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1 ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 
 

ACE Angiotensin-Converting-Enzyme  

ADH Antidiuretische Hormon 

AngI, II, III, IV Angiotensin I bis IV 

APA Aminopeptidase A 

APN Aminopeptidase N 

AT1R/AT2R/AT4R Angiotensinrezeptor 1, 2 und 4 

AVE-0991 synthetisches Ang-(1-7) Analogon 

bp Basenpaare 

cDNA complementary DNA, dt. komplementäre DNA 

D-Ala D-Alanin7-Ang-(1-7); synthetischer Mas-Rezeptor-Antagonist 

DMSO Dimethylsulfoxid 

EGFR Epidermal Growth Factor Receptor  

ER Endoplasmatisches Retikulum 

ERK1/2 Extracellular Signal Regulated Kinase 1/2 

FCS Fetal Calf Serum, dt. fetales Kälberserum 

GPCR G-Protein Coupled Receptor 

IL1β Interleukin 1β 

IP3 Inositol-1,4,5-trisphosphat 

Ly294002 synthetischer Inhibitor der PI3-Kinase 

MAP-Kinasen Mitogen-Activated Protein Kinasen  

MrgD Mas-related G-protein coupled receptor member D 

MMNG/HOS N-Methyl-N-Nitro-N-Nitrosoguanidin/human osteosarcoma 

mRNA messenger RNA  

NEP Neutrale Endopeptidase 

NFκB Nuclear Factor-κB 

NOD2  nucleotide-binding and oligomerization domain 2 

PBS Phosphate buffered saline, dt. Phosphat-gepufferte Salzlösung 

PI3-Kinase Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase 

PCR Polymerase Chain Reaction 

PD98059 synthetischer Inhibitor von ERK 1/2 
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POP  Prolyl-Oligopeptidase 

RAS Renin-Angiotensin-System 

RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron-System 

RT-qPCR Reverse Transcription quantitative Polymerase Chain Reaction 

SMOC Second messenger-operated Channel 

SOCE Store-operated Calcium Entry 

TOP  Thimet-Oligopeptidase 

TNFα Tumor Necrosis Factor α 

TRPC Transient Receptor Potential Canonical  

U-2 Os U-2 osteosarcoma        

v/v Volumen pro Volumen 

w/v Gewicht pro Volumen 

ZNS Zentrales Nervensystem 

 



3 
 

2 EINLEITUNG 

2.1 OSTEOSARKOM 
 

Das Osteosarkom ist ein primärer und hochmaligner Knochentumor des Kindes- und Jugendalters. 

Sowohl die frühzeitige Metastasierung als auch die damit einhergehende ungünstige Prognose 

machen diese Tumorentität zu einem wichtigen Teil aktueller Bestrebungen effizientere Therapien 

zu entwickeln um den Heranwachsenden ein längeres und qualitativ höheres Überleben zu sichern. 

In den letzten Jahrzehnten gab es glücklicherweise schon eine deutliche Steigerung der 

Überlebensraten durch den Einsatz von systemischer prä- und postoperativer Polychemotherapie. 

Trotzdem überlebt jeder fünfte Patient die ersten fünf Jahre nach Diagnosestellung nicht. [1;2;3] 

Wie es zur Entartung der Zellen kommt, ist nicht zufriedenstellend geklärt. Jedoch treten sie 

häufiger im Zusammenhang mit familiären Neoplasiesyndromen auf, bei denen 

Tumorsupressorgene wie das Retinoblastom-Protein oder der „Wächter des Genoms“ p53 mutiert 

sind. [4] Diese beiden Proteine sind auch in den sporadisch auftretenden Osteosarkomen 

regelmäßig betroffen. Zusätzlich tragen die häufigen Alterationen des Insulin-like Growth Factor 1 

Receptor-Signalweges über die ungehemmte Aktivierung von Proteinkinasen wie der 

Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase (PI3-Kinase) oder der Extrazellulär Signal-

Regulierte Kinase 1/2 (ERK1/2) zur Progression des Osteosarkoms bei. [5;6;7] 

Bei 2 bis 5 von 1.000.000 Europäern wird jedes Jahr die Diagnose Osteosarkom gestellt. Meist sind 

es junge Menschen im Alter von 15 bis 25 Jahren und mit 60 % sind Jungen etwas häufiger betroffen. 

Grundsätzlich kann das Osteosarkom überall im Knochen auftreten, aber die Metaphysen – die 

Bereiche des Längenwachstums der Röhrenknochen (siehe Abbildung 1) – sind am häufigsten 

betroffen. Laut Statistik ist die häufigste Lokalisation das distale Femur, gefolgt von der proximalen 

Tibia, dem Humerus, Ober- und Unterkiefer sowie den Beckenschaufeln. Mit circa 6 von 10 Fällen 

sind die meisten Manifestationen kniegelenksnah. [8;9] Stammnahe Osteosarkome (typisch für 

ältere Patienten in der sechsten Lebensdekade) sind eher sekundärer Natur wie beim                  

Morbus Paget – einer eventuell viral bedingten Knochengewebsvermehrung – oder durch             

Strahlung induziert. [10;11] 

 

 

 

 

 

 

 

 



EINLEITUNG 

 

4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 1 Schema eines distalen Femurs mit Darstellung des Knochenwachstums  
Die Tumore entstehen meistens in den Metaphysen (90 %) der langen 
Röhrenknochen, da hier viele Neu- und Umbauprozesse während des Wachstums 
stattfinden. Diaphysäre 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 

anfänglich 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 Stößen im Alltag, auffallen. Dann hat der Tumor schon die 

sensibel innervierte Knochenhaut erodiert und führt zu starken, inadäquaten Schmerzen. [13]        

Der präklinische Zeitraum, also Beginn des Tumorwachstums bis zur Diagnosestellung, ist nicht zu 

verkürzen, da aktuell keine Vorsorgeuntersuchungen durchgeführt werden. Deswegen ist es umso 

bedeutender, dass weitere unspezifische Symptome wie lokale Schwellung und erhöhte 

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 interdisziplinäre Diagnosestellung durch 

Untersuchungen von Radiologen und Pathologen. [13] Angestoßen werden diese zumeist vom 

behandelnden Orthopäden. Aufgrund des seltenen Auftretens primärer Osteosarkome im Vergleich 

zu Gelenkfehlstellungen, Muskelzerrungen oder Rückenschmerzen wird ein niedergelassener 

Orthopäde im Durchschnitt nicht mehr als ein einziges Mal in seiner beruflichen Tätigkeit 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 

Bemühungen von Spezialisten wurden viele Kollegen in den letzten Jahrzehnten sensibilisiert, 

sodass diese Zeitspanne um knapp 80 bis 90 % verkürzt werden konnte. [13;15]  

Nicht nur die Diagnostik wurde in den letzten Jahrzehnten verbessert, auch die Therapie wurde mit 

Einführung der adjuvanten Chemotherapie wirksamer. Bei diesem Vorgehen werden nach der 

operativen Resektion des Tumors systemische Zytostatika appliziert. Dabei war zunächst 

Methotrexat in Kombination mit Bleomycin oder Cyclophosphamid die Therapie der Wahl. [16] 

Nach diesem Erfolg wurde zusätzlich die neoadjuvante Therapie – also ein präoperativer 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, Extremitäten erhaltend zu resezieren. Insgesamt 

wird durch die neoadjuvante und adjuvante Polychemotherapie nach kurativer Resektion ein 

metastasenfreies Überleben von über 70 % erreicht. [1;2;3] Wenn das Osteosarkom erst im 

metastasierten Stadium entdeckt wird, sind die Tochtergeschwülste meist hämatogen in die Lunge 

gestreut, sehr selten auch in die regionalen Lymphknoten. Lungenmetastasen werden zwar 

routinemäßig entfernt, bedeuten allerdings für 50-70 % der Patienten längerfristig eine infauste 

Prognose. [17,18;19;20]  

Mikrometastasen sind jedoch mit herkömmlichen Bildgebungsverfahren nicht darstellbar und 

dementsprechend auch nicht resezierbar. Daher ist ein weiterer Therapieansatz die Modulation der 

körpereigenen Tumorabwehr. Dafür erhielt Mifamurtid 2010 eine Zulassung als sogenanntes 

Orphan-Drug (eine besondere Zulassung für Medikamente gegen sehr seltene Krankheiten). 

Grundlage dafür ist eine Phase-III-Studie mit 678 Osteosarkompatienten. Im Vergleich zur 

alleinigen Polychemotherapie mit Doxorubicin/Cisplatin/Methotrexat konnte die zusätzliche Gabe 

von Mifamurtid die 6-Jahres-Überlebensrate von 70 auf 78 % signifikant erhöhen. [21]     

Mifamurtid bewirkt eine Aktivierung des Immunsystems, da es bakteriellen Bestandteilen ähnelt 

und der Körper über Freisetzung von Botenstoffen auf die potentiell schädliche Substanz reagiert. 

Im Rahmen der dadurch gesteigerten Aktivität des Immunsystems wird auch die humorale und 

zytotoxische Aktivität gegen Tumorzellen erheblich gesteigert. 

Dieses Prinzip dieser Tumortherapie ist nicht neu. Es geht auf den amerikanischen Chirurgen 

William Coley zurück, 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 α (TNFα), 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 körpereigener Zellen. Über die folgende Aktivierung zellinterner 

Signalkaskaden, die unter anderem Nuclear Factor-κB (NFκB) 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 Entzündungsreaktion, die zu gesteigerter Kompetenz und 

Effizienz des Immunsystems führen soll.  

Diesen Effekt versucht man beim Einsatz von Mifamurtid zu nutzen. Als synthetisches Analogon 

eines Peptidoglykan-Polymers namens Muramyldipeptid ähnelt es bakteriellen Zellwänden und 

wird daher von einer Untergruppe der NOD-like-Rezeptoren, speziell NOD2, gebunden und der 

NFκB-Signalweg aktiviert. Zusätzlich wird über Bindung an den NOD-like-Rezeptor 3 die Bildung 

eines Inflammosomes angeregt. Beide bewirken in Synergie die Sekretion von immunreaktiven 

Signalstoffen wie TNFα, Interleukin 1β oder Interleukin 6. [23;24] Dadurch wird eine systemische 

Immunreaktion getriggert, die eine potentielle Bedrohung von außen abwehren soll, allerdings 

werden durch die gesteigerte „Wachsamkeit“ des Immunsystems auch endogene Bedrohungen wie 

zum Beispiel entartete Tumorzellen bekämpft (siehe Abbildung 2). [25] 

Der anti-onkogene Nebeneffekt wurde in der oben genannten klinischen Studie gezeigt, was 

allerdings auf zellulärer Ebene dazu führt, ist aktuell noch unklar und deswegen thematischer 

Schwerpunkt der vorliegenden Untersuchung.  

 
Abbildung 2 Schema der Wirkungsweise von Muramyldipeptid (Beschreibung im Text) 

Abkürzungen: MPD – Muramyldipeptid, NOD2 - nucleotidebinding and 
oligomerization domain 2, NLRP3 – NOD-like-receptor P3, NFκB – Nuclear Factor-
κB, TNFα – Tumor Necrosis Factor α, IL1β – Interleukin 1β 
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2.2 ZELLLINIEN 
 

Für die Untersuchungen wurden die Zelllinien MNNG/HOS und U-2 Os-Zellen gewählt. Erstere 

stammt ursprünglich aus dem Tumorgewebe einer 13-jährigen Patientin. Dieser sogenannte TE-85 

Klon F-5 wurde durch das chemische Kanzerogen N-Methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidin in der 

Konzentration 0,01 µg/ml transformiert und immortalisiert. [26;27] Die U-2 Os-Zellen wurden 

einer 15-jährigen Patientin entnommen und in vitro kultiviert. [28] 

Die beiden Osteosarkom-Zelllinien werden häufig zur Untersuchung von neuen Wirkstoffen und 

deren Effekten auf Proliferation und Invasion verwandt. Zum Beispiel wurden im Jahr 2016 Studien 

veröffentlicht, die den Einsatz oder die Wirkung von Kaltplasma, Vorinostat (ein Histon-

Deacytylasehemmer mit Orphan-Drug-Zulassung) oder Metformin (ein orales Antidiabetikum) 

sowie Gadolinium (Kontrastmittel für 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 (AngII) 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 darüber, dass AngII das Endprodukt einer proteolytischen Kaskade in (pulmonalen) 

Blutgefäßen ist, deren Hauptaufgabe darin besteht, den Blutdruck und den Wasserhaushalt zu 

regulieren. [35;36]  Im Laufe der letzten Jahrzehnte wurden unabhängig 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 IV/AT4R-Achse korrigiert 

(siehe Abbildung 3) und bietet seit mittlerweile vielen Jahren einen ungemein großen Raum für 

Forschungen, Neuentdeckungen und letztlich mitunter auch neuen Therapieansätzen vieler 

Krankheiten. [37;38;39] 

Das systemische RAS vermittelt seinen Einfluss auf Blutdruck und Wasserhaushalt über den 

Protagonisten AngII, der über Bindung an AT1R Blutgefäße verengt und die Natrium-Retention 

(und dadurch auch die Wasserretention) in der Niere erhöht. Außerdem steigert es über mitogene 
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Signale zellproliferative Vorgänge. Die Enzyme Renin und Angiotensin-Converting-Enzyme (ACE) 

sind verantwortlich für die biologische Aktivierung von AngII aus den Vorläuferproteinen 

Angiotensinogen (Renin) und Angiotensin I (ACE). Das Steroidhormon Aldosteron wird nach 

Anstieg des AngII-Spiegels im Blut aus der Nebennierenrinde freigesetzt und übt synergistische 

Effekte vor allem in der Niere aus. [29;30] 

Ein weiterer Metabolit von Angiotensin I (AngI) und AngII ist das Heptapeptid Angiotensin-(1-7), 

Ang-(1-7), welches die Hauptrolle im alternativen RAS einnimmt. Eine Reihe von Enzymen wurde 

bisher beschrieben, die häufig gewebespezifisch exprimiert werden und Ang-(1-7) aus 

Vorläufermolekülen bilden. Durch die Enzyme Neutrale Endopeptidase (NEP, EC3.4.24.11), Prolyl-

Oligopeptidase (POP) und Thimet-Oligopeptidase (TOP) werden von dem Dekapeptid AngI                         

C-terminal drei Aminosäuren abgespalten, sodass Ang-(1-7) entsteht. POP sowie TOP sind auf das 

Gefäßsystem beschränkt und NEP ist lokal in der Niere aktiv. [40;41;42] Jedoch ist Letztere 

aufgrund der membranständigen Lokalisation im Lumen der Nierengefäße systemisch wirksam 

und für den größten 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 AngI als auch AngII C-terminal eine Aminosäure 

abspaltet. Aus dem Oktapeptid AngII entsteht direkt Ang-(1-7). Ausgehend von dem Dekapeptid 

AngI entsteht Ang-(1-7) nach einem Zwischenschritt über Angiotensin-(1-9).  

 

Abbildung 3 Schema des Renin-Angiotensin-Systems 
Die klassische (schraffierte) RAS-Achse mit AngII/AT1R sowie die   
Alternativen Achsen mit Ang-(1-7)/Mas und AngIV/AT4R.  

  * AT2R zählt nicht zum klassischen RAS, da er andere Effekte als AT1R bewirkt 

 

Angiotensinogen 

AngI 

AngII 

Renin 

ACE1 

Ang-(1-9) 

Ang-(1-7) 

ACE1 NEP, POP 
TOP 

ACE2 

ACE2 

  
AT1R AT2R* 

 
Mas-R 

 ALTERNATIV KLASSISCH ALTERNATIV 

AngIII APA AngIV APN 

AT4R 

 

 ANG-(1-7)/MAS      ANGII/AT1R ANGIV/AT4R 

V Y I H P F V Y I H P F R D V Y I H P R D V Y I H P F R 

D V Y I H P F H R D V Y I H P F H R L 



EINLEITUNG 

 

9 

Da die Affinität von ACE2 signifikant höher gegenüber AngII als gegenüber seinem 

Vorläufermolekül AngI ist, wird dem indirekten Weg über Ang-(1-9) nicht so viel Bedeutung 

beigemessen. Der direkte Weg von AngII 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 Mäuse leiden entsprechend unter schweren 

kardiovaskulären Dysfunktionen. [46] Allerdings führt auch ein Übergewicht der alternativen RAS-

Achsen ebenfalls zu pathologischen Veränderungen an Herz und Nieren. [47;48;49] 

In dem Mas-Protoonkogen, welches bereits 1986 entdeckt wurde, fand sich um die 

Jahrtausendwende der Rezeptor, welcher für 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 großen Familie von membranständigen Rezeptoren, genau wie seine 

Homologen sieben Transmembrandomänen besitzt. Üblicherweise 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 Arachidonsäure führt. [47;51] Außerdem wird die 

NO-Synthase über einen PI3-Kinase-abhängigen Signalweg aktiviert. [52;53] Obwohl Karnik et al. 

vermuten, dass second messenger Moleküle wie cAMP und IP3 nicht Teil der intrazellulären 

Signalkaskade sind [54;55], konnten mehrere Arbeiten eine Mas-abhängige Aktivierung der 

Adenylatcyclase und einen damit verbundenen Anstieg der intrazellulären cAMP-Konzentration 

nachweisen. [56;57] Des Weiteren wird kontrovers diskutiert, ob Ang-(1-7) die PI3-Kinase 

ausschließlich aktiviert oder möglicherweise auch hemmt. Einige Arbeiten zeigen eine Ang-(1-7) 

abhängige Aktivierung der PI3-Kinase [53;58;59] und andererseits berichten sowohl Ni et al. als 

auch Zhang et al. über eine Inaktivierung der PI3-Kinase. [60;61] Eine inhibierende Wirkung von 

Ang-(1-7) auf die Extrazellulär 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 intrazelluläre Signalweg der Ang-(1-7)/Mas-Achse bis dato nicht ausreichend 

aufgeklärt. 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 Vorgängen zugeschrieben, die zum Beispiel mit den intrazellulären Mechanismen 

der Karzinomentstehung, p53-Signaling, Apoptose oder Zellzykluskontrolle zusammenhängen. 
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Außerdem haben Ang-(1-7)-abhängig regulierte Proteine Einfluss auf das VEGF- und Insulin-

Signaling. [64;65] 

Die Wirkungen der Ang-(1-7)/Mas-Achse auf den Organismus sind sehr vielfältig und Ang-(1-7) 

scheint insgesamt ein Gegenspieler der AngII/AT1R-Achse zu sein. [45] 

Es verbindet antihypertensive, antiarrhythmische und kardioprotektive Effekte, jedoch kann es in 

zu hoher Dosierung zu Arrhythmien führen. [66;67;68;69;70] In der Niere fördert das Heptapeptid 

die Durchblutung und steigert die glomeruläre Filtrationsrate, sowie die Natrium- und 

Wasserausscheidung. [71;72]  

Ang-(1-7) wird durch ACE (und NEP) wieder abgebaut, was möglichweise zu einem gewissen Teil 

zu den kardio- und nephroprotektiven Effekten von ACE-Hemmern beiträgt. [73;74] 

Während 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 – gegenwärtig Bestandteil vieler Forschungen. 

Wie beim systemischen RAS haben die klassische und die alternativen Achsen meist 

antagonistische Effekte, weshalb im Folgenden hauptsächlich 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 möglichen 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 Mäusen und Ratten mit exogen 

induzierter Arthritis eine Verringerung von Neutrophilen, proinflammatorischen Zyto- sowie 

Chemokinen und der Leukozytenadhäsion in den entzündeten Gelenken gezeigt werden. [78] 

Gesundheitsökonomisch relevant könnte die antiinflammatorische Wirkung des alternativen RAS 

auf die Artherosklerose sein, da die Inflammation des Endothels als Hauptrisikofaktor für 

kardiovaskuläre Ereignisse gilt und damit die häufigste 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-Homöostase von Nagetieren. So konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung von Mas 

einen antihyperglykämischen Effekt hat, der sowohl auf einer Attenuierung der peripheren 

Insulinresistenz, als auch auf der Verstärkung 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 AngII weniger Bedeutung beigemessen als in anderen Geweben. Dafür haben 

Angiotensin III (AngIII; Ang 2-8) und Angiotensin IV (AngIV; Ang 3-8) – Metabolite von AngII, die 

durch die Aminopeptidasen A und N gebildet werden – im ZNS wichtige Aufgaben. [83;84] 

In Synergie zum systemischen RAS steigert AngIII über das Antidiuretischen Hormon (ADH) aus 

dem Zwischenhirn die Natrium-Retention in der Niere und den Blutdruck durch Verengung von 

Arteriolen im Gefäßsystem. Außerdem werden zentral das Durstgefühl und der Salzhunger 

gesteigert, damit von außen Flüssigkeit und Natrium zugeführt werden. [85] AngIV hingegen übt 

andere Effekte aus. Einerseits wird der zerebrale Blutfluss verstärkt und andererseits ist es für 

Gedächtnis- 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 häufigsten. 

Der Hippocampus, ein obligater Teil des Gedächtnisses, zeigt dabei die höchsten Ang-(1-7) Spiegel. 

Bei Mas-Knockout Mäusen wurde eine defizitäre Objektwiedererkennung festgestellt, sodass der 

Mas-Rezeptor für Gedächtnis- und Lernprozesse relevant ist. [87;88;89] 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass das Spektrum der alternativen RAS Komponenten in 

seinen Wirkungen sehr weitreichend und verschieden ist, denn die Aufzählung über Ang-(1-7) 

könnte weiter über die Bedeutung in Plazenta und Fortpflanzungsorganen, sowie Beeinflussung 

des Augeninnendrucks oder antiischämische Effekte im ZNS geführt 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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Abbildung 4 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 über 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 IL1β und TNFα 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 AngII/AT1Rezeptor-

Achse beispielsweise in cholangio- und hepatocellulären Karzinomzellen sowie in Nieren- und 

Pankreaskarzinomzellen nachgewiesen werden. [60;63] Andererseits  kann eine Stimulierung des 

Mas-Rezeptors über 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 bestätigt werden. [62;101;102;103] 

Die vorliegende Arbeit liefert einen kleinen Beitrag zum Verständnis 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-KANÄLE 
 

G-protein-gekoppelte Rezeptoren können auf die Aktivität von TRPC-Kanälen Einfluss 

nehmen..[104] Inwieweit der Ang-(1-7)-Rezeptor Mas mit der Expression/Aktivität von TRPCs 

assoziierte ist und ob dies beim Osteosarkom von Relevanz ist, wurde bislang nicht untersucht.  

Die TRPC Kanäle sind Teil der TRP-Superfamilie, einer Gruppe von homologen Ionenkanälen, die 

mit dem TRP-Gen von Drosophila melanogaster verwandt sind. Phylogenetisch teilt man die TRP-

Superfamilie in drei Zweige ein: die TRPC-Kanäle, die TRPM-Kanäle (für Melastin) und TRPV-

Kanäle (für Vanilloid). [105] 

Die TRPC Kanäle wurden zuerst als Funktionseinheiten des Store-operated Calcium Entrys (SOCE) 

beschrieben. SOCE bezeichnet den Calcium Einstrom von extrazellulär nach intrazellulär über 

Kanäle in der Zellmembran – zum Beispiel TRPC-Kanäle – die durch den Abfall der Calcium-

Konzentration im Inneren des Endoplasmatischen Retikulums (ER) aktiviert werden. 

[106;107;108] 

Nacheinander wurden sieben Kanäle entdeckt (TRPC1 bis TRPC7), jedoch stellt TRPC2 im 

menschlichen Genom ein Pseudogen dar und besitzt keine Funktion mehr. Die TRPC Kanäle sind 

aber nicht nur Teil des SOCE, sondern sind auch als second messenger-operated Channels (SMOC) 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 5 Stark vereinfachte Darstellung von SOCE und SMOC 
 SOCE - Calcium-Depletion im ER (1) führt über Interaktionsproteine zur
 Aktivierung der SOCE-Kanäle (2), sodass Calcium in die Zelle strömt und über
 Calcium-Pumpen ins ER befördert wird (3).  

SMOC – Ein Agonist bindet an den transmembranalen Rezeptor (4) und aktiviert 
einen second messenger (5), der einen Calcium-Kanal öffnet (6). Calcium strömt ins 
Zytosol und kann unter anderem wieder ins ER gepumpt werden (7). 
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Neben der Abstammung ist den Kanälen der TRP-Superfamilie der strukturelle Aufbau aus einem 

Protein mit jeweils sechs Transmembrandomänen, die jeweils zu viert ein porenbildendes 

Tetramer bilden, gemeinsam und innerhalb einer Subfamilie (wie z.B. TRPC) können die vier 

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

 

Abbildung 6     Schematischer Aufbau eines TRPC-Kanals 
Jeweils sechs Transmembrandomänen der 
vier Untereinheiten bilden einen Tetramer. 
Zwei Transmembrandomänen jeder 
Untereinheit sind für die Porenbildung 
verantwortlich. 

 
 

 

Die Kanaleigenschaften der TRPC Kanäle werden weitestgehend durch deren Interaktionspartner 

bestimmt. Sie haben Einfluss auf die Anzahl und Lokalisation der Kanäle sowie 

Kanalöffnungseigenschaften und damit insgesamt auf die Aufgaben der Kanäle auf zellulärer oder 

organischer Ebene. Aufgrund der komplexen Interaktionen der TRPC-Kanäle können die 

vielfältigen Funktionen nicht vollständig beschrieben werden, daher sind nachfolgend wesentliche 

Charakteristika aufgeführt. 

TRPC1 ist im Gegensatz zu den anderen TRPCs am ehesten eine wichtige Komponente des SOCE. Es 

wurde gezeigt, dass Calcium Einstrom nach Depletion zellinterner Speicher über TRPC1 Kanäle 

fließt. [111;112] Dabei ist der molekulare Aufbau verschieden, sodass  einige Calcium-selektiv sind, 

andere hingegen unselektive Kationenkanäle 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 Orai1 sind einige Interaktionspartner genannt, 

welche die Aktivität des Kanals direkt regulieren. [115;116;117] Dabei ist der IP3-Rezeptor 

besonders hervorzuheben, da es der Interaktion von IP3R und TRPC1 zur Aktivierung des SOCE 

bedarf. Der IP3-Rezeptor ist ein Calcium-Kanal an der Membran des ER und führt 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 Flüssigkeitssekretion, Endothelzellmigration und -permeabilität, 

Muskelzellfunktion und Wundheilung zu spielen, sowie Zellproliferation, Zelldifferenzierung und 

antiapoptotische Effekte zu fördern. [111;112;118;119] 

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

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

  

  
  

  
 

  

  
  

  
 

 

 

  

  
  

  

  

  
  

  

 

  



EINLEITUNG 

 

15 

Artgenossen „nicht mehr riechen können“ und Störungen im Sexual- und Sozialverhalten         

zeigten. [120;121] 

Die Funktion des TRPC3 wird durch das Ausmaß der Expression bestimmt, wobei hohe Level zur 

Bildung von Homotetrameren mit konstitutiver Aktivität führen, ohne von den Calcium-Speichern 

gesteuert zu werden. Eine geringe Expression fördert die Formung von TRPC1-TRPC3-

Heterodimeren, die wiederum Calciumspeicher-abhängig sind. TRPC3 ist eine wichtige Grundlage 

für die artgerechte Entwicklung des zentralen (besonders zerebellaren) Nervensystems. Die 

Überexpression in transgenen Mäusen führte hingegen zu lebensverkürzender Kardiomyopathie 

durch Hypertrophie. Der Nachweis erhöhter 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 Aminosäuresequenzen gleichen einander. 

Trotzdem sind ihre Funktionen divers. Ersterer zeigte im Tiermodell Bedeutung bei 

Endothelzellfunktion, Kontraktilität glatter Gefäßmuskelzellen sowie der kornealen 

Epithelzellproliferation. [128;129] TRPC5 scheint für neuronales Wachstum von Bedeutung zu 

sein. [130;131] Über die Zuordnung zu SOCE oder SMOC gehen die Meinungen bei beiden Kanälen 

auseinander. [132;133;134] 

TRPC6 hat im Hinblick auf Aminosäuresequenz eine große Ähnlichkeit mit TRPC3 sowie TRPC7 und 

kann Heterotrimere bilden, welche derzeit noch nicht gut untersucht sind. Anderseits konnte in 

Tiermodellen die Bedeutung des Kanals für die Kontraktilität glatter Gefäßmuskelzellen 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 Störungen 

beteiligt ist. Dafür spricht, dass bei Patienten mit bipolaren Störungen eine signifikante 

Verringerung der Genexpression in B-Lymphoblasten zu finden ist. [104;135;137;138] 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Familie der TRPC Kanäle in vielen Geweben 

mitunter sehr unterschiedliche Funktionen ausüben, die noch viel Raum für weitere 

Untersuchungen bieten. 

Inwieweit Osteosarkomzellen TRPC-Kanäle 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, (II) die Einflüsse der 

Modulation der alternativen Ang-(1-7)/Mas Achse des RAS (mittels Ang-(1-7) und AVE0991) bzw. 

(III)  der Einfluss der Immunstimulation (IL-1β) auf die Expression von TRPC-Kanälen 

systematisch untersucht werden. 

Dazu wurde ein in vitro-Modell genutzt, in dem mittels Administration von Interleukin 1β 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 ermöglicht. 

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

Kanäle unter den verschiedenen experimentellen Bedingungen. 
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3 MATERIAL UND METHODEN 

3.1 MATERIAL 

 GERÄTE HERSTELLER/LIEFERANT 
 

Agarosegelkammer Bio-Rad 

Feinwaage Pt600 Sartorius 

Feinwaage AC210S Analytic Sartorius 

Brutschrank HeraCell 

Eismaschine KF 85 Migel 

Fluoreszensreader infinite F200 Tecan 

Invertierer Sarstedt 

Mikroskop Telaval 3 Carl Zeiss Jena 

Mikrowelle Severin 

Nanodrop 2000c Thermo Scientific 

PCR Cycler Biometra 

Reinstwasseranlage Milli-Q Synthesis A 10 Millipore 

Laminarbox Thermo Scientific 

Thermocycler CFX69 Real-Time-PCR Detection System Bio-Rad 

Neustädter-Zählkammer Neustädt 

pH-Meter Mettler Toledo 

VacuGene Pump Pharmacia LKB 

Wasserbad 37 °C Techne 

Zellinkubator CO2 Cell Medcenter GmbH 

Zentrifuge RS54 Eppendorf 

Zentrifuge Zellzucht Hettich Zentrifuge 
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 HILFSMITTEL UND VERBRAUCHSMATERIALEN 
 

6-Well-Gewebekulturschalen Nunclon 

96-Well-Platten Nunclon 

BZO Seal Film Biozym 

Einfrierbox Cryo-SafeTM -1°C neoLab 

Falconröhrchen 15 ml Sarstedt 

Falconröhrchen 50 ml BD Biosciences 

Kryo-Röhrchen Sarstedt 

Pasteurpipetten Brand 

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

Pipettierhilfe Eppendorf 

Pipettenspitzen 0,5-10 µl, 10-200 µl, 100-1000 µl Sarstedt 

Reaktionsgefäße 0,2 ml, 1,5 ml, 2,0 ml Sarstedt 

Zellkulturflaschen TC25, TC75, TC175 Sarstedt 

Zellschaber TPP 

  



MATERIAL UND METHODEN 

 

19 

 CHEMIKALIEN                          HERSTELLER/LIEFERANT 
 

Acrylan Antiseptica 

AVE-0991 Sanofi Aventis 

D-Alanin7-Ang-(1-7) Bachem 

DMSO AppliChem 

Dinatriumhydrogenphosphat         Sigma 

Ethanol 96 %, vergällt und unvergällt Zentralapotheke 

FCS PAN Biotech 

GeneRulerTM 100bp DNA Ladder Fermentas 

Guanidiniumhydrochlorid Ferak 

Hydrogenchlorid Sigma 

Interleukin 1β PAN Biotech 

Isopropanol Roth 

Kaliumhydrogenphosphat Roth 

L-Glutamin PAA 

Ly294002 Sigma 

McCoy´s 5A medium PAA 

MEM with Earle´s Salts PAA 

Natriumchlorid Roth 

Natrium-Pyruvat  Sigma 

Natriumhydroxid Sigma 

PBS PAA 

PD98059 Sigma 

Penicillin/Streptomycin PAA 

RedSafeTM Intron Biotechnologies 

TriFastTM peqGOLD 

Trypsin Sigma 
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 ZELLLINIEN UND KULTURMEDIEN 
 

MNNG/HOS American Type Culture Collection 

 Katalognummer: CRL-1547TM 

 Kulturmedium MEM with Earle´s Salts 

  10 % FCS 

  Natrium Pyruvat 

  100 U/ml Penicillin 

  100 µg/ml Streptomycin 

  37°C, 5 % CO2 

 

U-2 Os American Type Culture Collection 

 Katalognummer: HTB-96TM 

 Kulturmedium McCoy´s 5A medium 

  10 % FCS 

  Natrium Pyruvat 

  100 U/ml Penicillin 

  100 µg/ml Streptomycin 

  37°C, 5 % CO2 

 

 KITS HERSTELLER/LIEFERANT 
 

MaximaTM First Strand cDNA Synthesis Kit Fermentas 

RevertAidTM First Strand cDNA Synthesis Kit Fermentas 

SensiMixTM SYBR Kit Bioline 

Analytik Jena RNA Kit Analytik Jena 
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 PRIMER 
 

Zielgen Sequenz Amplifikatgröße (bp) Tannealing 

Tubulin  528 63 °C 
vorwärts CAATGCCGACTGGTACTTG   

rückwärts ACATCTCAACTGGCAGGAAC   
Mas-Rezeptor  407 63 °C 

vorwärts CAATGCCGACTGGTACTTG   
rückwärts ACATCTCAACTGGCAGGAAC   

TRPC1  177 60 °C  
vorwärts TTCTTGCTGGCGTGCGACAAG   

rückwärts CTGACAACCGTAGTCCAAAAG   
TRPC3  492 60 °C 

vorwärts AAGAAGGAGAACCTGGCGCG   
rückwärts GTCATTCTTGAACTCCTTCTC   

TRPC4  126 56 °C 
vorwärts CTGCTTATCAAGGAGTATAGGA   

rückwärts GTCTATGTTGGAGATGCTCTAT   
TRPC5  210 56 °C 

vorwärts GTTGTAACTTGTTCTTCCTGTC   
rückwärts CAGTGAGGTAGAATTAGGTGAA   

TRPC6  191 55 °C 
vorwärts CCATCGTAACATTATAGACTCC   

rückwärts GTTCAATCTCTACTCCTACTAC   
TRPC7  194 64 °C 

vorwärts CTGCTTATCAAGGAGTATAGGA   
rückwärts GTCTATGTTGGAGATGCTCTAT   

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

Guanidiniumhydrochlorid 0,3 mol/l Guanidiniumhydrochlorid   
 in 96 (v/v)% unvergälltem Ethanol  

 

PBS 10x 10 mmol/l Kaliumhydrogenphosphat 

 1,5 mol/l Natriumchlorid 

 37 mmol/l Dinatriumhydrogenphosphat 

 pH 7,4 

 

Probenpuffer 10x 0,2 mol/l EDTA 

 25 % Saccharose 

 0,25 (w/v)% Bromphenolblau 

 

TAE-Puffer 50x 2 mol/l Tris 

 0,95 mol/l Eisessig 

 50 mmol/l EDTA 
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3.2 METHODEN 

 ZELLKULTUR 
 

Alle folgenden Vorgänge und Experimente mit lebenden Zellen wurden an der Laminarbox unter 

Einhaltung steriler Bedingungen durchgeführt. Die Inkubation erfolgte in einem 37°C warmen CO2 

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

 

 AUFTAUEN 
 

Die Zellen wurden in einem Gemisch aus 80 % Kulturmedium, 10 % fetalem Kälberserum (FCS) 

und 10 % DMSO in Kryogefäßen konserviert. Das weitere Verfahren während des Auftauens sollte 

schnell erfolgen, da DMSO zytotoxisch auf Zellen wirkt. Deswegen wurden jeweils 1 ml der Proben, 

sobald sie flüssig waren, in ein 15 ml Falconröhrchen mit 6-7 ml Kulturmedium überführt. Danach 

wurde die Zellsuspension bei 700 × g 5 Minuten lang zentrifugiert und nach Verwerfen des 

Überstandes erneut in 6-7 ml Kulturmedium resuspendiert. Dieses Gemisch wurde anschließend in 

eine TC25-Zellkulturflasche übertragen, nach mindestens 24 Stunden Inkubation bei 37°C im CO2-

Brutschrank passagiert und fortan in einer TC75-Zellkulturflasche kultiviert. 

 

 KULTIVIEREN UND PASSAGIEREN 
 

Um einen möglichst geringen Stress für die Zellen zu gewährleisten, mussten alle verwendeten 

Flüssigkeiten, wie Kulturmedien, PBS oder Trypsin auf 37 °C erwärmt werden. 

Zuerst wurde das Kulturmedium aus den Zellkulturflaschen mittels Saugpumpe und 

Pasteurpipetten entfernt, der Zellrasen mit 10 ml Dulbecco´s PBS 1x gespült und dann je nach 

Flaschengröße mit 1 ml, 2 ml oder 4 ml Trypsin-EDTA versetzt. Nach 3 Minuten Inkubation bei    

37°C waren die Zellen von der Oberfläche gelöst und nach Resuspension mit dem Kulturmedium 

auf ein Gesamtvolumen von 10 ml wurde dies in ein 50 ml Falconröhrchen überführt. Davon 

wurden 10 µl in einer Neubauer Zählkammer zur Bestimmung der Zellzahl eingesetzt, während der 

Rest der Zellsuspension bei 700 × g und 4°C 5 Minuten zentrifugiert wurde. Danach wurde das 

Pellet nach dem Verwerfen des Überstandes 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 möglichst niedriger Passage genommen. Die Zellen wurden wie 

oben beschrieben geerntet. 

Das entstandene Pellet wurde nach dem Zentrifugieren abhängig 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 während des Gefriervorgangs zu verhindern. Die Zellen wurden in dem 

Einfriermedium in Kryoröhrchen überführt und in einem Isopropanolbehälter schonend                            

auf – 80 °C gekühlt, bevor sie im flüssigen Stickstoff auf lange Zeit gelagert wurden. 

 

 STIMULIERUNG/INHIBIERUNG 
 

Für die Zellversuche wurden 5x105 Zellen in jedes Well einer 6-Well-Platte eingesät und mit 3 ml 

Kulturmedium versorgt. Nach 24-stündiger Inkubation im CO2 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 1β in den Konzentrationen           

500 pg/ml Kulturmedium, sowie zur Titrierung 5 pg/ml, 50 pg/ml, 500 pg/ml und 1.000 pg/ml, 

außerdem AVE-0991, der Agonist des Mas-Rezeptors, hauptsächlich in der Konzentration                  

von 10-8 M im Kulturmedium, zur Überprüfung der optimalen Dosis in den Konzentrationen 10-7 M 

und 10-6 M. 

Als Antagonist des Mas-Rezeptors wurde D-Alanin7-Ang-(1-7) (D-Ala) in den Konzentrationen         

10-7, 10-6, 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 µM und 

Ly294002 auf 100 µM im Kulturmedium verdünnt; bei der Kombination beider Substanzen wurden 

die gleichen Mengen verwendet. 

Da die Agenzien AVE-0991, Ly294002 und PD98059 in DMSO gelöst waren, wurden die jeweiligen 

Kontrollen in den Versuchen mit gleichen Volumina DMSO versetzt. Die Kontrollsubstanz für D-Ala 

und Interleukin 1β 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 schließlich mit                          

30-75 µl RNase-freiem Wasser eluiert werden konnte.  

Die RNA-Isolierung mit Trizol wurde nach Absaugen des Kulturmediums mit je 1 ml Trizollösung 

pro Well der 6-Well-Platte begonnen. Nach 5 Minuten Einwirkzeit bei Raumtemperatur wurde das 

Gemisch aus Trizol und Zellen mit einem Zellschaber abgelöst und in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß 

überführt. Nach Zugabe von 200 µl Chloroform in jeder Probe wurde invertiert und weitere drei 

Minuten auf dem Invertierer bis zur einsetzenden Phasentrennung bei Raumtemperatur inkubiert. 

Anschließend wurden durch Zentrifugation bei 12.000 × g und 4°C nach 15 Minuten die wässrige, 

die Interphase und die organische Phase getrennt. Die obere wässrige 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 wässrigen Schicht wurde in einem neuem 1,5 ml Reaktionsgefäß mit je 0,5 ml 

Isopropanol zur Fällung gebracht. Dafür wurde zuerst das Isopropanol durch Intervertieren im 

Gefäß verteilt und nach 10-minütiger Inkubation bei Raumtemperatur bei 12.000 × g und 4°C 12 

Minuten lang zentrifugiert. 

Das RNA-Pellet wurde nach Verwerfen des Überstandes dreimal gewaschen, das heißt mit 1 ml 

unvergälltem 75 % Ethanol versetzt, 3 Minuten auf dem Invertierer inkubiert und bei 7.500 × g und  

4°C für 5 Minuten zentrifugiert. Nach dem letzten Waschschritt wurde der Überstand erneut 

verworfen und 20 bis 30 Minuten gewartet bis alle Ethanolreste verdunstet waren. Die getrocknete 

RNA wurde mit RNase-freiem Wasser versetzt, um danach über Nacht im Kühlschrank zur 

vollständigen Lösung gebracht zu werden.  

Bis zur weiteren Verwendung wurde die RNA bei – 20°C kurzfristig und für längere Zeiträume          

bei – 80°C gelagert. 

 

 REVERSE TRANSKRIPTION VON RNA IN CDNA 
 

Um die RNA-Mengen mit quantitativer PCR (RT-qPCR) zu untersuchen, wurde jeweils 1 µg RNA in 

cDNA umgeschrieben. Dafür wurde das MaximaTM First Strand cDNA Synthesis Kit von Thermo 

Fisher Scientific benutzt. Die RNA-Konzentration wurde vorher photometrisch mit dem 

NanoDropTM 2000c bestimmt und auf Verunreinigungen untersucht. Das Messprinzip beruht auf 

der Analyse der unterschiedlichen Absorptionsmaxima kurzwelligen Lichts von RNA und 

Proteinen. 



MATERIAL UND METHODEN 

 

26 

Das Reaktionsgemisch für 30 µl setzte sich aus 6 µl Reaction Buffer Mix 5x, 3 µl Maxima Enzyme 

Mix, 1 µg RNA sowie nucleasefreiem Wasser ad 30 µl zusammen. Nach kurzem Vermischen der 

Proben folgten 10 Minuten Inkubation bei 25°C mit anschließender 15-minütiger Inkubation          

bei 50°C. Die Reaktion wurde durch 5-minütige 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 längerer 

Aufbewahrung statt. 

 

 QUANTITATIVE PCR 
 

Die quantitative Polymerasekettenreaktion (RT-qPCR) beruht auf dem Prinzip der herkömmlichen 

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 komplementäre Abschnitte auf der Einzelstrang-

DNA. Als sogenannte Primer binden jeweils ein Vorwärts-Primer den Plus-Strang und ein 

Rückwärts-Primer den komplementären Minus-Strang und grenzen den DNA-Abschnitt ein, 

welcher amplifiziert werden soll. Im nächsten 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 Einzelsträngen werden dadurch Doppelstränge, die wieder durch Hitze 

denaturiert werden und in Einzelstränge 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 über Fluoreszenzmessung bestimmt 

werden. Das Reaktionsgemisch der PCR wird durch einen Fluoreszenzfarbstoff erweitert. Dieser 

bindet interkalierend in der doppelsträngigen DNA und nach Anregung durch Licht mit der 

Wellenlänge 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 Stärke der Fluoreszenz exponentiell an. Die Anzahl der 

Kopien des Zielgens zu Beginn der RT-qPCR hat damit direkten Einfluss auf die Stärke der 

Fluoreszenz. Die relative Quantität des spezifischen DNA-Abschnitts wird anhand eines 

Floureszenzwertes bestimmt und in Zyklen – die benötigt wurden um den Schwellenwert zu 

überschreiten – als sogenannter Cq-Wert angegeben. Mit dem absoluten Cq-Wert, können 

Rückschlüsse 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 µl 

diente als Template für die Amplifikation. Diese wurde mit dem SensiMixTM SYBR Hi-ROXKit, den 

Vorwärts- und Rückwarts-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 Energieträger, 

Magnesium-Ionen, eine Pufferlösung sowie den Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green. 

Je analysiertem Zielgen wurden 2 Wells einer 96-Well-Platte mit einem Endvolumen von 20 µl 

pipettiert – 1 µl cDNA, 1 µl Primer, 12 µl SensiMixTM SYBR Hi-ROX, 8 µl nukleasefreies Wasser. 

Die RT-qPCR wurde mit dem Thermocycler CFX96 Real Time PCR Detection System von Bio-rad 

nach folgendem Protokoll durchgeführt: 

 

(1) 10 min 95 °C Denaturierung des inhibitorischen Antikörpers der DNA-Polymerase 

(2) 10 s  95 °C Denaturierung der Doppelstrang-DNA 

(3) 30 s [  ]°C Primeranlagerung, Tannealing siehe Material, Primer 

(4) 30 s 72 °C Elongation und Messung der Fluoreszenz 

 

(5)  39 Mal Wiederholung der Schritte (2) bis (4)  

 

(6) 10 s 95 °C Denaturierung der Doppelstrang-DNA 

(7) 5𝑠𝑠 0,5°𝐶𝐶�  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 ManagerTM von Bio-rad ausgewertet. Das 

verwendete Prinzip ist die ΔΔCq-Methode, welche eine Normalisierung der Werte auf ein 

Housekeeping-Gen (hier: α-Tubulin) beinhaltet. Damit ist eine Aussage über die relative Anzahl der 

Startkopien des Zielgens im Vergleich untereinander möglich. Der Cq Wert entspricht dem Zyklus 

in dem ein „Threshold“ – der bereits erwähnte Schwellenwert – überschritten wird und 

nachfolgender Formel wird eine Ratio bestimmt, welche Fehler durch Unterschiede bei der RNA-

Isolierung sowie der Effizienz in der cDNA Synthese eliminiert. 

 

 𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟 =  2−∆∆𝐶𝐶𝐶𝐶 
 

  ∆∆𝐶𝐶𝐶𝐶 =  ∆𝐶𝐶𝐶𝐶𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴 −  ∆𝐶𝐶𝐶𝐶𝐾𝐾𝐾𝐾𝐴𝐴𝐾𝐾𝐾𝐾𝐾𝐾𝐾𝐾𝐾𝐾𝐴𝐴 
 

   ∆𝐶𝐶𝐶𝐶 = 𝐶𝐶𝐶𝐶𝑍𝑍𝑍𝑍𝐴𝐴𝐾𝐾𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴 −  𝐶𝐶𝐶𝐶𝐻𝐻𝐾𝐾𝐻𝐻𝐻𝐻𝐴𝐴𝐻𝐻𝐴𝐴𝐴𝐴𝐻𝐻𝑍𝑍𝐴𝐴𝐴𝐴−𝐺𝐺𝐴𝐴𝐴𝐴 
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Abbildung 7 Schematische Darstellung der quantitativen PCR  
   

(Schritt 4) 30 s   72 °C   Elongation 

(Schritt 3) 30 s   Primeranlagerung 

(Schritt 4)  

(Schritt 2) 10 s   95 °C   Denaturierung der Doppelstrang-DNA 

(Schritt 3)  

(Schritt 2)  

 

 

 

 
  

 
 

 (Schritt 4)  

(Schritt 3)  

 

 

Primer 
 aus ca. 20 Basenpaaren 

DNA-Polymerase 
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 AGAROSEGELELEKTROPHORESE 
 

Die entstandenen PCR-Produkte wurden durch elektrophoretische Auftrennung der Nucleinsäuren 

nach ihrer Größe im Agarosegel überprüft. Die negativ geladenen DNA-Moleküle wandern von dem 

gemeinsamen Startpunkt Richtung positiv geladener Anode, kleine Moleküle laufen schneller durch 

die Poren des Agarosegels als größere Moleküle. Bei den darzustellenden Größen zwischen 100 und 

500 Basenpaaren eignete sich ein 1,5 %-iges Gel, welches mit dem Fluoreszenzfarbstoff RedSafeTM 

versetzt wurde. 

Nach Festwerden des Agarosegels wurden die Geltaschen nahe der Kathode mit dem Gemisch aus 

10 µl PCR-Proben und 1 µl Probenpuffer beladen. Als Laufpuffer wurde TAE-Puffer verwendet und 

bei einer Spannung von 100V wurden die Nucleinsäuren aufgetrennt. Durch die Interkalation des 

Fluoreszenzfarbstoffes wurden die vorhandenen doppelsträngigen DNA-Banden mit UV-Licht 

sichtbar gemacht. Bei spezifischer Produktbildung in der RT-qPCR sollte nur eine Bande entstehen, 

die der erwarteten Sequenzlänge des PCR-Produktes (siehe Material, Primer) entspricht. Mit einer 

DNA-Ladder wurde die Größe 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 unabhängige biologische Replikate erhoben. Diese Daten wurden nach Mann-

Whitney analysiert und Unterschiede in den Kontroll- bzw. Versuchsgruppen auf Signifikanz 

überprüft. Abschließend wurden die Daten ebenfalls mit GraphPad Prism in Diagrammen mit 

BoxPlots visualisiert.  
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4 ERGEBNISSE 

4.1 EINFLUSS VON IL1β 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 außerdem ein 

inhibitorischer Effekt von Interleukin 1β und Ang-(1-7) im Migrationsassay festgestellt. [33] 

Der Einfluss von IL1β oder AVE-0991 auf die Mas-mRNA-Gehalte wurde nach 24-stündiger 

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 Überblick über die 

Veränderungen der Transkriptmengen ergibt. 

Wie in Abbildung 8 erkennbar, bewirkt die Administration der beiden Substanzen, IL1β und          

AVE-0991, eine Veränderung der Mas-mRNA-Menge in beiden Zellen  in unterschiedlichem 

Ausmaß. 

 

 
Abbildung 8  Effekte von IL1β und AVE-0991 auf die Mas-mRNA-Gehalte in MNNG/HOS und U-2 
 Os-Zellen  
 * p < 0,05; ** p < 0,01 
 MNNG/HOS nKontrolle=11,  nIL1β=13,  nAVE-0991=13,  nKombination=9 

U-2 Os nKontrolle=10,  nIL1β=10,  nAVE-0991=9,  nKombination=9 
 
   
Die Stimulation mit IL1β führt in den MNNG/HOS zu einem signifikanten Anstieg der Mas-mRNA-

Menge um das 3,4-Fache (p=0,043). Analog führt 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 IL1β 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 IL1β. Dabei zeigt sich ein Anstieg des Medianwertes auf das 2,8-Fache des Vergleichswertes, 

was statistisch gesichert ist (p=0,001).  

Bei beiden Zelllinien fällt insbesondere der ähnlich stark ausgeprägte synergistische Effekt von 

IL1β und AVE-0991 auf den Anstieg der Mas-mRNA-Mengen auf. 

Diese auf RT-qPCR basierenden Ergebnisse zu den veränderten Mas-mRNA-Gehalten der 

Osteosarkom-Zellen wurden durch die Visualisierung der PCR-Amplifikate im Agarosegel und 

RedSafe-Färbung validiert. Durch die elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte können 

sowohl die korrekte Größe der Genabschnitte verifiziert und mögliche Nebenprodukte in Form von 

zusätzlichen Banden dargestellt werden. Aus Abbildung 9 wird ersichtlich, dass die Primer für den 

Mas-Rezeptor zu dem erwarteten Produkt mit 407 Basenpaaren geführt haben und unter den 

Versuchsbedingungen keine Nebenprodukte amplifiziert worden sind. Das ist in völliger 

Übereinstimmung mit den Ergebnissen der Schmelzpunktbestimmung, die am Ende jeder RT-qPCR 

durchgeführt wurde. Ebenso bildeten die Primer für das konstitutiv exprimierte α-Tubulin nur das 

erwartete Amplifikat mit 528 Basenpaaren. 

 

 
Abbildung 9 Agarosegel zur Validierung der Spezifität von den humanen RT-qPCR-Primern für den 

Mas-Rezeptor und α-Tubulin. Die Amplifikatgrößen von 407 bp und 528 bp 
entsprechen den aus der Sequenz abgeleiteten erwarteten Größen. Die cDNA-freien 
Kontrollen (H2O) zeigen keine Amplifikate. 
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4.2 MRNA-EXPRESSION DER TRPC-KANÄLE 
 

Um die Grundlage für die Verknüpfung von antiproliferativen Effekten der Ang-(1-7)/Mas-Achse 

und den TRPC-Kanälen zu schaffen, wurde zunächst der mRNA-Gehalt der individuellen TRPC 

Kanäle unter basalen Bedingungen, das heißt ohne Zugabe von Agenzien, überprüft. Dafür wurden 

die beiden Zelllinien in 6-Well-Platten eingesät, nach 24 Stunden mit neuem Kulturmedium ohne 

Zusätze von Agenzien versorgt und nach weiteren 6 oder 24 Stunden für die quantitative Analyse 

der TRPC-mRNAs geerntet. 

Auf der mRNA-Ebene werden in beiden Zelllinien die TRPC-Kanäle 1 bis 7 exprimiert, wobei keine 

deutlichen Differenzen zwischen MNNG/HOS und U-2 Os-Zellen beobachtet wurden. Die    

Abbildung 10 gibt einen Überblick über die jeweiligen relativen mRNA-Mengen der Kanäle in 

Relation zu dem konstitutiv exprimierten α-Tubulin.  

 
Abbildung 10 Vergleich der mRNA-Mengen der TRPC-Kanäle in den Osteosarkomzelllinien 

MNNG/HOS und U-2 Os in Relation zu der α-Tubulin-mRNA-Menge 
 

Auffallend ist allerdings der etwas geringere mRNA-Gehalt der TRPC7-Kanäle. Wie in der Einleitung 

beschrieben, sind diese Kanäle im Zentralen Nervensystem von großer Bedeutung, sodass sie in 

Knochentumorzellen durchaus von geringerer Bedeutung sein könnten. Zwar wurde der Kanal 

durchweg analysiert, jedoch zeigte sich in keiner der folgenden Versuchsreihen eine deutliche 

Veränderung der Transkriptmengen.  

Die Spezifität der TRPC-Primer bzw. der entsprechenden RT-qPCR wurde analog zu den Mas- und 

α-Tubulin-Primern ebenfalls im Agarosegel verifiziert. Wie in Abbildung 11 und Abbildung 12 zu 

sehen ist, erfolgte ausschließlich die spezifische Amplifikation von Produkten der erwarteten Größe 

für alle TRPC-Kanäle unter den verwendeten Bedingungen. 
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Abbildung 11 Agarosegel zur Validierung der Spezifität der humanen RT-qPCR für TRPC1, TRPC3 

und TRPC4. Die Amplifikatgrößen entsprachen mit 177 bp, 492 bp und 126 bp der 
erwarteten Größe. Die cDNA-freien Kontrollen (H2O) zeigen keine Amplifikate. 

 

 
Abbildung 12 Agarosegel zur Validierung der Spezifität der humanen RT-qPCR für TRPC5, TRPC6 

und TRPC7. Die Amplifikatgrößen entsprechen mit 210 bp, 191 bp und 194 bp den 
erwarteten Größen. Die cDNA-freien Kontrollen (H2O) zeigen keine Amplifikate. 
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4.3 EINFLUSS VON IL1β UND AVE-0991 AUF DIE TRPC-KANAL MRNA-GEHALTE  
 

Wie in der Einleitung beschrieben, bewirken sowohl IL1β als auch Ang-(1-7) antiproliferative 

Effekte in Osteosarkomzelllinien. Im Gegensatz dazu stehen die TRPC-Kanäle, deren Aktivität eher 

mit proliferativen Effekten assoziiert sind. Daher war es von Interesse, die Expression der TRPC-

Kanäle 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 eingesät, nach 24 Stunden mit frischem Kulturmedium und den jeweiligen 

Agenzien –IL1β und AVE-0991 – versetzt, um wiederum 24 Stunden später die Zellernte und RNA-

Präparation vorzunehmen. 

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

Stimulation dargestellt.  

    
Abbildung 13 Effekte von IL1β und AVE-0991 auf die TRPC1-mRNA-Gehalte in MNNG/HOS und 

U-2 Os Osteosarkomzellen 
 MNNG/HOS nKontrolle=14,  nIL1β=15,  nAVE-0991=15,  nKombination=11 

U-2 Os nKontrolle=10,  nIL1β=11,  nAVE-0991=9,  nKombination=10 
 

Bei den MNNG/HOS ist erkennbar, dass sich der Median kaum verändert. Die Mediane variieren im 

Vergleich zur Kontrolle um maximal fünf Prozent. Es zeigt sich auch keine deutliche Veränderung 

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 Veränderungen 

der mRNA-Mengen bei MNNG/HOS- und U-2 Os-Zellen unter dem Einfluss von IL-1β bzw. AVE0991 

analog zu Abbildung 13 dargestellt. 

 
Abbildung 14 Effekte von IL1β und AVE-0991 auf die TRPC3-mRNA-Gehalte in MNNG/HOS und 

U-2 Os Osteosarkomzellen 
 * p<0,05 

MNNG/HOS nKontrolle=13,  nIL1β=15,  nAVE-0991=15,  nKombination=11 
U-2 Os nKontrolle=10,  nIL1β=11,  nAVE-0991=9,  nKombination=10 

 

Der Median der Werte ändert sich bei der Stimulation der MNNG/HOS-Zellen mit IL1β oder           

AVE-0991 nur sehr marginal. Allerdings führt 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 IL1β zum Kulturmedium keine signifikante 

Veränderung der mRNA-Mengen nachzuweisen. AVE-0991 hingegen führt zu einer signifikanten 

Steigerung um 20 % im Vergleich zur Kontrolle (p=0,02) und im Zusammenspiel der beiden 

Substanzen fällt 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 IL1β und/oder 

AVE-0991 keine signifikanten Veränderungen im Vergleich zu den basalen mRNA-Gehalten. Die 

Abbildung 15 stellt die Ergebnisse analog zu den vorherigen Abbildungen dar. 

 

  
Abbildung 15 Effekte von IL1β und AVE-0991 auf die TRPC4-mRNA-Gehalte in MNNG/HOS und 

U-2 Os Osteosarkomzellen  
MNNG/HOS nKontrolle=6,  nIL1β=4,  nAVE-0991=6,  nKombination=7 
U-2 Os-Zellen nKontrolle=5,  nIL1β=5,  nAVE-0991=5,  nKombination=6 

 

Es zeigt sich insbesondere bei den U-2 Os-Zellen eine größere Variabilität 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-1β zu erkennen. Hier scheinen die mRNA-Gehalte 

von TRPC4 zuzunehmen, jedoch ist der Median nahezu unverändert. 

  



ERGEBNISSE 

 

37 

Ein ähnliches Bild ergibt sich für die Expression von TRPC5 in den untersuchten Osteosarkom-

Zelllinien. Die Abbildung 16 zeigt für beide Zelllinien die Veränderung der TRPC5-mRNA-Gehalte 

unter Stimulation mit IL1β, AVE-0991 bzw. nach Administration beider Substanzen zusammen. 

 

 
Abbildung 16 Effekte von IL1β und AVE-0991 auf die TRPC5-mRNA-Gehalte in MNNG/HOS und 
  U-2 Os Osteosarkomzellen 

  MNNG/HOS nKontrolle=14,  nIL1β=15,  nAVE-0991=15,  nKombination=11 
 U-2 Os nKontrolle=14,  nIL1β=14,  nAVE-0991=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 

Variabilität der Einzelwerte, insbesondere nach Administration der Substanzen einzeln oder in 

Kombination. Im Gesamtbild ergibt sich dann für die TRPC5-Transkriptmengen keine signifikante 

Veränderung bei den MNNG/HOS, obwohl die Mediane der drei Stimulationsgruppen um das 1,4-

Fache (IL1β oder AVE-0991) und das 1,3-Fache (beide in Kombination) ansteigen. 

Bei den U-2 Os-Zellen führen weder IL1β noch AVE-0991 zu einer Veränderung 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 Veränderung.  

Schließlich sind in der Abbildung 17 die Effekte von IL1β 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 IL1β und AVE-0991 auf die TRPC6-mRNA-Gehalte in MNNG/HOS und 

U-2 Os Osteosarkomzellen  
** p<0,01; * p<0,05  
MNNG/HOS nKontrolle=12,  nIL1β=12,  nAVE-0991=12,  nKombination=9 
U-2 Os nKontrolle=5,  nIL1β=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 Veränderungen der TRPC6-mRNA-

Gehalte. Unter Stimulation mit IL1β steigt der Median auf das 1,5-Fache und der Median für           

AVE-0991 sogar auf das 1,7-Fache der Kontrolle. Auch die Steigerung des Medianwertes durch 

Kombination von IL1β und AVE-0991 um 30 % ist nicht signifikant. 

Anders ist die Situation bei den U-2 Os-Zellen. Unter dem Einfluss von IL1β – 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 führt 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 Kanäle nach Zugabe von IL1β oder    

AVE-0991 oder beidem wenig gleichen. Die in Punkt 5.2 angesprochene Ähnlichkeit der Zelllinien 

in der basalen Expressionsstärke ist mitunter deutlichen Unterschieden gewichen. Bei den 

MNNG/HOS kommt es beispielsweise unter Einfluss von IL1β und AVE-0991 zu einem signifikanten 

Abfall der mRNA-Menge von TRPC3. Bei den U-2 Os-Zellen hingegen führt nur AVE-0991 zu einer 

signifikanten Veränderung – und das in die entgegengesetzte Richtung. Weiterhin zeigt sich der 

signifikante inhibitorische Effekt von IL1β 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-Alanin7-Ang-(1-7) (D-Ala), einem Derivat 

von Ang-(1-7) mit antagonistischer Wirkung am Mas-Rezeptor, auf die Transkriptmengen der 

TRPC-Kanäle untersucht werden. 

Erneut wurden dafür Zellen in die 6-Well-Gewebekulturschalen eingesät, nach 24 Stunden mit 

frischem Kulturmedium und D-Ala versehen, um drei oder sechs Stunden später zum Zwecke der 

RNA-Präparation geerntet zu werden. 

In den Abbildungen 18 bis 22 sind die Ergebnisse aus der Analyse der mRNA-Gehalte der TRPC-

Kanäle 1 bis 7 unter Einfluss von D-Ala im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle (ohne D-Ala) 

dargestellt. Die Analyse der TRPC1-mRNA-Gehalte ergab für beide untersuchten Zelllinien keinen 

Effekt nach Administration von D-Ala (Abbildung 18).  

 

  
Abbildung 18 Effekte von D-Ala auf die TRPC1-mRNA-Gehalte in MNNG/HOS und U-2 Os 

Osteosarkomzellen  
 MNNG/HOS nKontrolle=9,  nD-Ala=8 

U-2 Os nKontrolle=8,  nD-Ala=9 
 

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

U-2 Os-Zellen um knapp 7 %. Beide Veränderungen sind statistisch gesehen nur zufällig. 
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Abbildung 19 Effekte D-Ala auf die TRPC3-mRNA-Gehalte in MNNG/HOS und U-2 Os 

Osteosarkomzellen  
 MNNG/HOS nKontrolle=9,  nD-Ala=8 

U-2 Os nKontrolle=8,  nD-Ala=9 
 

In Analogie zu TRPC1, unterliegen auch die TRPC3-mRNA-Mengen in den MNNG/HOS-Zellen 

keinen Veränderungen 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. 

 
Abbildung 20 Effekte D-Ala auf die TRPC4-mRNA-Gehalte in MNNG/HOS und U-2 Os 

Osteosarkomzellen  
 MNNG/HOs nKontrolle=9,  nD-Ala=8 

U-2 Os nKontrolle=8,  nD-Ala=9 
 

Gleichermaßen 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 nKontrolle=9,  nD-Ala=8 

U-2 Os nKontrolle=8,  nD-Ala=8 
 

Die Veränderung 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 nKontrolle=9,  nD-Ala=7 

U-2 Os nKontrolle=8,  nD-Ala=6 
 

Wie aus Abbildung 22 ersichtlich ist, bewirkt die Administration von D-Ala keine eindeutige 

Veränderung der TRPC6-Transkriptmenge in MNNG/HOS-Zellen. Der Median steigt zwar um      

knapp 25 %, jedoch unterliegen die anderen Einzelwerte einer zu großen 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                                           

abfällt (p=0,02).  

TRPC6 ist der Kanal, dessen mRNA-Mengen unter Einfluss von IL1β in den U-2 Os-Zellen signifikant 

vermindert wird. Außerdem zeigt sich unter IL1β-Administration ein Anstieg des mRNA-Gehaltes 

des Mas-Rezeptors. Das bedeutet, dass unter gleichen in vitro-Bedingungen die Transkriptmengen 

des antiproliferativen Mas-Rezeptors ansteigen, während die mRNA-Menge des TRPC6-Kanals 

verringert wird. 

Interessanterweise zeigt die D-Ala Versuchsreihe ein ähnliches Phänomen, indem hier die Zugabe 

von D-Ala bei U-2 Os-Zellen zu einer signifikanten Verringerung der TRPC6-Transkriptmenge führt, 

während es gleichzeitig zu einer signifikanten Erhöhung 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 Os 

Osteosarkomzellen  
 * p<0,05  
 MNNG/HOS nKontrolle=9,  nD-Ala=8 

U-2 Os nKontrolle=6,  nD-Ala=8 
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4.5 DER EINFLUSS VON LY294002 UND PD98059 AUF DIE MAS- UND TRPC- MRNA-
GEHALTE 

 

Die intrazelluläre Signaltransduktion des Mas-Rezeptors wird unter anderem über die Enzyme 

Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3-Kinase) und Extrazellulär Signal Regulierte Kinase 1/2 

(ERK1/2) vermittelt. Die Untersuchungsergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen bezüglich 

Aktivierung oder Inaktivierung der Kinasen gehen aktuell noch auseinander. Karnik et al. gehen in 

einer aktuellen Übersichtsarbeit von einer Ang-(1-7)/Mas-abhängigen 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 für die PI3-Kinase (Ly294002) bzw. den ERK1/2-Signalweg 

(PD98059) stehen zur Verfügung. 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 Aktivität dieser 

Signalwege in Osteosarkomzellen assoziiert sind bzw. die Expression von Mas selbst beeinflussen.  

Für die Versuche wurden analog zu den oben beschriebenen Versuchsreihen beide Zelllinien in 

jeweils 6-Well-Gewebekulturschalen eingesät, nach 24 Stunden mit frischem Kulturmedium sowie 

den Substanzen versorgt und 3 beziehungsweise 6 Stunden später geerntet. Die Ergebnisse der    

RT-qPCR Untersuchung der TRPC-Kanäle 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 Veränderungen der Transkriptmengen von TRPC1 in den Osteosarkom-Zelllinien 

MNNG/HOS und U-2 Os.   

  



ERGEBNISSE 

 

45 

 

 
Abbildung 24 Effekte von Ly294002 und PD98059 auf die TRPC1-mRNA-Gehalte in MNNG/HOS 

und U-2 Os Osteosarkomzellen 
 MNNG/HOS nKontrolle=9,  nLy 100 µM =9,  nPD 50 µM=9,  nKombination=9 

U-2 Os nKontrolle=9,  nLy 100 µM =9,  nPD 50 µM=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 für die TRPC1-Werte unter PD98059 Gabe ändert 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 Übersicht sind leichte Veränderungen zu erkennen. 

 

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 nKontrolle=9,  nLy 100 µM =9,  nPD 50 µM=9,  nKombination=9 

U-2 Os nKontrolle=9,  nLy 100 µM =9,  nPD 50 µM=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 ausgeprägt 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 führt die Gabe von Ly294002 allein oder die 

Kombination von Ly294002 mit PD98059 zu keiner eindeutigen Veränderung der TRPC3-mRNA-

Gehalte. Auch bei der in Abbildung 26 dargestellten Analyse des TRPC4-Kanals sind Veränderungen 

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 nKontrolle=7,  nLy 100 µM =7,  nPD 50 µM=9,  nKombination=6 

U-2 Os nKontrolle=8,  nLy 100 µM =8,  nPD 50 µM=8,  nKombination=9 
 

Die MNNG/HOS zeigen unter dem Einfluss des MAP-Kinase-Inhibitors PD98059 eine signifikante 

Erhöhung 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 Veränderungen 

der TRPC4-mRNA Gehalte in den beiden Osteosarkom-Zelllinien. 

Ein anderes Bild ergibt sich bezüglich 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 nKontrolle=9,  nLy 100 µM =9,  nPD 50 µM=9,  nKombination=9 

U-2 Os nKontrolle=9,  nLy 100 µM =9,  nPD 50 µM=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 führt 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 begründet 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 nKontrolle=9,  nLy 100 µM =9,  nPD 50 µM=9,  nKombination=9 

U-2 Os nKontrolle=6,  nLy 100 µM =6,  nPD 50 µM=5,  nKombination=6 
 

Bei den MNNG/HOS führen Ly294002 und PD98059 unabhängig voneinander zu einem 

signifikanten Anstieg der Mediane auf das Doppelte des Kontrollwertes (p=0,004; p=0,005). 

Interessanterweise führt 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 Veränderungen 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 groß wie der Median der Kontrollgruppe und beschreibt damit einen statistisch 

gesicherten Unterschied (p=0,008). Es lässt sich zusammenfassen, dass Ly294002 und PD98059 

offensichtlich unabhängig voneinander die Transkriptmengen von TRPC6 beeinflussen. 

In den vorherigen Versuchsreihen zum Einfluss von IL1β und AVE-0991 sowie von D-Ala ist die 

gegenläufige Veränderung 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 erhöht 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 nKontrolle=9,  nLy 100 µM =9,  nPD 50 µM=9,  nKombination=9 

U-2 Os nKontrolle=8,  nLy 100 µM =8,  nPD 50 µM=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 erhöht. Der Median der Gruppe ist zweieinhalb Mal größer als der            

Kontrollwert (p=0,001).  

Bei den U-2 Os-Zellen zeigt das Diagramm eine gewisse Ähnlichkeit 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 erhöht 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 höher 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 Einflüsse der Modulation der 

alternativen Ang-(1-7)/Mas Achse des RAS (mittels Ang-(1-7) und AVE0991) bzw. der Einfluss der 

Immunstimulation (IL-1β) auf die Expression von TRPC-Kanäle systematisch untersucht. 

Mittels Administration von Interleukin 1β 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 mögliche Assoziation                      

mit Expression/Aktivität von TRPC Kanälen 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 natürlichem Bestandteil der Bakterienwand und damit Analogon zum 

Mifamurtid) gesteigert wird. [142]In unserer Voruntersuchung wurde ebenfalls die Induktion der 

Mas-Rezeptorexpression durch Interleukin 1β gezeigt. [33] 

Zunächst wurde eine Analyse der basalen mRNA-Gehalte der TRPCs in Osteosarkom-Zelllinien 

vorgenommen und eventuelle Veränderungen nach Modulation der Ang-(1-7)/Mas-Achse                         

bzw. der intrazellulären Signaltransduktion bestimmt. Wie bereits einleitend beschrieben, weisen 

die aktuellen Forschungen den TRPC-Kanälen eine wichtige Rolle bei Tumorentstehung und -

wachstum zu. Sie sind Mediatoren einer veränderten Calcium-Homöostase in den Tumorzellen und 

können für proliferative Prozesse von großer Bedeutung sein. Diese Prozesse wurden von Hanahan 

und Weinberg als „Hallmarks of Cancer“ bezeichnet – Merkmale, die für den malignen Phänotyp 

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 für proliferative 

Zellvorgänge steht. In Podozyten führt beispielsweise ein Calcium-Einstrom über TRPC6 zu 

proapoptotischen Signalen und genauso kann ein Calcium-Einstrom über TRPC1 zur Apoptose von 

glatten Muskelzellen führen. [145] 

In der Mehrzahl der Publikationen ist TRPC1 jedoch als Schlüsselprotein einer veränderten 

Calcium-Homöostase 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 könnte. 
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TRPC1 stimuliert dabei den Wachstumshormonrezeptor Epidermal Growth Factor Receptor 

(EGFR), welcher wiederum über IP3 die Freisetzung von Calcium aus dem ER fördert, was (im 

Rahmen des SOCE) zu Calcium-Einstrom über TRPC1 führt. Da der EGF-Rezeptor auch die PI3-

Kinase und ERK aktiviert, könnte dieser sich selbst unterhaltende Kreislauf als Korrelat für 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 Aktivität der Proteinkinasen PI3-Kinase beziehungsweise ERK1/2 ein 

Einfluss auf die Expression von TRPC1 festgestellt werden. Schlussfolgernd lässt sich feststellen, 

dass der oben genannte Effekt von Mas und Interleukin1β nicht über eine Veränderung 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-Überlebensrate sowie einem 

längeren krankheitsfreien Überleben. [149] Bei einigen gynäkologischen Tumoren hingegen 

scheint eine erhöhte Expression von TRPC3 eher proliferativ zu wirken. In Mammakarzinomzellen 

wurde beispielsweise durch die Gabe von Arachidonsäure die Inhibition von TRPC3 und damit die 

Reduktion von in vitro Zellmigration erreicht. [150] In Ovarial-Karzinomen fördern TRPC3-Kanäle 

ebenfalls das Tumorwachstum und nach deren Herabregulation zeigte sich eine signifikant 

verminderte Proliferation der ovarialen Tumorzellen SKOV3. [151] 

Eine mögliche Ursache für die offenbar diskrepanten pro-onkogenen bzw. anti-onkogenen 

Wirkungen ist zum Teil über die unterschiedliche Aktivierung von TRPC3 im Vergleich zu TRPC1 

erklärlich. 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 abhängig. [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 

Tumorentitäten 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 

Veränderung bei den MNNG/HOS-Zellen und keine Veränderung der mRNA-Mengen nach 

Interleukin 1β-Gabe, sodass wahrscheinlich auch TRPC3 nicht als Vermittler der antiproliferativen 

Effekte von Interleukin 1β 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 CaMKIIα führt. [153] Vorstellbar wäre ein Mechanismus, bei 

dem die Gabe von AVE-0991 direkt oder indirekt die Inhibierung der ERK zur Folge hat und 

daraufhin möglicherweise autoregulativ die TRPC3 Expression erhöht 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 erhöht. Da zur pathophysiologischen Bedeutung von TRPC4 weitaus weniger 

Forschungsdaten existieren als zu den anderen Mitgliedern der TRPC-Familie, fällt es schwer, diese 

Veränderung 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 über die Aktivierung von TRPC4 Kanälen 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 Übereinstimmung zu bringen. So wird im oben 

genannten Experiment ein extrazelluläres 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 IL1β und Mas ausüben nicht über den TRPC4-Kanal zu wirken. 

TRPC5 ist wie in der Einleitung erwähnt bis jetzt vorwiegend im Zusammenhang mit neuronalem 

Wachstum beschrieben. [130;131] Dass eine Veränderung der TRPC5-Genexpression in 

Zusammenhang mit Interleukin 1β beziehungsweise Mas steht, ist nach aktuellem Wissenstand 

nicht zu erwarten. Diese Sicht wird durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit – auf 

Transkriptebene - weitgehend bestätigt. Einen signifikanten Einfluss auf die TRPC5-mRNA-Mengen 

hatte jedoch die Gabe des Mas-Antagonisten (D-Ala) bei den MNNG/HOS. D-Ala führte zu einer 

Verminderung der TRPC5-mRNA-Mengen. Deutlich eindrücklicher war jedoch die Auswirkung der 

Inhibition der PI3-Kinase mittels Ly294002 auf die TRPC5-mRNA-Mengen. Es zeigte sich in beiden 

Zelllinien ein fünf- bis zehnfacher Anstieg der mRNA-Transkriptmengen. Auch wenn dies sicherlich 

nicht Erklärung für die in der Einleitung formulierten antiproliferativen Effekte ist (da AVE-0991 

und/oder IL1β 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 führt 

in kultivierten Hippocampus-Neuronen zu einer schnellen Translokation von TRPC5 Vesikeln mit 

Insertion in die Plasmamembran. Dies wiederum supprimiert das Wachstum von 

Neuritenfortsätzen (growth cones) und Axonen. Durch die Gabe von Ly294002 kann diese Insertion 

von voll funktionsfähigen TRPC5 Kanälen 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. Möglicherweise wird die Expression von TRPC5 durch einen 

negativen Feedback-Mechanismus über die PI3-Kinase reguliert. Eine aktivierte PI3-Kinase könnte 

zu einer Translokation von TRPC5-Kanälen in die Plasmamembran führen und solange die TRPC5 

Kanäle in die Plasmamembran inkorporiert werden, stagniert die Expression derselben auf einem 

basalen Niveau. Sollte allerdings die Aktivität der PI3-Kinase herabgesetzt werden und dadurch 

weniger TRPC5-Kanäle die Plasmamembran erreichen, führen kompensatorische feedback-

Schleifen zu einer vermehrten Expression von TRPC5-Kanälen. Dass der Mechanismus der TRPC5 

Translokation in die Plasmamembran nicht nur für neuronale Zellen zutreffend ist, konnte bereits 

in HEK-Zellen (embryonale Nierenzellen) nachgewiesen werden. Daher ist es möglich, 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 verstärkte 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 führen zu einer Suppression der 

Proliferation und zum Zellzyklusarrest in den Tumorzellen. Der Kanal wird dabei entweder über 

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 Fällen der Calcium-Einstrom in die Zelle mit Erhöhung der intrazellulären 

Calciumkonzentration. In verschiedenen Arbeiten wurden die daraus resultierenden Effekte 

aufgezeigt. Über die Aktivierung von Calcium-abhängigen Kinasen werden unter anderem die PI3-

Kinase oder die MAP-Kinase ERK1/2 phosphoryliert und damit ein proliferativer beziehungsweise 

anti-apoptotischer Weg gefördert. [162;163] Die bereits mehrfach erwähnte Veränderung der 

Calciumhomöostase – ein „Hallmark of Cancer“ – ist eine wichtige Grundlage der malignen 

Transformation. [143] Folge sind unter anderem ein unkontrollierter Zellzyklus und eine 

eingeschränkte 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 Phänotyps 

zu. In der Arbeit von van der Vlag et al. wurde die Existenz eines positiven Feedback-Mechanismus 

für die Expression von TRPC6 Kanälen beschrieben. [164] Nach Aktivierung des TRPC6-Kanals 

durch Diacylglycerol (oder mechanische Stimuli [160]) folgte ein Calcium-Einstrom der 

nachfolgend Calmodulin aktivierte und anschließend zur Phosphorylierung von NFAT (=Nuclear 

Factor of Activated T-Cells) führte. Die Translokation von NFAT in den Nucleus bewirkte eine 
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vermehrte Transkription von TRPC6. Diese Autoinduktion könnte eine Ursache für das maligne 

Wachstum von bestimmten Tumorzellen sein. 

In den von uns untersuchten Osteosarkomzellen sind Expression bzw. pathophysiologische 

Relevanz von TRPC6-Kanälen noch nicht explizit analysiert worden. Durch die vorliegenden 

Ergebnisse wird die Expression der TRPC6-Kanäle in Osteosarkomzellen bewiesen. Des Weiteren 

zeigt sich eine Verminderung der TRPC6-Transkriptionsmengen unter Einfluss von Interleukin 1β 

in den U-2 Os-Zellen. Dies könnte den antiproliferativen Effekt von Interleukin 1β durch 

Reduzierung des TRPC6 getragenen Calciumeinstroms und daraufhin verminderten 

calciumabhängigen proliferativen Signalen erklären. Nach Gabe des Mas-Agonisten AVE-0991 

zeigte sich weder bei den U-2 Os- noch bei den MNNG/HOS-Zellen eine Veränderung der TRPC6 

mRNA-Menge. Wenn die antiproliferativen Effekte der Ang-(1-7)/Mas-Achse über die Expression 

eines onkogenen TRPC6 wirken würden, wäre 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 fällt schwer. 

Möglicherweise wird die Wirkung von D-Ala nicht über Mas, sondern einem weiteren Rezeptor 

vermittelt. Ein möglicher Kandidat ist der Mas-related-GPCR Member D (MrgD), dessen Rolle für 

die TRPC-Expression/Aktivität in weiterführenden Untersuchungen geklärt 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 Aktivität 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 Aktivität, sondern führt zu einem 

schnellen Calcium-Anstieg in den untersuchten Zellen. Andere synthetische nicht-peptidische Mas-

Agonisten bewirken ein davon abweichendes Aktivierungsmuster, sodass kein allgemein gültiges 

Bild des Mas-Signalings existiert. Speziell die widersprüchlichen Arbeiten bezüglich der 

Aktivierung bzw. Inhibierung der PI3-Kinase durch Mas lassen großen Spielraum für die 

Einordnung der aktuell erhobenen Ergebnisse in das Mas-Signaling bezüglich 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 führt [60], würde der nachgewiesene Anstieg der 

mRNA-Mengen des Mas-Rezeptors nach Gabe von Ly294002 dem Anstieg nach Gabe von AVE-0991 

ähneln und damit möglicherweise 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 könnte, welches 

ebenfalls zum Anstieg der mRNA-Mengen des Mas-Rezeptors führt.  
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Auch die Inhibierung der MAP-Kinase ERK1/2 durch PD98059 führt zu einer Zunahme des mRNA-

Gehaltes – analog zu AVE-0991, welches über Bindung an den Mas-Rezeptor ebenfalls zu einer 

Hemmung der ERK1/2 führt. Betrachtet man allein die Veränderungen 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 lässt, ist dies sehr spekulativ.  

Im nächsten 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, könnte nach Inhibierung einer 

sogenannten „Anti-Apoptose-Kinase“ (PI3-Kinase) [162] und einer mitogenen Kinase (ERK1/2) 

eigentlich eine Verminderung der TRPC6-Aktivität und konsekutiv möglichweise auch der 

Expression  zu erwarten sein. In beiden Zelllinien wird unter Inhibition der PI3-Kinase verstärkt 

TRPC6-mRNA gebildet. Zusätzlich zeigt sich bei den MNNG/HOS eine signifikante Steigerung der 

TRPC6 mRNA-Transkriptmengen nach Hemmung der ERK. Möglicherweise wird durch die Gabe 

von Ly294002 und PD98059 die Fokussierung auf die von Nijenhuis et al. beschriebene 

Selbstinduktion bewirkt. [168] Jedoch wäre dann ein additiver Effekt von Ly294002 und PD98059 

zu erwarten, der sich nicht einstellte. Eine andere Erklärung ist die Steigerung der Expression im 

Sinne eines Escape-Phänomens 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 

ausübt. Wie bereits einleitend erwähnt wurde, ist der Calcium-Einstrom zwar wichtig für eine 

Tumorprogression, jedoch werden auch pro-apoptotische Signale durch Calcium vermittelt. [145] 

Zhang et al. zeigten, dass Podozyten nach Gabe von Angiotensin II via Induktion von TRPC6 in die 

Apoptose übergehen. [163] Demgegenüber 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 abhängige TRPC6-Aktivierung nachweisen 

konnten. [160] Diese proliferativen Effekte des AT1-Rezeptors in Verbindung mit TRPC6 konnte 

indirekt durch Wasa et al. bestätigt werden. Dabei wurde ein tumorsuppressiver Effekt von 

Sartanen (einem pharmakologischen AT1-Rezeptorblocker) auf Osteosarkome bei Mäusen 

nachgewiesen. [141] Allerdings mit der Einschränkung, 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) möglicherweise nicht nur in 

den Osteosarkomzellen selbst ausgeübt werden. 

Dementsprechend sind die vorliegenden Ergebnisse wahrscheinlich nicht das laborchemische 

Korrelat für die klinisch relevante Wirkung von Mifamurtid oder die publizierten Effekte der          

Ang-(1-7)/Mas-Achse. Die – möglicherweise – proliferativen Effekte der TRPC6-Kanäle im 
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Osteosarkom sind möglicherweise ebenfalls nicht in den Osteosarkomzellen, sondern in dem 

umgebenden Tumorgewebe zu finden. Die TRPC6-abhängig induzierte Angiogenese durch 

Endothelzellen wurde bereits mehrfach beschrieben [169;149] und müsste gegebenenfalls im 

Zusammenhang mit Interleukin 1β  und Ang-(1-7)/Mas genauer untersucht werden. Außerdem 

könnten sich die Effekte von Mas und Interleukin 1β auch in der VEGF-Expression zeigen. Dieser 

Wachstumsfaktor der vaskulären 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] Außerdem ist ein erhöhter VEGF 

Spiegel im Blutplasma mit einer schlechteren Prognose beim Osteosarkom assoziiert, so treten 

häufiger Rezidive oder Fernmetastasen auf. Gerade bei prognostisch schlechterem Verlauf sind die 

Ansprechraten von Mifamurtid besser (was die Verbesserung von Lebensqualität und 

Verlängerung 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 würden die Tumorzellen unter anderem in ihrer 

Nährstoffversorgung beschränkt und damit weniger aggressiv wachsen können. Es bleibt weiterhin 

herauszufinden, an welchem Punkt die tumorsuppressiven Effekte von Interleukin 1β und              

Ang-(1-7)/Mas hauptsächlich entstehen. Die gezeigten Wirkungen von Interleukin 1β auf die 

Genexpression von TRPC6 liefern zwar einen Anhalt für einen möglichen Effekt, entsprechen jedoch 

wahrscheinlich nicht der hauptsächlichen Wirkung. 
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6 ZUSAMMENFASSUNG 
 

Vordergründiges Ziel der Arbeit war eine Grundlagenforschung über die Expression der TRPC-

Kanäle in Osteosarkomzellen unter basalen und stimulierten Bedingungen durchzuführen. Als 

thematisches Setting wurde zum einen die bisher unklare Wirkung des erfolgversprechenden 

Medikaments Mifamurtid gewählt sowie zum anderen ein möglicher Zusammenhang mit der 

alternativen Ang-(1-7)/Mas-Achse gesucht.  

Die vorliegende Arbeit hat einerseits die Expression der TRPC-Kanäle in Osteosarkomzellen 

nachgewiesen und andererseits interessante Schnittpunkte zu der alternativen                          

ACE2/Ang-(1-7)/Mas-Achse des RAS gezeigt. So wird in Zukunft möglicherweise ein 

Zusammenhang zwischen der Mas-Aktivität und den TRPC-Kanälen – insbesondere von TRPC6 – 

substantiviert werden können. Die massive Induktion der Transkription von TRPC5 unter 

Inhibierung der PI3-Kinase ist eine interessante Beobachtung, die Ansätze für weiterführende 

Untersuchungen eröffnet. Inwieweit die pharmakologische Modulation von Mas- (oder MrgD-) 

Rezeptoren eine therapeutisch relevante Option beim Osteosarkom darstellt und inwieweit die 

Modulation der TRPC-Kanäle dazu beitragen kann, ist mit dieser Arbeit nicht geklärt. 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 können.   
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