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2 EINLEITUNG

2.1 OSTEOSARKOM

Das Osteosarkom ist ein primarer und hochmaligner Knochentumor des Kindes- und Jugendalters.
Sowohl die friihzeitige Metastasierung als auch die damit einhergehende ungiinstige Prognose
machen diese Tumorentitidt zu einem wichtigen Teil aktueller Bestrebungen effizientere Therapien
zu entwickeln um den Heranwachsenden ein lingeres und qualitativ hoheres Uberleben zu sichern.
In den letzten Jahrzehnten gab es gliicklicherweise schon eine deutliche Steigerung der
Uberlebensraten durch den Einsatz von systemischer pri- und postoperativer Polychemotherapie.
Trotzdem tberlebt jeder fiinfte Patient die ersten fiinf Jahre nach Diagnosestellung nicht. [1;2;3]
Wie es zur Entartung der Zellen kommt, ist nicht zufriedenstellend geklart. Jedoch treten sie
haufiger im Zusammenhang mit familidren Neoplasiesyndromen auf, bei denen
Tumorsupressorgene wie das Retinoblastom-Protein oder der ,Wachter des Genoms"“ p53 mutiert
sind. [4] Diese beiden Proteine sind auch in den sporadisch auftretenden Osteosarkomen
regelmaflig betroffen. Zusatzlich tragen die haufigen Alterationen des Insulin-like Growth Factor 1
Receptor-Signalweges iiber die ungehemmte Aktivierung von Proteinkinasen wie der
Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase (PI3-Kinase) oder der Extrazellular Signal-
Regulierte Kinase 1/2 (ERK1/2) zur Progression des Osteosarkoms bei. [5;6;7]

Bei 2 bis 5 von 1.000.000 Europaern wird jedes Jahr die Diagnose Osteosarkom gestellt. Meist sind
esjunge Menschen im Alter von 15 bis 25 Jahren und mit 60 % sind Jungen etwas haufiger betroffen.
Grundsatzlich kann das Osteosarkom iiberall im Knochen auftreten, aber die Metaphysen - die
Bereiche des Langenwachstums der R6hrenknochen (siehe Abbildung 1) - sind am haufigsten
betroffen. Laut Statistik ist die haufigste Lokalisation das distale Femur, gefolgt von der proximalen
Tibia, dem Humerus, Ober- und Unterkiefer sowie den Beckenschaufeln. Mit circa 6 von 10 Fillen
sind die meisten Manifestationen kniegelenksnah. [8;9] Stammnahe Osteosarkome (typisch fiir
dltere Patienten in der sechsten Lebensdekade) sind eher sekundarer Natur wie beim
Morbus Paget - einer eventuell viral bedingten Knochengewebsvermehrung - oder durch

Strahlung induziert. [10;11]
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Abbildung 1  Schema eines distalen Femurs mit Darstellung des Knochenwachstums
Die Tumore entstehen meistens in den Metaphysen (90 %) der langen
Roéhrenknochen, da hier viele Neu- und Umbauprozesse wiahrend des Wachstums
stattfinden. Diaphysare Tumore kommen gelegentlich vor (10 %), in der Epiphyse
hingegen sind sie sehr selten. [12]

Die Klinik des Osteosarkoms ist nicht sehr spezifisch und beginnt meist mit lokalen Schmerzen, die
anfanglich intermittierend und mit steigender Progredienz des Tumors persistierend auftreten. Die
meisten Osteosarkome sind bereits lokal weit vorangeschritten, wenn sie durch Schmerzen nach
geringen Traumata, wie einfachen Stofien im Alltag, auffallen. Dann hat der Tumor schon die
sensibel innervierte Knochenhaut erodiert und fiihrt zu starken, inaddquaten Schmerzen. [13]
Der praklinische Zeitraum, also Beginn des Tumorwachstums bis zur Diagnosestellung, ist nicht zu
verkiirzen, da aktuell keine Vorsorgeuntersuchungen durchgefiihrt werden. Deswegen ist es umso
bedeutender, dass weitere unspezifische Symptome wie lokale Schwellung und erhohte
Temperatur auf die Differenzialdiagnose Osteosarkom hinweisen [4;14]. Blutparameter wie
Blutsenkungsgeschwindigkeit oder die alkalische Phosphatase sind weder eindeutig noch
spezifisch genug. Der Goldstandard ist immer noch die interdisziplindre Diagnosestellung durch
Untersuchungen von Radiologen und Pathologen. [13] Angestofien werden diese zumeist vom
behandelnden Orthopaden. Aufgrund des seltenen Auftretens primarer Osteosarkome im Vergleich
zu Gelenkfehlstellungen, Muskelzerrungen oder Riickenschmerzen wird ein niedergelassener
Orthopdde im Durchschnitt nicht mehr als ein einziges Mal in seiner beruflichen Tatigkeit ein

Osteosarkom diagnostizieren. [13]
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Nach einer detaillierten Analyse von Poppe im Jahr 1978 dauerte es beginnend bei dem Symptom
Schmerz durchschnittlich mehr als 38 Wochen bis zur Einleitung der Therapie. Aufgrund der
Bemiihungen von Spezialisten wurden viele Kollegen in den letzten Jahrzehnten sensibilisiert,
sodass diese Zeitspanne um knapp 80 bis 90 % verkiirzt werden konnte. [13;15]

Nicht nur die Diagnostik wurde in den letzten Jahrzehnten verbessert, auch die Therapie wurde mit
Einfilhrung der adjuvanten Chemotherapie wirksamer. Bei diesem Vorgehen werden nach der
operativen Resektion des Tumors systemische Zytostatika appliziert. Dabei war zunachst
Methotrexat in Kombination mit Bleomycin oder Cyclophosphamid die Therapie der Wahl. [16]
Nach diesem Erfolg wurde zusatzlich die neoadjuvante Therapie - also ein praoperativer Einsatz
der Medikamente - getestet und neben Methotrexat bilden Doxorubicin und Cisplatin weitere
Standard-Zytostatika, die nach aktuellem Protokoll eingesetzt werden. Bei sogenannten
»Respondern” zeigt sich eine klinische und radiologische Verringerung des Tumorgewebes um
mindestens 90 %, sodass danach versucht wird, Extremitidten erhaltend zu resezieren. Insgesamt
wird durch die neoadjuvante und adjuvante Polychemotherapie nach kurativer Resektion ein
metastasenfreies Uberleben von iiber 70 % erreicht. [1;2;3] Wenn das Osteosarkom erst im
metastasierten Stadium entdeckt wird, sind die Tochtergeschwiilste meist hdmatogen in die Lunge
gestreut, sehr selten auch in die regionalen Lymphknoten. Lungenmetastasen werden zwar
routineméaflig entfernt, bedeuten allerdings fiir 50-70 % der Patienten langerfristig eine infauste
Prognose. [17,18;19;20]

Mikrometastasen sind jedoch mit herkommlichen Bildgebungsverfahren nicht darstellbar und
dementsprechend auch nicht resezierbar. Daher ist ein weiterer Therapieansatz die Modulation der
korpereigenen Tumorabwehr. Dafiir erhielt Mifamurtid 2010 eine Zulassung als sogenanntes
Orphan-Drug (eine besondere Zulassung fiir Medikamente gegen sehr seltene Krankheiten).
Grundlage dafiir ist eine Phase-III-Studie mit 678 Osteosarkompatienten. Im Vergleich zur
alleinigen Polychemotherapie mit Doxorubicin/Cisplatin/Methotrexat konnte die zusatzliche Gabe
von Mifamurtid die 6-Jahres-Uberlebensrate von 70 auf 78 % signifikant erhéhen. [21]
Mifamurtid bewirkt eine Aktivierung des Immunsystems, da es bakteriellen Bestandteilen dhnelt
und der Korper Uber Freisetzung von Botenstoffen auf die potentiell schadliche Substanz reagiert.
Im Rahmen der dadurch gesteigerten Aktivitit des Immunsystems wird auch die humorale und
zytotoxische Aktivitiat gegen Tumorzellen erheblich gesteigert.

Dieses Prinzip dieser Tumortherapie ist nicht neu. Es geht auf den amerikanischen Chirurgen
William Coley zuriick, der im 19. Jahrhundert krankheitserregende Bakterien in Tumorgewebe
injizierte und seinen Angaben zufolge - kontrollierte klinische Studien gab es noch nicht - eine
Tumorregression erreichen konnte.

Heutzutage kennt man die Mechanismen der Tumorabwehr durch das Immunsystem sehr viel

genauer und ein wichtiger Bestandteil ist der Botenstoff Tumor Nekrose Faktor a (TNFa), der im
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Zuge einer Immunreaktion gebildet wird und Immunzellen, wie zum Beispiel Makrophagen,
stimuliert. Deren Aufgabe ist neben der Abwehr pathogener Mikroorganismen auch die
Demarkierung entarteter korpereigener Zellen. Uber die folgende Aktivierung zellinterner
Signalkaskaden, die unter anderem Nuclear Factor-kB (NFkB) und Mitogen-Assoziierte-Protein-
(MAP)-Kinasen beinhalten, wird der Untergang entarteter Zellen induziert. [22]

Wenn im Organismus also eine Infektion mit bakteriellen Keimen simuliert wird, reagiert er
stereotyp mit der Initiation einer Entziindungsreaktion, die zu gesteigerter Kompetenz und
Effizienz des Immunsystems fiihren soll.

Diesen Effekt versucht man beim Einsatz von Mifamurtid zu nutzen. Als synthetisches Analogon
eines Peptidoglykan-Polymers namens Muramyldipeptid dhnelt es bakteriellen Zellwdnden und
wird daher von einer Untergruppe der NOD-like-Rezeptoren, speziell NOD2, gebunden und der
NFkB-Signalweg aktiviert. Zusatzlich wird {iber Bindung an den NOD-like-Rezeptor 3 die Bildung
eines Inflammosomes angeregt. Beide bewirken in Synergie die Sekretion von immunreaktiven
Signalstoffen wie TNFa, Interleukin 1 oder Interleukin 6. [23;24] Dadurch wird eine systemische
Immunreaktion getriggert, die eine potentielle Bedrohung von auféen abwehren soll, allerdings
werden durch die gesteigerte ,Wachsamkeit" des Imnmunsystems auch endogene Bedrohungen wie
zum Beispiel entartete Tumorzellen bekdmpft (siehe Abbildung 2). [25]

Der anti-onkogene Nebeneffekt wurde in der oben genannten klinischen Studie gezeigt, was
allerdings auf zellularer Ebene dazu fiihrt, ist aktuell noch unklar und deswegen thematischer

Schwerpunkt der vorliegenden Untersuchung.
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Abbildung 2 Schema der Wirkungsweise von Muramyldipeptid (Beschreibung im Text)
Abkiirzungen: MPD - Muramyldipeptid, NOD2Z - nucleotidebinding and
oligomerization domain 2, NLRP3 - NOD-like-receptor P3, NFkB - Nuclear Factor-
kB, TNFa - Tumor Necrosis Factor a, IL1f - Interleukin 13
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2.2 ZELLLINIEN

Fiir die Untersuchungen wurden die Zelllinien MNNG/HOS und U-2 Os-Zellen gewdahlt. Erstere
stammt urspriinglich aus dem Tumorgewebe einer 13-jahrigen Patientin. Dieser sogenannte TE-85
Klon F-5 wurde durch das chemische Kanzerogen N-Methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidin in der
Konzentration 0,01 pg/ml transformiert und immortalisiert. [26;27] Die U-2 Os-Zellen wurden
einer 15-jdhrigen Patientin entnommen und in vitro kultiviert. [28]

Die beiden Osteosarkom-Zelllinien werden héufig zur Untersuchung von neuen Wirkstoffen und
deren Effekten auf Proliferation und Invasion verwandt. Zum Beispiel wurden im Jahr 2016 Studien
veroffentlicht, die den Einsatz oder die Wirkung von Kaltplasma, Vorinostat (ein Histon-
Deacytylasehemmer mit Orphan-Drug-Zulassung) oder Metformin (ein orales Antidiabetikum)

sowie Gadolinium (Kontrastmittel fiir MRT-Bildgebung) untersucht haben. [29;30;31;32]

2.3 KLASSISCHES RAS UND ALTERNATIVES RAS

Bislang nicht untersucht sind Expression und Funktion des alternativen Ang-(1-7)/Mas-Systems
bei den Osteosarkom-Zelllinien und dessen Einfluss auf die Tumorregression. [33]

Das alternative Ang-(1-7)/Mas-System ist eine vor relativ kurzer Zeit entdeckte alternative und oft
antagonistisch wirkende Achse des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAS, RAAS). Das
klassische RAS mit Angiotensin II (Angll) und Angiotensin-II-Typ-1-Rezeptor (AT1R) ist in der
Forschung schon lange etabliert [34], sodass die physiologische und pathophysiologische
Bedeutung seit geraumer Zeit Bestandteil der naturwissenschaftlichen Lehre ist. Lange bestand
Konsens dariiber, dass Angll das Endprodukt einer proteolytischen Kaskade in (pulmonalen)
Blutgefafden ist, deren Hauptaufgabe darin besteht, den Blutdruck und den Wasserhaushalt zu
regulieren. [35;36] Im Laufe der letzten Jahrzehnte wurden unabhingig davon agierende
Komponenten des RAS in bestimmten Organen (mit anderen Funktionen) entdeckt, die als lokales
RAS bezeichnet wurden. Im Gegensatz dazu wurde das humoral wirkende (und
blutdruckbeeinflussende) RAS als systemisches RAS tituliert.

Jedoch wurde auch die bis dato erforschte Geradlinigkeit des RAS durch Entdeckung von
alternativen Achsen, wie der Ang-(1-7)/Mas-Achse oder der Angiotensin I[V/AT4R-Achse korrigiert
(siehe Abbildung 3) und bietet seit mittlerweile vielen Jahren einen ungemein grofden Raum fiir
Forschungen, Neuentdeckungen und letztlich mitunter auch neuen Therapieansitzen vieler
Krankheiten. [37;38;39]

Das systemische RAS vermittelt seinen Einfluss auf Blutdruck und Wasserhaushalt {iber den
Protagonisten Angll, der iiber Bindung an AT1R Blutgefifie verengt und die Natrium-Retention

(und dadurch auch die Wasserretention) in der Niere erhoht. Auflerdem steigert es {iber mitogene

7
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Signale zellproliferative Vorgdnge. Die Enzyme Renin und Angiotensin-Converting-Enzyme (ACE)
sind verantwortlich fiir die biologische Aktivierung von Angll aus den Vorlduferproteinen
Angiotensinogen (Renin) und Angiotensin I (ACE). Das Steroidhormon Aldosteron wird nach
Anstieg des Angll-Spiegels im Blut aus der Nebennierenrinde freigesetzt und iibt synergistische
Effekte vor allem in der Niere aus. [29;30]

Ein weiterer Metabolit von Angiotensin I (Angl) und Angll ist das Heptapeptid Angiotensin-(1-7),
Ang-(1-7), welches die Hauptrolle im alternativen RAS einnimmt. Eine Reihe von Enzymen wurde
bisher beschrieben, die haufig gewebespezifisch exprimiert werden und Ang-(1-7) aus
Vorlaufermolekiilen bilden. Durch die Enzyme Neutrale Endopeptidase (NEP, EC3.4.24.11), Prolyl-
Oligopeptidase (POP) und Thimet-Oligopeptidase (TOP) werden von dem Dekapeptid Angl
C-terminal drei Aminosduren abgespalten, sodass Ang-(1-7) entsteht. POP sowie TOP sind auf das
Gefafdsystem beschrankt und NEP ist lokal in der Niere aktiv. [40;41;42] Jedoch ist Letztere
aufgrund der membranstidndigen Lokalisation im Lumen der Nierengefafie systemisch wirksam
und fir den grofdten Teil der Ang-(1-7)-Produktion im Kreislauf verantwortlich. [43;44]

Einige Jahre nach diesen Erkenntnissen zeigten Studien, dass die Peptidase Angiotensin-
Converting-Enzyme 2 (ACE2) sowohl von Angl als auch Angll C-terminal eine Aminosdure
abspaltet. Aus dem Oktapeptid Angll entsteht direkt Ang-(1-7). Ausgehend von dem Dekapeptid
Angl entsteht Ang-(1-7) nach einem Zwischenschritt liber Angiotensin-(1-9).

:
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Abbildung 3  Schema des Renin-Angiotensin-Systems
Die klassische (schraffierte) RAS-Achse mit Angll/AT1R sowie die
Alternativen Achsen mit Ang-(1-7)/Mas und AngIV/AT4R.
* AT2R zihlt nicht zum klassischen RAS, da er andere Effekte als AT1R bewirkt
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Da die Affinitit von ACE2 signifikant hoher gegeniiber Angll als gegeniiber seinem
Vorlaufermolekiil Angl ist, wird dem indirekten Weg iiber Ang-(1-9) nicht so viel Bedeutung
beigemessen. Der direkte Weg von Angll zu Ang-(1-7) (und damit der alternativen Achse) wird
mittlerweile in verschiedenen pathophysiologischen Situationen als wichtiger Gegenspieler des
klassischen RAS bewertet. [45]

Im systemischen RAS ist vor allem die Balance zwischen der klassischen und der alternativen RAS-
Achse von Bedeutung. ACE2-Knockout Madause leiden entsprechend unter schweren
kardiovaskuldren Dysfunktionen. [46] Allerdings fithrt auch ein Ubergewicht der alternativen RAS-
Achsen ebenfalls zu pathologischen Veranderungen an Herz und Nieren. [47;48;49]

In dem Mas-Protoonkogen, welches bereits 1986 entdeckt wurde, fand sich um die
Jahrtausendwende der Rezeptor, welcher fiir die Wirkung von Ang-(1-7) verantwortlich gemacht
wird. [50;51] Der Ang-(1-7)-Rezeptor Mas ist ein G-Protein gekoppelter Rezeptor (GPCR), der als
Mitglied einer sehr groflen Familie von membranstindigen Rezeptoren, genau wie seine
Homologen sieben Transmembrandoméinen besitzt. Ublicherweise wird bei Stimulierung der
GPCRs ein G-Protein aktiviert, welches eine Signalkaskade in Gang setzt.

Die genauen Wirkmechanismen des Mas-Rezeptors sind allerdings weiterhin Bestandteil
intensiver Forschungen. Aktuell besteht Einigkeit darin, dass die Gabe von Ang-(1-7) nach
Aktivierung der p38 Kinase zur Freisetzung von Arachidonsaure fiihrt. [47;51] Aufserdem wird die
NO-Synthase iiber einen PI3-Kinase-abhangigen Signalweg aktiviert. [52;53] Obwohl Karnik et al.
vermuten, dass second messenger Molekiile wie cAMP und IP3 nicht Teil der intrazelluldren
Signalkaskade sind [54;55], konnten mehrere Arbeiten eine Mas-abhdngige Aktivierung der
Adenylatcyclase und einen damit verbundenen Anstieg der intrazelluldaren cAMP-Konzentration
nachweisen. [56;57] Des Weiteren wird kontrovers diskutiert, ob Ang-(1-7) die PI3-Kinase
ausschliefilich aktiviert oder moglicherweise auch hemmt. Einige Arbeiten zeigen eine Ang-(1-7)
abhangige Aktivierung der PI3-Kinase [53;58;59] und andererseits berichten sowohl Ni et al. als
auch Zhang et al. iiber eine Inaktivierung der PI3-Kinase. [60;61] Eine inhibierende Wirkung von
Ang-(1-7) auf die Extrazellular Signal Regulierte Kinase 1/2 (ERK1/2) ist ebenfalls beschrieben.
Letztgenannte Kinase ist ein wichtiger Mediator von Proliferation, Migration und
Inflammation. [61; 62;63]

Insgesamt ist der intrazelluldre Signalweg der Ang-(1-7)/Mas-Achse bis dato nicht ausreichend
aufgeklart. Neueste Phosphoproteom-Analysen haben zwar zahlreiche nach Ang-(1-7)-Gabe
regulierte Phosphoproteine identifiziert, jedoch lassen sich weiterhin keine klaren Aussagen zu den
Bedeutungen einzelner Signalkaskaden in Bezug auf den Mas-Rezeptor ableiten. Die beteiligten
Kinasen werden Vorgdngen zugeschrieben, die zum Beispiel mit den intrazelluldren Mechanismen

der Karzinomentstehung, p53-Signaling, Apoptose oder Zellzykluskontrolle zusammenhangen.
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Auflerdem haben Ang-(1-7)-abhéngig regulierte Proteine Einfluss auf das VEGF- und Insulin-
Signaling. [64;65]

Die Wirkungen der Ang-(1-7)/Mas-Achse auf den Organismus sind sehr vielfaltig und Ang-(1-7)
scheint insgesamt ein Gegenspieler der Angll/AT1R-Achse zu sein. [45]

Es verbindet antihypertensive, antiarrhythmische und kardioprotektive Effekte, jedoch kann es in
zu hoher Dosierung zu Arrhythmien fithren. [66;67;68;69;70] In der Niere fordert das Heptapeptid
die Durchblutung und steigert die glomeruldre Filtrationsrate, sowie die Natrium- und
Wasserausscheidung. [71;72]

Ang-(1-7) wird durch ACE (und NEP) wieder abgebaut, was méglichweise zu einem gewissen Teil
zu den kardio- und nephroprotektiven Effekten von ACE-Hemmern beitragt. [73;74]

Wiéhrend das systemische RAS bereits seit Langem klinische Relevanz in der Behandlung von
Bluthochdruck und Herzinfarkt besitzt, sind die lokalen RAS - und insbesondere die alternativen
Achsen - gegenwartig Bestandteil vieler Forschungen.

Wie beim systemischen RAS haben die Kklassische und die alternativen Achsen meist
antagonistische Effekte, weshalb im Folgenden hauptsichlich die Wirkungen von Ang-(1-7)/Mas
beschrieben werden. Der Mas-Rezeptor vermittelt einige sehr positive Wirkungen, die bei vielen
Krankheitsbildern in der westlichen Welt einen méglichen therapeutischen Ansatz erhoffen lassen.
So konnte gezeigt werden, dass Ang-(1-7) die Proliferation von Fibroblasten und die Produktion
von Kollagen inhibiert. Damit verringert es beispielsweise kardiales Remodeling, Leber- oder
Lungenfibrose. [75;76;77]

Mit AVE-0991 einem Ang-(1-7)-Rezeptor-Agonisten, konnte bei Mdusen und Ratten mit exogen
induzierter Arthritis eine Verringerung von Neutrophilen, proinflammatorischen Zyto- sowie
Chemokinen und der Leukozytenadhdsion in den entziindeten Gelenken gezeigt werden. [78]
Gesundheitsokonomisch relevant kdnnte die antiinflammatorische Wirkung des alternativen RAS
auf die Artherosklerose sein, da die Inflammation des Endothels als Hauptrisikofaktor fiir
kardiovaskulare Ereignisse gilt und damit die hdufigste Todesursache in Deutschland darstellt. [79]
Im Tiermodell konnte der Progress der Artherosklerose durch AVE-0991 gestoppt werden. Diese
Beobachtung liefert damit einen Ansatz zur Prophylaxe von Krankheiten wie Herzinfarkt,
peripherer arterieller Verschlusskrankheit und Apoplexie. [80]

Ein weiterer sehr interessanter Aspekt ist die Wirkung der alternativen RAS-Komponenten auf die
Glucose-Homodostase von Nagetieren. So konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung von Mas
einen antihyperglykdmischen Effekt hat, der sowohl auf einer Attenuierung der peripheren
Insulinresistenz, als auch auf der Verstirkung der Glukose-stimulierten Insulinsekretion

beruht. [56;81;82]
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Auch im zentralen Nervensystem (ZNS) nimmt das RAS eine wichtige Rolle ein. Jedoch wird der
klassischen Achse mit Angll weniger Bedeutung beigemessen als in anderen Geweben. Dafiir haben
Angiotensin III (Anglll; Ang 2-8) und Angiotensin IV (AnglV; Ang 3-8) - Metabolite von Angll, die
durch die Aminopeptidasen A und N gebildet werden - im ZNS wichtige Aufgaben. [83;84]

In Synergie zum systemischen RAS steigert Anglll iiber das Antidiuretischen Hormon (ADH) aus
dem Zwischenhirn die Natrium-Retention in der Niere und den Blutdruck durch Verengung von
Arteriolen im Gefaf3system. Auflerdem werden zentral das Durstgefiihl und der Salzhunger
gesteigert, damit von aufden Fliissigkeit und Natrium zugefiihrt werden. [85] AngIV hingegen iibt
andere Effekte aus. Einerseits wird der zerebrale Blutfluss verstarkt und andererseits ist es fiir
Gedachtnis- und Lernprozesse von Bedeutung. [86] Sehr wichtig scheint auch hier die
Ang-(1-7)/Mas-Achse zu sein, denn unter den Angiotensinen im ZNS ist Ang-(1-7) am haufigsten.
Der Hippocampus, ein obligater Teil des Gedachtnisses, zeigt dabei die hochsten Ang-(1-7) Spiegel.
Bei Mas-Knockout Mausen wurde eine defizitire Objektwiedererkennung festgestellt, sodass der
Mas-Rezeptor fiir Gedachtnis- und Lernprozesse relevant ist. [87;88;89]

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass das Spektrum der alternativen RAS Komponenten in
seinen Wirkungen sehr weitreichend und verschieden ist, denn die Aufzihlung tiber Ang-(1-7)
konnte weiter liber die Bedeutung in Plazenta und Fortpflanzungsorganen, sowie Beeinflussung
des Augeninnendrucks oder antiischamische Effekte im ZNS gefiihrt werden. In Abbildung 4 sind
die verschiedenen Wirkungen des Mas-Rezeptors in unterschiedlichen Geweben

dargestellt. [90;91;92;93;94;95;96;97]
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Mas-Rezeptor

GHe>

Antifibrotisch Antiproliferativ Antiinflammatorisch Antidiabetogen
Myokard Bronchialkarzinom Artherosklerose Pankreas
tulr)lge Mammakarzinom Arthritis Fettgewebe
eper

Abbildung4  Wirkungen des Mas-Rezeptors modifiziert nach Passos-Silva et al. [97]
Der G-Protein gekoppelte Rezeptor hat viele verschiedene Downstream-Effektoren
(grau), die er entweder inhibiert (&) oder aktiviert (©). Dadurch hat er sehr
verschiedene Wirkungen in verschiedenen Geweben.

Aktuell gibt es nur wenige Daten iiber das lokale RAS im Knochen - dem Zielorgan der vorliegenden
Arbeit. Teile des klassischen RAS mit AT1-Rezeptor, Renin und ACE wurden auf Osteoblasten
nachgewiesen. [98;99] Durch Inhibierung dieser Achse mit Losartan (AT1-Rezeptorblocker) oder
Aliskiren (Renininhibitor) wurde unter anderem die Aktivierung des ERK 1/2 Signalweges oder die
Freisetzung von IL1f und TNFa gehemmt. [98;100] In einer Vorarbeit konnte erstmals die
Expression  von Bestandteilen  des  alternativen RAS in  Osteosarkomzellen
nachgewiesen werden. [33]

Besonderes Augenmerk liegt in dieser Arbeit auf der Wirkung des lokalen RAS in Bezug auf
Tumorwachstum. Es konnten bereits mehrfach onkogene Effekte durch die Angll/AT1Rezeptor-
Achse beispielsweise in cholangio- und hepatocelluldren Karzinomzellen sowie in Nieren- und
Pankreaskarzinomzellen nachgewiesen werden. [60;63] Andererseits kann eine Stimulierung des
Mas-Rezeptors iiber die Inhibierung des ERK 1/2 Signalweges das Zellwachstum verlangsamen.
Anhand von Bronchial- und Mammakarzinomzellen wurde gezeigt, dass Ang-(1-7) die Proliferation
inhibiert. Das konnte sogar im Mausmodell in vivo bestatigt werden. [62;101;102;103]

Die vorliegende Arbeitliefert einen kleinen Beitrag zum Verstindnis des Einflusses der alternativen
Ang-(1-7)/Mas-Achse auf das Wachstum von Osteosarkomen, vor allem in Zusammenhang mit

Mifamurtid.
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2.4 TRPC-KANALE

G-protein-gekoppelte Rezeptoren konnen auf die Aktivitit von TRPC-Kandlen Einfluss
nehmen. [104] Inwieweit der Ang-(1-7)-Rezeptor Mas mit der Expression/Aktivitit von TRPCs
assoziierte ist und ob dies beim Osteosarkom von Relevanz ist, wurde bislang nicht untersucht.
Die TRPC Kanale sind Teil der TRP-Superfamilie, einer Gruppe von homologen lonenkanalen, die
mit dem TRP-Gen von Drosophila melanogaster verwandt sind. Phylogenetisch teilt man die TRP-
Superfamilie in drei Zweige ein: die TRPC-Kanile, die TRPM-Kanéle (fiir Melastin) und TRPV-
Kanile (fiir Vanilloid). [105]

Die TRPC Kanile wurden zuerst als Funktionseinheiten des Store-operated Calcium Entrys (SOCE)
beschrieben. SOCE bezeichnet den Calcium Einstrom von extrazellular nach intrazellular iiber
Kanile in der Zellmembran - zum Beispiel TRPC-Kanidle - die durch den Abfall der Calcium-
Konzentration im Inneren des Endoplasmatischen Retikulums (ER) aktiviert werden.
[106;107;108]

Nacheinander wurden sieben Kandle entdeckt (TRPC1 bis TRPC7), jedoch stellt TRPC2 im
menschlichen Genom ein Pseudogen dar und besitzt keine Funktion mehr. Die TRPC Kanale sind
aber nicht nur Teil des SOCE, sondern sind auch als second messenger-operated Channels (SMOC)

Bestandteil in anderen Signalwegen. Eine schematische Ubersicht gibt Abbildung 5 wider. [104]

SOCE SMOC Caz+
Caz+ Cazr <>Ag0nist TRPC 3
tecran fletero- /TRPC 113 4 TRPC 5
TRPC 101 tetramere tetramere TRPC &

TRPC 4n7

TRPC 44 Rezeptor

TRPC7 ¢

second < 4
5‘\messenger el

~ -

)
Endoplasmatisches Re—)

Abbildung 5 Stark vereinfachte Darstellung von SOCE und SMOC
SOCE - Calcium-Depletion im ER (1) fiihrt Uber Interaktionsproteine zur
Aktivierung der SOCE-Kanile (2), sodass Calcium in die Zelle stromt und iiber
Calcium-Pumpen ins ER beférdert wird (3).
SMOC - Ein Agonist bindet an den transmembranalen Rezeptor (4) und aktiviert
einen second messenger (5), der einen Calcium-Kanal 6ffnet (6). Calcium strémt ins
Zytosol und kann unter anderem wieder ins ER gepumpt werden (7).
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Neben der Abstammung ist den Kanélen der TRP-Superfamilie der strukturelle Aufbau aus einem
Protein mit jeweils sechs Transmembrandomainen, die jeweils zu viert ein porenbildendes
Tetramer bilden, gemeinsam und innerhalb einer Subfamilie (wie z.B. TRPC) kénnen die vier

Untereinheiten Heterotetramere bilden, siehe Abbildung 6. [109;110]

Abbildung 6 Schematischer Aufbau eines TRPC-Kanals
Jeweils sechs Transmembrandominen der
vier Untereinheiten bilden einen Tetramer.

Zwei Transmembrandomanen jeder
Untereinheit sind fiir die Porenbildung
verantwortlich.

Die Kanaleigenschaften der TRPC Kandle werden weitestgehend durch deren Interaktionspartner
bestimmt. Sie haben Einfluss auf die Anzahl und Lokalisation der Kandle sowie
Kanaloffnungseigenschaften und damit insgesamt auf die Aufgaben der Kanaile auf zelluldrer oder
organischer Ebene. Aufgrund der komplexen Interaktionen der TRPC-Kandle koénnen die
vielfaltigen Funktionen nicht vollstandig beschrieben werden, daher sind nachfolgend wesentliche
Charakteristika aufgefiihrt.

TRPC1 istim Gegensatz zu den anderen TRPCs am ehesten eine wichtige Komponente des SOCE. Es
wurde gezeigt, dass Calcium Einstrom nach Depletion zellinterner Speicher iiber TRPC1 Kanaile
fliefdt. [111;112] Dabei ist der molekulare Aufbau verschieden, sodass einige Calcium-selektiv sind,
andere hingegen unselektive Kationenkandle bilden. [113;114]

TRPC1 bildet mit vielen Proteinen Komplexe, so kann TRPC1 mit TRPC4 oder TRPC3
Heterotetramere bilden, allerdings bildet TRPC1 auch Homotetramere. [109] Mit dem Inositol-
trisphosphat-Rezeptor (IP3R), HOMER, STIM1 oder Orail sind einige Interaktionspartner genannt,
welche die Aktivitit des Kanals direkt regulieren. [115;116;117] Dabei ist der [P3-Rezeptor
besonders hervorzuheben, da es der Interaktion von IP3R und TRPC1 zur Aktivierung des SOCE
bedarf. Der [P3-Rezeptor ist ein Calcium-Kanal an der Membran des ER und fiihrt nach der Bindung
von IP3 zur Entleerung der endoplasmatischen Calcium-Speicher, sodass die Regeneration durch
SOCE ein folgerichtiger Schritt ist.

Der Kanal scheint eine Rolle bei Fliissigkeitssekretion, Endothelzellmigration und -permeabilitat,
Muskelzellfunktion und Wundheilung zu spielen, sowie Zellproliferation, Zelldifferenzierung und
antiapoptotische Effekte zu fordern. [111;112;118;119]

Das Pseudogen TRPC2 des Menschen besitzt bei Nagetieren eine Funktion im Pheromon-sensitiven

Vomeronasalorgan. Untersuchungen konnten zeigen, dass TRPC2-Knockout Mause ihre

14



EINLEITUNG

Artgenossen ,nicht mehr riechen konnen“ und Stérungen im Sexual- und Sozialverhalten
zeigten. [120;121]

Die Funktion des TRPC3 wird durch das Ausmaf} der Expression bestimmt, wobei hohe Level zur
Bildung von Homotetrameren mit konstitutiver Aktivitit fithren, ohne von den Calcium-Speichern
gesteuert zu werden. Eine geringe Expression fordert die Formung von TRPC1-TRPC3-
Heterodimeren, die wiederum Calciumspeicher-abhéingig sind. TRPC3 ist eine wichtige Grundlage
fir die artgerechte Entwicklung des zentralen (besonders zerebellaren) Nervensystems. Die
Uberexpression in transgenen Miusen fithrte hingegen zu lebensverkiirzender Kardiomyopathie
durch Hypertrophie. Der Nachweis erhohter Protein-Expression bei Patienten mit
schwerer Hypertonie oder mit (idiopathischem) Bluthochdruck im Lungenkreislauf
weist auf einen pathophysiologischen Zusammenhang von TRPC3 und dem Herzkreislauf-
system hin. [122;123;124;125;126;127]

TRPC4 ist eng verwandt mit TRPC5, drei Viertel ihrer Aminosauresequenzen gleichen einander.
Trotzdem sind ihre Funktionen divers. Ersterer zeigte im Tiermodell Bedeutung bei
Endothelzellfunktion, Kontraktilitit glatter Gefafimuskelzellen sowie der kornealen
Epithelzellproliferation. [128;129] TRPC5 scheint fiir neuronales Wachstum von Bedeutung zu
sein. [130;131] Uber die Zuordnung zu SOCE oder SMOC gehen die Meinungen bei beiden Kanilen
auseinander. [132;133;134]

TRPC6 hat im Hinblick auf Aminosiduresequenz eine groe Ahnlichkeit mit TRPC3 sowie TRPC7 und
kann Heterotrimere bilden, welche derzeit noch nicht gut untersucht sind. Anderseits konnte in
Tiermodellen die Bedeutung des Kanals fiir die Kontraktilitat glatter GefafRmuskelzellen gezeigt
werden und es ist gesichert, dass TRPC6 vor allem durch Diacylglycerol und nicht durch interne
Calcium-Depletion aktiviert wird. [135;136]

TRPC7 ist sowohl Bestandteil des SOCE als des SMOC und wurde in einigen Regionen des Gehirns
nachgewiesen. Es wird angenommen, dass er an der Ausbildung von neuronalen Stérungen
beteiligt ist. Daflir spricht, dass bei Patienten mit bipolaren Stérungen eine signifikante
Verringerung der Genexpression in B-Lymphoblasten zu finden ist. [104;135;137;138]
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Familie der TRPC Kandle in vielen Geweben
mitunter sehr unterschiedliche Funktionen ausiiben, die noch viel Raum fiir weitere
Untersuchungen bieten.

Inwieweit Osteosarkomzellen TRPC-Kanéle exprimieren und welche funktionelle Relevanz diese

haben, war Gegenstand der vorliegenden Arbeit.
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2.5 ZIELSTELLUNG

Mit der vorliegenden Arbeit sollte (I) eine umfassende Beschreibung der TRPC-Expression in
Osteosarkomzellen unter basalen Bedingungen vorgelegt werden, (1I) die Einfliisse der
Modulation der alternativen Ang-(1-7)/Mas Achse des RAS (mittels Ang-(1-7) und AVE0991) bzw.
(II) der Einfluss der Immunstimulation (IL-1p) auf die Expression von TRPC-Kanalen
systematisch untersucht werden.

Dazu wurde ein in vitro-Modell genutzt, in dem mittels Administration von Interleukin 13 die
immunmodulatorische Wirkung nachgebildet wird, die den klinisch nachgewiesenen Effekten von
Mifamurtid bei der Therapie des Osteosarkoms zugrunde liegt und welches die Analyse der
Auswirkungen auf die Proliferation von Osteosarkomzellen ermdoglicht.

Dabei lag der Fokus auf der quantitativen Analyse von mRNA-Mengen fiir die einzelnen TRPC-

Kanile unter den verschiedenen experimentellen Bedingungen.

16



3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 MATERIAL

GERATE

Agarosegelkammer

Feinwaage Pt600

Feinwaage AC210S Analytic
Brutschrank

Eismaschine KF 85
Fluoreszensreader infinite F200
Invertierer

Mikroskop Telaval 3
Mikrowelle

Nanodrop 2000c

PCR Cycler

Reinstwasseranlage Milli-Q Synthesis A 10

Laminarbox

Thermocycler CFX69 Real-Time-PCR Detection System

Neustddter-Zahlkammer
pH-Meter

VacuGene Pump
Wasserbad 37 °C
Zellinkubator CO2 Cell
Zentrifuge RS54

Zentrifuge Zellzucht

HERSTELLER/LIEFERANT

Bio-Rad
Sartorius
Sartorius

HeraCell

Migel

Tecan

Sarstedt

Carl Zeiss Jena
Severin

Thermo Scientific
Biometra
Millipore
Thermo Scientific

Bio-Rad

Neustadt

Mettler Toledo
Pharmacia LKB
Techne
Medcenter GmbH
Eppendorf

Hettich Zentrifuge
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HILFSMITTEL UND VERBRAUCHSMATERIALEN

6-Well-Gewebekulturschalen
96-Well-Platten

BZO Seal Film

Einfrierbox Cryo-SafeTM -1°C
Falconréhrchen 15 ml
Falconréhrchen 50 ml
Kryo-Rohrchen

Pasteurpipetten

PCR 96-Well-Platten TW-MT-Platte
Pipettierhilfe

Pipettenspitzen 0,5-10 pl, 10-200 pl, 100-1000 ul
Reaktionsgefdfie 0,2 ml, 1,5 ml, 2,0 ml
Zellkulturflaschen TC25, TC75, TC175

Zellschaber

Nunclon
Nunclon
Biozym
neoLab
Sarstedt
BD Biosciences
Sarstedt
Brand
Biozym
Eppendorf
Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt

TPP
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CHEMIKALIEN

Acrylan
AVE-0991
D-Alanin’-Ang-(1-7)

DMSO

Dinatriumhydrogenphosphat

Ethanol 96 %, vergallt und unvergallt

FCS

GeneRuler™ 100bp DNA Ladder

Guanidiniumhydrochlorid
Hydrogenchlorid
Interleukin 18
Isopropanol
Kaliumhydrogenphosphat
L-Glutamin

Ly294002

McCoy’s 5A medium

MEM with Earle’s Salts
Natriumchlorid
Natrium-Pyruvat
Natriumhydroxid

PBS

PD98059
Penicillin/Streptomycin
RedSafe™

TriFast™

Trypsin

HERSTELLER/LIEFERANT

Antiseptica
Sanofi Aventis
Bachem
AppliChem
Sigma
Zentralapotheke
PAN Biotech
Fermentas
Ferak

Sigma

PAN Biotech
Roth

Roth

PAA

Sigma

PAA

PAA

Roth

Sigma

Sigma

PAA

Sigma

PAA

Intron Biotechnologies
peqGOLD

Sigma
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ZELLLINIEN UND KULTURMEDIEN

MNNG/HOS American Type Culture Collection
Katalognummer: CRL-1547™
Kulturmedium  MEM with Earle’s Salts
10 % FCS
Natrium Pyruvat
100 U/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin

37°C, 5 % CO2

U-2 Os American Type Culture Collection
Katalognummer: HTB-96™
Kulturmedium  McCoy’s 5A medium
10 % FCS
Natrium Pyruvat
100 U/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin

37°C, 5 % CO2

KITS

Maxima™ First Strand cDNA Synthesis Kit
RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit
SensiMix™ SYBR Kit

Analytik Jena RNA Kit

HERSTELLER/LIEFERANT

Fermentas
Fermentas
Bioline

Analytik Jena
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PRIMER
Zielgen Sequenz Amplifikatgrofie (bp) | Tannealing
Tubulin 528 63 °C
vorwarts | CAATGCCGACTGGTACTTG
ruckwarts | ACATCTCAACTGGCAGGAAC
Mas-Rezeptor 407 63 °C
vorwarts | CAATGCCGACTGGTACTTG
riickwarts | ACATCTCAACTGGCAGGAAC
TRPC1 177 60 °C
vorwarts | TTCTTGCTGGCGTGCGACAAG
riuckwarts | CTGACAACCGTAGTCCAAAAG
TRPC3 492 60 °C
vorwarts | AAGAAGGAGAACCTGGCGCG
riickwarts | GTCATTCTTGAACTCCTTCTC
TRPC4 126 56 °C
vorwarts | CTGCTTATCAAGGAGTATAGGA
ruckwarts | GTCTATGTTGGAGATGCTCTAT
TRPC5 210 56 °C
vorwarts | GTTGTAACTTGTTCTTCCTGTC
riickwarts | CAGTGAGGTAGAATTAGGTGAA
TRPC6 191 55°C
vorwarts | CCATCGTAACATTATAGACTCC
ruckwarts | GTTCAATCTCTACTCCTACTAC
TRPC7 194 64 °C
vorwarts | CTGCTTATCAAGGAGTATAGGA
rickwarts | GTCTATGTTGGAGATGCTCTAT

Alle Primer wurden von der Firma Invitrogen geliefert.
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PUFFER UND LOSUNGEN

Guanidiniumhydrochlorid

PBS 10x

Probenpuffer 10x

TAE-Puffer 50x

0,3 mol/1 Guanidiniumhydrochlorid
in 96 (v/v)% unvergalltem Ethanol

10 mmol/1 Kaliumhydrogenphosphat
1,5 mol/1 Natriumchlorid
37 mmol/1 Dinatriumhydrogenphosphat

pH 7,4

0,2 mol/l EDTA
25 9% Saccharose

0,25 (w/v)% Bromphenolblau

2 mol/] Tris
0,95 mol/1 Eisessig

50 mmol/1 EDTA
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3.2 METHODEN

ZELLKULTUR

Alle folgenden Vorgange und Experimente mit lebenden Zellen wurden an der Laminarbox unter
Einhaltung steriler Bedingungen durchgefiihrt. Die Inkubation erfolgte in einem 37°C warmen CO>

Brutschrank mit 5 % CO2-Gehalt sowie 95 % Luftfeuchtigkeit.

AUFTAUEN

Die Zellen wurden in einem Gemisch aus 80 % Kulturmedium, 10 % fetalem Kalberserum (FCS)
und 10 % DMSO in Kryogefafien konserviert. Das weitere Verfahren wahrend des Auftauens sollte
schnell erfolgen, da DMSO zytotoxisch auf Zellen wirkt. Deswegen wurden jeweils 1 ml der Proben,
sobald sie fliissig waren, in ein 15 ml Falconréhrchen mit 6-7 ml Kulturmedium tiberfiihrt. Danach
wurde die Zellsuspension bei 700 x g 5 Minuten lang zentrifugiert und nach Verwerfen des
Uberstandes erneut in 6-7 ml Kulturmedium resuspendiert. Dieses Gemisch wurde anschlieRend in
eine TC25-Zellkulturflasche tibertragen, nach mindestens 24 Stunden Inkubation bei 37°C im CO»-

Brutschrank passagiert und fortan in einer TC75-Zellkulturflasche kultiviert.

KULTIVIEREN UND PASSAGIEREN

Um einen moglichst geringen Stress fiir die Zellen zu gewahrleisten, mussten alle verwendeten
Fliissigkeiten, wie Kulturmedien, PBS oder Trypsin auf 37 °C erwarmt werden.

Zuerst wurde das Kulturmedium aus den Zellkulturflaschen mittels Saugpumpe und
Pasteurpipetten entfernt, der Zellrasen mit 10 ml Dulbecco’s PBS 1x gespiilt und dann je nach
Flaschengrofde mit 1 ml, 2 ml oder 4 ml Trypsin-EDTA versetzt. Nach 3 Minuten Inkubation bei
37°C waren die Zellen von der Oberflache gel6st und nach Resuspension mit dem Kulturmedium
auf ein Gesamtvolumen von 10 ml wurde dies in ein 50 ml Falconréhrchen tberfiihrt. Davon
wurden 10 pl in einer Neubauer Zahlkammer zur Bestimmung der Zellzahl eingesetzt, wihrend der
Rest der Zellsuspension bei 700 x g und 4°C 5 Minuten zentrifugiert wurde. Danach wurde das
Pellet nach dem Verwerfen des Uberstandes erneut im Kulturmedium resuspendiert. Zum Erhalt
der Zelllinien wurden 3x105 Zellen in eine TC75-Zellkulturflasche mit 25 ml Kulturmedium

gegeben.
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EINFRIEREN

Zum Konservieren wurden Zellen moglichst niedriger Passage genommen. Die Zellen wurden wie
oben beschrieben geerntet.

Das entstandene Pellet wurde nach dem Zentrifugieren abhéangig von der Zellzahl so resuspendiert,
dass 4 x 106 Zellen in je 1 ml enthalten waren. Das Einfriermedium bestand zu 80 % aus dem
Kulturmedium und enthielt 10 % FCS sowie weitere 10 % DMSO, um die Zelllysierung durch
Kristallbildung wahrend des Gefriervorgangs zu verhindern. Die Zellen wurden in dem
Einfriermedium in Kryorohrchen iiberfiihrt und in einem Isopropanolbehilter schonend

auf - 80 °C gekiihlt, bevor sie im fliissigen Stickstoff auf lange Zeit gelagert wurden.

STIMULIERUNG/INHIBIERUNG

Flir die Zellversuche wurden 5x105 Zellen in jedes Well einer 6-Well-Platte eingesit und mit 3 ml
Kulturmedium versorgt. Nach 24-stiindiger Inkubation im CO; Brutschrank wurden die Zellen
durch Zugabe von Substanzen in das Kulturmedium stimuliert oder inhibiert. Je nach Fragestellung
der Experimente fand die RNA Isolierung nach 3, 6 oder 12 Stunden, meistens jedoch nach 24
Stunden statt.

Folgende Agenzien waren Bestandteil der Versuche - Interleukin 13 in den Konzentrationen
500 pg/ml Kulturmedium, sowie zur Titrierung 5 pg/ml, 50 pg/ml, 500 pg/ml und 1.000 pg/ml],
auflerdem AVE-0991, der Agonist des Mas-Rezeptors, hauptsichlich in der Konzentration
von 10-8 M im Kulturmedium, zur Uberpriifung der optimalen Dosis in den Konzentrationen 107 M
und 10-¢ M.

Als Antagonist des Mas-Rezeptors wurde D-Alanin’-Ang-(1-7) (D-Ala) in den Konzentrationen
107,106, 10-5 M eingesetzt.

Die PI3-Kinase und ERK1/2 als Bestandteil des Mas-Rezeptor Signaling pathways, wurden mit
Ly294002 einem reversiblen PI3-Kinase Inhibitor und mit PD98059 einem Inhibitor der
Phosphorylierung und damit Aktivierung von ERK1/2 untersucht. PD98059 wurde auf 50 pM und
Ly294002 auf 100 uM im Kulturmedium verdiinnt; bei der Kombination beider Substanzen wurden
die gleichen Mengen verwendet.

Da die Agenzien AVE-0991, Ly294002 und PD98059 in DMSO geldst waren, wurden die jeweiligen
Kontrollen in den Versuchen mit gleichen Volumina DMSO versetzt. Die Kontrollsubstanz fiir D-Ala

und Interleukin 1 war jeweils einfaches Kulturmedium.
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RNA ISOLIERUNG

Die RNA-Isolierung erfolgte entweder mit dem Analytik Jena RNA Kit oder mittels der Trizol-
Methode.

Die RNA wurde laut Protokoll des Analytik Jena Kits isoliert, sodass die RNA schliefdlich mit
30-75 ul RNase-freiem Wasser eluiert werden konnte.

Die RNA-Isolierung mit Trizol wurde nach Absaugen des Kulturmediums mit je 1 ml Trizoll6sung
pro Well der 6-Well-Platte begonnen. Nach 5 Minuten Einwirkzeit bei Raumtemperatur wurde das
Gemisch aus Trizol und Zellen mit einem Zellschaber abgeldst und in ein 1,5 ml Reaktionsgefaf3
tiberfiihrt. Nach Zugabe von 200 pl Chloroform in jeder Probe wurde invertiert und weitere drei
Minuten auf dem Invertierer bis zur einsetzenden Phasentrennung bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschlieféend wurden durch Zentrifugation bei 12.000 x g und 4°C nach 15 Minuten die wassrige,
die Interphase und die organische Phase getrennt. Die obere wassrige Phase enthielt die RNA,
wohingegen die trizolhaltige, organische Phase Proteine beinhaltete. Die genomische DNA befand
sich zwischen beiden in der Interphase.

Die RNA in der wassrigen Schicht wurde in einem neuem 1,5 ml Reaktionsgefifd mit je 0,5 ml
Isopropanol zur Fallung gebracht. Dafiir wurde zuerst das Isopropanol durch Intervertieren im
Gefafd verteilt und nach 10-miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur bei 12.000 x g und 4°C 12
Minuten lang zentrifugiert.

Das RNA-Pellet wurde nach Verwerfen des Uberstandes dreimal gewaschen, das heifst mit 1 ml
unvergalltem 75 % Ethanol versetzt, 3 Minuten auf dem Invertierer inkubiert und bei 7.500 x g und
4°C fiir 5 Minuten zentrifugiert. Nach dem letzten Waschschritt wurde der Uberstand erneut
verworfen und 20 bis 30 Minuten gewartet bis alle Ethanolreste verdunstet waren. Die getrocknete
RNA wurde mit RNase-freiem Wasser versetzt, um danach tber Nacht im Kihlschrank zur
vollstandigen Losung gebracht zu werden.

Bis zur weiteren Verwendung wurde die RNA bei - 20°C kurzfristig und fiir langere Zeitraume

bei - 80°C gelagert.

REVERSE TRANSKRIPTION VON RNA IN CDNA

Um die RNA-Mengen mit quantitativer PCR (RT-qPCR) zu untersuchen, wurde jeweils 1 pg RNA in
cDNA umgeschrieben. Dafiir wurde das Maxima™ First Strand cDNA Synthesis Kit von Thermo
Fisher Scientific benutzt. Die RNA-Konzentration wurde vorher photometrisch mit dem
NanoDrop™ 2000c bestimmt und auf Verunreinigungen untersucht. Das Messprinzip beruht auf
der Analyse der unterschiedlichen Absorptionsmaxima kurzwelligen Lichts von RNA und

Proteinen.
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Das Reaktionsgemisch fiir 30 pl setzte sich aus 6 pl Reaction Buffer Mix 5x, 3 pul Maxima Enzyme
Mix, 1 pg RNA sowie nucleasefreiem Wasser ad 30 pl zusammen. Nach kurzem Vermischen der
Proben folgten 10 Minuten Inkubation bei 25°C mit anschlieffender 15-miniitiger Inkubation
bei 50°C. Die Reaktion wurde durch 5-miniitige Inkubation bei 85°C terminiert.

Das Produkt (,first strand cDNA*“) konnte direkt in der quantitativen PCR eingesetzt werden. Die
Lagerung fand analog zur RNA bei - 20°C beziehungsweise bei - 80°C im Falle langerer

Aufbewahrung statt.

QUANTITATIVE PCR

Die quantitative Polymerasekettenreaktion (RT-qPCR) beruht auf dem Prinzip der herkémmlichen
Polymerasekettenreaktion (PCR) mit zeitechter Quantifizierung mittels Fluoreszenzmessung.
Diese dient der Amplifikation spezifischer DNA-Abschnitte. Oligonukleotide mit circa 20 Basen
binden nach Zerfall des DNA-Doppelstranges an komplementare Abschnitte auf der Einzelstrang-
DNA. Als sogenannte Primer binden jeweils ein Vorwaérts-Primer den Plus-Strang und ein
Riickwarts-Primer den komplementdren Minus-Strang und grenzen den DNA-Abschnitt ein,
welcher amplifiziert werden soll. Im ndchsten Schritt synthetisieren DNA-Polymerasen ausgehend
von den Primern in 5’-3’-Richtung einen neuen Strang, analog zur Matrize des jeweiligen DNA-
Stranges. Aus den beiden Einzelstrangen werden dadurch Doppelstriange, die wieder durch Hitze
denaturiert werden und in Einzelstrdnge zerfallen. Der Zyklus aus Denaturierung (1),
Primerbindung (2) und DNA-Synthese (3) kann wiederholt werden, bis ausreichend Kopien des
spezifischen DNA-Abschnitts zur Quantifizierung vorliegen. Eine schematische Darstellung findet
sich in Abbildung 7.

Bei der RT-qPCR kann die Menge der DNA-Amplifikate liber Fluoreszenzmessung bestimmt
werden. Das Reaktionsgemisch der PCR wird durch einen Fluoreszenzfarbstoff erweitert. Dieser
bindet interkalierend in der doppelstrangigen DNA und nach Anregung durch Licht mit der
Wellenldnge von 494 nm emittiert der Farbstoff Licht mit 521 nm. Je mehr DNA amplifiziert wird,
desto mehr Farbstoff kann gebunden werden und fluoreszieren. Da sich theoretisch die Menge der
Amplifikate je Zyklus verdoppelt, steigt die Starke der Fluoreszenz exponentiell an. Die Anzahl der
Kopien des Zielgens zu Beginn der RT-qPCR hat damit direkten Einfluss auf die Starke der
Fluoreszenz. Die relative Quantitit des spezifischen DNA-Abschnitts wird anhand eines
Floureszenzwertes bestimmt und in Zyklen - die benétigt wurden um den Schwellenwert zu
liberschreiten - als sogenannter Cq-Wert angegeben. Mit dem absoluten Cq-Wert, kdnnen
Riickschliisse auf die relative Menge der Kopien eines Zielgens zu Beginn der RT-qPCR gezogen

werden.
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Die verwendete cDNA wurde wie oben beschrieben aus der RNA synthetisiert und jeweils ein 1 pl
diente als Template fiir die Amplifikation. Diese wurde mit dem SensiMix™ SYBR Hi-ROXKit, den
Vorwarts- und Riickwarts-Primern in einer Konzentration von 250 nM sowie nukleasefreiem
Wasser zur Reaktion gebracht. Das Kit enthielt in zweifacher Konzentration die DNA-Polymerase,
die Bausteine der DNA als desoxy-Nukleotidtriphosphate, Adenosintriphosphat als Energietrager,
Magnesium-Ionen, eine Pufferlésung sowie den Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green.

Je analysiertem Zielgen wurden 2 Wells einer 96-Well-Platte mit einem Endvolumen von 20 pl
pipettiert - 1 ul cDNA, 1 pl Primer, 12 pl SensiMix™ SYBR Hi-ROX, 8 pl nukleasefreies Wasser.

Die RT-qPCR wurde mit dem Thermocycler CFX96 Real Time PCR Detection System von Bio-rad
nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

(1) 10 min 95°C Denaturierung des inhibitorischen Antikorpers der DNA-Polymerase
(2)10s 95 °C Denaturierung der Doppelstrang-DNA
(3)30s [ ]°C Primeranlagerung, Tannealing Siehe Material, Primer

(4)30s 72°C Elongation und Messung der Fluoreszenz
(5) 39 Mal Wiederholung der Schritte (2) bis (4)

(6)10s 95 °C Denaturierung der Doppelstrang-DNA
(7) 5s /O 5oC 65-95 °C Ermitteln der Schmelzkurve (zur Validierung des korrekten Amplifikates
und zum Auschluss von Nebenprodukten)

(8) 4°C Ende

Die Ergebnisse wurden mit dem Programm CFX Manager™ von Bio-rad ausgewertet. Das
verwendete Prinzip ist die AACq-Methode, welche eine Normalisierung der Werte auf ein
Housekeeping-Gen (hier: a-Tubulin) beinhaltet. Damit ist eine Aussage tliber die relative Anzahl der
Startkopien des Zielgens im Vergleich untereinander moglich. Der Cq Wert entspricht dem Zyklus
in dem ein ,Threshold“ - der bereits erwahnte Schwellenwert - tberschritten wird und
nachfolgender Formel wird eine Ratio bestimmt, welche Fehler durch Unterschiede bei der RNA-

Isolierung sowie der Effizienz in der cDNA Synthese eliminiert.

ratio = 2744Cq
AACq = ACCIAgenz — ACqkontrolte

ACq = CQZielgen - CQHousekeeping—Gen
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(Schritt 2) 10 s 95 °C Denaturierung der Doppelstrang-DNA
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Abbildung 7 Schematische Darstellung der quantitativen PCR
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AGAROSEGELELEKTROPHORESE

Die entstandenen PCR-Produkte wurden durch elektrophoretische Auftrennung der Nucleinsduren
nach ihrer Grofde im Agarosegel tiberpriift. Die negativ geladenen DNA-Molekiile wandern von dem
gemeinsamen Startpunkt Richtung positiv geladener Anode, kleine Molekiile laufen schneller durch
die Poren des Agarosegels als grofdere Molekiile. Bei den darzustellenden Groéféen zwischen 100 und
500 Basenpaaren eignete sich ein 1,5 %-iges Gel, welches mit dem Fluoreszenzfarbstoff RedSafe™
versetzt wurde.

Nach Festwerden des Agarosegels wurden die Geltaschen nahe der Kathode mit dem Gemisch aus
10 pl PCR-Proben und 1 pl Probenpuffer beladen. Als Laufpuffer wurde TAE-Puffer verwendet und
bei einer Spannung von 100V wurden die Nucleinsduren aufgetrennt. Durch die Interkalation des
Fluoreszenzfarbstoffes wurden die vorhandenen doppelstrangigen DNA-Banden mit UV-Licht
sichtbar gemacht. Bei spezifischer Produktbildung in der RT-qPCR sollte nur eine Bande entstehen,
die der erwarteten Sequenzldange des PCR-Produktes (siehe Material, Primer) entspricht. Mit einer

DNA-Ladder wurde die GrofRe der DNA-Sequenzen bestimmt.

STATISTIK

Die Ergebnisse der RT-qPCR wurden der Software entnommen und mit GraphPad Prism zur
statistischen und graphischen Auswertung weiterverwendet. Die Parameter wurden mindestens
viermal durch unabhidngige biologische Replikate erhoben. Diese Daten wurden nach Mann-
Whitney analysiert und Unterschiede in den Kontroll- bzw. Versuchsgruppen auf Signifikanz
tiberpriift. Abschliefend wurden die Daten ebenfalls mit GraphPad Prism in Diagrammen mit

BoxPlots visualisiert.
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4 ERGEBNISSE
4.1 EINFLUSS VON IL13 UND AVE-0991AUF DIE MAS-MRNA-GEHALTE

Wie bereits von Ender et al. gezeigt, werden die Komponenten der alternativen RAS-Achse auch in
den Osteosarkomzelllinien MNNG/HOS und U-2 Os-Zellen exprimiert. Dabei wurde aufierdem ein
inhibitorischer Effekt von Interleukin 18 und Ang-(1-7) im Migrationsassay festgestellt. [33]

Der Einfluss von IL1B oder AVE-0991 auf die Mas-mRNA-Gehalte wurde nach 24-stiindiger
Exposition der MNNG/HOS bzw. U-2 Os-Zellen analysiert.

Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt in Box-Plot-Diagrammen. Die Behandlungsgruppen sind
jeweils zur Kontrollgruppe in Relation gesetzt, wodurch sich ein guter Uberblick iiber die
Veranderungen der Transkriptmengen ergibt.

Wie in Abbildung 8 erkennbar, bewirkt die Administration der beiden Substanzen, IL13 und
AVE-0991, eine Verdnderung der Mas-mRNA-Menge in beiden Zellen in unterschiedlichem

Ausmafi.
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Abbildung 8 Effekte von IL1p und AVE-0991 auf die Mas-mRNA-Gehalte in MNNG/HOS und U-2
Os-Zellen
*p<0,05**p<0,01
MNNG/HOS nkontrolte=11, ni.1g=13, nave-0991=13, Nkombination=9
U-2 Os nl(ontrollezlo, nlLlB:10; nAVE-O991:9, NKombination=9

Die Stimulation mit IL1{ fiihrt in den MNNG/HOS zu einem signifikanten Anstieg der Mas-mRNA-
Menge um das 3,4-Fache (p=0,043). Analog fiihrt die Zugabe von AVE-0991, dem synthetischen
Mas-Agonist, zu einem 3,7-fachen Anstieg des Medianwertes (p=0,007) und die Kombination beider

Substanzen zu einem 11,8-fachen Anstieg im Vergleich zur Kontrolle (p=0,002).
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Bei den U-2 Os-Zellen sind die Effekte weniger deutlich - so ergibt die Stimulation mit IL1§3 zwar
einen leichten Anstieg des Medianwertes auf das 1,4-Fache des Kontrollwertes, allerdings ist hier
nur eine Tendenz erkennbar (p=0,06).

Durch die alleinige Zugabe von AVE-0991 steigt der Median der Gruppe auf das 1,3-Fache des
Kontrollwertes, jedoch ohne Signifikanz. Anders ist es beim gleichzeitigen Einsatz von AVE-0991
und IL1p. Dabei zeigt sich ein Anstieg des Medianwertes auf das 2,8-Fache des Vergleichswertes,
was statistisch gesichert ist (p=0,001).

Bei beiden Zelllinien fallt insbesondere der dhnlich stark ausgepragte synergistische Effekt von
IL1B und AVE-0991 auf den Anstieg der Mas-mRNA-Mengen auf.

Diese auf RT-qPCR basierenden Ergebnisse zu den verdnderten Mas-mRNA-Gehalten der
Osteosarkom-Zellen wurden durch die Visualisierung der PCR-Amplifikate im Agarosegel und
RedSafe-Farbung validiert. Durch die elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte kénnen
sowohl die korrekte Grofde der Genabschnitte verifiziert und mogliche Nebenprodukte in Form von
zusatzlichen Banden dargestellt werden. Aus Abbildung 9 wird ersichtlich, dass die Primer fiir den
Mas-Rezeptor zu dem erwarteten Produkt mit 407 Basenpaaren gefiihrt haben und unter den
Versuchsbedingungen keine Nebenprodukte amplifiziert worden sind. Das ist in volliger
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Schmelzpunktbestimmung, die am Ende jeder RT-qPCR
durchgefiihrt wurde. Ebenso bildeten die Primer fiir das konstitutiv exprimierte o-Tubulin nur das

erwartete Amplifikat mit 528 Basenpaaren.

mas-Rezeptor a-Tubulin

407bp 528bp

soopp

300bp
200bp
150bp ) S
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100bp & Q \ Q QO
SH % S &Y a0

Abbildung 9 Agarosegel zur Validierung der Spezifitit von den humanen RT-qPCR-Primern fiir den
Mas-Rezeptor und o-Tubulin. Die Amplifikatgréflen von 407 bp und 528 bp
entsprechen den aus der Sequenz abgeleiteten erwarteten Grofden. Die cDNA-freien
Kontrollen (H,0) zeigen keine Amplifikate.
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4.2 MRNA-EXPRESSION DER TRPC-KANALE

Um die Grundlage fiir die Verkniipfung von antiproliferativen Effekten der Ang-(1-7)/Mas-Achse
und den TRPC-Kanidlen zu schaffen, wurde zuniachst der mRNA-Gehalt der individuellen TRPC
Kanile unter basalen Bedingungen, das heif3t ohne Zugabe von Agenzien, tiberpriift. Daftir wurden
die beiden Zelllinien in 6-Well-Platten eingesat, nach 24 Stunden mit neuem Kulturmedium ohne
Zusatze von Agenzien versorgt und nach weiteren 6 oder 24 Stunden fiir die quantitative Analyse
der TRPC-mRNAs geerntet.

Auf der mRNA-Ebene werden in beiden Zelllinien die TRPC-Kanale 1 bis 7 exprimiert, wobei keine
deutlichen Differenzen zwischen MNNG/HOS und U-2 Os-Zellen beobachtet wurden. Die
Abbildung 10 gibt einen Uberblick iiber die jeweiligen relativen mRNA-Mengen der Kanile in

Relation zu dem konstitutiv exprimierten o-Tubulin.
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Abbildung 10 Vergleich der mRNA-Mengen der TRPC-Kanile in den Osteosarkomzelllinien
MNNG/HOS und U-2 Os in Relation zu der a-Tubulin-mRNA-Menge

Auffallend ist allerdings der etwas geringere mRNA-Gehalt der TRPC7-Kanéle. Wie in der Einleitung
beschrieben, sind diese Kanale im Zentralen Nervensystem von groféer Bedeutung, sodass sie in
Knochentumorzellen durchaus von geringerer Bedeutung sein kdnnten. Zwar wurde der Kanal
durchweg analysiert, jedoch zeigte sich in keiner der folgenden Versuchsreihen eine deutliche
Veranderung der Transkriptmengen.

Die Spezifitit der TRPC-Primer bzw. der entsprechenden RT-qPCR wurde analog zu den Mas- und
o-Tubulin-Primern ebenfalls im Agarosegel verifiziert. Wie in Abbildung 11 und Abbildung 12 zu
sehen ist, erfolgte ausschliefilich die spezifische Amplifikation von Produkten der erwarteten Grofde

fiir alle TRPC-Kanale unter den verwendeten Bedingungen.
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Abbildung 11 Agarosegel zur Validierung der Spezifitit der humanen RT-qPCR fiir TRPC1, TRPC3
und TRPC4. Die AmplifikatgrofRen entsprachen mit 177 bp, 492 bp und 126 bp der
erwarteten Grofde. Die cDNA-freien Kontrollen (H20) zeigen keine Amplifikate.

Abbildung 12 Agarosegel zur Validierung der Spezifitit der humanen RT-qPCR fiir TRPC5, TRPC6
und TRPC7. Die Amplifikatgr6f3en entsprechen mit 210 bp, 191 bp und 194 bp den
erwarteten Grofien. Die cDNA-freien Kontrollen (Hz0) zeigen keine Amplifikate.
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4.3 EINFLUSS VON IL13 UND AVE-0991 AUF DIE TRPC-KANAL MRNA-GEHALTE

Wie in der Einleitung beschrieben, bewirken sowohl IL13 als auch Ang-(1-7) antiproliferative
Effekte in Osteosarkomzelllinien. Im Gegensatz dazu stehen die TRPC-Kandle, deren Aktivitit eher
mit proliferativen Effekten assoziiert sind. Daher war es von Interesse, die Expression der TRPC-
Kanile in den beiden Osteosarkomzelllinien MNNG/HOS und U-2 Os unter dem Einfluss der beiden
antiproliferativen Substanzen zu analysieren.

Wie bei der Analyse der Mas-Rezeptor mRNA (siehe 4.1) wurden die Zellen in 6-Well-
Gewebekulturschalen eingesat, nach 24 Stunden mit frischem Kulturmedium und den jeweiligen
Agenzien -IL1B und AVE-0991 - versetzt, um wiederum 24 Stunden spater die Zellernte und RNA-
Praparation vorzunehmen.

In der Abbildung 13 ist der Vergleich der mRNA-Gehalte von TRPC1 unter der jeweiligen

Stimulation dargestellt.
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Abbildung 13  Effekte von IL1p und AVE-0991 auf die TRPC1-mRNA-Gehalte in MNNG/HOS und
U-2 Os Osteosarkomzellen
MNNG/HOS nKontrolle:14, nlLlB:15; nAVE-O991:15; NKombination=11
U-2 Os nkontrole=10, ni1g=11, Nave-0991=9, NkKombination=10

Bei den MNNG/HOS ist erkennbar, dass sich der Median kaum verdndert. Die Mediane variieren im
Vergleich zur Kontrolle um maximal fiinf Prozent. Es zeigt sich auch keine deutliche Verdnderung
bei den U-2 Os-Zellen. Der Anstieg des Medianwertes unter Kombination beider Substanzen liegt
bei dem 1,3-Fachen der Kontrolle und erreicht keine Signifikanz (p=0,07). Die alleinige Zugabe der
Agenzien hat keinen signifikanten Effekt auf den Median, wobei eine marginale Steigerung um das

1,1-Fache, bei AVE-0991 zu beobachten war (p=0,15).
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Anders sieht es bei den Untersuchungen zu TRPC3 aus. In Abbildung 14 sind die Verdnderungen
der mRNA-Mengen bei MNNG/HOS- und U-2 Os-Zellen unter dem Einfluss von IL-1 bzw. AVE0991
analog zu Abbildung 13 dargestellt.
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Abbildung 14  Effekte von IL1 und AVE-0991 auf die TRPC3-mRNA-Gehalte in MNNG/HOS und
U-2 Os Osteosarkomzellen
*p<0,05
MNNG/HOS nKontrolle:13, nlLlB:15; nAVE-O991:15; NKombination=11
U-2 Os nkontrole=10, ni1g=11, Nave-0991=9, Nkombination=10

Der Median der Werte andert sich bei der Stimulation der MNNG/HOS-Zellen mit IL1B oder
AVE-0991 nur sehr marginal. Allerdings fithrt die Kombination beider Stoffe zu einem signifikanten
Abfall der mRNA Transkriptmengen auf 80 % der Kontrolle (p=0,02).

Auch bei den U-2 Os-Zellen ist unter Zugabe von IL1f zum Kulturmedium keine signifikante
Verdnderung der mRNA-Mengen nachzuweisen. AVE-0991 hingegen fiihrt zu einer signifikanten
Steigerung um 20 % im Vergleich zur Kontrolle (p=0,02) und im Zusammenspiel der beiden

Substanzen fillt der Median um 10 % (analog zu den MNNG/HOS), jedoch ist dies nicht signifikant.
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TRPC4, als dritter Vertreter der humanen TRPC-Familie, zeigt unter Stimulation mit IL1 und/oder
AVE-0991 keine signifikanten Veranderungen im Vergleich zu den basalen mRNA-Gehalten. Die
Abbildung 15 stellt die Ergebnisse analog zu den vorherigen Abbildungen dar.
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Abbildung 15  Effekte von IL1 und AVE-0991 auf die TRPC4-mRNA-Gehalte in MNNG/HOS und
U-2 Os Osteosarkomzellen
MNNG/HOS n](ontrolle:6, nlLlB:4; nAVE-O991:6, NKombination=7
U-2 Os-Zellen nkontrolle=5, NiL1p=5, NavE-0991=5, NKombination=6

Es zeigt sich insbesondere bei den U-2 Os-Zellen eine grofiere Variabilitit der TRPC4-mRNA-
Gehalte in allen drei Behandlungsgruppen im Vergleich zur Kontrolle. Ein solcher Effekt ist bei den
MNNG/HOS-Zellen lediglich unter Einfluss von IL-1f3 zu erkennen. Hier scheinen die mRNA-Gehalte

von TRPC4 zuzunehmen, jedoch ist der Median nahezu unverandert.
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Ein dhnliches Bild ergibt sich fiir die Expression von TRPC5 in den untersuchten Osteosarkom-
Zelllinien. Die Abbildung 16 zeigt fiir beide Zelllinien die Verdnderung der TRPC5-mRNA-Gehalte

unter Stimulation mit IL1B, AVE-0991 bzw. nach Administration beider Substanzen zusammen.
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Abbildung 16 Effekte von IL1p und AVE-0991 auf die TRPC5-mRNA-Gehalte in MNNG/HOS und
U-2 Os Osteosarkomzellen
MNNG/HOS nkontrolle=14, niL1p=15, Nave-0991=15, Nkombination=11
U-2 Os nKontrolle:14; nlLlB:14’; nAVE-O991:14; NKombination=14

In dem Diagramm der MNNG/HOS fallen die vielen als Punkte gekennzeichneten Outlier auf. Diese
verdeutlichen die Abweichung der Werte innerhalb einer Gruppe und sind Ausdruck einer hohen
Variabilitat der Einzelwerte, insbesondere nach Administration der Substanzen einzeln oder in
Kombination. Im Gesamtbild ergibt sich dann fiir die TRPC5-Transkriptmengen keine signifikante
Verdanderung bei den MNNG/HOS, obwohl die Mediane der drei Stimulationsgruppen um das 1,4-
Fache (IL1B oder AVE-0991) und das 1,3-Fache (beide in Kombination) ansteigen.

Bei den U-2 Os-Zellen fithren weder IL1p noch AVE-0991 zu einer Verdnderung des Medianwertes
um mehr als 5 %. Wenn beide Agenzien zusammen eingesetzt werden, sinkt zwar der Median auf
knapp 60 % des Kontrollwertes, jedoch ist auch dies aufgrund der deutlichen Streuung keine
signifikante Veranderung.

Schliefllich sind in der Abbildung 17 die Effekte von IL1p und AVE-0991 auf die TRPC6-mRNA-
Gehalte von MMNG/HOS und U-2 Os-Zellen gezeigt.
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Abbildung 17  Effekte von IL1p und AVE-0991 auf die TRPC6-mRNA-Gehalte in MNNG/HOS und
U-2 Os Osteosarkomzellen
**p<0,01; * p<0,05
MNNG/HOS nkontrote=12, ni.1g=12, nave-0991=12, Nkombination=9
U-2 Os nKontrollezs; nlLlB:7; nAVE-0991:8; NKombination=8

Bei den MNNG/HOS-Zellen gibt es trotz deutlicher Unterschiede des Medianwertes der Kontrolle
zu den Medianen der Behandlungsgruppen keine signifikanten Veranderungen der TRPC6-mRNA-
Gehalte. Unter Stimulation mit IL1p steigt der Median auf das 1,5-Fache und der Median fiir
AVE-0991 sogar auf das 1,7-Fache der Kontrolle. Auch die Steigerung des Medianwertes durch
Kombination von IL18 und AVE-0991 um 30 % ist nicht signifikant.

Anders ist die Situation bei den U-2 Os-Zellen. Unter dem Einfluss von IL1f - mit oder ohne
AVE-0991 - ist eine signifikante Verringerung des Medianwertes der TRPC6-mRNA-Gehalte um
circa 40 % im Vergleich zum Kontrollwert (p=0,005; p=0,03) zu beobachten. Auch die
Administration von AVE-0991 allein fiihrt zu einem Abfall des Medianwertes um 15 %, allerdings
ohne Signifikanz.

Zusammenfassend ist deutlich erkennbar, dass sich die Zelllinien MNNG/HOS und U-2 Os
hinsichtlich der Transkriptmengen der untersuchten TRPC Kandle nach Zugabe von IL1( oder
AVE-0991 oder beidem wenig gleichen. Die in Punkt 5.2 angesprochene Ahnlichkeit der Zelllinien
in der basalen Expressionsstiarke ist mitunter deutlichen Unterschieden gewichen. Bei den
MNNG/HOS kommt es beispielsweise unter Einfluss von IL13 und AVE-0991 zu einem signifikanten
Abfall der mRNA-Menge von TRPC3. Bei den U-2 Os-Zellen hingegen fiihrt nur AVE-0991 zu einer
signifikanten Veranderung - und das in die entgegengesetzte Richtung. Weiterhin zeigt sich der

signifikante inhibitorische Effekt von IL1[3 auf die TRPC6-mRNA-Mengen nur bei den U-2 Os-Zellen.
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4.4 DER EINFLUSS VON D-ALA AUF MAS- UND TRPC- MRNA-GEHALTE

In einer zweiten Versuchsreihe sollte der Effekt von D-Alanin?-Ang-(1-7) (D-Ala), einem Derivat
von Ang-(1-7) mit antagonistischer Wirkung am Mas-Rezeptor, auf die Transkriptmengen der
TRPC-Kanéle untersucht werden.

Erneut wurden dafiir Zellen in die 6-Well-Gewebekulturschalen eingesat, nach 24 Stunden mit
frischem Kulturmedium und D-Ala versehen, um drei oder sechs Stunden spater zum Zwecke der
RNA-Praparation geerntet zu werden.

In den Abbildungen 18 bis 22 sind die Ergebnisse aus der Analyse der mRNA-Gehalte der TRPC-
Kanidle 1 bis 7 unter Einfluss von D-Ala im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle (ohne D-Ala)
dargestellt. Die Analyse der TRPC1-mRNA-Gehalte ergab fiir beide untersuchten Zelllinien keinen
Effekt nach Administration von D-Ala (Abbildung 18).
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Abbildung 18 Effekte von D-Ala auf die TRPC1-mRNA-Gehalte in MNNG/HOS und U-2 Os
Osteosarkomzellen
MNNG/HOS nKontrollezg; nD—Ala=8
U-2 Os nKontrolle:8; nD-Ala:9

Der Median der D-Ala Gruppe fallt bei den MNNG/HOS marginal um circa 8 % ab und steigt bei den

U-2 Os-Zellen um knapp 7 %. Beide Veranderungen sind statistisch gesehen nur zufillig.
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Abbildung 19
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In Analogie zu TRPC1, unterliegen auch die TRPC3-mRNA-Mengen in den MNNG/HOS-Zellen

keinen Verdnderungen unter Einfluss von D-Ala. Ein leichter Anstieg der medianen TRPC3-mRNA-

Gehalte in den U-2 Os-Zellen unter D-Ala erreicht ebenfalls keine statistische Signifikanz.
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Abbildung 20

Effekte D-Ala auf die TRPC4-mRNA-Gehalte in MNNG/HOS und U-2

Osteosarkomzellen

MNNG/HOS n](()ntrolle:9, nD-Ala=8
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Gleichermafien zeigten sich auch die TRPC4-mRNA-Mengen durch die Administration von D-Ala
unbeeinflusst (Abbildung 20).
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Abbildung 21  Effekte D-Ala auf die TRPC5-mRNA-Gehalte in MNNG/HOS und U-2 Os
Osteosarkomzellen
*p<0,05
MNNG/HOS n](ontrolle:9, nD-Ala:8
U-2 Os nKontrolle=8; nD—Ala=8

Die Veranderung der TRPC5-mRNA-Menge unter Einfluss von D-Ala bei den MNNG/HOS ist in
Abbildung 21 visualisiert. Es zeigt sich ein signifikanter Abfall der Transkriptmengen auf das
0,7-Fache des Kontrollwertes (p=0,05). Bei den U-2 Os-Zellen steigt der Median der D-Ala Gruppe
um 20 % an. Jedoch ist schon anhand der Geometrie des Box-Plots zu sehen, dass die Einzelwerte

in der Gruppe stark schwanken und dadurch keine klare Tendenz erkennbar ist.
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Abbildung 22  Effekte D-Ala auf die TRPC6-mRNA-Gehalte in MNNG/HOS und U-2 Os
Osteosarkomzellen
MNNG/HOS n](ontrolle:9, nD-Ala:7
U-2 0OS Nkontrolle=8, Np-a1a=6

Wie aus Abbildung 22 ersichtlich ist, bewirkt die Administration von D-Ala keine eindeutige
Verdnderung der TRPC6-Transkriptmenge in MNNG/HOS-Zellen. Der Median steigt zwar um
knapp 25 %, jedoch unterliegen die anderen Einzelwerte einer zu grofden Schwankungsbreite, um
eine statistisch gesicherte Aussage zu erhalten. Anders ist es bei den U-2 Os-Zellen, wo unter
Einfluss von D-Ala der Median der TRPC6-mRNA-Gehalte auf 80 % des Kontrollwertes
abfallt (p=0,02).

TRPC6 ist der Kanal, dessen mRNA-Mengen unter Einfluss von IL1f3 in den U-2 Os-Zellen signifikant
vermindert wird. Aufierdem zeigt sich unter IL1B-Administration ein Anstieg des mRNA-Gehaltes
des Mas-Rezeptors. Das bedeutet, dass unter gleichen in vitro-Bedingungen die Transkriptmengen
des antiproliferativen Mas-Rezeptors ansteigen, wihrend die mRNA-Menge des TRPC6-Kanals
verringert wird.

Interessanterweise zeigt die D-Ala Versuchsreihe ein dhnliches Phdnomen, indem hier die Zugabe
von D-Ala bei U-2 Os-Zellen zu einer signifikanten Verringerung der TRPC6-Transkriptmenge fiihrt,
wahrend es gleichzeitig zu einer signifikanten Erh6hung der Mas-mRNA-Menge kommt (p=0,02).
Dies ist in Abbildung 23 dargestellt. Sowohl bei den MNNG/HOS als auch bei den U-2 Os-Zellen
steigen die mRNA-Gehalte des Mas-Rezeptors nach Administration von D-Ala signifikant an. Bei
erstgenannten Zellen steigt der Median auf den 3,3-fachen Wert (p=0,05), bei Letzteren auf das
Dreifache des Kontrollwertes (p=0,02).
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Abbildung 23  Effekte D-Ala auf die Mas-mRNA-Gehalte in MNNG/HOS und U-2
Osteosarkomzellen
*p<0,05
MNNG/HOS nKontrollezg; nD—A1a=8
U-2 Os nKontrolle=6; nD—A1a=8

Os
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4.5 DER EINFLUSS VON LY294002 UND PD98059 AUF DIE MAS- UND TRPC- MRNA-
GEHALTE

Die intrazellulare Signaltransduktion des Mas-Rezeptors wird unter anderem tber die Enzyme
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3-Kinase) und Extrazellular Signal Regulierte Kinase 1/2
(ERK1/2) vermittelt. Die Untersuchungsergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen beziiglich
Aktivierung oder Inaktivierung der Kinasen gehen aktuell noch auseinander. Karnik et al. gehen in
einer aktuellen Ubersichtsarbeit von einer Ang-(1-7)/Mas-abhingigen Aktivierung von
beispielweise der PI3-Kinase aus, jedoch berichten andere Arbeitsgruppen von einer Inaktivierung
der oben genannten Kinasen durch Ang-(1-7).[60;61;139]

Pharmakologische Inhibitoren fiir die PI3-Kinase (Ly294002) bzw. den ERK1/2-Signalweg
(PD98059) stehen zur Verfiigung. Die Anwendung dieser Inhibitoren wurde in der vorliegenden
Arbeit vorgenommen, um zu untersuchen, inwieweit die Auswirkungen von Mas-Rezeptor-
Agonisten (AVE0991) oder Antagonisten (D-Ala) auf die TRPC-Expression mit der Aktivitit dieser
Signalwege in Osteosarkomzellen assoziiert sind bzw. die Expression von Mas selbst beeinflussen.
Fiir die Versuche wurden analog zu den oben beschriebenen Versuchsreihen beide Zelllinien in
jeweils 6-Well-Gewebekulturschalen eingesat, nach 24 Stunden mit frischem Kulturmedium sowie
den Substanzen versorgt und 3 beziehungsweise 6 Stunden spater geerntet. Die Ergebnisse der
RT-qPCR Untersuchung der TRPC-Kanile und des Mas-Rezeptors sind in den Abbildungen 24 bis
29 dargestellt.

Wie aus der Abbildung 24 ersichtlich ist, bewirkt weder die Administration von Ly294002 noch
die von PD98059 Verdanderungen der Transkriptmengen von TRPC1 in den Osteosarkom-Zelllinien

MNNG/HOS und U-2 Os.
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Abbildung 24  Effekte von Ly294002 und PD98059 auf die TRPC1-mRNA-Gehalte in MNNG/HOS
und U-2 Os Osteosarkomzellen
MNNG/HOS nKontrollezg; NLy 100 uM =9; Npp 50 uM=9; NKombination=9
U-2 Os nKontrollezg; Ny 100 uM =9; npp 50 uM=9; NKombination=9

Bei den MNNG/HOS ist zwar ein leichter Anstieg des Medianwertes in der Ly294002-Gruppe auf
das 1,4-Fache des Kontrollwertes zu sehen, jedoch erreicht dieser Unterschied keine statistische
Signifikanz. Auch der Median fiir die TRPC1-Werte unter PD98059 Gabe adndert sich nicht im

Vergleich zur Kontrolle.
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Die Diagramme in Abbildung 25 illustrieren die Ergebnisse der Analyse der TRPC3-mRNA-Mengen
in MNNG/HOS und U-2 Os-Zellen. In der Ubersicht sind leichte Verdnderungen zu erkennen.
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Abbildung 25 Effekte von Ly294002 und PD98059 auf die TRPC3-mRNA-Gehalte in MNNG/HOS
und U-2 Os Osteosarkomzellen
*p<0,05
MNNG/HOS n](ontrolle:9, NLy 100 uM :9, Npp 50 uM:9; NKombination=9
U-2 Os nKontrolle:9; NLy 100 uM :9, Npp 50 uM:8; NKombination=9

Die Transkriptmengen des TRPC3-Kanals zeigen sich in den MNNG/HOS-Zellen durch Ly294002
unbeeinflusst. In diesen Zellen bewirkt PD98059 einen tendenziellen Anstieg der TRPC3-mRNA-
Mengen (p=0,08). Dieser Effekt von PD98059 ist in U-2 Os-Zellen deutlicher ausgepragt und
erreicht auch statistische Signifikanz (1,2-fache TRPC3-mRNA-Menge im Vergleich zur Kontrolle;
p=0,02). Bei den MNNG/HOS und U-2 Os-Zellen fiihrt die Gabe von Ly294002 allein oder die
Kombination von Ly294002 mit PD98059 zu keiner eindeutigen Veranderung der TRPC3-mRNA-
Gehalte. Auch bei der in Abbildung 26 dargestellten Analyse des TRPC4-Kanals sind Veranderungen
der TRPC4-mRNA-Gehalte in der PD98059-Gruppe auffallend.
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Abbildung 26  Effekte von Ly294002 und PD98059 auf die TRPC4-mRNA-Gehalte in MNNG/HOS
und U-2 Os Osteosarkomzellen
**p<0,01
MNNG/HOS n](ontrolle:7, NLy 100 uM :7, Npp 50 uM:9; NKombination=0
U-2 Os nKontrolle=8; Ny 100 uM =8; Npp 50 uM=8; NKombination=9

Die MNNG/HOS zeigen unter dem Einfluss des MAP-Kinase-Inhibitors PD98059 eine signifikante
Erhohung der TRPC4-mRNA-Gehalte auf das 2,1-Fache (p=0,008). Ein solcher Effekt deutet sich
auch bei den U-2 Os-Zellen an, erreicht aber keine Signifikanz (Abbildung 26). Die Administration
von Ly294002 allein oder in Kombination mit PD98059 bewirkt hingegen keine Veranderungen
der TRPC4-mRNA Gehalte in den beiden Osteosarkom-Zelllinien.

Ein anderes Bild ergibt sich beziiglich der transkriptionellen Regulation von TRPC5 in
Osteosarkom-Zellen. Wie aus Abbildung 27 ersichtlich ist, bewirkt die Administration des PI3-
Kinase Inhibitors Ly294002 sowohl in den MNNG/HOS als auch in den U-2 Os-Zellen einen
deutlichen Anstieg der TRPC5-mRNA-Gehalte.
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Abbildung 27  Effekte von Ly294002 und PD98059 auf die TRPC5-mRNA-Gehalte in MNNG/HOS
und U-2 Os Osteosarkomzellen
** p<0,001
MNNG/HOS nKontrollezg; NLy 100 uM =9; nNpp 50 uM=9, NKombination=9
U-2 Os nKontrollezg, Ny 100 uM =9; nNpp 50 uM=8, NKombination=9

Die Zugabe von Ly294002 hat einen Anstieg des Medianwertes in Relation zu den jeweiligen
Kontrollwerten auf das 9,6-Fache bei den MNNG/HOS und auf 5,9-Fache bei den U-2 Os Zellen zur
Folge (p=0,0004; p=0,0008). Die Administration von PD98059 fiihrt in beiden Zelllinien zu einem
marginalen Anstieg der TRPC5-mRNA-Mengen um weniger als 10 %, ohne jegliche Signifikanz.
Deswegen liegt die Annahme nahe, dass auch die deutliche Zunahme der Transkriptmengen unter
Verwendung beider Substanzen eher in der inhibierenden Wirkung von Ly294002 auf die PI3-
Kinase begriindet ist. Sowohl der Anstieg des Medianwertes nach Gabe von Ly294002 und
PD98059 auf das 8,9-Fache bei den MNNG/HOS (p=0,0004), als auch der Anstieg auf das 5,2-Fache
der Kontrollwerte bei den U-2 Os-Zellen (p=0,0004) sind statistisch signifikant.

Die in der Abbildung 28 dargestellten Effekte der verwendeten Inhibitoren auf die TRPC6-mRNA-

Mengen zeigen interessante Ergebnisse.
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Abbildung 28  Effekte von Ly294002 und PD98059 auf die TRPC6-mRNA-Gehalte in MNNG/HOS
und U-2 Os Osteosarkomzellen
**p<0,01; *p<0,05
MNNG/HOS nKontrollezg; NLy 100 uM =9; Npp 50 uM=9, NKombination=9
U-2 Os NKontrolle=6, Ny 100 uM =6; npp 50 uM=5, NKombination=6

Bei den MNNG/HOS fiihren Ly294002 und PD98059 unabhdngig voneinander zu einem
signifikanten Anstieg der Mediane auf das Doppelte des Kontrollwertes (p=0,004; p=0,005).
Interessanterweise fithrt die Kombination beider Stoffe nicht etwa zu einem additiven oder gar
superadditiven Effekt. Der Median in der jeweils letzten Gruppe (kombinierte Gabe beider
Inhibitoren) steigt ,nur“ auf das 1,9-Fache des Kontrollwertes (p=0,02) und liegt damit jeweils
unter dem Niveau der Einzelgaben der Stoffe.

Auch die U-2 Os-Zellen zeigen signifikante Veranderungen ihrer TRPC6-mRNA-Gehalte, wenn sie
mit Ly294002 und PD98059 behandelt werden. Der Median in der Ly294002-Gruppe steigt auf das
Zweieinhalbfache des Kontrollwertes (p=0,005). Der augenscheinliche Anstieg der TRPC6-mRNA-
Mengen nach Gabe von PD98059 erreicht aber lediglich tendenziellen Charakter (p=0,08).
Dahingegen ist der Median der Versuchsgruppe mit dem gleichzeitigen Einsatz der Substanzen
dreimal so grofd wie der Median der Kontrollgruppe und beschreibt damit einen statistisch
gesicherten Unterschied (p=0,008). Es lasst sich zusammenfassen, dass Ly294002 und PD98059
offensichtlich unabhangig voneinander die Transkriptmengen von TRPC6 beeinflussen.

In den vorherigen Versuchsreihen zum Einfluss von IL1 und AVE-0991 sowie von D-Ala ist die
gegenldufige Veranderung der mRNA-Mengen des Mas-Rezeptors und des TRPC6 Kanals (bei den
U-2 Os-Zellen) aufgefallen. In dieser Versuchsreihe ist das Ergebnis ein anderes. Die Verwendung
von Ly294002 und PD98059 erhoht nicht nur die Transkriptmengen von TRPC6 (siehe
Abbildung 28), sondern auch - wie in Abbildung 29 erkennbar - die mRNA-Gehalte des Mas-

Rezeptors.
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Abbildung 29  Effekte von Ly294002 und PD98059 auf die Mas-mRNA-Gehalte in MNNG/HOS
und U-2 Os Osteosarkomzellen
*p<0,05, **p<0,01
MNNG/HOS n](ontrolle:9, NLy 100 uM :9, Npp 50 uM:9; NKombination=9
U-2 Os nKontrolle=8; Ny 100 uM =8; Npp 50 uM=8, NKombination=8

Durch die Zugabe von Ly294002 zum Kulturmedium der MNNG/HOS erreicht der Median der
Gruppe das 2,4-Fache des Kontrollwertes (p=0,01). Auch unter Einfluss von PD98059 kommt es zu
einem tendenziellen Anstieg der Mas-mRNA-Gehalte, allerdings nur auf das Anderthalbfache der
Kontrolle (p=0,08). Durch die kombinierte Gabe der beiden Substanzen wird die Menge der
Mas-mRNA eindeutig erh6ht. Der Median der Gruppe ist zweieinhalb Mal grofier als der
Kontrollwert (p=0,001).

Bei den U-2 Os-Zellen zeigt das Diagramm eine gewisse Ahnlichkeit zu den Versuchsergebnissen
der MNNG/HOS. Die Inhibierung der PI3-Kinase zieht einen signifikanten Anstieg des
Medianwertes auf das 2,4-Fache der Kontrolle nach sich (p=0,004). Auch die Hemmung von
ERK1/2 hat zur Folge, dass der Mas-mRNA-Gehalt in den U-2 Os Zellen erhéht wird. Der Median
steigt nicht so deutlich wie bei Einsatz von Ly294002 - er erreicht das 2,1-Fache der
Kontrollgruppe - trotzdem ist auch dieser Anstieg signifikant (p=0,03).

Die simultane Administration beider Stoffe scheint synergistisch die Transkription des Mas-
Rezeptors zu beeinflussen. Der Anstieg des Medianwertes auf das 3,6-Fache der Kontrolle
ist sowohl hoher als bei den einzeln eingesetzten Substanzen und zudem auch statistisch

verifiziert (p=0,002).
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5 DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit erfolgte eine umfassende Beschreibung der TRPC-Expression in
Osteosarkomzellen unter basalen Bedingungen. Es wurden die Einfliisse der Modulation der
alternativen Ang-(1-7)/Mas Achse des RAS (mittels Ang-(1-7) und AVE0991) bzw. der Einfluss der
Immunstimulation (IL-1p) auf die Expression von TRPC-Kanaile systematisch untersucht.

Mittels Administration von Interleukin 13 wurden die immunmodulatorische Wirkung und der
klinisch nachgewiesene Effekt von Mifamurtid nachgebildet, die der Therapie des Osteosarkoms
zugrunde liegen. [140] Spezielles Augenmerk wurde dabei auf die alternative RAS-Achse mit den
Protagonisten Ang-(1-7) und dem Rezeptor Mas gelegt — besonders die mogliche Assoziation
mit Expression/Aktivitit von TRPC Kanidlen und deren mitunter proliferative
Wirkungen. [119;123;129]

Dass ein Zusammenhang von Osteosarkomen und dem RAS besteht, legt die Arbeit von Wasa et al.
nahe, in welcher die antiproliferative Wirkung des Ang-II Rezeptorantagonisten Candesartan auf
Osteosarkome im Mausmodell gezeigt wurde. [141] In der Arbeit von Souza et al. konnte
nachgewiesen werden, dass die Expression des Mas-Rezeptors in Makrophagen nach Gabe von
Lipopolysacchariden (einem nattirlichem Bestandteil der Bakterienwand und damit Analogon zum
Mifamurtid) gesteigert wird. [142]In unserer Voruntersuchung wurde ebenfalls die Induktion der
Mas-Rezeptorexpression durch Interleukin 1 gezeigt. [33]

Zunichst wurde eine Analyse der basalen mRNA-Gehalte der TRPCs in Osteosarkom-Zelllinien
vorgenommen und eventuelle Verdnderungen nach Modulation der Ang-(1-7)/Mas-Achse
bzw. der intrazelluldren Signaltransduktion bestimmt. Wie bereits einleitend beschrieben, weisen
die aktuellen Forschungen den TRPC-Kanilen eine wichtige Rolle bei Tumorentstehung und -
wachstum zu. Sie sind Mediatoren einer verdnderten Calcium-Homoostase in den Tumorzellen und
konnen fiir proliferative Prozesse von grofier Bedeutung sein. Diese Prozesse wurden von Hanahan
und Weinberg als ,Hallmarks of Cancer” bezeichnet - Merkmale, die flir den malignen Phanotyp
eines Tumors stehen, wie zum Beispiel autonomes Wachstum durch eigene Wachstumssignale,
Angiogenese, Metastasierung und Vermeidung von Apoptose. [143;144]

Allerdings ist es wichtig festzuhalten, dass Calcium-Signaling keineswegs nur fiir proliferative
Zellvorginge steht. In Podozyten fiihrt beispielsweise ein Calcium-Einstrom iiber TRPC6 zu
proapoptotischen Signalen und genauso kann ein Calcium-Einstrom iiber TRPC1 zur Apoptose von
glatten Muskelzellen fiihren. [145]

In der Mehrzahl der Publikationen ist TRPC1 jedoch als Schliisselprotein einer verdnderten
Calcium-Homoostase und damit wichtiger Akteur in verschiedenen Tumorzellgeweben
beschrieben. Tajeddine et al. vermuten, dass die Expression des TRPC1-Kanals einer

autoregulativen Schleife im Sinne eines positiven Feedback-Mechanismus unterliegen kdnnte.
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TRPC1 stimuliert dabei den Wachstumshormonrezeptor Epidermal Growth Factor Receptor
(EGFR), welcher wiederum iiber IP; die Freisetzung von Calcium aus dem ER fordert, was (im
Rahmen des SOCE) zu Calcium-Einstrom iiber TRPC1 fiihrt. Da der EGF-Rezeptor auch die PI3-
Kinase und ERK aktiviert, konnte dieser sich selbst unterhaltende Kreislauf als Korrelat fiir das
unkontrollierte Wachstum von Tumorzellen stehen. [146;147;148]

In der vorliegenden Arbeit konnte weder durch Aktivierung oder Inhibierung des Mas-Rezeptors
noch durch Inhibierung der Aktivitit der Proteinkinasen PI3-Kinase beziehungsweise ERK1/2 ein
Einfluss auf die Expression von TRPC1 festgestellt werden. Schlussfolgernd lasst sich feststellen,
dass der oben genannte Effekt von Mas und Interleukin1f nicht iiber eine Verdnderung der mRNA-
Mengen des TRPC1 Kanals vermittelt wird.

Im Gegensatz zu seinem Pendent TRPC1 ist die Rolle von TRPC3 laut Literatur nicht nur als
tumorigen einzuordnen. So korreliert beispielsweise die Expression von TRPC3 in
Bronchialkarzinomen mit einer insgesamt verbesserten 5-Jahres-Uberlebensrate sowie einem
lingeren krankheitsfreien Uberleben. [149] Bei einigen gynikologischen Tumoren hingegen
scheint eine erhohte Expression von TRPC3 eher proliferativ zu wirken. In Mammakarzinomzellen
wurde beispielsweise durch die Gabe von Arachidonsaure die Inhibition von TRPC3 und damit die
Reduktion von in vitro Zellmigration erreicht. [150] In Ovarial-Karzinomen férdern TRPC3-Kanéle
ebenfalls das Tumorwachstum und nach deren Herabregulation zeigte sich eine signifikant
verminderte Proliferation der ovarialen Tumorzellen SKOV3. [151]

Eine mogliche Ursache fiir die offenbar diskrepanten pro-onkogenen bzw. anti-onkogenen
Wirkungen ist zum Teil iiber die unterschiedliche Aktivierung von TRPC3 im Vergleich zu TRPC1
erklarlich. Wie einleitend beschrieben, ist TRPC1 wichtiger Bestandteil des store-operated-
Calcium-Einstroms (SOCE) und im Gegensatz dazu wird TRPC3 eher store-independent aktiviert
und ist damit von einer Ligandenaktivierung abhidngig. [152] Aufgrund des spezifischeren
Mechanismus der Aktivierung kann auch die Funktion hinsichtlich der Beeinflussung von
Proliferation bzw. Antiproliferation differieren. So kann man zumindest die Vermutung aufstellen,
dass die unterschiedlichen molekularen Sequenzen der Tumorigenese der jeweiligen
Tumorentititen einen unterschiedlichen Effekt der TRPC3-Bindung nach sich ziehen.

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich ein positiver Effekt des Mas-Agonisten AVE-0991 auf die
Transkriptmengen des TRPC3-Kanals bei U-2 Os-Zellen. Es zeigte sich hingegen keine signifikante
Verdanderung bei den MNNG/HOS-Zellen und keine Verdnderung der mRNA-Mengen nach
Interleukin 1B-Gabe, sodass wahrscheinlich auch TRPC3 nicht als Vermittler der antiproliferativen
Effekte von Interleukin 1B und Mas fungiert. Allerdings ist ein interessanter Aspekt, dass sowohl
AVE-0991 als auch der ERK-Inhibitor PD98059 eine signifikante Steigerung der TRPC3-mRNA-
Mengen bewirken. Dies steht im Gegensatz zu den Ergebnissen von Yang et al., bei denen die

Inhibierung des TRPC3-Expression in den ovarialen Tumorzellen SKOV3 zu einer Reduktion der
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Proliferation via Suppression des EGF-Rezeptor-induzierten Calcium-Einstroms mit konsekutiver
Dephosphorylierung von Cdc2 und CaMKIla fiihrt. [153] Vorstellbar ware ein Mechanismus, bei
dem die Gabe von AVE-0991 direkt oder indirekt die Inhibierung der ERK zur Folge hat und
daraufthin moglicherweise autoregulativ die TRPC3 Expression erh6ht wird, um im Sinne eines
Escape-Mechanismus das Tumorwachstum aufrecht zu erhalten.

Die Transkription von TRPC4 zeigte sich fast unbeeinflusst unter den hier vorgenommenen
Zellkulturbedingungen. Einzig durch die Gabe von PD98059 wurde bei den MNNG/HOS die TRPC4-
mRNA-Menge erhoht. Da zur pathophysiologischen Bedeutung von TRPC4 weitaus weniger
Forschungsdaten existieren als zu den anderen Mitgliedern der TRPC-Familie, fallt es schwer, diese
Veranderung einzuordnen. Carson et al. untersuchten die Wirkung von Englerin A (ein Wirkstoff
aus der Katzenminze) auf das Wachstum von renalen Tumorzellen. Dabei konnten sie zeigen, dass
Englerin A iiber die Aktivierung von TRPC4 Kandlen das Tumorwachstum reduziert. Durch den
Calcium-Einstrom wurden in den renalen Tumorzellen -498 Nekrose- und Apoptoseneigung unter
Inhibierung der ERK-Kinase beobachtet. [154] Analog dazu zeigte sich auch in den MNNG/HOS eine
Verbindung zwischen der Inhibierung von ERK (durch PD98059) und TRPC4. Jedoch sind Ursache
und Wirkung nicht in allen Konstellationen in Ubereinstimmung zu bringen. So wird im oben
genannten Experiment ein extrazelluldres Signal in wachstumshemmende Effekte transduziert,
deren Bestandteil unter anderem die Inhibierung der ERK ist. Dahingegen unterbindet die Gabe des
ERK-Inhibitors PD98059 direkt die proliferative Funktion von ERK. Insgesamt scheint der
antiproliferative Effekt, den IL1f3 und Mas austiben nicht tiber den TRPC4-Kanal zu wirken.

TRPC5 ist wie in der Einleitung erwéhnt bis jetzt vorwiegend im Zusammenhang mit neuronalem
Wachstum beschrieben. [130;131] Dass eine Veranderung der TRPC5-Genexpression in
Zusammenhang mit Interleukin 1 beziehungsweise Mas steht, ist nach aktuellem Wissenstand
nicht zu erwarten. Diese Sicht wird durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit - auf
Transkriptebene - weitgehend bestatigt. Einen signifikanten Einfluss auf die TRPC5-mRNA-Mengen
hatte jedoch die Gabe des Mas-Antagonisten (D-Ala) bei den MNNG/HOS. D-Ala fiihrte zu einer
Verminderung der TRPC5-mRNA-Mengen. Deutlich eindriicklicher war jedoch die Auswirkung der
Inhibition der PI13-Kinase mittels Ly294002 auf die TRPC5-mRNA-Mengen. Es zeigte sich in beiden
Zelllinien ein flinf- bis zehnfacher Anstieg der mRNA-Transkriptmengen. Auch wenn dies sicherlich
nicht Erklarung fiir die in der Einleitung formulierten antiproliferativen Effekte ist (da AVE-0991
und/oder IL1p keinen Einfluss haben), so steht es doch im Zusammenhang mit den Ergebnissen
von Bezzerides et al. Eine Aktivierung von EGFR mit konsekutiver Aktivierung der PI3-Kinase fiihrt
in kultivierten Hippocampus-Neuronen zu einer schnellen Translokation von TRPC5 Vesikeln mit
Insertion in die Plasmamembran. Dies wiederum supprimiert das Wachstum von
Neuritenfortsatzen (growth cones) und Axonen. Durch die Gabe von Ly294002 kann diese Insertion

von voll funktionsfahigen TRPC5 Kandlen in die Plasmamembran unterbunden werden. [155]
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Nun zeigte sich in unseren Untersuchungen, dass durch Ly294002 die Transkription von TRPC5 um
ein Vielfaches gesteigert wird. Moglicherweise wird die Expression von TRPC5 durch einen
negativen Feedback-Mechanismus tiber die PI3-Kinase reguliert. Eine aktivierte PI3-Kinase konnte
zu einer Translokation von TRPC5-Kanélen in die Plasmamembran fiihren und solange die TRPC5
Kanile in die Plasmamembran inkorporiert werden, stagniert die Expression derselben auf einem
basalen Niveau. Sollte allerdings die Aktivitdt der PI3-Kinase herabgesetzt werden und dadurch
weniger TRPC5-Kandle die Plasmamembran erreichen, fithren kompensatorische feedback-
Schleifen zu einer vermehrten Expression von TRPC5-Kanalen. Dass der Mechanismus der TRPC5
Translokation in die Plasmamembran nicht nur fiir neuronale Zellen zutreffend ist, konnte bereits
in HEK-Zellen (embryonale Nierenzellen) nachgewiesen werden. Daher ist es moglich, dass dieses
Prinzip der Aktivierung auch bei Osteosarkomzellen wirksam ist.

Ein in vielerlei Hinsicht interessanter Vertreter der TRPC-Familie ist TRPC6. Dieser Kanal ist
Gegenstand intensiver Forschung und seine pathophysiologische Bedeutung wird stetig mit neuen
Publikationen belegt bzw. erweitert.

Eine verstarkte Expression von TRPC6 wurde in Prostata-, Magen-, Leberkarzinom-Zellen und
Glioblastomzellen nachgewiesen. [156;157;158;159] Die pharmakologische Suppression durch
spezifische Antagonisten oder der genetische Knockout von TRPC6 fiihren zu einer Suppression der
Proliferation und zum Zellzyklusarrest in den Tumorzellen. Der Kanal wird dabei entweder tiber
second messenger aktiviert - wie zum Beispiel durch Diacylglycerol nach der Aktivierung des AT1-
Rezeptors [152;160] - oder durch Depletion der internen Calcium-Speicher aktiviert. [161] Folge
ist in beiden Fillen der Calcium-Einstrom in die Zelle mit Erhohung der intrazelluldren
Calciumkonzentration. In verschiedenen Arbeiten wurden die daraus resultierenden Effekte
aufgezeigt. Uber die Aktivierung von Calcium-abhingigen Kinasen werden unter anderem die PI3-
Kinase oder die MAP-Kinase ERK1/2 phosphoryliert und damit ein proliferativer beziehungsweise
anti-apoptotischer Weg gefordert. [162;163] Die bereits mehrfach erwahnte Verdnderung der
Calciumhomdostase - ein ,Hallmark of Cancer” - ist eine wichtige Grundlage der malignen
Transformation. [143] Folge sind unter anderem ein unkontrollierter Zellzyklus und eine
eingeschrankte Differenzierung. Aufgrund der Induktion der TRPC6 Expression in vielen
Tumorzellen und der deutlichen Effekte, die eine Suppression von TRPC6 verursacht, kommt
diesem Kanal eine besondere Bedeutung bei Entstehung und Progression des malignen Phanotyps
zu. In der Arbeit von van der Vlag et al. wurde die Existenz eines positiven Feedback-Mechanismus
fiir die Expression von TRPC6 Kanilen beschrieben. [164] Nach Aktivierung des TRPC6-Kanals
durch Diacylglycerol (oder mechanische Stimuli [160]) folgte ein Calcium-Einstrom der
nachfolgend Calmodulin aktivierte und anschliefiend zur Phosphorylierung von NFAT (=Nuclear

Factor of Activated T-Cells) fiihrte. Die Translokation von NFAT in den Nucleus bewirkte eine
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vermehrte Transkription von TRPC6. Diese Autoinduktion kénnte eine Ursache fiir das maligne
Wachstum von bestimmten Tumorzellen sein.

In den von uns untersuchten Osteosarkomzellen sind Expression bzw. pathophysiologische
Relevanz von TRPC6-Kandlen noch nicht explizit analysiert worden. Durch die vorliegenden
Ergebnisse wird die Expression der TRPC6-Kandle in Osteosarkomzellen bewiesen. Des Weiteren
zeigt sich eine Verminderung der TRPC6-Transkriptionsmengen unter Einfluss von Interleukin 1p
in den U-2 Os-Zellen. Dies konnte den antiproliferativen Effekt von Interleukin 18 durch
Reduzierung des TRPC6 getragenen Calciumeinstroms und daraufthin verminderten
calciumabhédngigen proliferativen Signalen erkldren. Nach Gabe des Mas-Agonisten AVE-0991
zeigte sich weder bei den U-2 Os- noch bei den MNNG/HOS-Zellen eine Veranderung der TRPC6
mRNA-Menge. Wenn die antiproliferativen Effekte der Ang-(1-7)/Mas-Achse iliber die Expression
eines onkogenen TRPC6 wirken wiirden, wére ein Abfall der mRNA-Transkription zu erwarten
gewesen. Dies konnte jedoch nur bei der Gabe von D-Ala, einem Mas-Antagonisten beobachtet
werden. Eine Einordnung der Ergebnisse in die aktuellen Schemata zum Mas-Signaling fallt schwer.
Moglicherweise wird die Wirkung von D-Ala nicht iiber Mas, sondern einem weiteren Rezeptor
vermittelt. Ein moglicher Kandidat ist der Mas-related-GPCR Member D (MrgD), dessen Rolle fiir
die TRPC-Expression/Aktivitit in weiterfithrenden Untersuchungen geklart werden sollte. [165]
Alternativ kann auch eine pleiotrope Rezeptorkinetik von Mas (sogenanntes biased signaling
[166]) angenommen werden. Die Signalkaskaden, die durch Mas-Rezeptor-Liganden adressiert
werden sind - wie in Tirupula et al. beschrieben - komplex. [167] Demnach wird dem Mas-
Rezeptor eine konstitutive Aktivitit zugeschrieben, die mehrere downstream-Effektoren wie
Phospholipase C, Adenylatcyclase und Raf umfasst. Die Bindung von Agonisten wie beispielsweise
Ang-(1-7) hat allerdings kaum Einfluss auf die konstitutive Aktivitit, sondern fiihrt zu einem
schnellen Calcium-Anstieg in den untersuchten Zellen. Andere synthetische nicht-peptidische Mas-
Agonisten bewirken ein davon abweichendes Aktivierungsmuster, sodass kein allgemein giiltiges
Bild des Mas-Signalings existiert. Speziell die widerspriichlichen Arbeiten beziiglich der
Aktivierung bzw. Inhibierung der PI3-Kinase durch Mas lassen grofien Spielraum fiir die
Einordnung der aktuell erhobenen Ergebnisse in das Mas-Signaling beziiglich der Wirkungen des
PI3-Kinase-Inhibitors Ly294002. Geht man davon aus, dass der Mas-Rezeptor wie in der Arbeit von
Ni et al. zu einer Inhibierung der PI3-Kinase fiihrt [60], wiirde der nachgewiesene Anstieg der
mRNA-Mengen des Mas-Rezeptors nach Gabe von Ly294002 dem Anstieg nach Gabe von AVE-0991
dhneln und damit moglicherweise einer Form der Autostimulation entsprechen. Allerdings ist die
Aktivierung der PI3-Kinase durch Ang-(1-7)/Mas durch Arbeiten belegt [53;58;59], sodass die
Wirkung von Ly294002 auch der (partiellen) Wirkung von D-Ala entsprechen kénnte, welches
ebenfalls zum Anstieg der mRNA-Mengen des Mas-Rezeptors fiihrt.
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Auch die Inhibierung der MAP-Kinase ERK1/2 durch PD98059 fiihrt zu einer Zunahme des mRNA-
Gehaltes - analog zu AVE-0991, welches iiber Bindung an den Mas-Rezeptor ebenfalls zu einer
Hemmung der ERK1/2 fiihrt. Betrachtet man allein die Veranderungen der Mas-mRNA-Mengen
sind diese in Einklang mit einem autostimulativen Feedback-Mechanismus. Da dies aber jede
posttranskriptionale Modulation beispielsweise auf Proteinebene oder Aktivierungsstatus
unbeachtet lasst, ist dies sehr spekulativ.

Im néchsten Teil der Arbeit wurde die Wirkung der Kinase-Inhibitoren Ly294002 und PD98059 auf
die mRNA-Mengen von TRPC6 untersucht. Wenn TRPC6 in den Osteosarkomzellen, analog zu den
oben genannten Karzinomzellen, einen promalignen Effekt hat, konnte nach Inhibierung einer
sogenannten ,Anti-Apoptose-Kinase“ (PI3-Kinase) [162] und einer mitogenen Kinase (ERK1/2)
eigentlich eine Verminderung der TRPC6-Aktivitit und konsekutiv moglichweise auch der
Expression zu erwarten sein. In beiden Zelllinien wird unter Inhibition der PI3-Kinase verstarkt
TRPC6-mRNA gebildet. Zusatzlich zeigt sich bei den MNNG/HOS eine signifikante Steigerung der
TRPC6 mRNA-Transkriptmengen nach Hemmung der ERK. Moglicherweise wird durch die Gabe
von Ly294002 und PD98059 die Fokussierung auf die von Nijenhuis et al. beschriebene
Selbstinduktion bewirkt. [168] Jedoch ware dann ein additiver Effekt von Ly294002 und PD98059
zu erwarten, der sich nicht einstellte. Eine andere Erklarung ist die Steigerung der Expression im
Sinne eines Escape-Phdnomens bei dem die Tumorzelle gegenregulative Mechanismen aktiviert,
um die antiproliferativen Effekte von Ly294002 und PD98059 zu kompensieren. Letztlich handelt
es sich auch nur um eine Annahme, dass TRPC6 auch in den Osteosarkomzellen onkogene Effekte
auslibt. Wie bereits einleitend erwahnt wurde, ist der Calcium-Einstrom zwar wichtig fiir eine
Tumorprogression, jedoch werden auch pro-apoptotische Signale durch Calcium vermittelt. [145]

Zhang et al. zeigten, dass Podozyten nach Gabe von Angiotensin Il via Induktion von TRPC6 in die
Apoptose libergehen. [163] Demgegeniiber stehen die Ergebnisse von Dryer et al.,, die in Maus-
Podozyten eine Aktivierung des Zellzyklus via STAT3 (= Signal Transducer and Activator of
Transcription 3) und NFAT durch AT1-Rezeptor abhidngige TRPC6-Aktivierung nachweisen
konnten. [160] Diese proliferativen Effekte des AT1-Rezeptors in Verbindung mit TRPC6 konnte
indirekt durch Wasa et al. bestdtigt werden. Dabei wurde ein tumorsuppressiver Effekt von
Sartanen (einem pharmakologischen AT1-Rezeptorblocker) auf Osteosarkome bei Mausen
nachgewiesen. [141] Allerdings mit der Einschrankung, dass diese Effekte nur in vivo und nicht in
vitro zu beobachten sind. Dies ist ein Hinweis darauf, dass die antiproliferativen Effekte von
Ang-(1-7)/Mas (als Gegenspieler des klassischen RAS AT1-Rezeptors) moglicherweise nicht nur in
den Osteosarkomzellen selbst ausgeiibt werden.

Dementsprechend sind die vorliegenden Ergebnisse wahrscheinlich nicht das laborchemische
Korrelat fiir die klinisch relevante Wirkung von Mifamurtid oder die publizierten Effekte der

Ang-(1-7)/Mas-Achse. Die - moglicherweise - proliferativen Effekte der TRPC6-Kanile im
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Osteosarkom sind moglicherweise ebenfalls nicht in den Osteosarkomzellen, sondern in dem
umgebenden Tumorgewebe zu finden. Die TRPC6-abhangig induzierte Angiogenese durch
Endothelzellen wurde bereits mehrfach beschrieben [169;149] und miisste gegebenenfalls im
Zusammenhang mit Interleukin 18 und Ang-(1-7)/Mas genauer untersucht werden. Aufderdem
konnten sich die Effekte von Mas und Interleukin 1p auch in der VEGF-Expression zeigen. Dieser
Wachstumsfaktor der vaskuldren Endothelzellen ist ein in vielerlei Hinsicht interessanter
Beteiligter bei dem Tumorwachstum von Osteosarkomzellen. Daft et al. thematisierten eine
autokrine Stimulation der Osteosarkomzellen durch VEGF. [169] Aufderdem ist ein erhohter VEGF
Spiegel im Blutplasma mit einer schlechteren Prognose beim Osteosarkom assoziiert, so treten
haufiger Rezidive oder Fernmetastasen auf. Gerade bei prognostisch schlechterem Verlauf sind die
Ansprechraten von Mifamurtid besser (was die Verbesserung von Lebensqualitit und
Verlangerung der Lebensjahre betrifft). [170] Da VEGF nicht nur autokrin, sondern auch parakrin
wirkt, ist die Wirkung von VEGF auf die TRPC6-induzierte Angiogenese in Endothelzellen sehr
interessant. Ohne die tumortypische Angiogenese wiirden die Tumorzellen unter anderem in ihrer
Nahrstoffversorgung beschrankt und damit weniger aggressiv wachsen kénnen. Es bleibt weiterhin
herauszufinden, an welchem Punkt die tumorsuppressiven Effekte von Interleukin 1 und
Ang-(1-7)/Mas hauptsichlich entstehen. Die gezeigten Wirkungen von Interleukin 1 auf die
Genexpression von TRPC6 liefern zwar einen Anhalt fiir einen méglichen Effekt, entsprechen jedoch

wahrscheinlich nicht der hauptsachlichen Wirkung.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Vordergriindiges Ziel der Arbeit war eine Grundlagenforschung iiber die Expression der TRPC-
Kanile in Osteosarkomzellen unter basalen und stimulierten Bedingungen durchzufiihren. Als
thematisches Setting wurde zum einen die bisher unklare Wirkung des erfolgversprechenden
Medikaments Mifamurtid gewahlt sowie zum anderen ein mdglicher Zusammenhang mit der
alternativen Ang-(1-7)/Mas-Achse gesucht.

Die vorliegende Arbeit hat einerseits die Expression der TRPC-Kanile in Osteosarkomzellen
nachgewiesen und andererseits interessante Schnittpunkte zu der alternativen
ACE2/Ang-(1-7)/Mas-Achse des RAS gezeigt. So wird in Zukunft mdglicherweise ein
Zusammenhang zwischen der Mas-Aktivitit und den TRPC-Kandlen - insbesondere von TRPC6 -
substantiviert werden koénnen. Die massive Induktion der Transkription von TRPC5 unter
Inhibierung der PI3-Kinase ist eine interessante Beobachtung, die Ansitze fiir weiterfiihrende
Untersuchungen eroéffnet. Inwieweit die pharmakologische Modulation von Mas- (oder MrgD-)
Rezeptoren eine therapeutisch relevante Option beim Osteosarkom darstellt und inwieweit die
Modulation der TRPC-Kanile dazu beitragen kann, ist mit dieser Arbeit nicht geklart. Die
vorgelegten Daten zeigen jedoch eindeutig, dass der Mas-Antagonist D-Ala die Expression von
zumindest TRPC 5, 6 und 3 sowie von Mas selbst in Osteosarkom-Zellen beeinflusst; Effekte die

auch durch die Modulation von PI3K und MAP-Kinase Signalwegen erreicht werden kénnen.
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