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EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

1.1 MORBUS HODGKIN

1.1.1 Geschichte und Inzidenz

Der Morbus Hodgkin (Lymphgranulomatose) zdhlt zu den malignen Lymphomen. Er wurde
erstmals im Jahre 1832 von Thomas Hodgkin beschrieben [1] und 30 Jahre spéter nach ihm
benannt [2]. Hodgkin erkannte, dass es sich bei der von ihm beschriebenen Krankheit nicht
um eine sekundire, entziindungsbedingte Vergroerung der Lymphknoten handelte, sondern
um eine Erkrankung der Lymphknoten selbst [1]. Hiermit wurde die erste maligne Erkran-
kung des lymphatischen Systems beschrieben.

Die Inzidenz des Morbus Hodgkin liegt in Westeuropa und in den USA bei 2-3:100 000 pro
Jahr, wobei Ménner hiufiger betroffen sind als Frauen. In industrialisierten Lindern zeigt die
Alters-/Inzidenzkurve einen zweigipfeligen Verlauf mit einem ersten Gipfel im 3. und einem

zweiten Gipfel im 7. Lebensjahrzehnt [3].

1.1.2 Histologie und Atiologie

Histologisch ist das Bild des Morbus Hodgkin durch mehrkernige Riesenzellen, die Reed-
Sternberg-Zellen, gekennzeichnet, die nach Carl Sternberg [4] und Dorothy Reed benannt
wurden. Die Wissenschaftler erkannten erstmals den Zusammenhang zwischen den Riesen-
zellen und der Hodgkinschen Krankheit. Heute werden die Reed-Sternberg-Zellen als die
eigentliche neoplastische Zellpopulation des Morbus Hodgkin angesehen [5]. Im Hodgkin-
Tumorgewebe machen die Hodgkin-Reed-Sternberg (H-RS) Zellen nur etwa 0,1-1 Prozent
aus. Den Rest des manchmal 50 bis 500 g schweren Lymphknotens bilden CD-4-positive
Lymphozyten, Monozyten, Eosinophile, Fibroblasten und fibrotisches Material [6]. Durch
Sekretion bestimmter Mediatorsubstanzen sammeln die H-RS-Zellen diese sogenannten

,bystander cells* (Nachbarzellen) in ihrer Umgebung an, welche durch zelluldre und humo-
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rale Interaktion das Uberleben und die Proliferation der Tumorzellen erméoglichen [7]. Die
Identifizierung der H-RS-Zellen als monoklonale B-Lymphozyten aus den Keimzentren der
Lymphknoten gelang der Gruppe von Rajewsky, Kiippers und Hansmann im Jahr 1994 [8].

Die Ursachen des Morbus Hodgkin sind bis heute nicht bekannt. Immer wieder wird in die-
sem Zusammenhang eine infektiose bzw. virale Genese diskutiert. Hierfiir sprechen insbeson-
dere die klinischen Zeichen wie Nachtschweil}, Fieber, Gewichtsabnahme, Juckreiz und allge-
meines Krankheitsgefiihl. Als pathomorphologisches Korrelat finden sich reaktive Zellen wie
Lymphozyten, Eosinophile und Monozyten [7]. Das Epstein-Barr-Virus ist immer wieder als
moglicher Ausloser der Krankheit im Gesprich, da sein Virusgenom in 50-70 Prozent der
Tumorzellen der Morbus-Hodgkin-Patienten gefunden werden konnte. Auch dieser Faktor
scheint jedoch nur einer von vielen zu sein, da in Westeuropa bis zum 30. Lebensjahr etwa
95% der Bevolkerung mit dem Epstein-Barr-Virus infiziert sind, es jedoch nur in ca. 60% der

Tumorzellen nachgewiesen werden konnte.

1.1.3 Klassifikation und Therapie

Die WHO-Klassifikation der malignen Lymphome und Leukidmien aus dem Jahr 1999 [9]
trennt die Non-Hodgkin- von den Hodgkin-Lymphomen. Die Hodgkin-Lymphome werden
wiederum in die Untergruppen des klassischen Morbus Hodgkin (95-97% der Fille) und des
lymphozytenreichen, nodulédren Paragranuloms (3-5% der Fille) gegliedert.

Die klassische Form der Hodgkinschen Krankheit kann histologisch das Bild einer nodulédren
Sklerose mit gemischter Zellularitit bzw. lymphozytenarmer Form aufweisen oder in lym-
phozytenreicher klassischer Form vorliegen .

Zur Therapie der klassischen Form wird heute eine stadienabhéngige Chemo-Radio-Therapie
entsprechend den Protokollen der Deutschen Hodgkin-Studiengruppe (DHSG) angewendet
[7]. Mit einer optimalen Behandlung werden ca. 70% der Patienten geheilt, wobei in der prog-
nostisch ungiinstigeren Gruppe der mischzelligen und lymphozytenarmen Formen die Uberle-
bensrate bei 50%, in der prognostisch giinstigeren Gruppe der lymphozytenreichen Form bei

90% liegt.
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1.1.4 Die verwendeten Hodgkin-Zelllinien

Zelllinie L428

Die Zelllinie 1428 gehorte zu den ersten in vitro Kulturen von Hodgkin-Zellen, die im Jahre
1978 von Diehl und Mitarbeitern etabliert werden konnte [10]. Die Zellen wurden aus dem
Pleuraexsudat einer 37jidhrigen weiblichen Patientin im Stadium IVB des Morbus Hodgkin
gewonnen [11]. Die Diagnose eines Morbus Hodgkin mit dem histologischen Subtyp einer
nodulidren Sklerose wurde vorausgehend von 2 Pathologen unabhingig gestellt [12]. Schaad
et al. wiesen in der Zellinie sowohl Hodgkin als auch Reed-Sternberg Zellen nach [12]. In
weiteren Untersuchungen wurde gezeigt, dass L.428 mit dem Genotyp von Vorldufer-B Zellen
kompatibel ist [13]. Sie wird zu den B-Zell-Linien gezihlt, da sie die B-Zell assoziierten CD-
Marker CD19 und CD24 exprimiert [11]. In den Zellen konnte kein EBV-Genom nachgewie-
sen werden, sie tragen jedoch einen EBV-Rezeptor. Nach bisherigen Untersuchungen kann
davon ausgegangen werden, dass die Zelllinie L428 eine reprisentative Hodgkin-Zelllinie in

vitro darstellt [14].

Zelllinie HDLM2

Diese Hodgkin-Zelllinie wurde 1982 aus dem Pleuraexsudat eines 74jdhrigen Patienten mit
noduldrer Sklerose Stadium VI isoliert. Sie besitzt ebenfalls den fiir H-RS-Zellen typischen
Immunophénotyp, was bedeutet, dass sie die Antigene CD15, CD25, CD30, CD71 und HLA-
DR exprimiert. Im Gegensatz zu [428 wird sie den Hodgkin-Zelllinien mit T-Zelleigen-
schaften zugeordnet, da sie positiv auf die T-Zell Marker CD2 und CD4 reagiert [14]. Eine
zusitzliche Untersuchung zeigt keine Killerzell-Aktivitdt [15]. In den Zellen der Zelllinie
HDLM?2 lasst sich mit Hilfe einer RT-PCR kein EBV-Virus nachweisen. Es wurde jedoch
entdeckt, dass die Zellen der Linie HDLM?2 einen hypodiploiden Chromosomensatz mit 36
Chromosomen aufweisen. In Kultur betrédgt ihre Verdopplungszeit ca. 3-5 Tage, die Zellen
der Zelllinie L428 verdoppeln ihre Anzahl in 42-46 Stunden. Auch die Zelllinie HDLM?2 zihlt
nach den Untersuchungen von Drexler [15] zu den Hodgkinzelllinien, die eine Untersuchung
der Erkrankung unter in vitro Bedingungen ermoglichen. Es muss jedoch bedacht werden,
dass sie mit ihrer T-Zell-Zugehorigkeit nicht die Mehrzahl der Hodgkin-Erkrankungen repra-

sentiert, bei denen meist ein B-Zell-Genotyp zu finden ist.
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1.2 MULTIPLES MYELOM

Das Multiple Myelom (Plasmozytom, Morbus Kabhler) ist ein von transformierten Plasmazel-
len ausgehendes Malignom, welches den niedrig malignen B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphomen
zugeordnet wird. Charakteristisch fiir die Erkrankung sind multiple osteolytische Herde, eine

Verdringung der normalen Blutbildung und eine monoklonale Gammopathie.

1.2.1 Geschichte und Inzidenz

Die erste Diagnose eines Multiplen Myeloms als ,,mollities et fragilitas ossium* (weiche und
zerbrechliche Knochen) wurde im Jahre 1845 durch den Arzt Dr. William Maclntyre in Lon-
don gestellt. Bereits ein Jahr spiter nach dem Tod des Patienten verdffentlichte der Chirurg
Mr. John Dalrymple seine Untersuchungen, nach denen die befallenen Knochen auffillige
Zellen enthielten, welche jedoch erst im Jahr 1900 als Plasmazellen identifiziert werden
konnten. Im Jahre 1848 kam es zur Verdffentlichung der Untersuchungsergebnisse des
auffilligen Patientenurins durch Dr. Henry Bence Jones, der eine ,,eigenartige albumindse
Substanz®, sowie Kalziumphosphat und Kalziumoxalotkristalle beschrieb [16]. Diese Ig-
Leichtketten im Urin des Patienten wurden spiter nach ihrem Erstbeschreiben als Bence-
Jones-Proteine bezeichnet.

Die Bezeichnung des Multiplen Myeloms fiihrte Rustizky 1873 ein, um die multiplen Plasma-
zellldsionen im Knochen zu charakterisieren. Es folgte eine weitere, ausfiihrliche Untersu-
chung der Erkrankungen durch Otto Kahler 1889, worauthin das Synonym des Morbus
Kahler eingefiihrt wurde [17].

Die jdhrliche Inzidenz des Multiplen Myeloms liegt bei 3:100000, wobei eine stark steigende
Tendenz im Alter zu beobachten ist (80jdhrige: 30-40:100000) und Minner haufiger als
Frauen betroffen sind [18]. Auffillig sind zudem ethnische und geographische Unterschiede.
So erkranken in Nordamerika Schwarze im Verhiltnis zu Wei3en doppelt so hdufig an einem
Multiplen Myelom. In China liegt die Inzidenz der Erkrankung deutlich niedriger (1:100000)
als in den westlichen Industrielindern. Hier ist das Multiple Myelom heutzutage fiir etwa 1-

2% aller durch Malignome hervorgerufene Todesfille verantwortlich [19].
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1.2.2 Pathologie und Atiologie

Das Multiple Myelom entsteht meist durch die maligne Proliferation eines Plasmazell-Klons,
der in der Regel monoklonale Immunglobuline (meist IgG und IgA) bzw Ig-Leichtketten pro-
duziert. Diese Leichtketten sind in Urin und Blut als sogenannte Bence-Jones Proteine nach-
weisbar. Aus der Produktion monoklonaler Antikorper durch die Tumorzellen resultiert ein
charakteristischer Myelom-Gradient in der Serumelektrophorese. Die Menge des produzierten
Immunglobulins ldsst einen Riickschluss auf die Tumormasse zu und dient als Verlaufspara-
meter der Erkrankung.

Der Tumor und seine Produkte konnen zu unspezifischen Symptomen wie Andmie und
Immundefizienz durch fortschreitende Knochenmarksinfiltration, Nephropathie und Osteo-
pathie fithren. Die Osteopathien manifestieren sich vorwiegend in stammnahen Knochen wie
Becken, Sakrum, Brust- und Lendenwirbelsdule, Rippen und Schidel und zeigen eine ausge-
stanzt wirkende Osteolyse. Folge dieser Knochenlysen sind sowohl pathologische Frakturen
als auch Hyperkalzamiesyndrome bei massiv gesteigerter Osteoklastentitigkeit.

In den meisten Fillen bleibt die Ausbreitung des Multiplen Myeloms auf den Knochenmarks-
raum begrenzt. Kommt es zu einer Manifestation auf3erhalb des Knochenmarks, spricht man
von einem extramedulldren Myelom, dessen Zellen nicht mehr auf ihre spezifische Knochen-
marksumgebung angewiesen sind [18].

Die Atiologie der Erkrankung ist weiterhin ungeklirt. Gesichert ist jedoch ein gehiuftes Auf-
treten der Erkrankung bei strahlenexponierten Personen. Andere Risikofaktoren wie chroni-
sche Infektionen, Chemikalien und Umweltgifte werden diskutiert, lassen sich jedoch nicht

sicher belegen [18].

1.2.3 Klassifikation und Therapie

Die Stadieneinteilung des Multiplen Myeloms erfolgt nach den von Durie und Salmon 1975
festgelegten klinischen Kriterien und erlaubt eine Abschidtzung der Tumorzellmasse. Klini-
sche Parameter dieser Klassifikation in drei Stadien sind die Hohe des Serumkalziums, des
Héamoglobins, die Knochenstruktur, die Paraproteinkonzentration im Serum und das Auftreten

von Bence-Jones-Proteinen im Urin [18].
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Verschiedene Therapieansidtze wie die Behandlung mit Melphalan, die Anwendung einer
hochdosierten Chemotherapie und die Knochenmark- oder Blutstammzelltransplantation
haben die mediane Uberlebensdauer nach der Diagnosestellung zwar auf 19 bis 50 Monate

erhoht, es gibt fiir die Erkrankung jedoch bis heute keine Heilung.

1.2.4 Die Osteolysen beim Multiplen Myelom

1.2.4.1 Der intakte Knochenstoffwechsel

Im physiologischen Knochenstoffwechsel herrscht ein Gleichgewicht zwischen Knochenre-
sorption durch Osteoklasten und Knochenneubildung durch Osteoblasten, wobei der Neubil-
dung immer eine Resorption vorausgeht.

Die beiden Zellarten stammen von unterschiedlichen Vorlduferzellen ab. Die Osteoblasten
differenzieren sich aus undifferenzierten Mesenchymzellen des Knochenmarks iiber den Zwi-
schenschritt eines Prdosteoblasten. Sie sind fiir die Synthese der organischen Bestandteile der
Knochengrundsubstanz wie Kollagen, Proteoglykane und Glykoproteine verantwortlich und
konnen sich in Osteozyten weiterdifferenzieren.

Osteoklasten sind grofe, stark verzweigte, bewegliche Riesenzellen und stammen von der
Monozyten/Makrophagen-Linie des Knochenmarks ab [20, 21]. Sie entwickeln sich zunichst
unter dem Einfluss von M-CSF und RANKL zu unreifen, mehrkernigen Priosteoblasten und
spiter iiber eine Stimulation mit [L-1 und RANKL zu reifen Osteoklasten.

Die Knochenresorption eines Osteoklasten erfolgt 100-150 mal so schnell wie der Neubau des
Knochens durch einen Osteoblasten. Aus diesem Grund ist die Ausgewogenheit der beiden

Komponenten eine zentrale Voraussetzung fiir eine intakte Knochengrundsubstanz.

1.2.4.2 Osteolysen

Die Osteolysen beim Multiplen Myelom sind durch eine zu hohen Osteoklasten-Aktivitit zu
erkldren. Hierdurch ist das physiologische Gleichgewicht zwischen Knochenresorption und —
neubildung zu Gunsten der Resorption verschoben und es kommt zu Osteolyseherden im
Knochen.

Der Osteoklast lysiert den Knochen, indem er Proteasen zum Matrixverdau und Sdure zur

Mineralldsung abgibt. Eine wichtige Protease ist hierbei die Matrix Metalloproteinase 9 (siehe
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1.4). Die Aktivierung der Osteoklasten erfolgt iiber eine Vielzahl von Faktoren (TNF, IL-6,
PTH u.v.a.), die jedoch meist nicht primér auf den Osteoklasten, sondern auf Osteoblasten
und Stromazellen wirken. Diese stimulieren ihrerseits die Osteoklastentitigkeit. Die zentrale
Rolle in der Osteoklastenstimulation durch Orteoblasten und Stromazellen des Knochenmarks
scheinen jedoch das RANK/RANKL/OPG-System (siehe 1.3.2) und die Chemokine MIP-1c
und MIP-1 zu spielen [22]. Die Chemokine werden von Myelomzellen sezerniert [23], geho-
ren zur RANTES-Familie und werden als Aktivatoren von Monozyten angesehen. Des Weite-
ren stimulieren sie die RANKL-Expression durch Stromazellen und férdern somit die erhohte
Knochenresorption durch die Osteoklasten. Zudem induziert MIP-1a eine hohere Differenzie-

rungsrate der Osteoklasten, wodurch es zu einer weiteren Zunahme des Knochenabbaus

kommt [22].

1.2.5 Die verwendeten Myelom-Zelllinien

Zelllinie U266

Die Zellen dieser humanen Myelom-Zelllinie wurden 1968 aus dem Blut eines 53 jdhrigen
Mannes im Terminalenstadium eines Multiplen Myeloms gewonnen. Es handelt sich um IgE-
Lambda-produzierende Zellen, wobei erwihnt sei, dass nur sehr wenige Zelllinien mit einer
monoklonalen IgE-Produktion vorhanden sind. Auch In-vivo ist eine IgE-Produktion beim

Multiplen Myelom nur in einem Prozent der Krankheitsfille nachweisbar.

Zelllinie IM9

Die Zellen der Zelllinie IM9 werden als B-lymphoblastoide Zellen beschrieben und wurden
aus dem Knochenmark einer Frau mit Multiplem Myelom im Jahre 1967 gewonnen. Sie
produzieren IgG und auf ihrer Oberfliche wurden Insulin- und Calcitoninrezeptoren nachge-

wiesen.

Zelllinie RPMI8226

Die Zelllinie RPMI8226 wurde aus dem Blut eines 61jdhrigen Mannes mit Multiplem
Myelom mit IgG Lambda-Typ gewonnen. Die IgG-Expression ist 54% der Patienten nach-
weisbar Untersuchungen zeigten, dass die vorliegenden Myelomzellen ausschlieBlich

Lambda-Leichtketten und keine schweren Ketten produzieren und sezernieren.
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Die ca. 120 etablierten Myelomzelllinien wurden von Drexler und Matsuo im Jahr 2000 [15]
in hinreichend und unzureichend charakterisierte Myelomzelllinien und EBV® B-
lymphoblastoide Zelllinien unterteilt. Hierbei wurden die Zelllinien U266 und RPMI8226 als
reprasentative in vitro Zelllinien des Multiplen Myeloms mit negativem EBV-Nachweis be-
schrieben. Die Zellen der Zelllinie IM9 wurden als B-lymphoblastoide Zellen mit positivem
EBV-Nachweis eingeordnet. Das Myelom ist jedoch im Gegensatz zum M. Hodgkin keine
EBV-assoziierte Erkrankung und es konnte noch keine EBV-DNA in Myelomzellen nachge-
wiesen werden. EBV" B-lymphoblastoide Zelllinien konnen somit nicht als reprisentative
Myelomzelllinien angesehen werden. Sie konnen zwar aus dem Gewebe / Blut eines an MM
erkrankten Patienten gewonnen werden, man kann sie jedoch im Gegensatz zu reprisentativen
Myelomzelllinien genauso aus dem Gewebe eines gesunden Menschen kultivieren [15]. Die
Immunprofile der verschiedenen Zelllinienarten zeigen ebenfalls groBe Unterschiede und
auch in ihrer Kulturmorphologie liegen die MM Zelllinien in Suspension als einzelne Zellen
vor, die B-lymphoblastoiden Zellen bilden hingegen groe Verklumpungen. Aus den
genannten Griinden muss die Zelllinie IM9 unter anderen Gesichtspunkten betrachtet werden

als die Zelllinien U266 und RPMI&226.

1.3 OPSTEOPROTEGERIN (OPG)

1.3.1 Klassifikation und Struktur

Das Protein Osteoprotegerin (OPG) wurde 1997 in Untersuchungen zu TNF-Rezeptor-spezifi-
schen Molekiilen erstmals beschrieben [24]. Die anschlieBenden Versuche mit transgenen
M:usen, welche eine Uberexpression des gefundenen Proteins aufwiesen, zeigten eine Osteo-
petrose der Tiere. Diese Osteopetrose fand ihre Begriindung in einem starken Osteoklastenab-
fall, der durch eine Schliisselfunktion von OPG in der Osteoklastenentwicklung erkléart wer-
den konnte [24]. Der gleiche Faktor wurde, von embryonalen Fibroblasten exprimiert, als
Inhibitor der Osteoklastogenese von Tsuda et al. nahezu zeitgleich entdeckt [25]. Das neu
entdeckte Protein wird heute einheitlich als Osteoprotegerin (OPG) bezeichnet.

OPG wurde in vielen verschiedenen Geweben wie Leber, Herz, Lunge, Niere, Gehirn und
Knochen nachgewiesen [26]. Es scheint auch auflerhalb der Osteoklastenaktivierung eine

Rolle zu spielen, denn es fiihrte bei OPG-Knockout-Mausen neben der starken Osteoporose
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auch zu schweren Verkalkungen der groBen Arterien. OPG wird seit diesen Untersuchungen
auch im Bereich der Arterioskleroseentstehung eine Bedeutung zugesprochen [27].
Betrachtungen der genauen Molekiilstruktur kamen zu dem unter Abbildung 1.1 dargestellten

Aufbau des Proteins.

400
S

| T | I
Signalpeptid Cysteinreiche Doménen DDH-Regionen
1 1 |

Heparin bindende
Region

Abb.1.1: Dominenstruktur von OPG

Das exprimierte Protein besteht nach Abspaltung des 21 AS langen Signalpeptids aus 380 AS.
Es lasst sich in drei verschiedene Doménenbereiche unterteilen, wobei N-terminal 4 cystein-
reiche Dominen und C-terminal eine Heparin-bindende Doméne vorliegen. Mittig befinden
sich zwei ,,Death-Domains*“-homologe Regionen (DDH-Regionen), die bei dem strukturell

sehr dhnlichen TNF-Rezeptor p55 beschrieben wurden [24, 28].

1.3.2 Das OPG, RANK und RANKL-Modell

Nachdem OPG als osteoprotektiver Faktor entdeckt worden war, wurde auch bald der pas-
sende Ligand gefunden, wobei dieser schon unter den Bezeichnungen TRANC und RANKL
als TNF-Ligand bekannt war. RANKL wird in von Osteoblasten exprimiert und bindet iiber
seinen Rezeptor RANK an Osteoklasten und ihre Vorlduferzellen (siehe Abb.1.2 Nr.6). Aus
dieser Ligand-Rezeptor-Interaktion resultiert eine verstirkte Aktivierung und Differenzierung
der Osteoklasten und schlieflich eine vermehrte Knochenresorption [29]. OPG, das unter
anderem von den Stromazellen sezerniert wird (Nr.3), ist in diesem Prozess der direkte
Gegenspieler von RANKL, wodurch es einen protektiven Einfluss auf den Knochen hat [24].
OPG bindet RANKL (Nr.4) und verhindert somit das Zusammentreffen von RANKL und
RANK. Hieraus ist zu ersehen, dass die Osteoklastenaktivitit mageblich durch das Verhilt-
nis von OPG zu RANKL bestimmt wird.
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Myelom-

Stromazellen zellen @
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Abb. 1.2: Modell der Knochendestruktion beim multiplen Myelom.

Das Gleichgewicht OPG/RANKL wird durch die Myelomzellen in erheblichem Maf3e gestort.
Die Tumorzellen haben die Fihigkeit, sowohl die RANKL-Expression in ihrer Umgebung zu
erhohen als auch die OPG-Konzentration zu senken. RANKL wird hierbei nicht nur von den
Myelomzellen selbst vermehrt sezerniert, sondern auch von den Stromazellen des Knochen-
marks verstirkt gebildet (Nr.2) [30, 31]. Fiir die Stimulation der Stromazellen scheint hierbei
ein direkter Zell-Zell-Kontakt zur Myelomzellen erforderlich zu sein (Nr.1). Zunichst wurden
die Zytokine IL-1p, IL-6 und TNF-o als Stimulatoren der RANKL-Expression in den Stro-
mazellen diskutiert. Die Blockierung dieser Faktoren in Kokulturen von Myelom- und Stro-
mazellen zeigte jedoch keine Verminderung der Expressionssteigerung [30]. Die Myelom-
zelle steigert jedoch nicht nur die RANKL-Konzentration, sondern senkt zusitzlich die OPG-
Konzentration, indem OPG an Syndecan, ein Heparansulfatproteoglycan auf der Myelom-
zellmembran, gebunden und inaktiviert wird (Nr. 5).

Uber die beschriebenen Mechanismen kommt es zu einer immer stirkeren Differenzierung
und Aktivierung der Osteoklasten, welche ihrerseits iiber die Abgabe von TGFf, IL-6 und
IGF 1&II das Tumorwachstum vorantreiben (Nr.7). Eine verminderte Aktivierung der
Osteoklasten wiirde damit nicht nur zu einer geringeren Osteolyse, sondern auch zu einer

verlangsamten Zunahme der Tumorzellen fiihren.
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1.4 MATRIX METALLOPROTEINASE 9 (MMP9)

1.4.1 Klassifikation und Struktur

Die erste Matrix Metalloproteinase (MMP) wurde vor iiber 30 Jahren von Gross und Lapiere
in Amphibiengewebe entdeckt [32]. Seitdem sind immer mehr MMPs hinzugekommen, so
dass man heute 26 MMPs unterscheidet. Die MMP-Familie wird in fiinf groe Gruppen
unterteilt: Kollagenasen, Stromelysine, Gelatinasen, Membrantypen (MT MMP) und andere.
Gemeinsam ist allen MMPs, dass sie (1) eine fiir sie spezifische Komponente der Basal-
membran abbauen, (2) bei physiologischem pH aktiv sind, (3) 2 Zn""-Ionen zur Aktivierung
benotigen, (4) durch TIMPs (tissue inhibitors of metalloproteinases) inaktiviert werden und

(5) als Enzymvorstufen freigesetzt und extrazelluldr aktiviert werden [33].

Die Matrix Metalloproteinase 9 ist auf Chromosom 20 lokalisiert und gehort zusammen mit
MMP?2 zur Gruppe der Gelatinasen, wobet MMP9 auch als Gelatinase B bezeichnet wird. Thr
Molekulargewicht betrdgt 92 kDa im latenten und 86 kDa im aktivierten Zustand. In der
extrazelluldiren Matrix lysiert sie Typ IV-, TypV-Kollagen und Gelatin [34]. Die Doméinen-
struktur von MMP9 weist zusitzlich zur zinkbindenden Doméne im katalytischen Zentrum
drei sich wiederholende Typll-Fibronektin-Doménen auf, welche an Kollagen und Gelatin

binden.

Typll | —: bindend « .
Signalsequenz | Propeptid| Katalytische Domine | Fibronektin Zin 1NACNAE | = HamoPexm-
Dominen [ Doméne doméne

Abb.1.3: Doméinenstruktur von MMP9

Eine physiologische Bedeutung hat MMP9 insbesondere in der Embryogenese.
Cytotrophoblasten exprimieren maximale Mengen von MMP9 im Zeitraum der Einnistung
der Blastozyste in den Uterus [35]. In synovialen, menschlichen Fibroblasten wird MMP9
gleichmiBig stark produziert [36], wobei die Expression von MMP9 in Hautgewebe als Reak-
tion auf ein Trauma verstirkt werden kann. Zusitzlich kann die MMP9 Expression auch

durch exogene Stimulation von Zellen gesteigert werden. Menschliche Hautfibroblasten
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produzieren nach Interaktion mit IL-f, TNF-a und TNF-f vermehrt MMP9 [36]. Der Umbau
der ECM durch MMP9 ist somit ein wichtiger Vorgang bei Reparaturvorgingen von Gewe-
ben, genauso jedoch ein wichtiger Schritt im invasiven Wachstum von Tumoren, der Bildung
von Metastasen und der Neovaskularisation.

Die Untersuchungen verschiedener Tumoren lielen eine verstirkte MMP-Produktion erken-
nen [37], die jedoch nach der Auswertung verschiedener Tumorgewebsschnitte insbesondere
auf eine erhohte MMP-Expression der den Tumor umgebenden Stromazellen zuriickzufiihren
ist [38, 39]. Die erhohte MMP-Produktion der Stromazellen scheint ihre Begriindung in einer

Stimulation durch Tumorzellen zu finden.

1.4.2 Metastasierung und Angiogenese

Im Bereich der Tumorausbreitung im Korper spielen die Vorginge der Metastasierung und
der Angiogenese eine zentrale Rolle. Unter Metastasierung versteht man die Ablagerung von
Zellen des Primidrtumors an verschiedenen Stellen der Korpers [40]. Die metastasierende
Zelle muss hierbei sowohl die Ablosung vom Primértumor und den Ein- und Austritt aus
Blut- bzw. Lymphsystem {iiberleben, als auch am Entstehungsort der Metastase eine Angioge-
nese induzieren [40]. Die MMPs ermoglichen den Vorgang der Metatasierung, indem sie
Matrixbarrieren lysieren und die Freisetzung migrationsstimulierender Zytokine fordern.
Beim Multiplen Myelom wurde eine Korrelation zwischen der Hohe der MMP-Expression
und der Schweregerade des Tumorstadiums nachgewiesen, wobei die hochste MMP-Produk-
tion beim extramedulldarem Myelom erreicht wurde [41].

Neben der Metastasierung spielt die Angiogenese eine zentrale Bedeutung in der Tumorpa-
thologie. Das Tumorgewebe ist nur iiberlebensfihig, wenn eine ausreichende Versorgung der
Zellen mit Blut und Nihstoffen gewéhrleistet ist. Somit ist es fiir den Tumor essentiell not-
wendig, die Bildung neuer Gefisystem zu induzieren. Auch in diesem Zusammenhang spie-
len die MMPs und insbesondere MMP9 eine zentrale Rolle. Kroon et al. konnten nachweisen,
dass MMP-defiziente Méuse eine verringerte Angiogenese in der Embryonal- und der Tumor-

entwicklung aufweisen [42].
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1.4.3 MMP9 als Knochenlysator

MMP9 hat nicht nur im Bereich der Tumorausbreitung zentrale Funktionen, sondern ist auch
an der, insbesondere beim Multiplen Myelom bedeutsamen, Osteolyse beteiligt. Lange Zeit
wurden die MMPs hierbei als wichtigste osteolytische Komponente angesehen, bis durch die
Entdeckung des OPG/RANKL-Systems ihre Bedeutung in den Hintergrund trat. Trotzdem ist
insbesondere MMP9 an vielen Prozessen der Osteolyse beteiligt. Die Rekrutierung der
Osteoklasten wird von TGF-f gefordert, welcher wiederum zuvor durch MMP9 aktiviert
werden muss [43]. Im ndchsten Schritt miissen die reifen Osteoklasten im Knochen wandern,
um an Resorptionsstellen zu gelangen. Diesen Weg legen sie mit Hilfe von MMP9 zuriick,
welches die umgebende Matrix lysiert [44]. Am abschlieBenden Prozess der Knochenresorp-
tion ist MMP9 (wie unter 1.2.4.2 beschrieben) ebenfalls ma3geblich beteiligt, indem es neben

Kathepsin K und Siure von den Osteoklasten sezerniert wird.
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1.5 FRAGESTELLUNG

Da in den letzten Jahren viele biochemische Aspekte der Osteolysen beim Multiplen Myelom
in Grundziigen verstanden wurden, ist es sicherlich von Interesse, die Interaktionen zwischen
Knochen-, Myelomzellen und mesenchymalen Zellen genauer zu verstehen. In dieser Arbeit
sollte der Frage nachgegangen werden, ob und inwieweit Stromazellen auch ohne direkte
Zellinteraktin zu Myelomzellen die osteolytischen Eigenschaften der Krankheit fordern.

Des Weiteren sollte der Einfluss von Zelllinien des M. Hodgkin als nicht osteolytisch wirken-
des Malignom auf die OPG-Expression der Stromazellen und die Rolle von MMP9 in der
Angiogenese des M. Hodgkin genauer betrachtet werden. Konkret wurden folgende Frage-

stellungen untersucht:

1. Léasst sich mittels einer humoralen Stimulation mesenchymaler Stammzellen und
Fibroblasten durch verschiedenen Lymphomzelllinien (U266, IM9, RPMI8226, 1.428,
HDLM?2) eine Expressionsverdnderung von MMP9 und OPG erreichen?

2. Werden durch eine verminderte OPG-Expression der mesenchymalen Zellen nach
Stimulation durch Myelomzelllinien die osteolytischen Prozesse beim Multiplen

Myelom beschleunigt?

3. Inwieweit hat MMPY einen osteolytischen Einfluss in der Pathologie des Multiplen

Myeloms?

4. Welche Rolle spielt das durch mesenchymaler Zellen exprimierte MMP9 als
Angionesefaktor bei der Hodgkinschen Erkrankung?
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 MATERIAL, LOSUNGEN UND PUFFER

Zellkultur

Material zum sterilen Filtern der Medien:

sterile 20 ml Einmalspritzen (Braun)
sterile Einmalkaniilen, pyrogenfrei (1ner-Kaniilen, Braun)
sterile 0,22 um Filter , Millex-Gs (Millipore, France)

sterile Falcon — Tubes

Medium fiir Fibroblasten und die Zelllinien U266, IM9, RPMI18226, . 428, HDIL.M?2
DMEM low glucose (1 x) 500 ml (PAA Laboratories GmbH, Linz, Austria)

10% (50 ml) FKS (PAA Laboratories GmbH)

0,8% Penicillin und Streptomycin (PAA Laboratories GmbH)

PBS Dulbecco's (Gipco, U.K.)

Serumarmes Medium fiir mesenchymale Stammzellen (Ansatz von 500 ml)
300 ml (60%) DMEM low glucose - Medium

200 ml (40%) MCDB-201 (Sigma)

5 ml ITS + BSA - Linoleitic acid

1 nM Dexamethasone

100 uM Ascorbic acid a - phosphate

100 pl Penicillin + 1000 pl Streptomycin

ergianzt mit 10 ng/ml EGF und 10ng/ml PDGF-AB/BB
10 ml (2 %) FKS

RNA-Extraktion

sterile Insulinspritzen (1 ml)
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B-Mercaptoethanol

Ethanol (70%), angesetzt mit Rnase freiem H,O

1,5 ml EppendorfgefiBie (2-fach autoklaviert)
Rneasy Mini Kid 50 (Qiagen, Hilden, Deutschland)

DNA-Verdau: DNase I, RNase-free (Roche, Mannheim, Deutschland)

Spectrophotometrische Messung der RNA-Konzentration

Ultrospec 3000; UV/Visible Spectrophotometer; Pharmacia Biotech, Cambridge, England

Quarzkiivette

Reverse Transkriptase (RNA = ¢cDNA)

First Strand cDNA Synthesis Kid for RT-PCR (AMV), (Roche)

Es wurde der Random Primer aus dem genannten Kit verwendet.

Quantitative PCR, Light Cycler

Herolab UV-Arbeitshaube (Bestrahlungsdauer: 15 min)

Kiihlblock (LC Centrifuge Adapters, Roche, Mannheim, Germany)
Light Cycler instrument (Roche)

Light Cycler Software (Version 5.32)

LightCycler Capillaries (Roche)

LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green I (Roche)
Steriles Wasser (2-fach autoklaviert)
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Primer

Glycerinaldehydphosphatdehydrogenase

GAPDH Oligonukleotid — Sequenz (5°-3")
Forward-Primer GGC TCT CCA GAA CAT CAT CCC TGC
Backward-Primer GGG TGT CGC TGT TGA AGT CAG AGG

Matrix-Metalloproteinase 9

MMP 9 Oligonukleotid — Sequenz (5°-3%)

Forward-Primer TTG ACA GCG ACA AGA AGT GG

Backward-Primer GCC ATT CAC GTC GTC CTT AT
Osteoprotegerin

OoPG Oligonukleotid — Sequenz (5°-3")

Forward-Primer GCT AAC CTC ACCTTC GAG

Backward-Primer TGA TTG GAC CTG GTT ACC

Die Oligonukleotid-Primer sind hergestellt durch MW G-Biotech, Ebelsberg, Deutschland

Agarosegelelektrophorese

1) Elektrophoreselaufpuffer: 1 x TBE-Puffer mit 0,15 pg/ml Ethidiumbromid

1 x TBE-Puffer: 1:10 Verdiinnung mit A.dest aus 10 x TBE-Puffer
10 x TBE-Puffer: 900 mM TRIS (Merck)

900 mM Borsaure (Merck)

10 mM EDTA (pH 8,0)

auf 1000 ml mit A.dest. auffiilllen = auf pH 8,3 einstellen

Ethidiumbromid: Stamml6sung (1 mg/ml)
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II) Elektrophoresegel:
Seakern LE-Agarose (Biozym, Oldendorf)
1 x TBE

150 pl/1 Ethidiumbromidstammldsung

Elektrophoresekammern (Blue Marine 100 von Serva, Heidelberg, 10 cm x 7 cm)

II) Loading-Puffer:
0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylencyanol FF
15% Ficoll

IV ) Lingenstandard :
100 bp DNA Ladder (Invitrogen, Germany)

Es werden 15 Banden sichtbar, die die Fragmentlingen 100 — 1500 Basenpaare kennzeichnen.
Jeder Abstand zwischen den Banden beinhaltet einen Langenunterschied von 100 Basenpaa-
ren. Bei einer Fragmentlinge von 2072 Basenpaaren wird eine zusitzliche 16. Bande darge-

stellt.

Verfahren der Sterilisation

Es wurden folgende Materialien im Autoklaven sterilisiert :
1,5 ml Eppendorfgefiie, 2-fach

Destilliertes Wasser (A.dest.), 2-fach

Angewandte Bedingungen: 30 min, 121°C bei 1 bar Uberdruck

2.2 ZELLKULTUR

Die Anziichtung der Zelllinien U266, HDLM2, RPMI-8226, IM9 und L426 erfolgte in
DMEM-Medium ( siehe 2.1.1), wobei die Zellkultur in einem Heraeus-Brutschrank bei 37°C
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mit 5% CO, inkubiert wurde. In einer Konzentration von 5 x 10° /ml wurden die Zellen fiir 24
h in frisches Medium {iiberfiihrt. Sollte das Medium zur Stimulation von Fibroblasten ver-
wendet werden, wurde hierfiir ebenfalls DMEM-Medium eingesetzt. Die Stammzell-versuche
wurden entsprechend, sowohl in der Anziichtung als auch in der Stimulation, mit Stammzell-

medium durchgefiihrt.

2.2.1 Isolierung der Fibroblasten

Die verwendeten Fibroblasten wurden aus menschlichen Hautbiopsien unter moglichst steri-

len Bedingungen gewonnen.

Arbeitsprotokoll zur Isolierung der Fibroblasten

1. Das Hautstiick ( GroBe ca. 0,5 x 0,5 cm ) wird zunichst in serumfreiem DMEM-
Medium zur Préiparation aufgenommen.

2. In einem separaten Gefdl wird eine Mischung aus Kollagenase III und serumfreiem
Medium in einem Verhiltnis 1:200 hergestellt. Diese wird in eine Spritze aufgezogen.

3. Nun legt man das Hautstiick in eine Petrischale, fixiert es mit einer anatomischen Pin-
zette und gibt durch einen 0,2-er Filter 3-4 Tropfen des Kollagenase III-Gemisches
darauf.

4. Anschlieend wird das Hautstiick mit einem Einmalskalpell zerkleinert, bis es eine
breiartige Konsistenz aufweist. Wahrenddessen werden einzelne Tropfen des oben ge-
nannten Gemisches zugegeben.

5. Diese Masse wird nun in eine 10 ml Spritze aufgesaugt und die Petrischale mit dem
restlichen Gemisch gespiilt, das ebenfalls in die Spritze aufgezogen wird.

6. Im Anschluss wird der Spritzeninhalt in eine T25 Flasche gegeben und in dieser 3-5 h
inkubiert (Bedingungen 37°C, 5% CO,).

7. Nach der Inkubation wird der Flascheninhalt in ein Falcontube iiberfiihrt, das mit
serumhaltigem Medium (DMEM-Medium + 10% FKS) bis zu einem Volumen von 30
ml aufgefiillt wird. Das Serum inhibiert nun die Kollagenase.

8. Es folgen zwei Waschschritte, bei denen jeweils 8 min bei 800 U/min zentrifugiert,
das tiberschiissige Medium abgesaugt und die Zellen in neuem Medium resuspendiert

werden.
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9. Im letzten Schritt werden die Zellen in 5 ml serumhaltigem Medium mit Zusatz von
Penicillin/Streptomycin gelost und in einer T25 Zellkulturflasche fiir 2-3 Tage inku-
biert.

2.2.2 Isolierung der mesenchymalen Stammzellen

Die mesenchymalen Stammzellen wurden adultem Knochenaspirat beziehungsweise adulter

Knochenspongiosa entnommen und in serumarmem Medium isoliert und angeziichtet.

Arbeitsprotokoll (Isolierung der Stammzellen aus Aspirat)

1. Aspirat wird in ein Falcontube gegeben und bis auf ein Volumen von 15 ml mit Me-
dium aufgefiillt.

2. Vortexen.

3. Zentrifugation (10 min bei 1200 U/min) und Uberstand abnehmen.

4. Zellsediment in 10 ml Medium resuspendieren und in eine T 75 Zellkulturflasche
tiberfiihren.

5. Uber Nacht bei 37 °C, 5% CO, und 20% O, kultivieren.

6. Nach 24 h muss der erste Mediumwechsel erfolgen.

Arbeitsprotokoll (Isolierung der Stammzellen aus Spongiosa)

1. Das Knochenmark wird in 5 ml Medium gegeben und kurz gevortext.

2. Mit einer Spritze wird das Medium aufgesaugt und das Knochenmark hiermit mehr-
mals gut durchspiilt.

3. Medium erneut in einer Spritze aufnehmen und in eine Falcontube iiberfiihren.

4. Die ersten drei Schritte werden so lange wiederholt, bis alle Blutbestandteile vom
Knochen entfernt sind und dieser wei} erscheint.

5. Das Falcontube bei 1200 U/min zentrifugieren und den Uberstand abnehmen.

6. Das Zellsediment in 10 ml Medium resuspendieren und in eine T75-Zellkulturflasche
iberfiihren.

7. Entsprechend dem vorangegangenen Protokoll kultivieren. Nach 24 h sollte der erste

Mediumwechsel erfolgen.
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2.2.3 Behandlung und Stimulation von Fibroblasten und Stammzellen

1. Herstellung des Stimulationsmediums

Medium verbleibt
24h auf den
verschiedenen
Zelllinien

Abb.2.1: Stimulationsmedium

' Filtration des '
Mediums

Lagerung
des
Mediums
bei -20°C

Zunichst erfolgte die Herstellung zehn verschiedener Stimulationsmedien, indem jeweils

DMEM-Medium mit einer der Zelllinien (U266, IM9, RPMI8226, 1.428 und HDLM 2) fiir 24

h inkubiert wurde. Die gleichen Behandlungen wurden an serumarmem Stammzellmedium

vorgenommen.

Nach 24-stiindiger Inkubation folgte die Zentrifugation des Medium-Zellgemisches, die die

Zellen vom Medium trennen sollte. Der Mediumiiberstand wurde mit einer Spritze abgenom-

men und anschlieBend durch einen 0,22 pum Filter steril filtriert, um restliche Zellen oder

Zellbestandteile zu entfernen. Die Lagerung der Stimulationsmedien erfolgte bei —20 °C.

2. Vorbereitung der Zellen auf die Stimulation

Fibroblasten / Stammzellen
in T75-Flasche

Passage in 3 T25-Flaschen

v

T S S

Abb.2.2: Zellvorbereitung

Wachstumsphase
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Nach der Anziichtung der Fibroblasten / Stammzellen in einer T75 Zellkulturflasche, wurden
diese in 3 T25 Zellkulturflaschen passagiert. Es folgte eine Kultivierung, bis die Zellen kon-
fluent waren. Die Stimulation wurde eingeleitet, nachdem in jeder Flasche eine Zahl von un-
gefahr 10° Zellen (Fibroblastenversuche) beziehungsweise 10* (Stammzellversuche) mit Hilfe

einer Neugebauer Zdhlkammer bestimmt worden war.

3. Stimulation der Zellen

Zugabe von Zugabe des
unbehan.deltem Stimulationsmediums
Medium

! YN
! ! !

Stimulationsdauer Stimulationsdauer Stimulationsdauer
Oh 4h 24 h

Abb.2.3: Stimulation

Nachdem die erforderliche Zellzahl vorhanden war, erfolgte zunichst ein Waschschritt mit
PBS-Losung, um Mediumriickstinde an den Zellen zu beseitigen. Im néichsten Schritt wurden
in zwei der drei T25 Zellkulturflaschen je 5 ml Stimulationsmedium gegeben. Die Zellen in
der dritten Kulturflasche erhielten 5 ml unbehandeltes Medium.

Nach 4 h wurde die RNA-Extraktion der ersten, stimulierten Zellen durchgefiihrt, nach 24 h
die der beiden iibrigen Zellkulturen. Auf diesem Wege erhielt man die RNA unbehandelter
Zellen sowie die RNA 4-stiindig bzw. 24-stiindig behandelter Zellen.
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2.3 RNA - EXTRAKTION

2.3.1 Methodik

Bei jeder Extraktion werden maximal 3 konfluente T25 — Zellkulturflaschen extrahiert. Die
Zellzahl pro Flasche betrigt ungefihr 10° Fibroblasten bzw. 10* mesenchymale Stammzellen.
Die Extraktion der RNA erfolgt unter Nutzung des Rneasy Mini Kit 50 der Firma Qiagen
nach Angaben des Herstellers.

Zunichst wird das Medium aus den Zellkulturflaschen unter der Lamina abgesaugt. Das
Zellmaterial wird im ersten Schritt durch einen Puffer lysiert. Dieser stark denaturierende,
Guanidinisothiocyanat (GITC) enthaltende Puffer, inaktiviert die vorhandenen RNasen, so
dass die Isolierung einer intakten RNA gewihrleistet ist. Die Zentrifugation der Probe durch
den Schredder lysiert die noch verbliebenen intakten Zellen. Durch Zugabe von Ethanol wer-
den optimale Bindungseigenschaften hergestellt, bevor die Probe auf die Rneasy Mini-Séule
aufgetragen wird. Die gesamte RNA bindet im néchsten Zentrifugationsvorgang an die
Silicagel-Membran, die eine Bindung bis zu 100 pg RNA erméglicht. Die iibrigen Substanzen
werden ausgewaschen. Im letzten Schritt wird die RNA mit 40 pl Rnase freiem Wasser aus
der Silicagel-Membran ausgewaschen.

Mit Hilfe dieses Verfahrens werden RNA-Molekiile bis zu einer Liange von 200 Nukleotiden

isoliert, wodurch es zu einer Anreicherung der mRNA kommt.

2.3.2 Arbeitsprotokoll

1. Vorbereitung: Pro Kulturflasche benotigt man 600 pl einer Mischung aus RLT-Puffer
und B-Mercaptoethanol; hierbei wird der vorgegebenen Menge RLT-Puffer 1 % [3-
Mercaptoethanol zugegeben.

2. Es werden 600 pl des Gemisches durch Schwenken der Kulturflasche iiber den Zellen

verteilt, bis der ganze Boden bedeckt ist. AnschlieBend wird die Flasche schrig auf-
gestellt, wodurch sich die abgelosten Zellen im unteren Teil der Kulturflasche

ansammeln.
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10.

11

12.

13.

. Die Sdulen werden nun in 2 x autoklavierte Eppendorf-

Die Zellmasse wird mit Hilfe einer 1 ml Insulinspritze

. . Zellgemisch
auf einen Shredder (Kit) gegeben. wird auf den
Zentrifugieren des Shredders (2 min bei 14.000 U/min) Shredder

gegeben

= Die restlichen intakten Zellen werden lysiert und die
RNA befindet sich im Auffanggefal.
600 pl Ethanol (70 %) zugeben und mischen.

600 ul dieser Mischug auf die Saule (Kit) geben und

diese 15 s bei 10.000 U/min zentrifugieren Zugabe von

= Die RNA bindet an die Silicagel-Membran der Ethanol

Séaule, so dass die Fliissigkeit im Auffanggefal3

entsorgt werden kann.

Der 6. Schritt wird mit dem restlichen Material wie-

derholt. —

Auf die Sdule werden anschliefend 700 ul RW 1 RNA —

Puffer (Kit ) pipettiert und 15 s bei 10.000 U/min Bindung

zentrifugiert. Das Filtrat wird verworfen.

Im weiteren Verlauf werden 500 pl RPE Puffer auf die

Saule geben, 15 s bei 10.000 U/min zentrifugiert und

das Filtrat erneut verworfen. Wasch-
schritte

Wiederholung des 8. Schrittes.

Die Proben 2 min bei 16.000 U/min zentrifugieren.

gefile (1,5 ml) gestellt.

Mittig auf die Sdule werden 40 pl H,O ( RNase frei, Elution

Kit) aufpipettiert und im Anschluss 1 min bei 10.000

U/min zentrifugiert. Die RNA befindet sich jetzt im Die RNA -
findet sich
Filtrat. Filtra

Um eine hohere RNA-Ausbeute zu erhalten, gibt man
das Filtrat erneut mittig auf die Sdule und wiederholt

die Zentrifugation.
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2.3.3 DNase-Verdau

RNase free DNase ( Roche )
In jedes Eppendorfgefall werden 2 pl der oben genannten DNase gegeben.
Zum DNase-Verdau werden die Proben 1 h bei 37 °C inkubiert.

24 PHOTOMETRISCHE BESTIMMUNG DER RNA-
KONZENTRATION

2.4.1 Methodik

Nach Extraktion der RNA und anschlieBendem DNase Verdau wird eine Konzentrations-
bestimmung am Spektrophotometer vorgenommen.

Uber den Absorptionsmodus misst das Instrument die Transmission der Probe (bei 260 nm
Wellenldnge) in Relation zur Transmission der Bezugsprobe. Hierbei dient der Nullwert bei
reinem, RNase freiem Wasser als Bezugsprobe. Die Probe besteht aus 100 x verdiinntem
RNA-Extrakt.

Die Berechnung erfolgt unter Beriicksichtigung des Logarithmus des Probenemissionsgrades
(Transmittance) nach dem Lambert-Beer schen Gesetz (Absorption A = log 100 / T). Das
Verhiltnis zwischen Konzentration der Probe und ihrer Absorption ist hierbei linear.

Zur Kontrolle der ersten Messung wird eine erneute Messung mit einer 50 x Verdiinnung des
Extraktes durchgefiihrt. Verdoppelt sich die Absorption in dieser Verdiinnung, kann man von
einer sauberen Messung ausgehen. Mit Hilfe der unten angegebenen Formeln wird zusitzlich

die Reinheit der Probe in Bezug auf Protein- und Salzverunreinigungen iiberpriift.

2.4.2 Arbeitsprototkoll

Die Konzentration und die Reinheit des RNA Extraktes werden iiber folgende Formeln

errechnet:

E»60 OD = 1 entspricht 40 pg/ml ss RNA
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E
—2%0 > 2 3 = keine Salze
230

E ) .
—2%0 >1,8 = kein Protein
280

Anhand der ersten Umrechnungen wird die Menge des RNA-Extraktes berechnet, in der sich

1 ug RNA befindet. Dieses Volumen wird in jede Reverse Transkriptase Reaktion eingesetzt.

2.5 REVERSE TRANSKRIPTASE

2.5.1 Methodik

Die Reverse Transkriptase mit anschlieBender PCR ist die sensitivste Methode, den
Expressionsgrad eines Transkriptes zu bestimmen. Der Vorgang beinhaltet die Umschreibung
von mRNA in cDNA und wird durch das Enzym der Reversen Transkriptase ermoglicht. In
diesem Fall wurde die Erststrang-cDNA-Synthesereaktion mit der Reversen Transkriptase des
Avian Myeloblastosis Virus (Goodmann + Mac Donald 1979), einem RNA enthaltenden
Retrovirus durchgefiihrt. Uber die Anlagerung von Random-Primern an die RNA wird unspe-
zifische cDNA synthetisiert, die jedoch in ihrer Gesamtheit die Sequenzen der gesamten RNA
widerspiegelt. Erst in der anschlieBenden PCR (siehe 2.6) erfolgt die Anlagerung, der fiir den
gesuchten Genabschnitt spezifischen Primer an die einzelstringige cDNA. Dieses System hat
den Vorteil, die vorliegende cDNA mit entsprechenden Primern zum Nachweis verschiedener
Gene verwenden zu konnen.

Die Reverse Transkription wurde 1 h bei einer Temperatur von 42 °C durchgefiihrt. Im

Anschluss wurde die Reverse Transkriptase durch Erhitzen auf 99 °C fiir 5 min inaktiviert.
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2.5.2 Arbeitsprotokoll

Reagenz Volumen/ End-

Probe konzentration
- 10 x Reaction Buffer 2 1x
- 25 mM MgCl, 4 ul 5 mM
- Deoxynukleotide Mix 2 ul 1 mM
- Random-Primer 2 ul 0,08 Azgp units ( 3,2 pug)
- Rnase Inhibitor Il 50 units
- AMV-Reverse Transkriptase 0,8 ul > 20 units
- RNA-Probe -- 1 ug RNA
- Steriles H,O variabel --

20 ul

Tab.2.1: Ansatz der Reversen Transkriptase

Die Proben werden kurz gevortext, herunterzentrifugiert und wie folgt inkubiert.

10 min bei 25 °C
60 min bei 42 °C
5 min bei 99 °C
Sminbei 4 °C

Die cDNA wurde bei einer Temperatur von —20 °C, die restliche RNA bei einer Temperatur

von —80 °C gelagert.
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2.6 REAL TIME PCR MIT DER LIGHT CYCLER-TECHNIK

2.6.1 Methodik

Die PCR ist eine enzymatische Methode zur Amplifikation spezifischer DNA-Abschnitte. An
diese DNA-Abschnitte lagern sich synthetisch hergestellte Oligonukleotidprimer an, deren
Sequenzen zu den beiden Enden der DNA-Zielsequenz komplementidr sind. Es folgt eine
enzymatische Verldngerung durch eine Polymerase (Taq-Polymerase), bei der die DNA-
Stringe als Matrize dienen. Die PCR durchliduft 40-50 Replikationszyklen, durch die die
zunichst nur in geringsten Mengen vorhandene Zielsequenz exponentiell vermehrt wird.

Zunichst bewirkt eine Temperaturerhohung auf iiber 90 °C die Denaturierung des DNA-
Doppelstranges in seine Einzelstringe. Dieser Vorgang der Denaturierung beschreibt den
ersten Schritt eines PCR-Zyklusses. Im folgenden Schritt (Annealing) kommt es zu einer
Abkiihlung auf 50-55 °C, durch die erneut Primer an die Einzelstringe binden konnen. Hier-
bei weist jeder Primer eine optimale Annealingtemperatur auf, die zur Effizienzerhohung der
PCR gewihlt werden sollte. Die Extension schliet jeden Zyklus ab. Hierbei repliziert die
Taq-Polymerase , deren Temperaturoptimum bei 72 °C liegt die Einzelstrang-DNA. Auf diese
Weise resultiert aus jedem PCR-Zyklus eine Verdopplung und somit eine exponentielle Ver-

vielfiltigung der Zielsequenz.

Im Unterschied zur herkommlichen PCR, bei der erst nach Beendigung aller Zyklen iiber eine
Gelelektrophorese das PCR-Produkt gemessen wird, misst der Light Cycler bei der Real-Time
PCR nach jedem Zyklus den DNA-Gehalt der Proben. Die Light Cycler Technik erlaubt somit
eine quantitative Messung wihrend der PCR. Dieses System ldsst einen Riickschluss auf die
Ausgangskonzentrationen spezifischer Gene zu, wodurch eine Aussage iiber verdnderte
Expressionsstirken eines Gens nach verschiedenen Behandlungen getroffen werden kann. Zur
Normierung der Werte dient hierbei ein Housekeeping-Gen, dass durch seinen konstanten
Expressionsgrad eine Aussage iiber die tatsdachlichen Expressionsverdnderungen des unter-
suchten Gens zuldsst. Es unterliegt somit keinen durch verschiedene Stimulationen ausgelos-
ten Expressionsschwankungen.

Die Messung erfolgt mit Hilfe des Cyaninfluoreszenzstoffes SYBR-Green. Dieser hat die
Eigenschaft, unspezifisch in die Doppelstrang-DNA zu interkalieren. Bei fortgeschrittener

PCR-Reaktion steigt somit das Fluoreszenzsignal an. Die Fluoreszenzmessung erlaubt eine
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graphische Darstellung der Zunahme des PCR-Produktes, die nach einem exponentiellen
Wachstum in eine Plateauphase iibergeht und so den Verlauf einer Séttigungskurve
beschreibt.

Uber eine Standardgerade, die zuvor iiber eine Verdiinnungsreihe festgelegt wurde, kann nun
eine Aussage iiber die Quantitit des spezifischen Produktes gemacht werden. Ungenauigkei-
ten, die bei der Reversen Transkriptase oder der RNA-Extraktion aufgetreten sein konnten,
werden ebenfalls durch die Normierung der Proben mit einem Housekeeping-Gen beseitigt.
Bei dieser Arbeit wurde hierzu das Gen der Glycerinaldehydphosphat-dehydrogenase
(GAPDH) verwendet.

Schmelzkurve

Da bei der Verwendung von SYBR-Green die Spezifitit hinsichtlich des zu untersuchenden
Templates fehlt, verursachen auch Primer-Dimere oder Nebenprodukte, in die der Fluores-
zenzstoff ebenfalls interkaliert, einen Fluoreszenzanstieg. Eine Differenzierung zwischen spe-
zifischem Produkt und Nebenprodukten kann erst durch die Schmelz-kurvenanalyse im An-
schluss an die PCR erfolgen. Hierbei werden die PCR-Produkte kontinuierlich iiber einen
bestimmten Temperaturbereich aufgeheizt, bis sie an ihrem spezifischen Schmelzpunkt
denaturieren und somit nur noch als Einzelstrang vorliegen. Wéhrend der steten Temperatur-
erhohung wird die Fluoreszenz der Proben gemessen, so dass die mit der Denaturierung ver-
bundene Fluoreszenzabnahme aufgezeichnet wird. Durch die unterschiedlichen Schmelz-
punkte der einzelnen Fragmente kann das spezifische Produkt von den iibrigen unterschieden

werden.

2.6.2 Arbeitsprotokoll

Die Vorbereitung der PCR geschah an einem separaten Arbeitsplatz, um Kontaminationen zu
vermeiden. Die Arbeitsmaterialien wurden 15 Minuten lang mit UV-Licht bestrahlt. Die
Erstellung des Mastermixes erfolgte in einem sterilen Eppendorfgefdl mit Ausnahme der
cDNA aus den angegebenen Komponenten (Tab.2 und 3). Von diesem wurden jeweils 18 ul
mit 2 ul cDNA in jede Kapillare gegeben, so dass das Endvolumen jeder Probe 20 pl betrug.
Sowohl der Mastermix als auch die Kapillaren standen wihrend des Pipettierens in einem
Kiihlblock, um verfrithte Reaktionen zu unterbinden.

Nach Zentrifugation der Kapillaren (1 min bei 3000 U/min) wurden diese in den Light Cycler

gestellt und das Programm ( siehe Tab.4-7) gestartet.
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PCR-Ansatz fiir den Nachweis von MMP 9
Reagenz Volumen/Probe Endkonzentration
Syber Green 2 --
Magnesium (25 mM/ pl) 1,6 ul 3mM
Primer Forward (1 pM/pl) | T 0,5 UM
Primer Backward (1 pM/pul) 1 w 0,5 uM
cDNA 2w --
H,0 (steril ) variabel --

20wl
PCR-Ansatz fiir den Nachweis von OPG
Reagenz Volumen/Probe Endkonzentration
Syber Green 2 --
Magnesium (25 mM/ pl) 24 ul 4 mM
Primer Forward (1 pM/ul) 1 w 0,5 uM
Primer Backward (1 pM/pl) | T 0,5 UM
cDNA 2w -
H,0 (steril ) variabel --

20wl

Tab.2.2+3: Zusammensetzung des PCR-Ansatzes zum Nachweis von MMP9 und OPG
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2.6.2.1 Protokoll fiir die LC-Real-Time PCR zum Nachweis von MMP9
Denaturierung: der DNA fiir 10 min bei 90 °C
Amplifizierung:
Parameter Wert
Zyklen 50
Typ Quantifizierung
Segmente Denaturierung Annealing Elongation Messung
Zieltemperatur (°C) 95 59 72 87
Inkubationszeit (s) 15 5 18 1
Temperatur-Transitions-
rate (°C/s) 20 20 20 20
Acquisitionsmodus None None None Single
Schmelzkurvenanalyse:
Parameter Wert
Zyklus 1
Typ Schmelzkurve
Segmente Denaturierung Annealing Elongation
Zieltemperatur (°C) 95 59 72
Inkubationszeit (s) 15 5 18
Temperatur-Transitions- -0 -0 20
rate (°C/s)
Acquisitionsmodus None None Cont.

Abkiihlung: Nach der PCR erfolgte die Kiihlung der Proben bei 40 °C fiir 2 Minuten.

Tab.2.4 und 5: Programme zur Amplifizierung und Schmelzpunktbestimmung beim MMP9-Nachweis




32

MATERIAL UND METHODEN

2.6.2.2 Protokoll fiir die LC-Real-Time PCR zum Nachweis von OPG

Denaturierung : Die DNA wurde fiir 10 min bei 95 °C denaturiert.

Amplifizierung:
Parameter Wert
Zyklen 50
Typ Quantifizierung
Segmente Denaturierung Annealing Elongation
Zieltemperatur (°C) 95 58 72
Inkubationszeit (s) 5 5 16
Temperatur-Transitions-
rate (°C/s) 20 20 20
Acquisitionsmodus None None Single
Schmelzkurvenanalyse:
Parameter Wert
Zyklen 1
Typ Schmelzkurve
Segmente Denaturierung Annealing Elongation
Zieltemperatur (°C) 95 50 97
Inkubationszeit (s) 0 5 0
Temperatur-Transitions-
rate (°C/s) 20 20 0.10
Acquisitionsmodus None None Cont

Abkiihlung: Die Proben wurden nach Beendigung der PCR fiir 3 min auf 40 °C abgekiihlt.

Tab.2.6 und 7: Programme zur Amplifizierung und Schmelzpunktbestimmung beim OPG-Nachweis
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2.7 AGAROSEGELELEKTROPHORESE DES PCR-PRODUKTES

2.7.1 Methodik

Die Spezifitit des PCR-Produktes wurde nach der Schmelzkurvenanalyse nochmals mit Hilfe
einer Gelelektrophorese in 2% Agarosegel gepriift.

Hierbei wird die DNA in einem erstarrten Agarosegel einem elektrischen Feld, das beziiglich
Spannung und Richtung konstant ist, ausgesetzt. Die negativ geladene DNA trennt sich nach
threr Fragmentgrof3e auf. Zur Darstellung der DNA im Gel wird dem Laufpuffer (1 x TBE)
Ethidiumbromid zugesetzt, das sich der Doppelstrangstrangstruktur der DNA anlagert. Auf-
grund dieser Markierung fluoresziert die DNA im UV-Licht.

2.7.2 Arbeitsprotokoll

Die Agarose wird in 1 x TBE-Puffer durch Aufkochen gelost. Nach Abkiihlung auf 60% wer-
den 150 pl/1 (0,15 pg/ml ) Ethidiumbromid zugegeben.

Das Gel wird in einem Gelschlitten gegossen und nach Erhidrtung in einer Elektrophorese-
kammer laufen gelassen. In der Kammer befindet sich 1 x TBE-Puffer mit 150 pl/l Ethy-
diumbromidstamml&sung als Laufpuffer.

Es werden jeweils 2 ul des 6 x Loading-Puffers zu einer Probe gegeben (Volumen der Probe:
20 ul). In die Slots des Agarosegels wird jeweils eine Probe gegeben. Diese wird durch den
Loading-Puffer beschwert und ihre ungefdhre Laufstrecke kann abgeschitzt werden. Der
Lingenstandard besteht aus 2 pl Loading-Puffer und 2 pl der 100 bp-Leiter. An die Kammer
wird eine Stunde lang eine Spannung von 70 V angelegt.

Die DNA wird mit Hilfe eines UV-Transilluminator (Wellenlinge = 254 nm) sichtbar
gemacht. Die Dokumentation erfolgt durch digitale Fotografie und Speicherung der Bilder.
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2.8 STATISTISCHE VERFAHREN

Zur Signifikanzanalyse der MMP9-Expressionsverdnderungen wurde ein zweiseitiger t-Test
fiir unabhéngige Stichproben angewandt. Mit Hilfe des t-Testes sollte gepriift werden, ob die
Mittelwerte der Messungen aus beiden Behandlungsstufen signifikante Unterschiede aufwie-
sen. Es wurde zu einem Niveau von 5% getestet.

Die Messwerte der OPG-Expressionsverinderungen wiesen drei Behandlungsstufen auf und
wurden daher mit einer Varianzanalyse getestet, wobei ein P-Wert < 0,05 als signifikant
gewertet wurde.

Ergab sich aus der Varianzanalyse ein signifikantes Ergebnis, wurde der Fischer-Test als
Post-Hoc-Test angeschlossen, um zu lokalisieren, zwischen welchen Behandlungsstufen
signifikante Unterschiede bestanden. Auch hier wurde ein Testniveau von 5% zugrunde

gelegt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 ETABLIERUNGEN DER PCR

3.1.1 Etablierung der PCR zum Nachweis von MMP9

Die Primer zum Nachweis von MMP9 amplifizieren einen Abschnitt des MMP9-Genoms mit
einer Linge von 179 bp. Sie wurden beziiglich ihrer Annealingtemperatur, der Magnesium-

und Primerkonzentration optimiert.

Die Optimierung der Annealintemperatur erfolgte, um eine spezifischere Reaktion zu
ermoglichen. Die Annealingtemperatur variierte in den einzelnen Versuchen (Programm siehe
2.6.2.1) zwischen 57 °C, 58 °C, 59 °C und 60 °C, wobei die Temperatur von 59 °C die effi-

zientesten und spezifischsten Ergebnisse aufwies.

Im zweiten Optimierungsschritt folgte der Vergleich verschiedener Magnesiumkonzentratio-
nen. Hierbei wurden jeweils Doppelbestimmungen mit Konzentrationen von 1 mM- bis 5 mM
Magnesium/Probe und eine Negativprobe untersucht. Es zeigten sich sowohl im Light Cycler
als auch bei der anschlieenden Gelelektrophorese optimale Ergebnisse bei einer Konzentra-

tion von 3 mM Magnesium/Probe.

Magnesiumkonzentration (in mM)

1 2 3 4 5 N

600 bp
400 bp

- D D G G G e . <4 179bp

Abb.3.1: Gelelektrophorese zur Optimierung der Magnesiumkonzentration
der MMP9-PCR. Es sind neben einer Basenpaarleiter 5 Konzentrationsstufen
(jeweils in Doppelbestimmung) und eine Negativprobe (N) von links nach
rechts aufgetragen.
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Zum Schluss folgte die Optimierung der Primerkonzentration, wobei die Primer in einer Aus-

gangskonzentration von 10 pM/ul vorlagen. Wiederum in Doppelbestimmungen mit einer

Negativkontrolle wurde den Proben bei einer Magnesiumkonzentration von 3mM/Probe und

einer Annealingtemperatur von 59°C 0,4 bis 1,2 ul Primer a 10 pM/ul zugegeben. Hierbei

stellte sich das Primervolumen von 1 ul/Probe als optimal heraus.

600 bp —

300 bp —

200 bp

Primervolumen bei 10 pM pro ul

Abb.3.2: Gelelektrophorese zur Optimierung der Primerkonzentrationen des MMP9-Nachweises. Von
links nach rechts sind eine Basenpaarleiter, die verschiedenen Primerkonzentrationen in Doppelbestim-
mungen und eine Negativprobe aufgetragen.

GAPDH-Expression
nach 0 h Stimulation
Wiederholung der 1.
Probe
GAPDH-Expression
nach 24 h Stimulation|
Wiederholung der 3.
Probe
5 Negativkontrolle
GAPDH
MMP9-Expression
nach 0 h Stimulation
7 Wiederholung der 6.
Probe
8 MMP9-Expression
nach 24 h Stimulation
--- 9 Wiederholung der 8.
Probe
10 Negativkontrolle
MMP9

0 5 10 15 20 ] 30 35 40 45
Cycle Number
B USING EXTERNAL STANDARD: standardkurve gap dhim3917.2
20 SRR LS i — ik
—— Linear Regression 15-1?:— e
= Crossing Points 10— i
- So—
Slope =-3.730 Z 5 =T {
Intercept = 19.49 0- — |
5 —~__ B
10— ' ' ' | ' | ' | ' | ' | ' 1
0 ¥ 2 3 4 5 6 7

Abb.3.3 : Light Cycle-Messung zum Nachweis der MMP9-Expression durch Fibroblasten nach IM9-

Stimulation.
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Wie die Abbildung 3.3 zeigt, wurden im gleichen Versuch die GAPDH — und die MMP9-
Expressionen 0- und 24-stiindig behandelter Zellen parallel gemessen. Von jeder Behand-
lungs- und Expressionsform wurden hierbei Dreifachbestimmungen angelegt. Zwei der drei
gemessenen Werte wurden spiter in die Auswertung aufgenommen, so dass fiir jede Messung

eine Doppelbestimmung zugrunde lag.

Die hierbei verwendeten Primer zur Expressionsmessung von GAPDH amplifizieren ein Pro-
dukt mit einer Lange von 269 Basenpaaren (sieche Abb.3.9). Ihre Optimierung ergab Magnesi-
umkonzentrationen von 3 bzw. 4 mM/Probe und ein Primervolumen von 1 pul mit einer Kon-
zentration von 10 pM/ul pro Probe. Sie kénnen bei Annealingtemperaturen von 57-60 °C
eingesetzt werden. Somit eignen sie sich hervorragend, um die Expressionsstirke des House-
keeping-Gens GAPDH sowohl im Verhiltnis zur MMPO- als auch im Verhiltnis zur OPG-

Expression zu messen.

3.1.2 Etablierung der PCR zum Nachweis von OPG

Die Optimierung der PCR zum Nachweis von OPG erfolgt unter den gleichen Bedingungen,
wie die oben beschriebene Optimierung zum Nachweis von MMP9.

Die gewidhlten OPG-Primer amplifizieren ein Produkt, welches eine Linge von 324 Basen-
paaren aufweist. Die optimale Annealingtemperatur konnte bei 58 °C festgelegt werden.

Wie aus den Abbildungen 3.4 und 3.5 zu ersehen ist, wurde eine optimale Magnesiumkon-
zentration bei 4 mM/Probe und eine optimale Primerkonzentration von 1 ul a 10 pM/ul pro
Probe ermittelt. Diese Ergebnisse der Gelelektrophorese stimmten mit den Auswertungen im

Light Cycler iiberein.



38

ERGEBNISSE

Magnesiumkonzentration (mM)
5

2 3 4 N

600 bp

200 bp

Abb.3.4: Gelelektrophorese zur Optimierung
der Magnesiumkonzentration zum OPG-
Nachweis. Es sind (von links nach rechts)
eine Basenpaarleiter, 4 Magnesiumkonzen-
trationen in Doppelbestimmung und eine
Negativprobe dargestellt.

400 bp

<— 324 bp

Primervolumen bei 10pM pro pl

0,5

1,0

5 | 2,0 N

Abb.3.5: Gelelektrophorese zur Primer-
optimierung der OPG-PCR. Es wurden 4 ver-
schiedene Konzentrationen, eine Basenpaar-
leiter und eine Negativprobe aufgetragen.
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Abb.3.6 : Light Cycler-Messungen zum Nachweis der OPG-Expression durch Fibroblasten nach HDLM2-

Stimulation
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In der Abbildung 3.6 ist die Messung von GAPDH- und OPG-Expressionen nach unter-
schiedlicher Stimulationsdauer am Beispiel der Fibroblastenstimulation durch HDLM2-Zellen
dargestellt. Auch in den Versuchen zur OPG-Expression wurde von jeder Behandlungs- und
Expressionsform eine Dreifachbestimmung gemacht, von der zwei Werte in die Auswertung

aufgenommen wurden.

3.1.3 Priifung der Spezifitit des PCR-Produktes

Die Spezifitit des PCR-Produktes wurde durch drei verschiedene Methoden gesichert.

1. Bei jeder Light Cycler-PCR wurde eine Schmelzkurve erstellt. Hierbei kann von
einem spezifische Produkt ausgegangen werden, wenn dieses an seinem spezifischen
Schmelzpunkt in seine Einzelstringe zerfillt und hierdurch ein messbarer Fluores-
zenzabfall zustande kommt. Das spezifische Schmelzpunkt lag hierbei fiir das
GAPDH-Produkt bei 90 °C, fiir das MMP9-Produkt bei 89 °C (Abb.3.7) und fiir das
OPG-Produkt bei 85,5 °C (Abb.3.8).

75 80
_Temperature ('C)

Fluorescence -diF 1)/dT

TR

=
: Fluorescence d[F1)/dT
P T i |
TP sk L e e T

75 a0
Tempatature [T]

Abb.3.7: Schmelzkurvenanalyse der MMP9-Ver- Abb.3.8: Schmelzkurvenanalyse der OPG-Ver-
diinnunsreihe (hierzu auch Abb.3.12). diinnunsreihe (hierzu auch Abb.3.14)
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2. Zusitzlich zu der Spezifititsiiberpriifung der PCR-Produkte durch die Schmelzkurven-
analyse wurden im Anschluss an die PCR eine Gelelektrophorese durchgefiihrt. Den
hierbei entstandenen Banden konnten mit Hilfe der Basenpaarleiter bestimmte Frag-
mentlingen zugeordnet werden, die mit den Fragmentlingen der spezifischen Pro-

dukte iibereinstimmten (siche Abb.3.9; 3.11 und 3.13).

3. Der abschlieBende Spezifititsnachweis erfolgte iiber die Sequenzierung der PCR-Pro-

dukte.

3.1.4 Konzentrationsabschitzung mit Hilfe verschiedener Standardgeraden

Die Konzentrationsabschitzung bei der Light Cycler PCR erfolgt mit Hilfe der Fluoreszenz-
messung jeder Probe wihrend der PCR. An den exponentiell steigenden Kurvenabschnitt wird
eine Ausgleichsgerade angelegt, deren Schnittpunkt mit der x-Achse jeder Probe eine
bestimmte Zykluszahl zuordnet. Durch eine Standardgerade, welche iiber eine Verdiinnungs-
reihe mit vorgegebenen Konzentrationen erstellt wird, kann nun diejenige Konzentration
ermittelt werden, der ein exponentieller Anstieg zum Zeitpunkt der ermittelten Zyklusanzahl
entspricht. Die Standardgeraden wurden hierfiir unter Verwendung der gleichen PCR-Pro-

gramme erstellt, die zum Nachweis des jeweiligen Proteins optimiert worden waren.

Zur genauen Konzentrationsbestimmung wurde fiir jede Stimulation eine zugehorige
GAPDH-Standardgerade angefertigt, iiber die die Konzentrationen der GAPDH-Proben
ermittelt wurde.

Die Standardgeraden wurden hierbei iiber vier Verdiinnungsstufen festgelegt, wobei diese
jeweils in Doppelbestimmungen vorlagen. Die Verdiinnung 10° entsprach hierbei einem ein-
gesetzten cDNA-Volumen von 2 ul pro Probe.

Uber die Abweichungen der einzelnen Proben von der vorgegebenen Konzentration wurde die
FehlergroBBe der Standardgeraden ermittelt, die moglichst klein (Error < 0,1) gehalten wurde

(Abb.3.10).
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Abb.3.9: Gelelektrophorese der Verdiinnungsreihe =~ Abb.3.10: Verdiinnungsreihe mit der daraus errechneten
von GAPDH, wobei fiir jede Konzentration Doppel- Standardgeraden von GAPDH (hier am Beispiel der
bestimmungen vorliegen. Das GAPDH-Produkt ist U266-Behandlung von Stammzellen)

bei einer Lange von 269 bp zu sehen.

Die Steigung der Standardgeraden (Slope [S]) lasst eine Berechnung der Effizienz [E] der
PCR iiber die Formel E = 10" zu. Diese errechnete Effizienz kann jedoch nur fiir die bei der
Erstellung der Standardgeraden zugrunde liegenden Bedingungen und den hierbei benutzten
Primer vorausgesetzt werden. Aus diesem Grund sollten anhand einer Standardgeraden auch
nur Konzentrationsbestimmungen fiir Proben erfolgen, bei denen die vorgegebenen Bedin-
gungen (Primerart und —konzentration, Annealingtemperatur und Magnesiumkonzentration)
denen der Standardgeraden entsprechen.

Daher wurden sowohl fiir MMP9 als auch fiir OPG eigene Standardgeraden angefertigt.

Da MMP9 und OPG in wesentlich geringerem MaBe von Fibroblasten und Stammzellen
exprimiert werden als GAPDH, waren die Konzentrationen im Bereich stdrkerer Verdiinnun-
gen nicht mehr messbar. Aus diesem Grund wurden fiir die Standardkurven von MMP9 und
OPG PCR-Produkte verwendet, welche zuvor mit Hilfe des MinElute Gel Extraction Kid

(Qiagen) aufgereinigt worden waren.
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Abb.3.11: Gelelektrophorese der Verdiinnungsreihe
von MMPY, wobei fiir jede Konzentrationsstufe
Doppelbestimmungen vorliegen. Das MMPY-
Produkt stellt sich bei einer Lange von 179 bp dar.
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Abb.3.13: Gelelektrophorese der Verdiinnungsreihe
von MMPY, wobei fiir jede Konzentrationsstufe
Doppelbestimmungen vorliegen.
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errechneten Standardgeraden von OPG.



ERGEBNISSE 43

Die Konzentrationen der einzelnen Proben wurden somit immer an der entsprechenden Stan-

dardkurve abgelesen, um Ungenauigkeiten in der Konzentrationsbestimmung zu vermeiden.

3.2 MMPI-EXPRESSION VON FIBROBLASTEN UND MESEN-
CHYMALEN STAMMZELLEN

3.2.1 MMP9-Expression nach Stimulation durch Myelom-Zelllinien

3.2.1.1 Statistische Auswertung der Ergebnisse

Die statistische Auswertung der durch den Light Cycler gemessenen Konzentrationen wurde
mit Hilfe eines zweiseitigen t-Testes unter der Annahme gleicher Varianzen fiir jede Stimula-
tion durchgefiihrt. Das Signifikanzniveau wurde auf einen Wert von 5% festgelegt.

Die Normierung der einzelnen Konzentrationsmessungen erfolgte, indem die Konzentrationen
der MMP9-Proben durch die der GAPDH-Proben dividiert wurden. Alle weiteren statisti-
schen Auswertungen basieren somit auf den jeweiligen Relativkonzentrationen, wobei fiir

jede Stimulationsdauer eine Doppelbestimmung zur Auswertung kam.

. Stimulationsdauer [h]
Protein 0 24
GAPDH 9,787E-01| 9,816E-01 1,206E+00, 1,230E+00
mmp9 1,316E-04) 1,355E-04 1,012E-04 9,946E-05
Relativkonzentration 1,345E-04| 1,380E-04 8,391E-05 8,086E-05

Tab.3.1: Beispielhafte Ermittlung der Relativkonzentrationen bei der Stimulation mesenchymaler Stammzellen
durch die Zelllinie RPMI-8226

Die statistischen Auswertungen der MMP9-Expression fiihrten bei den verschiedenen

Myelom-Zelllinien zu folgenden Ergebnissen.
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U266 Fibroblastenstimulation Stammzellstimulation
Variable 1 Variable 2 Variable 1 Variable 2

Mittelwert 5,064E-05 6,576E-05 5,009E-06 1,640E-06

Varianz 4,055E-11 9,832E-14 3,949E-14 1,326E-15

Standardabweichung 6,368E-06 3,136E-07 1,987E-07 3,641E-08

Beobachtungen 2 2 2 2

Gepoolte Varianz 2,033E-11 2,041E-14

Hypothetische Differenz der Mittelwerte 0 0

Freiheitsgrade (df) 2 2

t-Statistik -3,354 23,582

P(T<=t) zweiseitig 0,0786 0,0018

Kritischer t-Wert bei zweiseitigem t-Test 4,303 4,303

Tab.3.2: Statistische Auswertung der Fibroblasten- und Stammzellexpression von MMP9 nach Stimulation durch

die Zelllinie U266

M9 Fibroblastenstimulation Stammzellstimulation
Variable 1 Variable 2 Variable 1 Variable 2

Mittelwert 2,015E-05  1,247E-05 2,106E-04  1,474E-04

Varianz 3,238E-13  4,345E-12 2,108E-09  9,329E-11

Standardabweichung 5,690E-07 2,085E-06 4591E-05 9,659E-06

Beobachtungen 2 2 2 2

Gepoolte Varianz 2,334E-12 1,100E-09

Hypothetische Differenz der Mittelwerte 0 0

Freiheitsgrade (df) 2 2

t-Statistik 5,028 1,904

P(T<=t) zweiseitig 0,0373 0,1973

Kritischer t-Wert bei zweiseitigem t-Test 4,303 4,303

Tab.3.3: Statistische Auswertung der Fibroblasten- und Stammzellexpression von MMP9 nach Stimulation durch

die Zelllinie IM9

RPMI8226 Fibroblastenstimulation Stammzellstimulation
Variable 1 Variable 2 Variable 1 Variable 2

Mittelwert 1,194E-03 1,557E-03 1,363E-04  8,239E-05

Varianz 1,852E-08 5,119E-08 6,393E-12  4,657E-12

Standardabweichung 1,361E-04  2,263E-04 2,529E-06 2,158E-06

Beobachtungen 2 2 2 2

Gepoolte Varianz 3,486E-08 5,525E-12

Hypothetische Differenz der Mittelwerte 0 0

Freiheitsgrade (df) 2 2

t-Statistik -1,945 22,915

P(T<=t) zweiseitig 0,1912 0,0019

Kritischer t-Wert bei zweiseitigem t-Test 4,303 4,303

Tab.3.4: Statistische Auswertung der Fibroblasten- und Stammzellexpression von MMP9 nach Stimulation durch

die Zelllinie RPMI18226
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3.2.1.2 Grafische Darstellung der Ergebnisse
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Die grafischen Auswertung stellt die prozentualen Verdnderungen der Expression von MMP9
nach Stimulations- bzw. Behandlungszeiten von O h und 24 h dar. Hierbei wird die errechnete
0 h-Konzentration von MMP9 einer relativen Expressionsstirke von hundert Prozent zuge-
ordnet. Uber die Konzentrationen von MMP9 nach 24-stiindiger Behandlung konnte die rela-
tive Verdnderung der Expression von MMP9 prozentual dargestellt werden. Der Fehlerbalken
zeigt die Hohe der jeweiligen Standardabweichung der Messwerte. Zur besseren Beurteilung
der Messungen wurden die signifikanten Ergebnisse in einem dunkleren Farbton dargestellt
als die nicht signifikanten Ergebnisse.

Die Auswertungen zeigen eine sehr unterschiedliche Reaktion von Fibroblasten und mesen-
chymalen Stammzellen auf die Stimulation durch Medien verschiedener Myelomzelllinien.
Die Fibroblasten reagieren zudem verschieden auf die jeweiligen Zelllinien. Dabei ist nur eine
Reaktion als signifikant einzustufen, die sich in einer Abnahme der MMP9-Expression nach
IMO9-Stimulation zeigt. Die mesenchymalen Stammzellen reagieren hingegen sehr homogen
mit einer Verminderung der MMPO9-Expression auf die Stimulation durch die verschiedenen
Myelom-Medien. Zwei von drei Stimulationsversuchen ergeben hierbei eine signifikante
Abnahme (U266 und RPMI 8226), und auch nach der Stimulation durch IM9-Zellen vermin-
dert sich die MMP9 Konzentration.

3.2.2 MMP9-Expression nach Stimulation durch Hodgkin-Zelllinien

3.2.2.1 Statistische Auswertung der Ergebnisse

Fiir die statistische Auswertung der MMP9-Expression nach Stimulation durch Hodgkin-
Zelllinien gelten die gleichen Annahmen und Bedingungen wir unter 3.2.1.1 beschrieben.
Die statistische Auswertung der MMP9-Expression nach Stimulation durch verschiedene

Hodgkin-Zelllinien fiihrt hierbei zu folgenden Ergebnissen:
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L1428 Fibroblastenstimulation Stammpzellstimulation
Variable 1 Variable 2 Variable 1 Variable 2

Mittelwert 3,219E-03  1,442E-03 1,015E-03  9,095E-04

Varianz 1,921E-07  4,933E-09 2,257E-09  6,753E-11

Standardabweichung 4,383E-04  7,024E-05 4,751E-05  8,218E-06

Beobachtungen 2 2 2 2

Gepoolte Varianz 9,853E-08 1,162E-09

Hypothetische Differenz der Mittelwerte 0 0

Freiheitsgrade (df) 2 2

t-Statistik 5,661 3,099

P(T<=t) zweiseitig 0,0298 0,0902

Kritischer t-Wert bei zweiseitigem t-Test 4,303 4,303

Tab.3.5: Statistische Auswertung der Fibroblasten- und Stammzellexpression von MMP9 nach Stimulation durch

die Zelllinie 1428

HDLM2 Fibroblastenstimulation Stammzellstimulation
Variable 1 Variable 2 Variable 1 Variable 2

Mittelwert 4,038E-04 1,362E-03 1,571E-03  7,218E-04

Varianz 1,792E-08  4,562E-08 2,704E-09  4,689E-09

Standardabweichung 1,339E-04  2,136E-04 5,200E-05  6,847E-05

Beobachtungen 2 2 2 2

Gepoolte Varianz 3,177E-08 3,696E-09

Hypothetische Differenz der Mittelwerte 0 0

Freiheitsgrade (df) 2 2

t-Statistik -5,374 13,962

P(T<=t) zweiseitig 0,0329 0,00509

Kritischer t-Wert bei zweiseitigem t-Test 4,303 4,303

Tab.3.6: Statistische Auswertung der Fibroblasten- und Stammzellexpression von MMP9 nach Stimulation durch

die Zelllinie HDLM?2
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3.2.2.2 Grafische Darstellung der Ergebnisse
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Die Stimulation durch die Hodgkin-Zelllinien 1428 und HDLM?2 fiihrt bei den behandelten

Fibroblasten und mesenchymalen Stammzellen ebenfalls zu unterschiedlichen Reaktionen im

Bezug auf die MMP9-Expression. Die Fibroblasten vermindern die MMP9-Expression nach

L428-Stimulation, wohingegen sie nach HDLM?2-Stimulation mit einem gro3en Expressions-

zuwachs von MMP9 reagieren. Die mesenchymalen Stammzellen zeigen nach Hodgkin-

Stimulation keine groBen MMP9-Expressionsschwankungen, weisen jedoch eher eine Reduk-

tion von MMP9 auf. Dieser MMPO9-Abfall ist signifikant im Fall der Stimulation durch die
Zelllinie HDLM2.
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Die Stammzellen reagierten somit sowohl auf die Stimulation durch Myelom-Zelllinien als
auch auf die Stimulation durch Hodgkin-Zelllinien immer mit einer Reduktion ithrer MMP9-

Expression.

3.3 OPG-EXPRESSION VON FIBROBLASTEN UND MESENCHY-

MALEN STAMMZELLEN

3.3.1 OPG-Expression nach Stimulation durch Myelom-Zelllinien

3.3.1.1 Statistische Auswertung der Ergebnisse

Bei der statistischen Auswertung der Ergebnisse zur OPG-Expression wurde die Varianzana-
lyse zur Signifikanztestung herangezogen. Mit Hilfe der Varianzanalyse wurden die Ergeb-
nisse bei einem P-Wert < 0,05 als signifikant eingestuft. Um im Signifikanzfall der Varianz-
analyse herauszufinden, zwischen welchen Behandlungsstufen ein Unterschied zu finden ist,
wurde als Post-Hoc-Test der Fischer Test angeschlossen. Dieser kann ebenfalls bei einem P-

Wert < 0,05 als signifikant gewertet werden.
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U266 Fibroblastenstimulation Stammzellstimulation

0 Stunden 4 Stunden 24 Stunden 0 Stunden 4 Stunden 24 Stunden

Mittelwert 2,125E-03 2,364E-04 3,150E-04 2,193E-03 4,299E-05 3,073E-03
Varianz 3,933E-08 2,874E-10 2,905E-10 6,682E-09 1,398E-11 2,697E-08
Standardabw. 1,983E-04 1,695E-05 1,704E-05 8,174E-05 3,739E-06 1,642E-04
Varianzanalyse:  P-Wert = 0,0008 P-Wert = 0,002

Fischer-Test
Ohzu 4 h 0h zu 24h 4h zu 24h Ohzu4h Oh zu 24h 4h zu 24h

P-Wert 0,005 0,006 0,544 0,003 0,0036 0,0001

Tab.3.7: Statistische Auswertung der Fibroblasten- und Stammzellexpression von OPG nach Stimulation durch
die Zelllinie U266

IM9 Fibroblastenstimulation Stammzellstimulation

0 Stunden 4 Stunden 24 Stunden 0 Stunden 4 Stunden 24 Stunden

Mittelwert 3,323E-05 1,717E-05 1,212E-05 4,476E-03 6,084E-03 4,363E-03
Varianz 2,054E-11 1,068E-12 2,432E-11 3,017E-07 1,921E-06 3,111E-08
Standardabw. 4,532E-06 1,034E-06 4,931E-06 5,493E-04 1,386E-03 1,764E-04
Varianzanalyse:  P-Wert = 0,0253 P-Wert = 0,232

Fischer-Test
Ohzu4h Oh zu 24h 4h zu 24h
P-Wert 0,0261 0,0125 0,286

Tab.3.8: Statistische Auswertung der Fibroblasten- und Stammzellexpression von OPG nach Stimulation durch
die Zelllinie IM9

RPMIS8226 Fibroblastenstimulation Stammzellstimulation

0 Stunden 4 Stunden 24 Stunden 0 Stunden 4 Stunden 24 Stunden

Mittelwert 5,149E-04 5,317E-04 2,443E-03 8,117E-03 8,055E-03 8,581E-03
Varianz 4,765E-09 1,165E-09 4,444E-07 4,436E-06 5,249E-07 1,436E-07
Standardabw. 6,903E-05 3,414E-05 6,666E-04 2,106E-03 7,245E-04 3,789E-04
Varianzanalyse:  P-Wert = 0,0244 P-Wert =0,9101

Fischer-Test
Ohzu 4 h 0h zu 24h 4h zu 24h
P-Wert 0,968 0,0156 0,016

Tab.3.9: Statistische Auswertung der Fibroblasten- und Stammzellexpression von OPG nach Stimulation durch
die Zelllinie RPMI8226
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3.3.1.2 Grafische Darstellung der Ergebnisse
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Die OPG-Expression nach Myelom-Kontakt zeigt bei den Fibroblastenversuchen drei signifi-
kante Ergebnisse. Nach Stimulation durch die Zelllinien U266 und IM9 reduzieren sich die
OPG-Konzentrationen sowohl nach 4-stiindiger, als auch nach 24-stiindiger Behandlung im
Verhiltnis zur Expression nach O-stiindiger Stimulation. Die Zelllinie RPMI 8226 bewirkt im
Gegensatz hierzu einen starken Anstieg der OPG-Konzentration nach 24 Stunden. Die OPG-
Expression ist hierbei im Vergleich zur 0-stiindigen Behandlung um mehr als das Vierfache
gestiegen.

Die mesenchymalen Stammzellen reagieren ausschlieBlich nach U266-Kontakt mit signifi-
kanten Verdanderungen ihrer OPG-Expression. Es erfolgt nach 4-stiindiger Behandlung ein
Abfall, nach 24-stiindiger Behandlung ein Anstieg, wobei hierbei eine hohere Konzentration
als bei O-stiindiger Behandlung erreicht wird. Die anderen Myelom-Zelllinien (IM9 und
RPMI 8226) rufen keine signifikanten Verdnderungen in der OPG-Expressionsstirke der

Stammzellen hervor.

3.3.2 OPG-Expression nach Stimulation durch Hodgkin-Zelllinien

3.3.2.1 Statistische Auswertung der Ergebnisse

Fiir die statistische Auswertung der OPG-Expression nach Stimulation durch Hodgkin-Zellli-

nien gelten die gleichen Annahmen und Bedingungen wie unter 3.3.1.1 beschrieben.

1428 Fibroblastenstimulation Stammzellstimulation

0 Stunden 4 Stunden 24 Stunden 0 Stunden 4 Stunden 24 Stunden

Mittelwert 2,084E-02 2,238E-03 3,773E-02 1,383E-04 7,553E-05 2,562E-04
Varianz 8,003E-06 1,216E-08 2,373E-06 1,687E-10 1,706E-11  8,008E-10
Standardabw. 2,829E-03 1,103E-04 1,541E-03 1,299E-05 4,131E-06 2,830E-05
Varianzanalyse: P-Wert = 0,0007 P-Wert = 0,0048

Fischer-Test
Ohzu4h Oh zu 24h 4h zu 24h Ohzu4h Oh zu 24h 4h zu 24h

P-Wert 0,0021 0,0028 0,0003 0,0408 0,0074 0,0022

Tab.3.10: Statistische Auswertung der Fibroblasten- und Stammzellexpression von OPG nach Stimulation durch
die Zelllinie 1428
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HDILM?2 Fibroblastenstimulation Stammzellstimulation

0 Stunden 4 Stunden 24 Stunden 0 Stunden 4 Stunden 24 Stunden

Mittelwert 2,778E-04 1,889E-04 6,963E-04 1,783E-04 2,090E-04 6,803E-04
Varianz 1,416E-09 7,318E-18 1,147E-08 3,327E-11  7,960E-10 2,469E-09
Standardabw. 3,764E-05 2,705E-09 1,071E-04 5,768E-06 2,821E-05 4,969E-05
Varianzanalyse: P-Wert = 0,0086 P-Wert = 0,0010

Fischer-Test
Ohzu 4 h 0h zu 24h 4h zu 24h Ohzu4h Oh zu 24h 4h zu 24h

P-Wert 0,2684 0,0078 0,0045 0,4223 0,0006 0,0008

Tab.3.11: Statistische Auswertung der Fibroblasten- und Stammzellexpression von OPG nach Stimulation durch
die Zelllinie HDLM2

3.3.2.2 Grafische Darstellung der Ergebnisse
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Die OPG-Expression nach Hodgkin-Zellkontakt zeigt sowohl bei Fibroblasten als auch bei
mesenchymalen Stammzellen sehr gleichformige Reaktionen. In den Fibroblastenversuchen
kommt es nach 4-stiindiger Stimulation durch L.428 und HDLM?2 zu einer Abnahme der OPG-
Expression. Nach 24-stiindiger Stimulation folgt sowohl im Vergleich zur Expressionsstirke
nach 0- als auch nach 4 Stunden ein deutlicher Anstieg der OPG-Konzentration.

Die Stammzellen reagieren nach U266-Stimulation im Bezug auf ihre OPG-Expression in
gleicher Form wie die Fibroblasten. Die Stimulation durch die Hodgkin-Zelllinie HDLM?2
bewirkt nach 4 Stunden einen leichten, nach 24 Stunden einen starken Anstieg der OPG-
Expression durch die mesenchymalen Stammzellen.

In allen Stimulationsversuchen durch die Hodgkin-Zelllinien konnte sowohl bei Fibroblasten
als auch bei Stammzellen ein signifikanter Anstieg der OPG-Expression nach 24-stiindiger

Behandlung nachgewiesen werden.
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4 DISKUSSION

4.1 DISKUSSION DER ERGEBNISSE IM BEZUG AUF DIE

OSTEOLYSEN BEIM MULTIPLEN MYELOM

Die Ursache der Osteolysen beim Multiplen Myelom ist bereits in vielen Bereichen einer
Erkldarung ndher gekommen. In dieser Arbeit sollte nun untersucht werden, ob eine erhohte
OPG- bzw. MMP9-Expression durch die myelombefallenen Stromazellen des Knochenmarks
die osteolytischen Vorginge beschleunigt. Die Stromazellen wurden in den vorliegenden Ver-
suchen durch dermale Fibroblasten und mesenchymale Stammzellen reprisentiert. Es wurde
kein direkter Zellkontakt zwischen den Myelom- bzw. Hodgkin-Zelllinien und den Stroma-
zellen zugelassen. Interessant war hierbei die Uberlegung, ob durch diese Medienstimulation

die Expressionsraten der untersuchten Faktoren verdndert werden.

FILTER @ ) Milel‘(’iml'd
Stromazellen (Fibroblasten bzw. ~ ~ S Zw. Bodgikin-
~ zellen

mesenchymale Stammzellen) ~

e
V &y
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OPG
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Abb.4.1: Abgeindertes Modell der Knochendestruktion beim Multiplen Myelom ( siehe Abb.1.2). Es wurden die
in der vorliegenden Arbeit zugrunde liegenden Bedingungen und Fragestellungen eingebaut.
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4.1.1 Die OPG-Expression nach Stimulation durch Myelomzelllinien

Die Untersuchungen der OPG-Expressionsverdnderungen von Fibroblasten nach Stimulation
durch Myelomzellmedien erbrachten signifikante aber teilweise uneinheitliche Ergebnisse. Es
zeigte sich sowohl nach 4-stiindiger als auch nach 24-stiindiger Stimulation durch U266 und
IM9-Medien ein deutlicher Abfall der OPG-Expression durch die Fibroblasten. Diese deutli-
che Reduktion der OPG-Konzentration im Knochen begiinstigt eine vermehrte Knochenre-
sorption, da weniger RANKL durch OPG gebunden werden kann (Abb.4.1). In diesem Fall
bewirken die Knochenstromazellen nicht nur iiber eine verstirkte RANKL-, sondern zusitz-
lich iiber eine erniedrigte OPG-Expression nach Myelomkontakt eine deutliche Steigerung der
Osteoklastenaktivitdt. Diese Verminderung der OPG-Spiegel auch auflerhalb des Knochens
wiesen Seidel et al. in einer Studie nach, in der sie die OPG-Spiegel im Serum von gesunden
Patienten mit denen von Myelom-Patienten verglichen. Der erniedrigte OPG-Spiegel korre-
lierte hierbei sowohl mit der radiologisch beurteilten Knochendestruktion als auch mit Mar-
kern der Knochenneubildung [45].

Auffillig waren die Ergebnisse der OPG-Expression durch Fibroblasten nach Stimulation
durch Medien der Zelllinie RPMI8226. Hierbei zeigte sich nach 4-stiindiger Behandlung kei-
nerlei Veridnderung, nach 24-stiindiger Stimulation stieg die OPG-Expression jedoch auf mehr
als 400% des Ausgangswertes an. Diese Reaktion der Fibroblasten hitte einen protektiven
Einfluss auf die Knochensubstanz und entspricht somit nicht den zu erwartenden Reaktionen
beim Multiplen Myelom. Eine mogliche Erkldarung konnte darin liegen, dass Osteolysen beim
Myelom zwar meistens vorliegen, aber es durchaus Plasmozytome gibt, die keine osteolyti-
schen Eigenschaften besitzen. Aus diesem Grund kann nicht bei jeder Zelllinie ein osteolyti-
sches Potential vorausgesetzt werden. Die Reaktion der Fibroblasten auf die RPMI-Stimula-
tion konnte in den Stammzellversuchen nach RPMI8226-Stimulation nicht gefunden werden.
Die Stammzellen reagierten mit keinerlei Verdnderungen in ihrer OPG-Expression auf die
Stimulation. Nur die Stimulation durch die Zelllinie U266 zeigte bei den Stammzellen einen
signifikanten Abfall nach 4-stiindiger und einen Wiederanstieg der OPG-Expression nach 24-
stiindiger Behandlung.

Giuliani et al. konnten unter dem Einfluss konditionierter Medien keinen Einfluss der OPG-
Expression feststellen [30]. Unsere Ergebnisse widersprechen diesen Untersuchungen, die
jedoch mit anderen Zelllinien durchgefiihrt wurden. Lediglich die Zelllinie U266 wurde von

Giuliani et al. ebenfalls verwendet, sie zeigte jedoch keine Expressionsverdnderungen von
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OPG in den Stromazellen des Knochens. Die signifikanten Ergebnisse der hier vorliegenden
Untersuchungen lassen den Schluss zu, dass die OPG-Expressionsverminderung oder -
Expressionssteigerung iiber, von den Myelomzellen in das Medium sezernierten, humorale
Faktoren bedingt sein miissen. Dies muss der Fall sein, da kein direkter Zell-Zell-Kontakt
zwischen Myelomzellen und Stromazellen zustande kam. Eine stimulierende Wirkung auf die
OPG-Expression konnten Hofbauer et al. fiir die Faktoren IL-1c und — 13, Vit. D3 und BMP-
2 nachweisen [46]. Die gleiche Wirkung haben die Faktoren TGF-o und - B, Ostrogen und
IL-18 [47-49]. Als hemmende Faktoren der OPG-Expression sind lediglich Glukokortikoide,
PGE, und Forskolin bekannt [50].

Die Moglichkeiten einer OPG-Expressionsverdnderung durch Myelomzellen scheinen jedoch
immer iiber die Stromazellen des Knochens zu verlaufen, da in Myelomzellen selbst keine
OPG mRNA-Expression oder Protein-Sekretion nachweisbar ist [30]. Von Giuliani et al. und
Pearse et al. konnte eine Inhibition der OPG-Expression durch Knochenstromazellen nach
direktem Kontakt mit Myelomzellen nachgewiesen werden [30, 31]. In unseren Untersuchun-
gen wurden diese OPG-Expressionserniegrigungen auch ohne direkten Zellkontakt nachge-
wiesen. Das Multiple Myelom schafft auf diese Weise ein Ungleichgewicht zwischen
RANKL und OPG. Hierbei verstirkt es die RANKL-Konzentration durch eine erhohte
Stromazell- und Eigenexpression. Zeitgleich reduzierten die Myelomzellen die OPG-
Konzentration durch eine Negativbeeinflussung der Stromazell-OPG-Expression und eine
Inaktivierung von OPG {iber die Bindung an Sydecanl, welches die Myelomzellen selbst

exprimieren [51].

4.1.2 Die OPG-Expression nach Stimulation durch Hodgkinzelllinien

Die Untersuchungen der OPG-Expression von Fibroblasten und mesenchymalen Stammzellen
nach Stimulation mit Hodgkinzellmedium zeigte sehr gleichférmige Ergebnisse. In allen
Versuchen konnte ein deutlicher Anstieg der relativen OPG-Expression gemessen werden, der
bei Fibroblasten und Stammzellen nach Stimulation mit HDLM?2 konditioniertem Medium
besonders hoch war. Dieser OPG-Expressionsanstieg bedingt einen verminderten Knochen-
abbau durch die Osteoklasten. Die Ergebnisse entsprechen den Erwartungen, da beim M.
Hodgkin keine osteolytischen Herde gefunden werden. Fiumara et al. konnten nachweisen,

dass die H/RS-Zellen, die eigentlichen malignen Zellen des Morbus Hodgkin RANKL,
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RANK und OPG exprimieren [52]. Sie untersuchten hierzu ebenfalls die Zelllinien HDLM2
und [428 und die moglichen Effekte der RANKL-Expression auf die Chemokin- und
Zytokinexpression der H/RS-Zellen iiber einen autokrinen Mechanismus.

Die Expression von RANKL durch die Hodgkin/Reed-Sternberg Zellen und die gleichzeitige
Steigerung der OPG-Expression der Stromazellen nach Hodgkin-Stimulation scheinen wider-
spriichlich. Die autokrine Stimulation der H/RS-Zellen iiber den ebenfalls von ihnen expri-
mierten RANK-Rezeptor wird durch die erhohte OPG-Sekretion der umgebenden Zellen und
die dadurch vermehrte Bindung von RANKL vermindert.

Ein moglicher osteolytischer Effekt durch das von den H/RS-Zellen exprimierte RANKL

wiirde somit durch die erhohte OPG-Expression der Stromazellen verhindert.

4.1.3 Die MMP9-Expression

Es wurde bereits im Einleitungsteil darauf hingewiesen, dass MMP9 in der Osteolyse eine
wichtige Rolle spielt. Es wird mit Kathepsin von aktivierten Osteoklasten sezerniert und
lysiert als Gelatinase den zuvor durch Sdure demineralisierten Knochen [53-55]. Zusitzlich
wird MMP9 eine Funktion bei der Rekrutierung und Aktivierung der Osteoklasten zugespro-
chen [44, 56]. Im Falle eines Multiplen Myeloms konnte nachgewiesen werden, dass
Myelomzellen eine erhohte MMP9-Expression aufweisen und hierdurch die Knochenresorp-
tion ihrerseits zusatzlich erhohen [57, 58]. In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht wer-
den, ob es durch eine Myelomzellstimulation von Fibroblasten und mesenchymalen Stamm-
zellen zu einer zusitzlichen MMP9-Expressionssteigerung dieser Zellen kommt. In diesem
Fall wiirden die Myelomzellen die MMP9-Konzentration in ihrer Umgebung nicht nur iiber
ihre eigene MMP9-Expressionssteigerung erhohen, sondern auch die Stromazellen im
Knochen zu diesem Zweck einsetzen. Die Ergebnisse lassen diese Schlussfolgerung bedingt
bei den Fibroblastenstimulationsversuchen mit Myelomzelllinien zu. So zeigen die beiden
repriasentativen Myelomzelllinien U266 und RPMI8226 eine MMP9-Expressionssteigerung
nach Myelomzellstimulation, die jedoch nicht signifikant ist. Die lymphoblastoide B-Zelllinie
IM9 hingegen weist einen signifikanten MMP9-Abfall auf. Vorangegangene Versuche, bei
denen die Auswirkungen des direkten Zell-Zell-Kontaktes zwischen Myelomzellen der Zellli-
nie U266 und dermalen Fibroblasten untersucht wurden, ergaben jedoch eine stark erhohte
Expression von MMP9 in den behandelten Fibroblasten. Moglich ist, dass ein signifikanter

Anstieg der MMP9-Expression in Fibrobalsten nur nach direktem Kontakt zwischen diesen
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und den Myelomzellen zustande kommt, der jedoch unter in vivo Bedingungen auch gegeben
ist.

Betrachtet man die Reaktion der mesenchymalen Stammzellen auf die Stimulationen, zeigt
sich nach U266- und RPMI8226-Stimulation eine Abnahme der MMP9-Expression, die als
signifikant angesehen werden kann. Diese MMP9-Abnahme spricht gegen die Annahme eines
osteolytischen Einflusses der mesenchymalen Stammzellen durch eine vermehrte MMP9-Sek-

retion.

4.1.4 Therapieoptionen der Osteolysen beim Multiplen Myelom

Die derzeit diskutierten Therapieansitze der Osteolysen beim Multiplen Myelom haben alle
eine Wiederherstellung des OPG/RANKL-Gleichgewichts und eine daraus resultierende Aus-
geglichenheit der Aktivitidt von Osteoklasten und Osteoblasten zum Ziel.

Honore et al. beschrieben die Moglichkeit einer OPG-Behandlung zur Minderung des Kno-
chenabbaus [59]. Dieser Ansatz behauptete sich bei der OPG-Gabe an Miuse mit Multiplem
Myelom, wodurch die Knochendestruktionen deutlich zuriickgingen [60]. Ein weiterer Schritt
war die Entdeckung, dass die Bindung und Inaktivierung von OPG iiber Syndecan 1 an den
Myelomzellen iiber eine andere Bindungsstelle erfolgte als die Bindung von OPG an RANKL
[51]. Vielleicht wire es iiber diesen Weg moglich, eine Reduktion der Osteolysen beim
Multiplen Myelom mit Hife eines rekombinantes OPG-Molekiil zu erreichen. Dieses miisste
im Optimalfall eine Variation bzw. ein Fehlen der Heparin-binden- Domine aufweisen,
wodurch eine Bindung an Syndecan 1 und damit ein Abbau durch die Myelomzellen verhin-
dert werden konnte. Die positiven, komplexbildenden Eigenschaften von OPG zu RANKL
wiirden jedoch erhalten bleiben und hitten bei einer erhohten OPG-Konzentration einen

osteoprotektiven Effekt.
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4.2 DIE BEDEUTUNG VON MMP9 IN DER PATHOLOGIE DES

MORBUS HODGKIN

4.2.1 Kurze Zusammenfassung der Ergebnisse nach Hodgkinstimulation

Die MMP9-Expression der Fibroblasten und der mesenchymalen Stammzellen reduziert sich
nach der 24-stiindigen Stimulation mit Medium der Zelllinie 1.428. Auch nach Stimulation
durch Medium der Hodgkin-Zelllinie HDLM?2 kommt es zu einem Expressionsriickgang von
MMP9 in den mesenchymalen Stammzellen. Aufféllig ist die Fibroblastenreaktion auf die 24-
stindige HDLM?2-Medium-Behandlung. Die Fibroblasten reagieren mit einer deutlichen
MMP9-Expressionssteigerung, indem sie mehr als die dreifache Menge MMP9 gegeniiber
den unbehandelten Fibroblasten exprimieren. Diese Ergebnisse weisen Parallelen zu den Ver-
suchen von Thorns et al. auf. Sie untersuchten die MMP9-Expression von 34 Hodgkin-
Lymphomen immunhistochemisch und konnten in den ,bystander-cells* in iiber 30% der
Fiélle eine erhohte MMP9-Expression nachweisen [61]. Die eigentlichen Tumorzellen des
Morbus Hodgkin, die H-RS-Zellen, wiesen hingegen nur in 3% der Histologien eine gestei-
gerte MMP9-Expression auf. Diese Expressionsverteilung ldsst den Schluss zu, dass die H-
RS-Zellen in einigen Fillen eine vermehrte MMP9-Expression in ihren Nachbarzellen indu-
zieren. Diese vermehrte MMP9-Expression hat in Bezug auf das Hodgkin-Lymphom wahr-
scheinlich keine osteolytischen Konsequenzen, da osteolytische Herde bei dieser Erkrankung
keine Rolle spielen. Bei der Hodgkinschen Erkrankung ist das vermehrte Auftreten von
MMP9 eher als unabdingbarer Faktor der Tumorangiogenese und Metastasierung von

Bedeutung.

4.2.2 MMP9 als Angiogenesefaktor

Die Bedeutung von MMP9 in der Angiogenese wurde in vielen Versuchen, unter anderem an
MMP9-knock-out-Miusen, gezeigt. Die Tiere wiesen ein deutlich verringertes angiogeneti-
sches Potential sowohl in der Embryogenese als auch im Tumorwachstum auf [62]. Der
genaue Mechanismus der Angiogeneseinduktion durch MMP9 ist noch immer nicht genau

bekannt. Es wurde mittlerweile herausgefunden, dass MMP9 nach seiner Aktivierung durch
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MMP2 und MMPI3 oftmals an Oberflachenrezeptoren wie CD44 und ICAM-1 gebunden
wird [63]. Eine Bindung von MMP9 erlaubt auch Zellen ohne proteolytische Eigenschaften
einen gezielten proteolytischen Einsatz in ihrem Kontaktbereich und der Extrazellularmatrix
(ECM). Einen weiteren Vorteil des gebundenen MMPs sah Nagase in der Aktivitdtskontrolle
der MMPs, da einige MMPs die Fihigkeit besitzen, sich selbst zu aktivieren bzw. zu deakti-
vieren [64]. Letztendlich schiitzt der CD44-MMP9-Komplex die Matrixmetalloproteinasen
vor eine Inhibition durch TIMPs.

Yu et al. erkannten einen moglichen Zusammenhang des CD44-MMP9-Komplexes und der
Neovaskularisation maligner Tumoren. Sie wiesen eine Aktivierung von TGFf durch CD44-
gebundene MMP9 nach [63]. Fiir aktiviertes TGFJ wurde eine Stimulation der Angiogenese
in vivo nachgewiesen [65-67], und es konnte eine verminderte Angiogenese nach TGF[-Anti-
korpergabe in vitro festgestellt werden [68]. Die Aktivierung von TGFP konnte somit der
Mechanismus sein, iiber den MMP9 eine vermehrte Angiogenese induziert.

Die deutliche Steigerung der MMP9-Expression durch Fibroblasten nach der HDLM2-
Stimulation konnte somit eine gesteigerte Neovaskularisation des Tumors mit sich bringen.
Dass nur die Fibroblasten, nicht aber die mesenchymalen Stammzellen mit einer MMP9-Ex-
pressionssteigerung reagierten, kann seine Begriindung in der extraossidren Manifestation des
M. Hodgkin finden. Die den Tumor umgebenden Gewebe mit ihren verschiedenen Zelltypen
lassen sich in diesem Fall eher mit dermalen Fibroblasten vergleichen als mit mesenchymalen
Stammzellen, die aus humanem Knochenmark gewonnen werden.

Die Stimulationen durch die Zelllinie L428 riefen bei Fibroblasten und mesenchymalen
Stammzellen eher einen Abfall der MMP9-Expression hervor. Um diesen Unterschied zwi-
schen den beiden Hodgkinzelllinien zu erkldren, miisste man genauere Informationen iiber die
Tumorhistologie der beiden Patienten haben, aus deren Pleuraexudat die Zelllinien gewonnen
wurden. Eine mogliche Erkldarung wire eine unterschiedliche GroBe und Vaskularisati-

onsstiarke des Priméartumors.
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4.3 DAS KNOCHENMARKMODELL

4.3.1 Fibroblasten und mesenchymale Stammzellen

Die hier verwendeten dermalen Fibroblasten und mesenchymalen Stammzellen sollen insbe-
sondere in den Stimulationsversuchen mit Myelomzelllinien die Stromazellen des Knochen-
marks simulieren. Es ist jedoch zu bedenken, dass in der Knochenmarksumgebung des
Multiplen Myeloms noch viele andere Zellen vorzufinden sind, deren Einfliisse, sowohl in
stimulierender als auch in hemmender Weise, auf die untersuchten Zellen ausgeblendet
wurden. In Bezug auf die Stimulation der Stromazellen im Knochenmark sind die mesenchy-
malen Stammzellen sicherlich ein geeigneteres Modell als die dermalen Fibroblasten, da diese
nicht aus Knochen sondern aus menschlicher Haut gewonnen wurden. An beide Zellarten
konnen jedoch exemplarisch die Auswirkungen der Myelomzellen auf die Stromazellen des
Knochens dargestellt werden. Um ein vollstindiges Bild des Zusammenspiels zwischen
Myelomzellen und ihrer Umgebung im Knochen zu erhalten, sollte das Modell in weiteren
Versuchen noch um andere Stromazellen des Knochens erweitert werden.

In Bezug auf die Erkrankung des Morbus Hodgkin werden die den Tumor umgebenden Zellen
sicherlich besser durch die dermalen Fibroblasten als durch die mesenchymalen Stammzellen
dargestellt. Da die Hodgkinsche Erkrankung sich nur duf3erst selten im Knochen manifestiert,
stellen die knochenspezifischen mesenchymalen Stammzellen hier nur ein unzureichendes
Modell dar. Die dermalen Fibroblasten konnen hierbei jedoch durchaus als eine Zellart
bestrachtet werden, die die umgebenden Zellen des Morbus Hodgkin im Modell veranschau-

licht.

4.3.2 Der Ausschluss der direkten Zell-Zell-Interaktion durch den Gebrauch konditionierter

Medien

Der Ausschlu3 der direkten Zell-Zell-Interaktion zwischen den Zellen des M. Hodgkin bzw.
des Plasmozytoms und den Fibroblasten bzw. den mesenchyamlen Stammzellen wurde durch
den Gebrauch konditionierter Medien erreicht. Die Ergebnisse der Untersuchungen lassen
somit den Schluss zu, dass die gemessenen Expressionsverinderungen von MMP9 und OPG
durch humorale Faktoren, nicht jedoch durch eine Stimulation mittels Zell-Zell-Kontakt her-

vorgerufen werden. Das Modell ldsst jedoch die Tatsache unberiicksichtigt, dass unter in vivo
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Bedingungen sehr wohl ein Zell-Zell-Kontakt zwischen den malignen Zellen und den Stroma-
zellen zustande kommt. Im weiteren Verlauf der Untersuchung konnte die Expressionsverin-
derung von MMP9 und OPG in Stromazellen nach direktem Zell-Zell-Kontakt zu Tumor-
zellen betrachtet werden.

Ein zusitzlicher Punkt wire der Nachweis der humoralen Faktoren im konditionierten Me-
dium, die einen stimulierenden oder hemmenden Effekt auf die MMP9- bzw. OPG-Expres-
sion haben. Uber diese Wege konnten die Modelle der molekularen Mechanismen beim M.

Hodgkin und beim Multiplen Myelom erweitert werden.
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S ZUSAMMENFASSUNG

Fiir das Verstindnis der Pathogenese des Multiplen Myeloms spielt der Vorgang der Osteo-
lyse eine entscheidende Rolle. In der vorliegenden Arbeit sollte die Moglichkeit der humora-
len Stimulation von mesenchymalen Zellen durch verschiedene Myelomzelllinien (U266, IM9
und RPMI8226) untersucht werden, um ein Verstindnis fiir die Funktion mesenchymaler
Zellen in der Entstehung der osteolytischen Herde beim Multiplen Myelom zu bekommen.

Die Vermutung einer verminderten Expression des osteoprotektiven Faktors OPG durch
Fibroblasten konnte nach einer Stimulation mit konditionierten Medien durch die Zelllinien
U266 und IM9 nachgewiesen werden. Durch diese Veridnderung des Expressionsverhaltens
starken die mesenchymalen Zellen (in diesem Fall die Fibroblasten) die osteolytischen Eigen-
schaften der Myelomzellen. Im Gegensatz dazu zeigt sich bei einer Stimulation der mesen-
chymalen Zellen durch Hodgkinzelllinien eine verstirkte Expression des Proteins OPG, wo-
mit ein protektiver Effekt vor Osteolysen durch die Stromazellen hervorgerufen wird. Dieses
Ergebnis entspricht den klinischen Befunden, da sich beim M. Hodgkin keine charakteristi-
schen Osteolysen finden lassen. Der osteolytische Faktor MMP9, welcher seinerseits in
hohem Mafle von Myelomzellen sezerniert wird, wurde durch die Stromazellen nach Stimu-
lation durch Myelomzelllinien eher vermindert exprimiert und scheint somit zumindest in der
humoralen Stimulation der Stromazellen und ihrer daraus resultierenden osteolytischen
Eigenschaften keine entscheidende Rolle zu spielen.

Eine groe Bedeutung wird einigen Matrix Metalloproteinasen und hier insbesondere MMP9
auch im Bereich der Angiogenese von Tumoren zugesprochen. Hier sollte die Arbeit untersu-
chen, ob es beim M. Hodgkin durch eine vermehrte Expression von MMP9 durch die Stroma-
zellen zu einer verstirkten Neovaskularisation des Tumors kommt. Es wurden hierfiir Kul-
turmedien durch die Hodgkinzelllinien 1428 und HDLM?2 konditioniert und im Anschluss
Fibroblasten und mesenchymale Stammzellen mit diesen Medien stimuliert. Bei der
Fibroblastenstimulation durch die Hodgkinzelllinie HDLM?2 zeigte sich hierbei eine deutliche
MMP9-Expressionssteigerung. Auch dieses Ergebnis deutet auf eine humorale Stimulierung
der Stromazellen durch die Tumorzellen hin.

In beiden Untersuchungen scheinen die mesenchymalen Zellen und somit das tumorumge-
bende Gewebe einen wichtigen Beitrag zur Tumorpathogenese zu leisten. Dies gilt sowohl fiir
die osteolytischen Eigenschaften des Multiplen Myeloms als auch fiir die moéglicherweise

durch MMP9 unterstiitzte Neovaskularisation beim M. Hodgkin.
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