsichtig, da hier die Gelatine von aktivem Enzym zersetzt worden
ist [Hawkes et al.: 2001, 399-410].

Diese Art der Zymographie ist eine gut erforschte und haufig angewendete
Technik zur qualitativen und semiquantitativen Detektion von MMP-9 und mit
einem bis in den Picogramm reichenden Nachweisbereich sehr sensitiv
[Kleiner et al.: 1994, 325-329; Pucci-Minafra et al.: 2001, 419-427]. Die
Proform von MMP-9 hat ein Molekulargewicht von 92 kDa, wahrend aktives
MMP-9 infolge der proteolytischen Abspaltung mit 84 kDa leichter ist
[Nakashima et al.: 1998, 694-700; Woessner et al.: 2000, 2; Muhs et al.: 2003,
8-15]. Wahrend der Elektrophorese werden Proform und aktive Form von
MMP-9 folglich in unterschiedliche Banden aufgetrennt und zersetzen bei
nachfolgender Aktivierung an unterschiedlichen Stellen die im Gel vorhandene
Gelatine.

Zum Nachweis, dass es sich bei den verwendeten Enzymen um MMP-9
gehandelt hat, wurde, wie vielfach in der Literatur beschrieben, je eine
Zymographie mit einem Hemmstoff fur Metalloproteinasen (EDTA) und einem
Hemmstoff fur Serin- und Cysteinproteinasen (PMSF) durchgefihrt
[Deutscher: 1990, 83-89; Yao et al.: 1996, 15580-15589].

2.9.2 Herstellung der Untersuchungsproben

Es wurden zuerst die nétigen Enzymlosungsaliquots der zu untersuchenden

Enzyme aufgetaut:

1. isolierte MMP-9 (1 pg/ml)
2. rekombinante MMP-9 (1 pg/ml))
3. Standard MMP-9 aus MMP-9 Activity-Assay (64 ng/ml)
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Durch Verdinnung mit Enzympuffer wurden folgende Untersuchungsproben
gewunschter Konzentration hergestellt.

Far Gele 1,3 und 4:

e Losung isolierte MMP-9 (200 ng/ml)

e Losung rekombinante MMP-9 (64 ng/ml)
e Losung Standard MMP-9 (64 ng/ml)

Fur Gel 2:

e LoOsung isolierte MMP-9 (200 ng/ml) mit ready-to-use APMA (33%)

e Losung rekombinante MMP-9 (64 ng/ml) mit ready-to-use APMA (33%)
e Losung Standard MMP-9 (64 ng/ml) mit ready-to-use APMA (33%)

Fir Gel 3 und 4 als Positivkontrolle:

e Losung rekombinante MMP-9 (128 ng/ml)

Alle APMA-haltigen Untersuchungsproben wurden vor dem weiteren

Bearbeiten zur Enzymaktivierung fur 1,5 h bei 37 °C inkubiert

Vor dem Auftragen auf die Gele wurden samtliche Proben im Verhaltnis 4:1
mit Probenpuffer gemischt und 30 s auf dem Vortex-Mixer geschuttelt.

2.9.3 Durchfuhrung

Durchfuhrung und verwendete Substanzen basierten auf den Angaben von
Hawkes et al. [Hawkes et al.: 2001, 399-410].

Polyacrylamid Rotiphorese® Gel 29:1 (40%) 2,5 ml
1,5 M Tris-Puffer pH 8,6 2,5 ml
Gelatine 100,0 ul
SDS (10%ige Losung) 100,0 ul
ddH-0O 4,75 ml
Ammonium-Persulfat (10%ige Losung) 50,0 ul
TEMED 5,0 pl

Tab. 1: Zusammensetzung des Trenngels

(Angaben fir zwei Minigele a 8,0 cm x 7,3 cm, Starke 0,75 mm)

Polyacrylamid Rotiphorese® Gel 29:1 (40%) 1,25 ml
0,5 M Tris-Puffer pH 6,8 2,5 ml
SDS (10%ige Losung) 100,0 ul
ddH,O 6,1 ml
Ammonium-Persulfat (10%ige Losung) 50,0 ul
TEMED 5,0 pl

Tab. 2: Zusammensetzung des Sammelgels

(Angaben fir zwei Minigele a 8,0 cm x 7,3 cm, Starke 0,75 mm)
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Proben-Puffer: 250 mM Tris-Puffer, 275 mM SDS, in ddH>O mit 40%
Glycerin und 0,2% Bromphenol Blau, pH 6,8

Laufpuffer: 25 mM Tris-Puffer, 200 mM Glycin, 3,5 mM SDS, in ddH,0O

Inkubationspuffer 1: 50 mM Tris-Puffer, 5 mM CaCl,, 200 mM NacCl, in ddH,O
mit 2,5% Triton X-100, pH 7,5

Inkubationspuffer 2: wie Inkubationspuffer 1, aber ohne Triton X-100

EDTA-Puffer 1: 50 mM Tris-Puffer, 200 mM NaCl, 100 mM EDTA-Natrium,
in ddH>0 mit 2,5% Triton X-100, pH 7,5

EDTA-Puffer 2: wie EDTA-Puffer 1, aber ohne Triton X-100

PMSE-Puffer 1: 50 mM Tris-Puffer, 5 mM CaCl,, 200 mM NaCl, 100 mM
PMSF,

in ddH20 mit 2,5% Triton X-100, pH 7,5

PMSE-Puffer 2: wie PMSF-Puffer 1, aber ohne Triton X-100

Farbelosung: ddH,O mit 30% Isopronanol, 10% Essigsaure und 0,2%
Brillant blau G

Entfarbeldsung: ddH,O mit 10 % Isopropanol und 10 % Essigsaure

Tab. 3: Puffer und Lésungen fiir die Zymographie

Nachdem alle notwendigen Substanzen hergestellt worden waren, wurden
zunachst zwei gelatinehaltige 12%ige Polyacrylamid-Trenngele (siehe Tab. 1)
hergestellt, ca. 6 cm hoch in die Gielapparatur eingeflllt und 60 min
polymerisieren gelassen. Das Sammelgel (siehe Tab. 2) wurde gemischt, bis
zur Oberkante auf das Trenngel gegossen, mit einem Kamm zum Formen der
Probenkammern versehen und 45 min polymerisieren gelassen. Nachdem die
Gele vollstandig polymerisiert waren, wurden sie aus der GielRapparatur
entfernt  und in  der Elektrophoresekammer  eingespannt. Die
Elektrophoresekammer wurde zur Halfte mit Laufpuffer geflllt, so dass die
Gele vollstandig bedeckt waren.

Jedes Gel bietet Platz fur 10 Untersuchungsproben. Aus Grunden der
Ubersicht wurden nur die Bahnen 2, 4, 6 und 8 belegt. In die Geltasche der
Bahn 2 wurden 18 pl Proteinstandard (Precision Protein Standards®, Firma
Bio-Rad, Munchen, Deutschland, Art. 161-0372) pipettiert. Von den
Untersuchungsproben wurden jeweils 18 pl in die entsprechenden Geltaschen
4, 6 und 8 aufgetragen.

Es wurde fur ca. 2,5 h bei 20 mA Gleichstrom elektrophorisiert. Anhand des

mitlaufenden Proteinstandards war erkennbar, auf welcher Hohe sich der zu
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erwartende MolekulgroRenbereich von MMP-9 zwischen 75 und 100 kDa
befand.

Nach Abschluss der Elektrophorese wurden die Gele vorsichtig von den
Glasplatten abgelost und 2 x 15 min unter Schwenken bei 20 °C in
Inkubationspuffer 1 inkubiert. Der Inkubationspuffer 1 wurde bis auf 2 ml
abgegossen und Inkubationspuffer 2 dazugegeben. Nach 15 min Schwenken
bei Raumtemperatur wurden die Gele in Inkubationspuffer 2 bei 37 °C fur 19 h
inkubiert.

Nach dem Ende der Inkubationszeit wurde der Puffer abgegossen und die
Gele mit ddH,O 3 Mal gewaschen. Die Gele wurden ausreichend mit
Farbelosung bedeckt und 1,5 h unter Schwenken gefarbt. Im Anschluss wurde
die Farbelosung abgegossen und Entfarbelosung dazugegeben. Die
nachfolgende Entfarbung wurde unter Schwenken und mehrmaligem Erneuern
der Entfarbelosung solange durchgefuhrt, bis ein zufriedenstellendes Bild der

Banden erkennbar war.

Bei den zymographischen Untersuchungen zur Enzymhemmung mit EDTA
bzw. PMSF  wurden lediglich die Inkubationspuffer fur die
Untersuchungsproben verandert (siehe Tab. 3) und =zusatzlich eine
Positivkontrolle  (rekombinante MMP-9 32 ng/ml) in  normalem
Inkubationspuffer inkubiert. Alle Gbrigen Substanzen sowie der Ablauf waren

identisch.

2.9.4 Auswertung

Die Gele wurden aus der Entfarbelosung genommen und nass auf eine
Durchlichtplatte in einer Fotokammer gelegt. Mittels Digitalkamera wurden die
Gele fotografiert und auf dem Computer gespeichert. Anhand des
mitgelaufenen Proteinstandards konnte die MolekullgroRe der untersuchten
Proteine abgelesen werden. Anhand der Starke der entfarbten Banden liel3en
sich ungefahre Aussagen Uber die Quantitat machen.
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2.10 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Software SPSS (Version 11.5,
SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

Dargestellt wurden die absoluten Ergebniswerte und daran anschlie?end
jeweils aus den funf Einzeluntersuchungen zusammengefasst der Mittelwert

und das 95%-Konfidenzintervall.

Als Signifikanzniveau wurde o = 0,05 gewahlt und bei p-Werten kleiner als

0,05 von statistischer Signifikanz gesprochen.

Die Ausdrucke Mittel und Mittelwert werden analog verwendet und bezeichnen
das arithmetische Mittel.
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3. Ergebnisse

3.1 Verdunnungsreihen der Matrixmetalloproteinase-9 (MMP-9)

3.1.1 lIsolierte MMP-9 — Activity-Assay
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Abb. 8: Verdiinnungsreihe isolierte MMP-9

Die im Folgenden verwendete Angabe der Enzymaktivitat entspricht der im
Activity-Assay gemessenen Absorption (siehe Kap. 2.8.3).

Die gemessenen Aktivitatswerte des Activity-Assay MMP-9-Standards zeigten
nahezu keine Unterschiede gegenuber den vom Assay-Hersteller
angegebenen Werten. Die untersuchte isolierte MMP-9 ergab verglichen mit
dem Standard weniger als 50% Enzymaktivitat bei gleicher Konzentration.
Bezlglich der drei unterschiedlichen Pufferlosungen waren die Aktivitatswerte
der MMP-9 in Enzympuffer am héchsten. MMP-9 in reinem PBS-Puffer zeigte
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deutlich niedrigere Aktivitatswerte verglichen mit den beiden anderen

verwendeten Pufferlésungen.

3.1.2 Rekombinante MMP-9 — Activity-Assay
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Abb. 9: Verdiinnungsreihe rekombinante MMP-9

Die Ergebnisse der rekombinanten MMP-9 unterschieden sich hier nur
geringfugig von denen der isolierten MMP-9. Die Enzymaktivitat von
rekombinanter MMP-9 war jedoch bei gleicher Konzentration insgesamt hoher
als die von isolierter MMP-9. Bezuglich der drei unterschiedlichen
Pufferlosungen zeigte rekombinante MMP-9 in Enzympuffer ebenfalls die
hochsten Aktivitatswerte.
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3.2 MMP-9 nach hydrostatischem Hochdruck (HHD)

3.2.1 Herstellerangaben fur MMP-9 Activity-Assay

Enzymaktivitat
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Abb. 10: Herstellerangaben fiir MMP-9 Activity-Assay

3.2.2 Standardkurve fur MMP-9 Activity-Assay
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Abb. 11: Standardkurve fiir MMP-9 Activity-Assay

Bei jeder Messung von MMP-9 wurde eine Standardkurve (Verdlinnungsreihe
mit rekombinanter Standard-MMP-9 des Assay-Herstellers) mitgemessen.
Beispielhaft ist eine Verdunnungsreihe dargestellt. Die gemessenen

Aktivitatswerte entsprechen nahezu den vom Hersteller angegebenen Werten.
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3.2.3 lIsolierte MMP-9 nach HHD — Activity-Assay
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Abb. 12: Isolierte MMP-9 nach HHD — Activity-Assay, 1. Messung
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Abb. 13: Isolierte MMP-9 nach HHD — Activity-Assay, 2. Messung
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3. Messung
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Abb. 14: Isolierte MMP-9 nach HHD — Activity-Assay, 3. Messung
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Abb. 15: Isolierte MMP-9 nach HHD — Activity-Assay, 4. Messung
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5. Messung
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Abb. 16: Isolierte MMP-9 nach HHD — Activity-Assay, 5. Messung
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Abb. 17: Isolierte MMP-9 nach HHD - ,keine Aktivierung*”
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Die im Folgenden zusammengefasste Darstellung der Ergebnisse erfolgt Uber
die prozentuale Veranderung der Enzymaktivitat, ausgehend von der nicht
HHD-behandelten Kontrolle (Wert entspricht 100%). Dargestellt sind jeweils

der Mittelwert und das 95%-Konfidenzintervall.

Bei nicht artifiziell aktivierter isolierter pro-MMP-9 zeigte sich gegenuber der
Kontrollgruppe eine geringfigige Verminderung der Enzymaktivitat bei
200 MPa im Mittel auf 81%, die statistisch signifikant war (p = 0,043). Die
ebenfalls geringfugige Verminderung der Aktivitat im Mittel auf 80% bei
400 MPa war jedoch nicht statistisch signifikant (p = 0,077).
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Abb. 18: Isolierte MMP-9 nach HHD — ,Aktivierung nach HHD*

Bei nach HHD-Behandlung artifiziell aktivierter isolierter MMP-9 zeigte sich
gegenuber der Kontrollgruppe eine im Mittel um 14% erhdhte Enzymaktivitat
nach 200 MPa (p = 0,011). Bei 400 MPa war die Aktivitdt im Mittel um 20%
erhoht (p < 0,001). In beiden Fallen war die Erhdhung statistisch signifikant.
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Zusammenfassung ,Aktivierung vor HHD®
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Abb. 19: Isolierte MMP-9 nach HHD — ,Aktivierung vor HHD*

Bei vor HHD-Behandlung artifiziell aktivierter isolierter MMP-9 zeigte sich
gegenuber der Kontrollgruppe bei 200 MPa eine Aktivitatsverminderung im
Mittel auf 76% (p = 0,002). Bei 400 MPa war die Aktivitat im Mittel auf 66%
vermindert (p < 0,001). In beiden Fallen war die Verminderung statistisch
signifikant.
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3.2.4 Rekombinante MMP-9 nach HHD — Activity-Assay
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Abb. 20: Rekombinante MMP-9 nach HHD — Activity-Assay, 1. Messung
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Abb. 21: Rekombinante MMP-9 nach HHD — Activity-Assay, 2. Messung
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3. Messung
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Abb. 22: Rekombinante MMP-9 nach HHD - Activity-Assay, 3. Messung
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Abb. 23: Rekombinante MMP-9 nach HHD — Activity-Assay, 4. Messung
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5. Messung
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Abb. 24: Rekombinante MMP-9 nach HHD — Activity-Assay, 5. Messung
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Abb. 25: Rekombinante MMP-9 nach HHD — ,keine Aktivierung*
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Die im Folgenden zusammengefasste Darstellung der Ergebnisse erfolgt Uber
die prozentuale Veranderung der Enzymaktivitat ausgehend von der nicht
HHD-behandelten Kontrolle (Wert entspricht 100%). Dargestellt sind jeweils
der Mittelwert und das 95%-Konfidenzintervall.

Bei nicht artifiziell aktivierter rekombinanter pro-MMP-9 zeigte sich gegenuber
der Kontrollgruppe eine deutliche Erhohung der Enzymaktivitat bei 200 MPa
(Mittelwert 506%, p = 0,03) und 400 MPa (Mittelwert 571%, p = 0,004). In
beiden Fallen war die Aktivitatserhohung statistisch signifikant.
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Abb. 26: Rekombinante MMP-9 nach HHD — ,Aktivierung nach HHD*

Bei nach HHD-Behandlung artifiziell aktivierter rekombinanter MMP-9 zeigte
sich gegenuber der Kontrollgruppe eine Verdoppelung (Mittelwert 212%) der
Enzymaktivitat bei 200 MPa (p < 0,001). Bei 400 MPa war die Aktivitat im
Mittel um 286% erhoht (p = 0,003). In beiden Fallen war die Erh6hung
statistisch signifikant.
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Zusammenfassung ,Aktivierung vor HHD*
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Abb. 27: Rekombinante MMP-9 nach HHD — ,Aktivierung vor HHD*

Bei vor HHD-Behandlung artifiziell aktivierter rekombinanter MMP-9 zeigte sich
gegenuber der Kontrollgruppe bei 200 MPa eine Aktivitatssteigerung im Mittel
um 44% (p = 0,058). Bei 400 MPa war die Aktivitat im Vergleich zur
Kontrollgruppe doppelt so hoch (Mittelwert 202%, p < 0,064). In beiden Fallen
waren die Veranderungen statistisch nicht signifikant.
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3.2.5 Isolierte MMP-9 nach HHD — Zymographie
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Abb. 28: Isolierte MMP-9 nach HHD — Zymographie

Bei der zymographischen Untersuchung von isolierter MMP-9 fanden sich bei
der Kontrollgruppe wie auch nach HHD-Behandlung mit 200 MPa eine starke
Bande im Bereich von pro-MMP-9 (92 kDa) sowie eine schwachere Bande im
Bereich der aktiven MMP-9 (84 kDa) und eine sehr schwache Bande bei
ca. 70 kDa. Nach HHD-Behandlung mit 400 MPa fanden sich ebenfalls eine
starke Bande bei 92 kDa, die Bande im Bereich von 84 kDa war jedoch nur
schwach erkennbar. Zusatzlich fand sich bei 400 MPa eine schwache Bande
von 70 kDa.

3.2.6 Rekombinante MMP-9 nach HHD — Zymographie
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Abb. 29: Rekombinante MMP-9 nach HHD — Zymographie
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Bei der zymographischen Untersuchung von rekombinanter MMP-9 fanden
sich bei der Kontrollgruppe eine starke Bande im Bereich von pro-MMP-9
(92 kDa) sowie eine schwachere Bande im Bereich von aktiver MMP-9
(84 kDa). Nach HHD-Behandlung mit 200 MPa zeigte sich ebenfalls eine
starke Bande bei 92 kDa sowie eine schwache Bande bei 84 kDa. Zusatzlich
fand sich eine sehr schwache Bande bei ca. 70 kDa. Nach HHD-Behandlung
mit 400 MPa fanden sich ebenfalls eine starke Bande bei 92 kDa und zwei
schwache Banden im Bereich von 84 kDa und ca. 70 kDa.

3.3 Zymographischer Nachweis der MMP-9

3.3.1 Pro-MMP-9
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Abb. 30: Pro-MMP-9 — Zymographie

Alle drei MMP-9 zeigten starke Banden im Bereich von pro-MMP-9 (92 kDa).
Bei isolierter MMP-9 und Standard-MMP-9 des Assay-Herstellers fand sich
aullerdem eine schwache Bande im Bereich von aktiver MMP-9 (84 kDa), die
bei rekombinanter MMP-9 nicht erkennbar war. Isolierte MMP-9 zeigte eine
schwache Bande im Bereich von 120 kDa.
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3.3.2 Aktivierte MMP-9
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Abb. 31: Aktivierte MMP-9 — Zymographie
Es zeigten sich bei allen drei MMP-9 Banden im Bereich von aktiver MMP-9
(84 kDa). Bei rekombinanter MMP-9 und Standard-MMP-9 des Assay-
Herstellers fand sich eine weitere Bande im Bereich von pro-MMP-9 (92 kDa),
die bei isolierter MMP-9 nicht eindeutig abgrenzbar war. Standard MMP-9
zeigte eine dritte Bande im Bereich von 70 kDa und isolierte MMP-9 eine

schwache Bande im Bereich von 120 kDa.

3.3.3 Pro-MMP-9 und aktivierte MMP-9 inkubiert in EDTA-Puffer
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Abb. 32: MMP-9 inkubiert in EDTA-Puffer — Zymographie
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Keines der untersuchten MMP-9 liel sich nach Inkubation in EDTA-Puffer
zymographisch nachweisen. Die Positivkontrolle zeigte eine deutlich Bande im
Bereich von pro-MMP-9 (92 kDa) und aktivem MMP-9 (84 kDa).

3.3.4 Pro-MMP-9 und aktivierte MMP-9 inkubiert in PMSF-Puffer
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Abb. 33: MMP-9 inkubiert in PMSF-Puffer - Zymographie

Nach Inkubation aller untersuchter MMP-9 in PMSF-Puffer zeigte sich ein
ahnliches Bild wie in Gel 1. Es fanden sich bei allen MMP-9 deutliche Banden
im Bereich von pro-MMP-9 (92 kDa). Bei isolierter MMP-9 und Standard
MMP-9 des Assay-Herstellers zeigte sich auch im Bereich von aktivem MMP-9
(84 kDa) eine Bande.
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4. Diskussion

4.1 Rekonstruktion von Knochendefekten

Knochentumoren sind eine Hauptursache fur grol3e knécherne Defekte und
stellen ein zentrales Problem in der orthopadischen Versorgung dar. Der bei
bosartigen Tumoren erforderliche Sicherheitsabstand bedeutet zusatzlich die
Resektion von gro3en Teilen mechanisch erhaltenen und biologisch gesunden

Gewebes.

Zur Rekonstruktion von Knochendefekten sind derzeit im wesentlichen funf
unterschiedliche Verfahren etabliert: Mechanische Endoprothesen, die
Distraktionsosteosynthese sowie artifizieller, allogener oder autogener

Knochenersatz.

Die  Versorgung mit grolen  mechanischen  Endoprothesen st
operationstechnisch sehr anspruchsvoll und hat auch bei bester Versorgung
meist eine auf maximal 20 Jahre begrenzte Haltbarkeit bzw. Standzeit, was
besonders bei jungen Patienten zahlreiche Revisionen erfordert [Horowitz et
al.: 1993, 280-286; Mittermayer et al.: 2001, 167-177]. Nicht selten kommt es
zu Komplikationen wie Infektionen, aseptischen Prothesenlockerungen und
periprothetischen Frakturen [Natarajan et al.: 2003, 334-337]. Bei Kindern ist
aufgrund des wachsenden Knochens eine endoprothetische Versorgung noch

komplizierter als bei ausgewachsenen Personen.

Die segmentale Unterbrechung der knochernen Kontinuitat kann auch durch
eine Distraktionsosteosynthese therapiert werden. Das Verfahren ist sehr
langwierig und mit einer hohen Komplikationsrate verbunden [Faber et al.:
1991, 327-332; Hosny et al.: 2003, 303-306].

Die Versorgung mit synthetisch hergestellten artifiziellen Knochenersatzmitteln
(teilweise xenogenen Ursprungs) wie z.B. Kalziumphosphatkeramiken
uUberzeugt durch gute osteokonduktive Eigenschaften und zeigt
zufriedenstellende Ergebnisse bei kleinen Defekten [Mittelmeier et al.: 1998,
126-135]. Bei grollen kndchernen Substanzverlusten ist die Stabilitat jedoch
nicht ausreichend [Mittelmeier et al.: 1996, 1087-1092].
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Die Versorgung mit Fremdtransplantaten (allogener Knochenersatz) erzielt
teilweise gute biologische Ergebnisse. Es besteht aber das Risiko von
immunologischen Reaktionen (Transplantatabstof3ung) [Hallfeldt et al.: 1992,
313-318] und Erregerubertragung (z.B. Bakterien, HIV oder Hepatits C)
[Simonds et al.: 1992, 726-732; Sutherland et al.: 1997, 215-222]. Sogar die
Ubertragung von Tumorzellen wurde beschrieben [Palmer et al.: 1999, 333-
335]. Durch verschiedene chemische, thermische oder strahlentechnische
Sterilisationsverfahren wird das Infektionsrisiko zwar in unterschiedlichem
MalRe vermindert, kann aber nie ganz ausgeschlossen werden. Ein weiteres
Problem der bisher gangigen Sterilisationsverfahren ist die negative Wirkung
auf die biologischen und biomechanischen Eigenschaften des Knochens
[Sorger et al.: 2001, 66-74] auf die im Folgenden naher eingegangen wird.

Zahlreiche chemische Sterilisationsverfahren wie z.B. die Behandlung mit
Formaldehyd, Alkohol oder Peressigsaure wurden erprobt. Probleme der
Substanzen sind die unzureichende Eindringtiefe in den Knochen, die
unvollstandige mikrobizide Wirkung, potentiell kanzerogene, mutagene oder
toxische Nebenwirkungen sowie eine nur begrenzt mogliche Entfernung der

Desinfektionslosungen vor der Implantation [Knaepler et al.: 1994, 1052-1057].

Bei thermischen Devitalisierungstechniken lassen sich das Autoklavieren
(134 °C unter Dampfdruck) und Verfahren mit niedrigeren Temperaturen (z.B.
Lobator-System, Firma Telos, Deutschland [Hofmann et al.: 1996, 498-508])
unterscheiden. Die entkeimende Wirkung beruht auf der Koagulation von
Proteinen und der Zerstorung von Nukleinsduren und zeigt meist gute
Ergebnisse [Knaepler et al.: 1992, 477-484], wobei einige Keime wie z.B.
Hepatits-B-Viren gegenuber Temperaturen unter 100 °C resistent sind
[Knaepler et al.: 1994, 1052-1057]. Wahrend der Knochen durch Autoklavieren
bis zu 85% seiner Stabilitat einbul3t sind es bei langsamem Erhitzen auf nur
80 °C immer noch 20% Stabilitatsverlust [Knaepler et al.: 1994, 44-49;
Viceconti et al.: 1996, 63-68]. Infolge thermischer Behandlung verschlechtert
sich die osteoinduktive Potenz des Knochens, weshalb das Einwachsverhalten
allogener thermisch behandelter Transplantate negativ bewertet wird [Zoricic
et al.: 2002, 121-128].

Sterilisationsverfahren  mittels ionisierender  Strahlung (Beta- oder

Gammastrahlung) wurden vielfach untersucht und beruhen auf der Zerstérung
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von Nukleinsauren. Um eine sichere Keim- bzw. Tumorzellinaktivierung zu
gewahrleisten sind sehr hohe Strahlendosen notwendig [Knaepler et al.: 1994,
72-73]. Mit ionisierender Strahlung behandelte Knochensegmente verfugten im
Vergleich zu unbehandeltem Knochen uber eine deutlich schlechtere
biomechanische Stabilitat und biologische Potenz [Urist et al.: 1974, 586-593;
Sugimoto et al.: 1991, 492-497; Knaepler et al.: 1991, 194-199]. Weiterhin wird
die Bildung toxischer Metabolite und freier Radikale mit mutagenen
Eigenschaften diskutiert [Knaepler et al.: 1994, 1052-1057].

Autogene Knochentransplantate, also korpereigenes Gewebe, haben die
besten biologischen Eigenschaften und erzeugen keine immunologischen
Reaktionen wie TransplantatabstoRung oder Allergien. In der Regel wird dabei
zur Defektrekonstruktion Knochengewebe an einer anderen Stelle des Korpers
entnommen. Davon zu unterscheiden ist die Verwendung des betroffenen

Knochensegmentes selbst mit einer orthotopen Reimplantation.

Die Entnahme von Knochen an einer anderen Stelle des Korpers, z.B.
Beckenkammspongiosa oder Teile der Fibula, erfordert einen Zweiteingriff und
ist aufgrund der begrenzten Substanzmenge nur bis zu einer bestimmten
Defektgrofie moglich [Rueger: 1998, 72-79]. AuRerdem ist ein Zweiteingriff bei
einigen Patienten aufgrund des instabilen Allgemeinzustandes gar nicht
moglich. Samtliche zusatzlichen operativen Eingriffe sind mit entsprechenden
Risiken und Folgen im Sinne einer Entnahmemorbiditat verbunden. Zu nennen
sind beispielsweise Blutungen, Thromboembolien, Nervenverletzungen,
Schmerzen oder Infektionen [Summers et al.: 1989, 677-680; Banwart et al.:
1995, 1055-1060]. Desweiteren sind die Operationsdauer verlangert und die
Kosten erhoht.

Eine autologe Knochentransplantation bei Patienten mit Knochentumoren, also
die Resektion des tumorbefallenen Knochensegmentes mit anschlielender
extrakorporaler  Devitalisierung der  Tumorzellen und  orthotoper
Reimplantation, bietet den Vorteil der fehlenden  zusatzlichen
Entnahmemorbiditat, der meistens sehr guten anatomischen Passgenauigkeit
und des Verzichts auf Fremdmaterial. Entscheidend fur die Einheilung des
Transplantats sind, neben der vollstandigen Abtétung maligner Tumorzellen,
die biomechanischen und biologischen Veranderungen infolge des gewahlten
Behandlungsverfahrens.
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4.2 Extrakorporale Tumordevitalisierung

Bisher wurden klinisch oder experimentell zur extrakorporalen
Tumordevitalisierung von Knochen thermische und radioaktive Verfahren
untersucht. Beide Techniken bieten den Vorteil der einzeitigen Reimplantation
des autologen Knochensegmentes, wirken sich aber negativ auf die
biologischen und biomechanischen Eigenschaften des Knochens aus.

Die qualitative osteointegrative Wirkung unterschiedlicher Verfahren zur
Abtotung von Knochentumorzellen kann in Bezug auf Osteoinduktion,
Osteokonduktion und Osteogenese charakterisiert werden. Osteoinduktion
bedeutet die Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen zu
Vorlauferzellen des Knochen- bzw. Knorpelstoffwechsels und damit Anregung
der Osteogenese [Reddi et al.: 1987, 207-212; Albrektsson et al.: 2001, 96-
101]. Osteokonduktion beschreibt die Eigenschaft eines Knochenersatzes, als
Leitschiene bzw. Grundgerust fur die vom umliegenden Gewebe
einwachsenden Knochenzellen zu fungieren [Parikh: 2002, 142-148].
Osteogenese bezeichnet die Neusynthese von Knochenmatrix durch

Knochenzellen.

Die in Kap. 4.1 beschriebene Technik des Autoklavierens wurde auch zur
Behandlung eines resezierten tumorbefallenen  Knochensegmentes
angewendet, konnte sich aber aufgrund zahleicher negativer Veranderungen
der Knocheneigenschaften nicht durchsetzen [Sanjay et al.: 1997, 291-297;
Bohm et al.: 1998, 57-65]. Wie bereits dargestellt verschlechtern sich die
biomechanischen Eigenschaften des Knochens durch Autoklavieren (siehe
Seite 53). Auch die osteoinduktiven Eigenschaften von autoklaviertem
Knochen sind ungenigend [Asada et al.: 1997, 392-395]. Haufig
beschriebende Komplikationen nach Reimplantation von autoklavierten
Knochensegmenten sind Frakturen, Pseudarthrosen, Infektionen und
Lockerungen des Osteosynthesematerials [Asada et al.: 1997, 392-395;
Sanjay et al.: 1997, 291-297].

lonisierende Strahlung wird seit einigen Jahren vereinzelt zur Behandlung von
tumorbefallenen Knochen eingesetzt [Bohm et al.: 2003, 355-365]. Bei
klinischen und experimentellen Untersuchungen zeigte sich eine deutliche
Verschlechterung der biologischen und biomechanischen Eigenschaften wie

z.B. eine Verminderung der mechanischen Stabilitat, eine verzogerte
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Frakurheilung bzw. Transplantateinheilung und die fehlende aktive
Knochenneubildung aufgrund mangelnder osteoinduktiver Eigenschaften
infolge der Zerstorung der Bone Morphogenetic Proteins [Urist et al.: 1974,
586-593; Sugimoto et al.: 1991, 492-497; Knaepler et al.: 1991, 194-199;
Voggenreiter et al.: 1996, 583-588; Araki et al.: 1999, 196-206; Sys et al.:
2002, 174-178].

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die langfristig besten Ergebnisse bei
der  Versorgung grolder knocherner Defekte mit autologen
Knochentransplantaten erzielt werden konnten, indem bei vorliegendem
Tumorbefall eine vollstandige Inaktivierung von Tumorzellen ohne
Verschlechterung der biologischen und biomechanischen Eigenschaften
erreicht wird. Der ideale Knochenersatz lasst sich definieren als steril,
tumorfrei, nicht toxisch oder immunologisch wirksam, mit hoher biologischer
Potenz (osteogen und osteoinduktiv) bzw. korpereigen, mit guter Festigkeit
bzw. Stabilitat, einfach zu verarbeiten, passgenau, kostenginstig und in
ausreichenden Mengen verfugbar. Bisherige Verfahrensweisen erfullen wie im

Vorigen dargestellt jeweils nur einen Teil der genannten Kriterien.

Hydrostatischer Hochdruck konnte aufgrund vielversprechender Ergebnisse
experimenteller ~ Untersuchungen  ein  alternatives  Verfahren  zur

Tumordevitalisierung darstellen.

4.3 Hochdrucktechnologie

Bereits vor 100 Jahren wurde erstmals der Versuch einer
Lebensmittelkonservierung  mit  hydrostatischem  Hochdruck  (HHD)
beschrieben [Hite: 1899, 15-17]. Seit 25 Jahren wird die Forschung besonders
in den USA und Japan weiter intensiviert und eine industrielle Nutzung der
Hochdrucktechnologie (HHD bis 1000 MPa) zur Inaktivierung von
Mikroorganismen in Lebensmitteln ermoglicht. Mittlerweile ist eine Vielzahl
HHD-behandelter Lebensmittel, wie Fruchtsafte, Marmeladen und
Fleischprodukte auf dem Markt erhaltlich [Watanabe et al.: 1991, 2175-2176;
Selman: 1992, 205-209; Cheftel: 1995, 75-90]. Gegenuber der herkdbmmlichen
thermischen  Behandlung zur Haltbarmachung von Lebensmitteln
(Pasteurisierung) sowie chemischen oder radioaktiven Sterilisierungsverfahren

bietet die HHD-Technologie, die auch kalte Sterilisierung bzw. Pascalisation
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genannt wird, den Vorteil, dass Farb- und Aromastoffe sowie Vitamine fast gar
nicht verandert werden. Somit stellt die Hochdrucktechnologie ein wesentlich
schonenderes Verfahren zur Lebensmittelkonservierung und Inaktivierung von
Mikroorganismen dar [Mertens: 1993, 100-104; San Martin et al.: 2002, 627-
645; Butz et al.: 2003, 233-236]. Eine druckinduzierte Enzyminaktivierung
bewirkt auRerdem eine verbesserte Lagerstabilitat von Aromastoffen [Lambert
et al.: 1999, 7-16; Knorr et al.: 2002, 311-318].

Vor funf Jahren begannen an der Technischen Universitat Manchen (Lehrstuhl
fur Energie- und Umwelttechnik der Lebensmittelindustrie und Klinik fur
Orthopadie) erstmals Untersuchungen zur moglichen Nutzung der
HHD-Technologie im medizinischen und pharmazeutischen Bereich.

Fur die erfolgreiche Etablierung der Hochdrucktechnologie in der Medizin ist
es zwingend notwendig, neben biomechanischen Veranderungen auch
biologische und biochemische Auswirkungen von hydrostatischem Hochdruck

zu kennen.

Vorangegangene Untersuchungen haben gezeigt, dass die biomechanischen
Eigenschaften von Knochen und Sehnen nach HHD-Therapie weitgehend
unverandert sind. Sehnen zeigten bei 200 und 400 MPa keine signifikanten
Veranderungen [Diehl et al.: 2004, eingereicht]. Auch spongidser Knochen
blieb in seinen biomechanischen Eigenschaften unverandert, ebenso kortikaler
Knochen bei 300 MPa. Erst bei 600 MPa zeigte kortikaler Knochen ein um
lediglich 15% vermindertes E-Modul [Steinhauser et al.: 2004, eingereicht].

Untersuchungen der HHD-Behandlung von Zellen haben deutliche destruktive
Auswirkungen des Drucks gezeigt, wobei eukaryontische Zellen empfindlicher
sind als prokaryontische [Hoover et al.: 1989, 99-107]. Samtliche untersuchte
eukaryontische Zelllinien bzw. Tumorzelllinien lieBen sich bei Druckstufen
zwischen 150 und maximal 350 MPa zerstoren bzw. inaktivieren [Yamaguchi
et al.: 1997, 257-261; Diehl et al.: 2003, 1851-1855; Diehl et al.: 2004, 369-
373]. Dabei scheinen Tumorzellen resistenter zu sein als die zugehorigen nicht
entarteten Zellen [Dibb et al.: 1981, 169-176; Diehl et al.: 2003, 1851-1855].

Mikroorganismen  zeigen  bzgl. ihrer Druckresistenz eine  grolle
Variationsbreite. Wahrend die groRe Mehrheit schon bei niedrigen Druckstufen

(30-300 MPa) zerstort bzw. inaktiviert wird, sind Prokaryonten und Sporen
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beschrieben, die Dricken bis 800 MPa standhalten [Hauben et al.: 1997, 945-
950; Seki et al.: 1998, 853-854]. HHD bewirkt eine Inaktivierung bzw.
Zerstorung von Mikroorganismen durch Membranmodifikationen, Inaktivierung
von Schlusselenzymen und Inhibition der Proteinbiosynthese [Abe et al.: 1999,
447-453]. Viren reagieren groftenteils schon auf niedrige Druckstufen von
100-300 MPa sehr sensibel [Silva et al.: 1996, 166-175]. So konnten
zahlreiche Viren wie z.B. Herpes Virus oder HIV durch Druck inaktiviert
werden, was grolle Bedeutung fur die Knochensterilisierung sowie
Impfstoffherstellung haben kdnnte [Nakagami et al.: 1992, 255-261; Jurkiewicz
et al.: 1995, 6935-6937; Nakagami et al.: 1996, 475-476; Meyer-Pittroff: 2003,
295-305]. Bei Bakterien kann die Drucksensibilitat Uber Veranderung der
Behandlungsparameter, wie z.B. Temperatursenkung oder pH-Verschiebung,
beeinflusst werden [Bartlett: 1992, 479-496]. Bei mehrmalig wiederholtem
Druckaufbau konnten Bakterien abgetotet werden, die gegenuber einer
einmaligen Druckbehandlung mit der gleichen Druckstufe resistent sind
[Vachon et al.: 2002, 345-352; Gollwitzer et al.: 2004, eingereicht].

Nachdem bisher keine Verschlechterung der biomechanischen Eigenschaften
durch HHD-Behandlung festgestellt werden konnte, wurden weiterfuhrend die
biologischen Auswirkungen von HHD untersucht.

Aufgrund der wichtigen Bedeutung fur den physiologischen und
pathologischen Knochenstoffwechsel wurde in der vorliegenden Arbeit das
Verhalten der Matrixmetalloproteinase-9 nach hydrostatischer
Hochdruckbehandlung untersucht.

4.4 Matrixmetalloproteinasen

4.41 Matrixmetalloproteinasen allgemein

Matrixmetalloproteinasen (MMP) sind eine Gruppe proteolytischer Enzyme mit
grol3er Variationsbreite, die alle ein Zinkion als aktives Zentrum besitzen. Vor
40 Jahren wurden MMP erstmals beschrieben [Gross et al.: 1962, 1014-1022],
mittlerweile sind 25 verschiedene MMP bekannt (siehe Tab. 4) und sehr gutin
ihrer biologischen Funktion und biochemischen Struktur untersucht. MMP sind
an fast allen proteolytischen Abbauvorgangen der Extrazellularmatrix beteiligt
[Parsons et al.: 1997, 160-166].
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Bis vor einigen Jahren wurden die 25 bekannten MMP nach ihrer Spezifitat

bzgl. Extrazellularmatrixbestandteilen in  Kollagenasen, Gelatinasen,
Stromolysine und Matrilysine eingeteilt [McCawley et al.: 2001, 534-540].
Hame Strukturklazse* gebrauchliche Bezeichnungen

kAP -1 einfache Hemopexindomane  |[Kollagenase-1, Gewebskollagenase, Fibroblastenkollagenase
AP -2 gelatinbindend Gelatinaze A, F2-kDa-Typ-IY-Kollagenase, neutrophile Gelatinase
MR -3 einfache Hemopexindomane  |Stromelysin-1, Transin-1

MiiP-g4*= |- -

L e -

hidP-E** |- -

htdP -7 minimale Domane hatrily=in, Matrin

htdP -5 einfache Hemopexindomane  [Kollagenase-2, newtrophile Kollagenase, Granulozytenkollagenaze
it -0 gelatinkindend Gelatinaze B, 92-kDa-Typ-I-Kollagenaze

MtP-10  |einfache Hemopexindomane | Stromelysin-2, Transin-2

AP -111 furinaktiviert zezerniert Stramelysin-3

AhAP-1 2 einfache Hemopexindomane  |Metalloelastaze, Makrophagenelastase

hAbAP-135 einfache Hemopexindoméne  |Kollagenase-3

AhAP-1 4 membranstandig hAT 1 bAoA

MAbAP-15 membranstandig MAT 2-bArAP

hAkIP-16 membranstandicg hAT 3-brA P

MiP-17  |GPl-gebunden AT 4-hArAP

mMMP-15* |einfache Hemopexindomane  (Mollanenase-4

mikiP-19 einfache Hemopexindoméne  |RAS-1

hAbAP-20 einfache Hemopexindomane  |Enamelysin

AP -2 vitronektinhatio -

mhP-22*  |einfache Hemopexindomane  |Huhner-kihiP

MARIP-23 Typ-2-membranstandig Femalysin, Cysteinangeordnete MbFP

PARIP- 24 membtanstandiy MATS-MARAP

MP-25  |GPl-gebunden MTE-MMP

MRIP-26 rmiritmiale: Domérne Endometaze, Matrilysin-2

MAbAP- 27 einfache Hemopexindoméne |-

MARIP- 25 furinaktiviert zezerniert Epily=in

Tab. 4: Familie der Matrixmetalloproteinasen

*zur Einteilung der Strukturklassen siehe Abb. 34, **MMP-4, MMP-5 und MMP-6 wurden
anfangs als neue MMP beschrieben und haben sich spater als identisch mit MMP-2 bzw.
MMP-3 herausgestellt, 'von MMP-18 und MMP-22 sind bisher keine humanen Homologe

bekannt
Heute ist eine Einteilung in acht Gruppen mit unterschiedlicher biochemischer
Struktur Ublich. FUnf Gruppen beinhalten frei sezernierte MMP, wahrend es

sich bei den Ubrigen drei Gruppen um membrangebundene MMP handelt
(siehe Abb. 34) [Sternlicht et al.: 2001, 463-516].
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Abb. 34: Proteinstruktur der Matrixmetalloproteinasen [Sternlicht et al.: 2001,
463-516]

MMP bestehen alle aus der gleichen Grundstruktur. Eine Pra-Domane dient
als Signalfrequenz und ist verbunden mit der Pro-Domane. Die Pro-Domane
besitzt eine freie SH-Gruppe als Liganden fur das Zinkion des katalytischen
Zentrums. Weitere Domanen, wie Hemopexin-, Vitronektin-, Fibronektin-,
Transmembran-, Glycophoshatidyl-Inositol- oder Cystein-Prolin-Domane sind
charakteristisch bei einigen MMP-Untergruppen vorhanden [Woessner et al.:
2000, 50-63; Sternlicht et al.: 2001, 463-516]. MMP werden als inaktive
Zymogene (pro-MMP) synthetisiert. Durch Interaktion der Pro-Peptiddomane
mit dem Zinkion im katalytischen Zentrum wird die Inaktivitat aufrechterhalten,
weshalb eine Aktivierung der MMP die Abspaltung der Pro-Peptiddoméane
erfordert [Sternlicht et al.: 2001, 463-516].

MMP werden physiologisch bei zahlreichen mit Abbau von Extrazellularmatrix
verbundenen Stoffwechselvorgangen wie Embryogenese bzw.
Organentwicklung [Brenner et al.: 1989, 848-859], Schwangerschaft [Weeks et
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al.: 1976, 205-214], Knochenaufbau und -abbau [Delaisse et al.: 1988, 264-
276] sowie Wundheilung [Armstrong et al.: 2002, 12-18] exprimiert.

Eine Uberexpression bzw. Aktivitatssteigerung findet sich bei zahlreichen
pathologischen Prozessen wie Arthritiden [Masuhara et al.: 2000, 92-96] bzw.
rheumatoider Arthritis [ltoh et al.: 2002, 2643-2647], Peridontitis [Birkedal-
Hansen: 1993, 474-484], neuroinflammatorische Erkrankungen wie Multiple
Sklerose oder Guillain-Barré-Syndrom  [Rosenberg: 2002, 586-595],
Keratokonjunktivitis [Abu El-Asrar et al.: 2001, 1505-1511] sowie
Intimahyperplasie, Artherosklerose und Aneurysmabildung [Luttun et al.: 2001,
124-132]. Besonders bedeutsam — auch fur die vorliegende Arbeit — ist die
Beteiligung von MMP an Tumorerkrankungen [Stetler-Stevenson et al.: 1993,
1434-1441; Duffy et al.: 1998, 1343-1348]. MMP ermdglichen zum einen
direkt, uUber den Abbau von Extrazellularmatrix, = Tumorinvasion,
Tumorneoangiogenese und Metastasierung [Deryugina et al.: 1997, 3201-
3210; John et al.: 2001, 14-23], wirken aber zum anderen auch indirekt bei
Tumorwachstum (z.B. durch Spaltung von IGF-BP), Tumorinvasion (z.B. durch
Aktivierung von TGF-beta) und Tumorneoangiogenese (durch Erhohung des
proangiogenetischen Faktors VEGF) mit [Martin et al.: 1999, 881-892; Bergers
et al.: 2000, 737-744; Yu et al.: 2000, 163-176].

Die Auflosung der Extrazellularmatrix ermoglicht ein Einwandern von
Endothelzellen, physiologisch im Rahmen der Angiogenese und pathologisch
bei der Tumorneoangiogenese [Seandel et al.: 2001, 2323-2332].

Wie Dbereits erwahnt sind fur MMP neben der Wirkung auf die
Extrazellularmatrix auch wichtige Funktionen bzgl. der Zell-Zell-Interaktion und
ein Einfluss auf Wachstumsfaktoren und andere Signalmolekuile beschrieben.
Da Zellen Rezeptoren fur Komponenten der Extrazellularmatrix (z.B. Integrine)
besitzen, fuhrt eine Auflosung der Matrix auch zu Signal- und
Funktionsveranderungen in der Zelle [Streuli: 1999, 634-640], weshalb MMP
indirekt die Zellfunktion beeinflussen. MMP sind an der Freisetzung von
Vorstufen zahlreicher Wachstumsfaktoren wie FGF, TGF-alpha und -beta
beteiligt, entweder durch direkte Interaktion mit dem Wachstumsfaktor oder
indirekt Uber durch MMP freigesetzte Matrixbestandteile [Levi et al.: 1996,
7069-7074; Peschon et al.: 1998, 1281-1284; Bergers et al.: 2000, 737-744].
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Es sind verschiedene Mechanismen zur Regulation der MMP-Aktivitat
bekannt. Moglichkeiten sind die Beeinflussung von  Transkription,
proteolytischer Aktivitat oder die Ausschuttung aus Speichervesikeln.

Bei der transkriptionellen Regulation von MMP spielen verschiedene Faktoren
wie Zytokine, Wachstumsfaktoren, Hormone sowie die Interaktion mit
Extrazellularmatrix oder Tumorzellen eine wichtige Rolle. Die Enzymsekretion
oder Enzymintegration in die Zellmembran erfolgt nur auf adaquate Reize bzw.
zytokingesteuerte Regulation der Transkription hin und dann fast immer als
inaktive Proform, die extrazellular aktiviert werden muss [Birkedal-Hansen:
1993, 500-510; Uchida et al.: 2000, 207-214].

Die extrazellulare Aktivierung erfolgt durch Serinproteasen [Okumura et al.:
1997, 181-184], Wachstumsfaktoren und Zytokine wie z.B. Interleukin-6
[Kossakowska et al.: 1999, 2080-2089]. Weiterhin sind einige aktive MMP in
der Lage, MMP-Proformen proteolytisch zu aktivieren [Murphy et al.: 1999, 38-
44]. Beispielsweise wird pro-MMP-9 proteolytisch durch aktives MMP-13
aktiviert [Knauper et al.: 1997, 369-373].

Membrangebundene MMP koénnen auch intrazelluldar durch spezielle
Serinproteasen aktiviert werden, bevor sie die Zelloberflache erreichen
[Sternlicht et al.: 2001, 463-516]. Zahlreiche Proteine der Zelloberflache
konnen uber Integrine auch freie MMP an die Zellmembran binden und so die

Enzymaktivitat beeinflussen.

Es existieren mehrere vornehmlich endogene Inhibitoren fir MMP.
Alpha-2-Makroglobulin komplexiert mit MMP, woraufhin der Komplex durch
Endozytose irreversibel zerstort wird [Sottrup-Jensen: 1989, 11539-11542].
Spezifische Inhibitoren, sogenannte Tissue Inhibitors of
Matrixmetalloproteinases (TIMP), blockieren reversibel das katalytische
Zentrum der MMP durch nicht-kovalente Bindung im Verhaltnis 1:1 [Gomez et
al.: 1997, 111-122]. Meist produziert die gleiche Zelle, die MMP ausschuttet
auch den dazugehdrigen Inhibitor [Russell et al.: 2002, 602-609].

Die vorliegende Arbeit beschreibt erstmals die HHD-induzierten
Veranderungen der Matrixmetalloproteinase-9 als komplexes und fur den
physiologischen und pathologischen Knochenstoffwechsel elementares

Enzym.
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4.4.2 Matrixmetalloproteinase-9

Die Erstbeschreibung einer spater als Gelatinase B bzw. MMP-9 bekannten
Gelatinase, die aus menschlichen Leukozyten gewonnen wurde, stammt aus
dem Jahre 1974 [Sopata et al.: 1974, 510-523]. 1983 erfolgte die Isolierung
und Charakterisierung von MMP-9 [Rantala-Ryhanen et al.: 1983, 129-137]
und 1989 bzw. 1991 die DNA-Sequenzierung und Strukturbeschreibung
[Wilhelm et al.: 1989, 17213-17221; Huhtala et al.: 1991, 16485-16490].

Substrat

Produkt

Quelle

1. Proteine der Extrazellularmatrix:

Aggrekan Spaltprodukt [Fosang et al.: 1992, 19470-19474]
Elastin Spaltprodukt [Katsuda et al.: 1994, 1208-1218]
Fibrillin Spaltprodukt [Ashworth et al.: 1999, 171-181]
Gelatin | Spaltprodukt [Davis et al.: 1990, 1113-1120]
Kollagen Il Spaltprodukt [Murphy et al.: 1995, 470-484]
Kollagen IV Spaltprodukt [Allan et al.: 1995, 299-306]
Kollagen V Spaltprodukt [Mainardi et al.: 1980, 1108-1115]
Kollagen XI Spaltprodukt [Murphy: 1995, 55-60]

Kollagen XIV Spaltprodukt [Sires et al.: 1995, 1062-1067]
Laminin Spaltprodukt [Allan et al.: 1995, 299-306]
Myelin Basisprotein Spaltprodukt [Proost et al.: 1993, 1175-1181]
Osteonektin Spaltprodukt [Sternlicht et al.: 2001, 463-516]
Vitronektin Spaltprodukt [Imai et al.: 1995, 249-251]

2. Enzyme:

alpha-1-Proteinaseinhibitor inaktives Spaltprodukt [Liu et al.: 2000, 647-655]

alpha-2-Makroglobulin Komplex zur Endozytose [Arbelaez et al.: 1997, 62-68]

C1-Esteraseinhibitor inaktives Enzym [Knauper et al.: 1991, 99-102]

Fibrinogen Spaltprodukt [Sternlicht et al.: 2001, 463-516]
Plasminogen Angiostatin [Patterson et al.: 1997, 28823-28825]
pro-MMP-9 MMP-9 [Triebel et al.: 1992, 280-284]
Substanz P inaktives Spaltprodukt [Backstrom et al.: 1995, 1312-1318]

3. Zytokine und Wachstumsfaktoren:

pro-Interleukin-1-beta Interleukin-1-beta [Schonbeck et al.: 1998, 3340-3346]

Interleukin-2 Abspaltung von Zelle [Sheu et al.: 2001, 237-242]

TGF-beta-binding protein-1 Freisetzung vonTGF-beta [Dallas et al.: 2002, 21352-21360]

pro-TNF-alpha TNF-alpha [Gearing et al.: 1995, 774-777]

VEGF Freisetzung [Bergers et al.: 2000, 737-744]

Tab. 5: Substrate der Matrixmetalloproteinase-9
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MMP-9 ist mit einem Molekulargewicht von 92 kDa die grofte
Matrixmetalloproteinase und beinhaltet drei Fibronektin-Domanen sowie eine
Kollagen-Typ-V-Domane [Collier et al.: 1992, 6776-6781]. Bezuglich
Vorkommen und Anzahl unterschiedlicher Substrate (siehe Tab. 5) kann
MMP-9 als die wichtigste Metalloproteinase bezeichnet werden.

MMP-9 wird vor allem in Zellen des Knochenstoffwechsels wie Osteoklasten
[Reponen et al.: 1994, 1091-1102; Tezuka et al.: 1994, 15006-15009] und
Osteoblasten [Meikle et al.: 1992, 1093-1099; Rifas et al.: 1994, 213-221]
exprimiert, ist aber auch in Makrophagen, Trophoblasten sowie an
Wundrandern in Keratinozyten nachweisbar. MMP-9 gilt als Schllisselenzym
bei Knochensynthese bzw. —remodeling [Wucherpfennig et al.: 1994, 549-556;
Engsig et al.: 2000, 879-889; Ortega et al.: 2003, 109-116]. Beispielsweise
zeigen Mause mit fehlendem MMP-9-Gen ein abnormales Skelettwachstum
sowie eine deutlich verzogerte Angiogenese, Ossifikation und Apoptose [Vu et
al.: 1998, 411-422].

MMP-9 ist in zahlreichen Osteosarkomzelllinien [Himelstein et al.: 1998, 471-
474] und Osteoklastomen [Rao et al.: 1997, 400-409] uUberexprimiert. Bei
Riesenzelltumoren wird vermehrt MMP-9 aus Osteoklasten freigesetzt,
wodurch es zu lokalen Osteolysen kommt [Ueda et al.: 1996, 611-622].
Weiterhin findet sich bei Chondrosarkomen eine erhohte MMP-9-Expression
[Kawashima et al.: 1997, 129-137]. MMP-9 ist bei metastasierenden
Prozessen maligeblich an der Auflosung von Extrazellularmatrix beteiligt
[Kawashima et al.: 1994, 547-552; Kido et al.: 1999, 209-216]. MMP-9 bindet
uber CD44 an die Zelloberflache, und ermoglicht so Tumorinvasion und
Angiogenese [Yu et al.. 1999, 35-48]. Aufgrund der beschriebenen
pathologischen Prozesse, die allesamt mit einer deutlichen Erhdhung der
MMP-9-Konzentration einhergehen, ist es wichtig, das Verhalten von MMP-9
nach HHD-Behandlung von Knochentumorsegmenten zu kennen.

Die Regulation der MMP-9-Konzentration bzw. —aktivitat ist sehr komplex. Die
inaktive Proform von MMP-9 wird akitviert durch MMP-2 [Fridman et al.: 1995,
2548-2555] und MMP-3 [Ogata et al.: 1992, 3581-3584], MMP-13 [Knauper et
al.: 1997, 369-373], membranstandige MMP (besonders MMP-14), Plasmin,
Kallikrein, Kathepsin G, Trypsin und alpha-Chymotrypsin [Okada et al.: 1992,
21712-21719; Murphy et al.: 1995, 470-484] sowie durch Zell-Zell-Kontakt
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[Lacraz et al.: 1994, 22027-22033]. Interleukin-1 und Interleukin-6
(L1 > IL 6) steigern die MMP-9-Konzentration wahrend ossaren
Resorptionsvorgangen [Kusano et al.: 1998, 1338-1345]. Thrombin fuhrt zu
einer gesteigerten MMP-9-Sekretion [Vliagoftis: 2002, 4551-4558]. Auch eine
Autoaktivierung von pro-MMP-9 durch aktives MMP-9 findet unter bestimmten
Bedingungen statt [Triebel et al.: 1992, 280-284]. Die wichtigsten Zytokine zur
Aktivierung des MMP-9-gesteuerten Abbaus von Extrazellularmatrix sind
TNF-alpha und Interleukin-1 [Saren et al.: 1996, 4159-4165; Rao et al.: 1999,
1207-1217; Rao et al.: 1999, 291-300].

Aktives MMP-9 wir inhibiert durch unspezifische MMP-inhibitoren wie
alpha-2-Makroglobulin, durch Bisphosphonate [Teronen et al.: 1999, 453-465],
Interleukin-4 und Interleukin-10 sowie bestimmte Interferone [Wahl et al.:
1993, 467-473; Van den Steen et al.: 2002, 375-536] durch samtliche Tissue
Inhibitors of Matrixmetalloproteinases, aber besonders TIMP-1. TIMP-1 bindet
im Verhaltnis 1:1 an MMP-9 und reguliert Uber eine Blockade des aktiven
Zentrums die proteolytische Aktivitdt [Goldberg et al.: 1992, 4583-4591].
Weiterhin ist aus der pharmakologischen Forschung ein selektiver
Gelatinaseinhibtor (MMP-2 und MMP-9) bekannt [Koivunen et al.: 1999, 768-
774].

MMP-9 ist neben MMP-8 die einzige intrazellular gespeicherte MMP [Takagi:
1996, 3-29]. Schon wahrend der Zellentwicklung von polymorphkernigen
neutrophilen Granulozyten wird MMP-9 in gro3erer Menge synthetisiert und in
intrazellularen Granula gespeichert [Woessner, Jr.: 1991, 2145-2154; Birkedal-
Hansen et al.: 1993, 197-250]. Die Freisetzung findet auf granulaspezifische
Reize hin durch Degranulation, Membranfusion und Exozytose in den
extrazelluldaren Raum statt [Bainton et al.: 1971, 907-934]. So kann die
MMP-9-Sekretion im Vergleich zur konstanten Basissekretion innerhalb von
nur einer Stunde 100fach gesteigert werden. Sollte die MMP-9-Freisetzung
aufgrund der HHD-Behandlung von reseziertem Knochenmaterial zunehmen,
konnte dies nach der Reimplantation zur autolytischen Knochenresorption
fuhren und so ein Einwachsen des Implantats behindern.
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4.5 Diskussion der Ergebnisse

Nach ersten Untersuchungen der verwendeten isolierten und rekombinanten
Matrixmetalloproteinase-9 zeigten sich im Vergleich zur Standardkurve des
Activity-Assays sehr niedrige Aktivitatswerte. Daher musste zunachst ein
geeigneter Enzympuffer gefunden werden, der eine zuverlassige und
vollstandige MMP-9-Bestimmung ermoglicht. In  Kooperation mit dem
Hersteller des Activity-Assays (Amersham Pharmacia Biotech Europe,
Freiburg, Deutschland) wurden verschiedene Puffer untersucht (siehe Abb. 8
und 9) und schlieBBlich eine Zusammensetzung gewahlt, die Dimerbildung,
Autoaktivierung bzw. Proteolyse und eine Adhasion des Enzyms an die
Probengefalde minimiert.

Durch die in der vorliegenden Arbeit unterschiedlich behandelte MMP-9
konnten im Activity-Assay drei verschiedene Untersuchungsergebnisse erzielt
werden. Es wurden jeweils drei Enzymproben HHD-behandelt, wobei eine
Probe gar nicht artifiziell mit p-Aminophenylmercuric acid (APMA) aktiviert
worden ist (1.), eine Probe nach HHD-Behandlung (2.) und eine Probe vor
HHD-Behandlung artifiziell mit APMA aktiviert worden ist (3.). Das bedeutet,
dass es sich zum Zeitpunkt der Druckbehandlung bei den jeweiligen Proben
der Gruppe 1 und 2 um die Enzym-Proform, und bei Gruppe 3 um die aktive
Form gehandelt hat.

1. Die im Activity-Assay gemessene Aktivitat von HHD-behandelter und nicht
artifiziell aktivierter Proform der MMP-9 entspricht dem Anteil des Enzyms,
das sich wahrend der Versuchsdurchfihrung autoaktiviert hat. Die Werte
konnen somit als Mal fur die Druckstabilitat von pro-MMP-9 interpretiert
werden. Fur isolierte pro-MMP-9 war bei HHD-behandeltem Enzym eine
Abnahme der Autoaktivierung gegenuber der Kontrolle zu erkennen, die
bei 200 MPa statistisch signifikant war (siehe Abb. 17). Fur rekombinante
pro-MMP-9 war sowohl bei 200 MPa als auch bei 400 MPa eine statistisch
signifikante Erhohung der Autoaktivierung gegenuber der Kontrolle zu
sehen (siehe Abb. 25). Daraus lasst sich schliel3en, dass es infolge der
Druckbehandlung zu einer Veranderung der rekombinanten pro-MMP-9
kommt, die mit einer leicht erhdhten Proteolyse und damit Zunahme des
Anteils an aktivem Enzym einhergeht. Zu beachten sind die sehr niedrigen
Aktivitatswerte der Kontrollgruppen, die bei ebenfalls nur diskret erhdhten
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absoluten Aktivitatswerten der HHD-behandelten Proben bereits zu einer

deutlichen prozentualen Zunahme fuhren.

2. Die im Activity-Assay gemessene Aktivitat von HHD-behandelter und nach
HHD aktivierter MMP-9 entspricht der Aktivierbarkeit der Enzym-Proform.
Die Werte konnen somit ebenfalls als Mal® fur die Druckstabilitat von
pro-MMP-9 interpretiert werden. Sowohl fur isolierte als auch flr
rekombinante MMP-9 zeigte sich im Vergleich zur Kontrolle eine Zunahme
der Aktivierbarkeit der HHD-behandelten Proben, die bei beiden
Druckstufen statistisch signifikant und bei rekombinanter MMP-9 wesentlich
ausgepragter war (siehe Abb. 18 und 26). Es kann angenommen werden,
dass die verbesserte Aktivierbarkeit in einer HHD-induzierten strukturellen
Veranderung des aktiven Zentrums von MMP-9 begrundet ist.
Veranderungen der Molekulkonformation mit veranderter enzymatischer
Wirkung werden in der Literatur beschrieben [Mozhaev et al.: 1996, 320-
331; Kornblatt et al.: 1999, 120-126; Kitahara et al.: 2000, 12789-12795],
worauf spater noch naher eingegangen wird. Die in den vorliegenden
Ergebnissen gezeigte Steigerung der Aktivierbarkeit bezieht sich nur auf
den im Activity-Assay verwendeten Antikorper gegen MMP-9. In wie weit
auch in vivo Substrate verstarkt an das aktive Zentrum von

druckbehandelter MMP-9 binden kdonnen, kann nicht gesagt werden.

3. Die im Activity-Assay gemessene Aktivitat von HHD-behandelter und vor
HHD aktivierter MMP-9 kann als Mal} fur die Druckstabilitat von aktiver
MMP-9 interpretiert werden. Fur isolierte MMP-9 zeigte sich bei beiden
Druckstufen eine statistisch signifikante Aktivitatsverminderung (siehe
Abb. 19). Bei rekombinanter MMP-9 war eine Aktivitatszunahme zu
erkennen, die bei beiden Druckstufen nicht statistisch signifikant war (siehe
Abb. 27). Die Dauer des Activity-Assay von ca. 18 h, bedingt durch die
erforderliche Ubernachtinkubation zur Bindung des Antikdrpers, ist fur die
zu Beginn des Versuchs aktivierte Gruppe 3 moglicherweise von Nachteil.
Sofern aktives MMP-9 instabiler ist als pro-MMP-9 kommt es Uber einen
solch langen Zeitraum bei aktivem Enzym zu einer natlrlichen
Aktivitatsverminderung. Da sowohl die HHD-behandelten
Untersuchungsproben als auch die Kontrollproben bzgl. Inkubationszeiten
und Versuchsdauer gleich behandelt wurden, erklart die naturliche
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Aktivitatsverminderung jedoch nicht die Unterschiede zwischen Kontrolle
und druckbehandelten Untersuchungsproben.

Eine wichtige Eigenschaft des verwendeten Activity-Assays zur quantitativen
MMP-9-Messung ist, dass nur aktives Enzym gemessen wird. Daher konnen
direkt lediglich Aussagen uber die Enzymaktivitat gemacht werden, wahrend

Angaben zur Proteinmenge nur indirekt moglich sind.

Mit den vorliegenden Ergebnissen kann eine Aussage Uber die HHD-induzierte
Veranderung der Enzymaktivitat infolge direkter Beeinflussung von MMP-9
gemacht werden, da bei allen Untersuchungen stets die gleiche Enzymmenge
bzw. -konzentration verwendet wurde. Eine Veranderung der Aktivitat infolge
einer Veranderung der freigesetzten Enzymmenge, wie es in vivo moglich

ware, kann nicht beurteilt werden.

Insgesamt wiesen fast alle Ergebnisse des Acitivity-Assay starke
Schwankungen bei HHD-behandelten Proben auf. Die bei jedem
durchgefuhrten Activity-Assay lineare und schwankungsarme Standardkurve
sowie die geringe Schwankungsbreite der Kontrollgruppen sprechen dafur,
dass die Schwankungen bei der MMP-9-Bestimmung im untersuchten Enzym
selbst bzw. in der Bindung an den Antikorper des Assays begrundet sind. Die
erhohten Aktivitatswerte konnten auf einer Abspaltung der Pro-Peptiddomane
von pro-MMP-9 beruhen [Sternlicht et al.: 2001, 463-516].

Proteine erfahren unter HHD Konformationsanderungen. Da der verwendete
Assay auf einer Antikorperbindung von MMP-9 an einer bestimmten Stelle des
Molekuls basiert, konnte eine druckinduzierte Konformationséanderung zu einer
Veranderung der Bindungsstelle fuhren und so die zur Detektion erforderliche

Antikorperbindung verandern.

Druckeinwirkung kann zahlreiche biochemische Vorgange beschleunigen.
Dazu zahlen nicht nur chemische Reaktionen, sondern auch makromolekulare
Konformationsanderungen, Veranderungen der Membranstruktur, der
Kristallform und des Schmelzpunktes, die allesamt mit einer
Volumenveranderung des Ausgangsmolekuls einhergehen [Gross et al.: 1994,
617-630; Heremans et al.: 1998, 353-370].

Proteine bestehen aus unterschiedlichen Organisationsebenen: Die

Primarstruktur wird von der Aminosauresequenz  gebildet, die
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Sekundarstruktur durch Wasserstoffbruckenbindungen, die Tertiarstruktur
vornehmlich durch hydrophobe Wechselwirkungen und Disulfidbricken. Die
Quartarstruktur beschreibt die oberflachenbedingte Anordnung mehrerer
Proteinmolekuile zu grol3en Gebilden; d.h. mehrere Untereinheiten mit eigenen
Primar-, Sekundar- und Tertiarstrukturen werden zu einer Funktionseinheit

zusammengefasst [Loffler et al.: 2002, 57-58].

Mit zunehmendem Druck &andern sich durch Beeinflussung der nicht-
kovalenten Bindungen die Quartar-, Tertidr- und zuletzt auch die
Sekundarstruktur, und zwar je nach Druckhohe, Druckhaltezeit, Temperatur
und pH-Wert irreversibel, metastabil oder reversibel [Meyer-Pittroff: 2003, 295-
305]. Diese druckinduzierten Veranderungen basieren auf der Auftrennung
von Disulfid- und Wasserstoffbrickenbindungen, lonenbindungen sowie
Bindungen infolge von van der Waalschen Kraften oder hydrophoben bzw.
elektrostatischen Wechselwirkungen [Boonyaratanakornkit et al.: 2002, 235-
249]. HHD bis zu 1000 MPa hat keine Wirkung auf kovalente Bindungen bzw.
die Primarstruktur von Proteinen [Mozhaev et al.: 1996, 320-331; Masson et
al.: 2001, 85-88]. Die Hydratation von Biomolekulen scheint fur die
Druckresistenz von grofRer Bedeutung zu sein. Komplexe Molekule mit vielen
intramolekularen Hohlraumen sind anfallig fur die Einlagerung von
Wassermolekilen und eine daraus resultierende Dissoziation. Die
Dehydratation eines Proteins steigert dagegen die Widerstandsfahigkeit
gegenuber HHD [Oliveira et al.: 1994, 184-187]. Eine entscheidende Wirkung
von HHD auf Proteine ist die Veranderung der Proteinstruktur mit dem
Ergebnis eines kleineren Molekulvolumens analog dem Prinzip von
Le Chatelier (siehe Kap. 2.1) [Balny et al.: 2002, 3-10; Meschede: 2004, 266].
HHD bewirkt eine Denaturierung von Proteinen, weil sie im denaturierten
Zustand ein kleineres Volumen besitzen als im nativen Zustand [Perrett et al.:
2002, 210-223]. Wasserstoffbrickenbindungen wie sie hauptsachlich in der
Sekundarstruktur von Proteinen, Nukleinsauren und Polysachariden
vorkommen, bedingen ein geringes Molekulvolumen mit nur geringen
intramolekularen Hohlraumen und sind daher sehr druckstabil [Chalikian et al.:
1994, 89-109; Mozhaev et al.: 1996, 320-331]. Sekundarstrukturen
denaturieren daher im Allgemeinen nicht unter 400 MPa [Gross et al.: 1994,
617-630; Tauc et al.: 2002, 103-115]. Hohere Proteinstrukturen sind dagegen
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durch das Vorhandensein von zahlreichen intramolekularen Hohlraumen
charakterisiert und werden hauptsachlich durch hydrophobe bzw.
elektrostatische =~ Wechselwirkungen stabilisiert. Die Einlagerung von
Wassermolekulen in diese Hohlraume verringert das Molekulvolumen und
erfolgt somit bevorzugt unter HHD [Mozhaev et al.: 1996, 320-331]. Sehr
grol3e Proteine mit komplexer Tertiar- und Quartarstruktur werden schon bei
niedrigen Druckstufen aufgetrennt und gelten deshalb als drucksensibelste
Biomolekule [Mozhaev et al.: 1996, 81-91].

Ob ein Protein unter HHD denaturiert, hangt neben der Proteinstruktur von der
maximalen Temperatur, Druckdauer, Geschwindigkeit des Druckaufbaus und
naturlich von der Druckhohe ab.

Enzyme, Proteine mit biokatalytischer Funktion, zeigen bzgl. ihrer Aktivitat kein
einheitliches Verhalten gegenuber HHD. Auch Substratbindungsfahigkeit und
Substratspezifitat konnen durch HHD verandert werden [Michels et al.: 1996,
341-376]. Deshalb ist es notwendig, samtliche fur ein bestimmtes
druckzubehandelndes Gewebe relevanten Enzyme bzw. Enzymgruppen
separat zu untersuchen. Zwar wurden schon andere Metalloproteinasen wie
Thermolysin und Vemelysin untersucht [Kunugi et al.: 1999, 187-190], bisher
finden sich jedoch keine Ergebnisse Uuber das Verhalten der
Matrixmetalloproteinasen und speziell der MMP-9 nach hydrostatischer

Hochdruckbehandlung.

Die  Veranderung der Enzymaktivitat durch HHD ist neben
Membranveranderungen ein wichtiger Grund fur das Absterben von
Mikroorganismen und Tumorzellen, da es zu einer Storung von
Zell-Metabolismus und Replikation kommt [Meyer-Pittroff: 2003, 295-305].

Enzymatische Reaktionen kdonnen gehemmt werden, beschleunigt werden
oder unverandert bleiben [Morild: 1981, 93-166]. Aullerdem kann sich das
Reaktionsgleichgewicht verschieben oder die Substratspezifitat verandern
[Kunugi: 1993, 805-838]. Beispielsweise werden Trypsin und Aminopeptidase
durch HHD stark in ihrer Aktivitat gehemmt, wahrend Saure Phosphatase
unverandert bleibt und durch Thermolysin katalysierte Reaktionen sogar
verstarkt werden [Kunugi et al.: 1982, 107-113; Fukuda et al.: 1984, 565-570;
Ohmori et al.: 1991, 357-361]. Wichtig ist, bei der Bewertung HHD-induzierter

Aktivitatsveranderungen zwischen echten molekularen Veranderungen bei
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gleicher Enzymmenge und verminderter bzw. vermehrter Enzymfreisetzung zu

unterscheiden.

Es ist moglich, dass ein Enzym bis zu einer bestimmten Druckstufe in seiner
Aktivitat gesteigert und bei hoheren Drucken inhibiert wird. Die katalytische
Aktivitat von Chymotrypsin wird beispielsweise bis 300 MPa um das
siebenfache gesteigert und fallt oberhalb von 300 MPa deutlich ab [Mozhaev
et al.: 1996, 320-331]. Bei Untersuchungen von druckbehandeltem Fleisch
wurde fur einige Proteasen (Kathepsin B, D und L) ein Aktivitatsanstieg infolge
vermehrter Freisetzung bis 400 MPa und bei hoherem Druck ein Abfall der
Aktivitat festgestellt, wahrend andere Proteasen (Kathepsin H und
Aminopeptidase) von niedrigen Druckstufen an in ihrer Aktivitat vermindert
waren [Homma et al.: 1994, 219-228]. Analoge Untersuchungen mit den
Metalloproteinasen Thermolysin und Vemelysin zeigten bis 250 bzw. 150 MPa
einen deutlichen Aktivitatsanstieg (bis zu 100-fach bei Thermolysin) mit einem
Aktivitatsabfall bei hoheren Druckstufen [Kunugi et al.: 1999, 187-190].

Andere Enzyme werden schon bei niedrigen Druckstufen inhibiert. Diese
Hemmung der katalytischen Aktivitat ist bis zu einer bestimmten Druckhohe
reversibel. Die Aktivitat der Natrium-Kalim-ATPase wird durch HHD
zunehmend, bei Druckstufen bis 200 MPa reversivel und oberhalb von 200
MPa irreversibel, inhibiert [Janosch et al.: 2003, 215-219]. Kreatinkinase ist bis
150 MPa reversibel und ab 200 MPa irreversibel gehemmt [Zhou et al.: 2000,
1247-1253]. Wieder andere Enzyme wie z.B. Peroxidase sind auch gegenuber
hohen Druckstufen resistent und in ihrer Aktivitat kaum beeinflussbar [Cheftel
et al.: 2003, 327-340].

Fur die Druckempfindlichkeit von Enzymen ist es relevant, ob sie in
gebundener oder freier Form vorliegen. Zum Beispiel wird ATP-Synthase
schon bei niedrigen Druckstufen inaktiviert, gebunden an Membran- oder
Mitochondrienbestandteile ist die Inaktivierung jedoch reversibel, wahrend sie
bei freiem Enzym irreversibel ist [Dreyfus et al.: 1988, 6704-6710].

Die durchgefuhrten zymographischen Untersuchungen dienten zum einen als
Nachweis, dass es sich bei den verwendeten MMP-9 um
Matrixmetalloproteinasen gehandelt hat, zum anderen als alternatives
Messverfahren zum Activity-Assay. Quantitative Aussagen Uber die
Enzymmenge sind mit der MMP-Zymographie nicht hinreichend maoglich.
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Zunachst wurden HHD-behandelte pro-MMP-9 zymographisch untersucht
(siehe Abb. 28 und 29). Bei allen Untersuchungsproben zeigten sich deutliche
Banden im Bereich von pro-MMP-9 (92 kDa) und aktiver MMP-9 (84 kDa). Der
im Vergleich zu pro-MMP-9 geringe Anteil aktiver MMP-9 resultiert aus einer
Autoaktivierung, die sich auch mit dem verwendeten Enzympuffer nicht
vollstandig vermeiden lie3. Weiterhin fanden sich schwachere Banden im
Bereich von 70 kDa, die bei zunehmender Druckhohe starker ausgepragt
waren. Dabei handelt es sich wahrscheinlich um ein bestimmtes Spaltfragment
von MMP-9. Bei mit 400 MPa behandelter pro-MMP-9 fanden sich im
gesamten Bereich zwischen 92 und ca. 70 kDa schwach hellere Bereiche, die
enzymatisch zersetzter Gelatine entsprachen. Es ist wahrscheinlich, dass
HHD in Hohe von 400 MPa bei pro-MMP-9 diffuse Konformationsanderungen
mit  Spaltfragmenten  unterschiedlichen  Molekulargewichts  verursacht.
Eindeutige Unterschiede zwischen isolierter und rekombinanter MMP-9 liel3en
sich bei den HHD-behandelten Untersuchungsproben nicht nachweisen.

Die Ergebnisse der Nachweiszymographien zeigen, wie auch die zuvor
beschriebenen Zymographien, deutliche Banden im Bereich der bekannten
Molekulargewichte von pro-MMP-9 bei 92 kDa und aktiver MMP-9 bei 84 kDa
(siehe Abb. 30 und 31). Die Enzymaktivitat der untersuchten Enzyme liel3 sich
wie erwartet durch EDTA komplett hemmen (siehe Abb. 32). EDTA bildet
Chelatkomplexe mit Metallionen, wodurch Matrixmetalloproteinasen, wie auch
samtliche andere Enzyme, die Metallionen fur ihre Funktion benotigen,
gehemmt werden [Woessner et al.: 2000, 109; Brooks et al.: 2004, 611-622].
PMSF hingegen hemmt humane Acetylcholinesterase und samtliche
Serinproteasen (wie z.B. Urokinase, Trypsin, Thrombin und uPA) [Turini et al.:
1969, 98-104; Zucker et al.: 1985, 223-232], nicht aber MMP [Yao et al.: 1996,
15580-15589; Eagleton et al.: 2002, 15-21]. Das in der vorliegenden
Zymographie verwendete PMSF hemmt laut Hersteller auch reversibel
Cysteinproteinasen (wie z.B. Kathepsine, siehe http://www.sigma-aldrich.com,
Product-No. P7626). Einen Einfluss von PMSF bei der zymographischen
Darstellung des verwendeten Enzyms konnte wie erwartet nicht festgestellt
werden (siehe Abb. 33). Somit kann davon ausgegangen werden, dass es sich

bei allen untersuchten MMP-9-Enzymen um Matrixmetalloproteinasen
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gehandelt hat. Analoge Nachweiszymographien fur MMP-9 mit gleichem
Ergebnis finden sich bei Yao et al. [Yao et al.: 1996, 15580-15589].

Ein Grund fur zum einen groRere Ergebnisschwankungen und zum anderen
Unterschiede zwischen isolierter und rekombinanter MMP-9 koénnten
Kreuzreaktionen mit endogenen MMP-Inhibitoren sein, besonders mit Tissue
Inhibitor of Matrixmetalloproteinases 1. Liegt MMP-9 als Komplex mit TIMP-1
vor, kann es nicht mittels APMA aktiviert werden und wird folglich im
verwendeten Activity-Assay, der nur aktives MMP-9 misst, nicht erkannt
[Verheijen et al.: 1997, 603-609]. Die in den Nachweiszymographien bei
isolierter MMP-9 dargestellte zusatzliche Bande bei 120 kDa (siehe Abb. 30,
31 und 33) ist ein weiterer deutlicher Hinweis auf eine Verunreinigung der
Proteinlosung mit TIMP. Eine solche zusatzliche Bande in der Zymographie
bei 116 kDa wird von Pucci-Minafra et al. als MMP-9-TIMP-Komplex
beschrieben [Pucci-Minafra et al.: 2001, 419-427]. Ein weiterer Grund konnte
das Vorliegen von MMP-9 in Form von Dimeren sein, die ebenfalls im Activity-
Assay nicht erkannt werden und in der Zymographie von isolierter MMP-9
teilweise als Bande an der Oberkante des Trenngels erkennbar waren
(siehe Abb. 31).

4.6 Ausblick

Weitere Untersuchungen mit MMP-9 mussen klaren, welchen Einfluss eine
Veranderung der variablen Parameter (Temperatur, Druckdauer, wiederholte
Druckapplikation) auf die Aktivitat von MMP-9 hat. Sollte sich eine
HHD-induzierte = Aktiviatssteigerung  bestatigen, kann die  Aktivitat
moglicherweise durch Zugabe von Inhibitoren, wie sie derzeit zahlreich
erforscht werden, reduziert werden [Belotti et al.: 1999, 232-238; John et al.:
2001, 14-23]. Dabei ist es ist wichtig, genaue Kenntnisse uber den Einfluss
von MMP-9 auf die Knochenentwicklung und HomoOostase zu haben, um
Nebenwirkungen von MMP-9-Inhibition bzw. Veranderungen infolge klinischer

Intervention abschatzen zu koénnen.

Auch andere fur den Knochenstoffwechsel relevante Proteasen wie MMP-2
und MMP-13 sowie Cystein-Proteinasen, besonders Kathepsin K, und Serin-
Proteinasen sind mafgeblich an der Regulation des Knochenstoffwechsels
beteiligt [Delaisse et al.: 2000, 223-234; Tumber et al.: 2003, 437-447]. Die
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genannten Enzyme mussen analog zu MMP-9 in Bezug auf Veranderungen
nach HHD-Applikation untersucht werden. Nach Untersuchung der einzelnen
Enzyme ist es sinnvoll, die Auswirkungen von HHD auf das Zusammenspiel

von Stoffwechselenzymen bzw. einzelne Enzymkaskaden zu analysieren.

Notwendig sind auch Untersuchungen uber die Auswirkungen von HHD auf
extrazellulare Matrixproteine wie Kollagen I, Fibronektin und Vitronektin, die fur
die osteoinduktiven Eigenschaften des Knochengewebes bedeutsam sind
[Moursi et al.: 1997, 2187-2196; Salasznyk et al.: 2004, 24-34].

Immunologische Untersuchungen muiussen zeigen, ob Konformations-
anderungen von MMP-9 oder anderen Proteinen zur Veranderung der
Antigenitat fuhren.

Schlie8lich missen in vivo Untersuchungen am Tiermodell zeigen, ob die in
vitro festgestellten Aktivitatsveranderungen, besonders die Aktivitatserhohung
bzw. verstarkte Aktivierbarkeit, bei der Reimplantation von HHD-behandeltem
Knochen relevant sind und maoglicherweise zu osteolytischen Veranderungen
am reimplantierten Knochen und einer Behinderung der Osteointegration

fuhren.
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5. Zusammenfassung

Die Rekonstruktion grofder segmentaler Knochendefekte infolge maligner
Tumoren stellt eine groRe Herausforderung dar. Bisher existieren zwei
Methoden, extrakorporale  Bestrahlung oder  Autoklavierung, zur
Devitalisierung von reseziertem tumorbefallenem Knochengewebe und
anschliefenden orthotopen Reimplantation. Beide Verfahren verschlechtern
massgeblich die biomechanischen und biologischen Eigenschaften des
Knochens. Um eine alternative Methode zu entwickeln, wird derzeit
hydrostatischer Hochdruck (HHD) zur Devitalisierung von Knochentumoren
untersucht. Nachdem  bisher keine negativen  biomechanischen
Veranderungen infolge HHD-Behandlung festgestellt werden konnten, wurden
weiterfihrende Untersuchungen zu biologischen bzw. biochemischen
Auswirkungen von HHD durchgefuhrt.

In der vorliegenden Arbeit wurden erstmalig die Auswirkungen von
hydrostatischem Hochdruck auf die Matrixmetalloproteinase-9 (MMP-9) als
eines der bedeutensten  Knochenstoffwechselenzyme  untersucht.
Entscheidend sind die Beteiligung von MMP-9 an osteolytischen Prozessen
sowie die starke Erhdhung der MMP-9-Konzentration in Knochentumoren. Wie
die Ergebnisse zeigen, gab es signifikante Veranderungen der
MMP-9-Aktivitat nach Behandlung mit HHD. Es wurde gezeigt, dass sich
isolierte und rekombinante MMP-9 teilweise unterschiedlich gegenuber HHD
verhalten und sich die Druckempfindlichkeit von pro-MMP-9 und aktiver
MMP-9 unterscheidet. Eine Konsequenz fur die medizinische Anwendbarkeit
der Hochdrucktechnologie lasst sich daraus noch nicht ausreichend ableiten.
Weitere  Untersuchungen mit MMP-9 und anderen fur den
Knochenstoffwechsel relevanten Proteasen sowie tierexperimentelle in vivo

Beobachtungen sind notwendig.

Zusammengefasst konnte hydrostatischer Hochdruck fur die orthopadische
Chirurgie eine neue viel versprechende Option zur Tumordevitalisierung von
Knochengewebe darstellen, mit dem groRen Vorteil der Behandlung von
menschlichem Gewebe bei Korpertemperatur und der weitgehenden Erhaltung

der biologischen und biomechanischen Eigenschaften.
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Anhang

Ergebnisdaten

Verdunnungsreihe humane MiAP-9 - Activiby Assay

Standardhure
MMP-8 (ng/mi) 2 1 8] 18] 32|
Alxzoribance 1 tl-vest 01 0or?| 0074 00 D.DMI
Absorbance 2 109Wen 01| nprs| ops|  ops| o0pes]
Absorbance 1 Messwer o145 0167] 02| 0434 0gos
Abzoribance 2 Masswer D63 0173 0257 0431 0625
Meszwerd 1 - 10-Wert 1 0024 005 0206 0343 08B09)|
Messwer 2 - 10-Wert 2 0063 00sgl 0477 03 0555
itean Absorbence 0054 0094 0192 0342 0,533)
Mean BAbsorbancess x 1000 535 24| 191 5] 342| 5825
MIP in PES
MAP-2 [nig/mnl] 2 4 d 16 a2 Ed 128 25h
Alxzoribance 1 t-vert 0,1 Qor?| o0E3] 007E| 007 0115 00a) 0074
Absorbance 2 104ven oa0g| opoval opss| opm| opss] opes| opes| oor2
Absorbance 1 Messwer oi3 | 0111 o103] opes| o111] o203[ oae| 0sm
Abserbance 2 Megsswer] o105 opss] otoa| o402 0412s] oi7s| oa7s[  0s4
Messwerd 1 - 10-Werf 1 10,03 0034 0oz 0023 004 D088 0466 0477
Messwert 2 - 10-VWert 2 00031 002 o0 00 01041 0,082 049) 0463
hean Absorbence 0014 0028 0022 0027 0041 0085 0,138 0,473
tean BAbsorbanc e x 1000 14 25 &2 27| 405 B5| 188 4725
MWP in PES/ESA
BAP-2 (ngdmnl]) 2 4 d 16 a2 Bd 128 2ob
Alrzorbance 1 H-vyert 0074 00sg| 0081 0406 00 005 0083 0084
Ab=orpance 2 10-Verl oorzl oapey| 0083 0036) 0074 0059 0075 0083
Absorbance 1 Mezswer opas|  oaz] oa2s| og9s| 0235] o030| oS0 o7es
Absorbance 2 Messwern o107 04123 o01sa| oda7| o023] o0314] ogav| o772
Megswed 1 - 10-Werf 4 D024 00ZF 0044 DQ0E9] 0954] 0256) 0496] 0709
Meszwert 2 - 10-Wert 2 00as] 0036 o075 01m 0433 0245] 0412 05ES
iean &bsorbence 003 0034 005 0095 0147 0251 0415 0E99
Mean AAbsorbancess x 1000f 295 34| 595 95| 146 5| 2505 415 699
kP in Enzgmguﬁer
MMP-3 (ng/m) 2 4 a 6| 34| B4| 128 256
Abeorbance 1 t0-vert 0071 0067 0085 00| 0079 0031 0081 0085
Alzorbance 2 H-yven 007E| 003 0057 0079 0,00 0071 0069 0067
Abzorbance 1 Wegswer ooss] 012l og3al ogss] ozesl ossa| ogee| om?
Abzorbance 2 Wesswer o107 0123 ois2| ogss| o2s2] o33| ogm| 0@z
Messwer 1 - 10-vvert 1 op27| opss| opr2| oi27] o17]  027| o0s8| o7s2
Meszwerd 2 - 10-WWerf 2 10,031 0042 00| 0109] 0981 0,252 0412 0,745
iean &bsorbence 0029 0048 0054 0115 0176 0261 0415 0,749
fean fAbsorbanc eas 3 1000 29] 47 5| 835 11B| 1755] 261| 415) T485




Anhang

WVerdunnungsreihe relkombinante MMF-9 - Activiby Assay

Standardhure

MMP-8 (ng/mi) 2 1 8] 18] 32|

Alxzoribance 1 tl-vest 00sa| 0Q0Ex) 0087 0067 EI.DEQI

Absorbance 2 109Wen 00| o00s1| opsal opse| opss]

Absorbance 1 Messwer opas| 04s3] o0241] og88] 0723

Abzoribance 2 Masswer 0131 0474| DZ06] 0573 0,85

Meszwerd 1 - 10-Wert 1 0,036 005 0184 D402 067

Messwer 2 - 10-Wert 2 1007 onaz| 0247 0594 0782

itean Absorbence 0054 0092 0216 0458 073

Mean BAbsorbancess x 1000} 535] 215| 2165 458| 73

MIMP in PES
MAP-2 [nig/mnl] 2 4 d 16 a2 Ed 128 25h
Aheorpance 1 10-Werl 0)05a|  0psa) o082 006 00 0)06) 0056 0064
Absorbance 2 104ven opsa| opsal oost| opez| opsel oosi| opss| oaoss
Absorbance 1 Messwer oort| opes| ope| o13s| o1es| ozss| oaez| os0s
Abserbance 2 Megsswer] oor4| opsz] oos| o044 ossr] o027 oame| o8
Messasard 1 - 10-Werd 4 Oz 0n2E| 00X| DO0TE| 0437 D208l 0306 0544
Messwert 2 - 10-VWert 2 OME| 002%) 0024 0078l 0428 0209 O03E| 05M
hean Absorbence 0014 0025 0026 0078 0,133 0,209 0,312 0523
tean BAbsorbanc e x 1000 14 245 3] 8| 1325| 2085 2| 5225
MWP in PES/ESA
BAP-2 (ngdmnl]) 2 4 d 16 a2 Bd 128 2ob
Absorbance 1 H-Werd 00ss| 0062 007 0064 0058 0086) 0064 0064
Ab=orpance 2 10-Verl 003 0pez| O084| 0065) 008s| 0059 0081| 0083
Absorbance 1 Mezswer opa4| opss| o0aa7] oam| 0267 04| 0g35] 07w
Absorbance 2 Messwern oora| opss| o013s5| o0z o2es] 0339 ogt4| o7es
Megswed 1 - 10-Werf 4 OOG| 0028 O07T| 0127 0208 0334 05T 077
Meszwert 2 - 10-Wert 2 0G| 0033 00f| 0137 0223 033 0553 0.7
Wean Absorbance 0Me| 003 0074 0132 0296| 0332 0562 0714
Mean GAbsorbancegs x 1000 16 295 74| 132| 21685] 33| 862 T4
kP in EI‘lIEI‘ﬂEUﬁ'EI

MbAP-2 (ng/ml) Z2 4 d 16 a2 Ed 128 Job
Alzorbance 1 H-vert 10061 onsa| 0053 006 005 0066] 0066] 0063
Alzorbance 2 H-yven 0058  0058) 0082 Q06| 00681 0052 0058 0,053
Abzorbance 1 Wegswer oo7s| opss| oast| o@ed]| ozes]  ogE| ogia] 1011
Abzorbance 2 Wesswer oor| opss| o13s| 0232| oss| ofre| o7Tz| 09
ez 1 - 10-Werd 1 O014| 0028 OO0 0303 0303 0554) OF47| 0943
Meszwerd 2 - 10-WWerf 2 ooz 0ozEl 0053 0172 0355 DEIG| 0744 0802
iean Absorbonce 0013 0026| 0095 D188| 0,332] 0585 O.731| 0925
Mean BAbsorbancess x 1000 13 26| 955| 1875 332| S5 75| 925




Anhang

Herstelleranagaben fir MMP-2 ActivibeAssay

MARP-9 (ng/rl) 1] 1 2 4 5 16
Absorbance 1 t0-ert 0098) 0098) 0098 0098) 0088 0098 0098
Elsoeoance 2H0-er 0098 0008) 0083 0098 0088 0088 0098
Anstrzance 1 Wasswerd opas| oa07]  o0a3] oa4s| oz208] oz osvs
Absoriance 2 Masswen 0,098 o1 0,129 0,148 o2 0,524 003
Wezgwar 1 - 10wvert 1 o| opoos| ooz opsr| oaoF| 0218 o477
Wezswer 7 - 10ver 2 o| ogpoz| oo o005 o402 02| 0505
Mzan Ahsarbence 0] 0006 0032 0049 0105 0223 049
Mean sAbzorbancesgs ¥ 1000 1] 55l I 5] 4BE| 145 2225 49
Standardkurve MWMP-9 Activity-Assay

MkAP-2 (ngdml] ] 1 2 4 8| 16 32
Alxzoripance 1 10-ver 0pse| 0057 0086) 0058 0057 0083 0057
Absorance 2 tl-vein 0)05E 0057 0,057 ST 0057 0,053 0057
Abeceibance 1 Megswen ooas| o033z o0117| oa46| 0254 D413] OSSE
Absorbance 2 Wesswer 0,055 o1 012| o0168] 0258 0476 0511
s sarer 1 - 10-yver 1 opa| op38] oos| ogar| oa97| 03| 0539
szt 2 - 10-vvert 2 003 op43] oosal oa11| oass| o4a| o754
Wean Absarbance o003 op4] ops?| op9e] 0198 039 0577
Mean BAbsorbancess x 1000] 295] 398 &7  99] 98| mmes| e7es




Anhang 97
Humane MWF-2 nach HHD - Activite- Assay
1 Mgggggng keine Alﬁil.-ierung Ak’riuierung nach HHD Aklwierung wor HHL)
Druck (WMPa) a] 2000 400 o 200] 400 o 200 400
Abzorbance 1 t0-yier 0088 0072 0403 0075 00852) 0087 0068) 008 00FF
Apsorbance 2 10-vier 005 o00M| 0403 0o73] 608 0074 007 | 0087 0073
Apsorbance 1 Messwen o0132] 0247| 04185 0285 0304 0316 0352 0338 0275
Abzorbance 2 Messwer o432] 0447 0475 0254 0301 0313 0375| 0323 0256
izgsarar 1 - 10-Wverd 1 D0ad| 0075 0057 OM3 022 0229 0083 0233) 0138
ez swrar 2 - 10-Vverd 2 0102) 007TE] 0072 0a81] 0221] 0239 0304 023 0193
Mzan Absorbence oEa| 00755| 00645 0497 0245|0234 0,2835] 02325 04805
Mean BAbsorbancess x 1000] 98| 755| B45] 197] 21 5] 234 2935 232 5] 1905
2. Wlessung keine &Axtivierung Aktivigrung nach HHD | Aktiwvierung vor HHD
Druck (WPa) Of 200 400 of 200 400 0] 200] 400
Alpzorbance 1 H-yer 0or] o407 0072 007 00594) 0DO084)] 0106) 0075 0088
Alpzorbance 2 H-yier 0068 0083 0083 0082 0064) 0078 0072 0063 0,083
Abzorbance 1 Masswer 012 G245] 0,103 AA8| 0183 0495 04188 0433 013
Apsorvance 2 Masswen opae| ome| ooy oas| oaes] ogse| oaes[  014] 0933
Mezzwer 1 - 10-vwert 1 0042|0038 003 011 o0%4| o013 008 0053 0053
Mezzwer 2 - 10-vwert 2 oo2s| 0033 00%| 0098 0424] 0108 0096 0071 005
Izan Absorbence 0035 00355 00285 0104 0405 091585] 0088 00645 00565
Mean sAbzorbancesgs ¥ 1000 35| 3K/5| 295 104 1EEI| 1195 BB| B45| SBS
3. Messung keine Aklivierung Aktivigrung nach HHD | Akiivierung vor HHD
Druck {(%Pa) Of 2000 400 o] 200] 400 of 2000 400
Abscribance 110-vverd oo7l| 0061| 0081 0065 0074 O0EE|  006| 0081| 006
Abgorbance 2 10-yverd Q06 0058 D083 0059) 0058 0082 007 0,06 006
Alpzorbance 1 Mezswerd 0174 06%) 0454] 009 | 0052 04 0208 0452 0472
Abzorbance 2 Masswer 0462 048] 0445] 0088 0208 0087 O0ME[ 0275 0,153
ez sweart 1 - 10-Vert 1 0103 0608 0083 0026 008] 0034 0348 008 0111
Mezzwert 2 - 10-verd 2 oj02] o0 o082 og2a) 005 0035 0J46) 0415 0093
ean Absarbance 04025 009 ops7s| 00375 0034) 00345| 0447 0403 oJ02
Mean éAbsorbancesps » 1000) 1025 298 85| FHh 34| 345 147 103 102
keine Aktivieruny | Aktivienung nach HHD [ Akiigrung vor HHD
Druck (WiPa) 0f  200) 400 ol 200 400 o] 200 400
Apsorpance 1 10-vvern 0055|0057 0057 o0058| 0055 0058 0064 0055 0057
Absorbance 2 10-vver oposz| 0058 008 o0057| 0072 0058|0067 0,083 0056
Absorbance 1 Messwerd 0034| 0085 O08s) 0J64] 04M) 0176 0146] 0427) 0,103
Absorbance 2 Mezswerd 1003 00%) 0053 0157 0468] 0185 0 48 0434 0104
ezzweer 1 - 10-Vverd 1 0036 0028 0027 04058 0415 0418] 0082 0071 0052
ez zweart 2 - 10-Werd 2 0p2af ap32) 0033 04 008] 036) 003 | 00f) 0045
Wzan Absarbence goz2s| 003 003 04025 01155 0432 o0ns| 0071) 00435
Mean fAbsorbancess x 1000 325 30 1025 1155 122 815 71| 485
il n keine Aktivigning Axtiaerung nach HHD | Akfivierung vor HHD |
Druck (MPa) 0] 200] 400 0] 200] 400 0] 200] 400
Abeorbance 1 10-yver 0056 0055 0056 0055 0057) 0036] 0058) 0057 0,075
Apeorpance 2 10-vyen 0psT| 0057 006 0064 0055 0058 0061] 0053 008
Apsorpance 1 Messwen oi24) 0087 o088 o01s58] o0am| 0478| 0135) 0405 0134
Absorbance 2 Messwer opoass) o0 o08s| o467| 0473 0183 043 0015 0115
izgswnar 1 - 10-Wverd 1 0066) 0032 003 004 0914) D13 00TE]  00d43] D049
Messwer 2 - 10-WVerd 2 003t 0033 00X| 04103 0423 0425 0069 0057 0054
zan Absorbence 00995 00325) 0,088 04035] 00185] 0034] 0,0725] 00525 00515
Mean GAbsorbancess x 1000] 495] 325 1035| 1185] 124 725| 525| 515




Anhang 98
Fekombinante MyF-9 nach HHD - Activibe-Assay
1 Mgggggng keine Alﬁil.-ierung Ak’riuierung nach HHD Aklwierung wor HHL
Druck (WMPa) a] 2000 400 o 200] 400 o 200 400
Absorpance 1 H0-Wer 0067 0064) 0085 0058 0064) 0073 0064) 0081 0,064
Apsorbance 2 10-vier 00s9) 0063 008 0068) 0053 0051 0058 0053 0085
Apsorbance 1 Messwen opa4| oaes| o208 oss3] 18] 1207] 0242 oser| ogs
Abzorbance 2 Messwer 007s] 0268 0217 0542 108 1179 02| 0224| 0537
fgss e 1 - 10-yWerd 1 OT 004 0413 D494 1928] 1134 0ATE] 033 DS64
Messwner 2 - 10-yWerd 2 09 0203 0457 0473 10X 108] 04| 0236 0472
Mean Shsorbence OJne| 01535) 0435] 04835[ 1,0735) 1,136 01595 0281 0518
Mean 6Absorbancess x 1000 18| 1535] 135| 483.5| 1074 113B| 15895 281 518
2. Wlessung keine &Axtivierung Aktivigrung nach HHD | Aktiwvierung vor HHD
Druck (WPa) Of 200) 400 of 200 400 0] 200] 400
Absorbance 1 10-WWerd 002 008 0,053 0058 0085 0085 006 0082 0065
Abzorpance 2 H0-WWerd oG4 0061| 0059 0062 0063 0053 0058 0055 0,06
Absorpance 1 Masswen ofEe] 024 | 0,288] 0542 1248 1.206] 02Te| 0482 053
Apsorvance 2 Masswen 00a7] 0215 0483 o0p1]| 17| 1,259 0235 0393 0552
Mezzwer 1 - 10-vwert 1 ooz4] 081 02 o434] 1983 1141 06 04| 0554
Mezzwer 2 - 10-vwert 2 0033 0454 0124 0546) 1454 1196 0176| ©034| 0502
gan Shsarbence O35 DAGTS]  O1E2| 0516 11715] 1 9685] 0198 037| 0533
Mean SAbzorbanceg: » 1000 235 167 5] 162 &16] 1172 1169 196| 370 533
3. Messung keine Aklivierung Aktivigrung nach HHD | Akiivierung vor HHD
Druck {(%Pa) Of 2000 400 o] 2o0] &m0 of 2000 400
Abscribance 110-vverd opss| oos| opsal  oos| opss| opss| opss| ooes| ope
Absorbance 2 0-Werd D066 0058] 0086 0105 0065] 0066 0063 0062 0053
Absorbance 1 Mezswerd sG] 0072 o083 0358) 07e5| 143 054%F] 053] DES4
Absorpance 2 Messwen oara 0,07 0| 04| okeE2| 1083 0432 050 0E2
Mezgwart 1 - 10-verd 1 ooog| 02| 0035 0298) 07| 1072 045 0575 0543
Mezzwert 2 - 10-verd 2 0o04) oMz o4 0386 0617 0537 0368 0547 0553
ean Absarbance 0o06] 00z 00185 0,3435) 057TES| 10345 04115| 0561 OSTS
Mean Absorbancesps » 1000 B 12| 185] 25| 6765 1035 4115 551 T
keine Aktivieruny | Aktivienung nach HHD [ Akiigrung vor HHD
Druck (WiPa) 0  200) 400 0] 200] 400 of 200 400
Apsorpance 1 10-vvern opso| oosa] opsa| opss| opss| opss| opss| opss| opss
Absorbance 2 10-vver oosa) 0059 oos4| 0059 0065 0058 0056|0053 0062
Absorbance 1 Messwer oS 0053 0135 04TE 053 135 0172] 0163 0.2
Absorbance 2 Messwerd O0rd] 012 0418|0446 06SS 10 062 0AEG| 023
ezswnart 1 - 10-vWerd 1 sl 0035 0076 0417 04832 148 0313 013 052
Mazgserar 2 - 10-Werd 2 sl 0053 0054 0387 058 1452 0304 04030 0467
Wzan Absarbence OS] 0044|0085 0402) 0761 1a715] 01085) 0413 01595
Mean &A&bsorbancess x 1000 15 44 B5| 402 781| 1172| 1085 119] 1595
il n keine Aktivigning Axtiaerung nach HHD | Akfivierung vor HHD
Druck (WPa) 0] 200] 400 0] 200] 400 0] 200] 400
Absorbance 1 10-Vyert oge1| opes| oos7| opsa ooss| oposs| opst| ope2]  o0ps
Apeorpance 2 10-vyen 0057|0056 0057 0059) 008 006 008 0,05 0,059
Apsorpance 1 Messwen 0072 0402 0016| 0405) 0944 1,29] o207 0228 0278
Absorbance 2 Messwer oos6) 0414 0123 035 of4a| 1,249 o0492| 0453 0202
gssweart 1 - 10-yWerd 1 D011 0037 0053 D346 0885 1,235 05 0965 0218
Mgsswmer 2 - 10-yWerd 2 09| 0058 0072 02| 0581 1483] 043 ([ 0439 0,143
an &hsorbence 0] D4Ts| 00655 0,3185) 07335] 1,207 04405) 0525 00815
Mean fAbsorbancegs x 1000 101 475| B55| 3185| 7335| 1207| 1405| 1525| 1805
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SchulabschluB
Jun. 1995 Abitur, ev. Gymnasium zum Grauen Kloster, Berlin, Note: 2,0

Wehrdienst
Okt. 1995 — Sep. 1996  Gebirgsjagerbataillon 233, Mittenwald

Studium
Apr. 1997 — Sep. 1999 Medizinische Fakultat der Freien Universitat Berlin

Okt. 1999 — Mai 2003 Medizinische Fakultat der Technischen Universitat Minchen
Gesamtnote der Arztlichen Prifung: gut (2,33)

Praktisches Jahr:

Innere Medizin: Krankenhaus Barmherzige Brider, Minchen
Chirurgie: Klinikum rechts der Isar der TU Minchen
Orthopéadie: Klinikum rechts der Isar der TU Miinchen

Promotion

Seit Apr. 2001 Doktorand in der Experimentellen Forschung der Klinik fir
Orthopadie und Sportorthopadie der TU Minchen,
Univ.-Prof. Dr. R. Gradinger

Arzt im Praktikum
Sep. 2003 — Sep. 2004 Klinik fir Orthopadie und Sportorthopadie, Klinikum rechts der
Isar der TU Minchen, Univ.-Prof. Dr. R. Gradinger

Assistenzarzt
Seit Okt. 2004 Klinik fur Orthopadie und Sportorthopadie, Klinikum rechts der
Isar der TU Minchen, Univ.-Prof. Dr. R. Gradinger
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