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A. Zusammenfassung

A. Zusammenfassung

Die Proteintyrosinkinase FAK ist ma3geblich an der integrinvermittelten Signaltransdukti-
on in verschiedenen Zelltypen beteiligt. Sie nimmt aber auch eine besondere Stellung im
Rahmen der Signaltransduktion, die durch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren bzw. Rezep-
tor-Tyrosinkinasen ausgeldst wird, ein. Die Bedeutung von FAK und der ihr homologen
Tyrosinkinase Pyk2 im Osteoblasten wurde bisher nur in geringem Umfang untersucht.
Daher sollte im Rahmen dieser Arbeit geklart werden, welche Stellung FAK in der durch
PDGF (Platelet Derived Growth Factor) bzw. PTH (Parathyroidhormon) induzierten Si-
gnaltransduktion in osteoblastischen Zellen einnimmt. Hierzu wurde ein Zellsystem eta-
bliert, das die parallele Untersuchung von sehr frithen Vorldufern der osteoblastischen Li-
nie (str-Zellen) und einer Population von Priosteoblasten/Osteoblasten (psp-Zellen) er-
laubt.

Es stellte sich hierbei heraus, da3 in den str-Zellen zwar die PDGF-, nicht aber die PTH-
Stimulation eine Autophosphorylierung, also Aktivierung, von FAK hervorruft. In den
differenzierteren psp-Zellen kdnnen beide Stimuli FAK aktivieren. Dieses Phanomen be-
ruht nicht auf der mRNA-Expression der Rezeptorgene. Die Expression aller drei Rezepto-
ren ist in den str-Zellen erhoht gegeniiber den psp-Zellen.

Die Analyse der Signaltransduktionswege vom PDGF-Rezeptor zu FAK zeigte, dal in
beiden Zelltypen die durch PDGF generierten Signale tiber PI3K (Phosphatidyl-Inositol-3-
Kinase), nicht aber iiber PKC (Proteinkinase C) vermittelt werden. Die direkte Aktivierung
von PKC iiber PMA (Phorbol-12-Myristyl-14-Acetat) ruft allerdings in den str-Zellen eine
FAK-Aktivierung hervor. Dies zeigt, dal FAK in diesen Zellen durch PKC aktiviert wer-
den kann, diese Kinase aber in der PDGF-vermittelten Signaltransduktion zu FAK keine
Rolle spielt. In den psp-Zellen ruft PMA eine nur schwache Aktivierung von FAK hervor.
Dies weist darauthin, dal PKC in den psp-Zellen auch in anderen Signaltransduktionswe-
gen keinen essentiellen Einflull auf FAK ausiibt.

Die Analyse der PTH-induzierten FAK-Aktivierung zeigte, da3 die Signale in den psp-
Zellen tiber PKA (Proteinkinase A) und nicht {iber PKC zu FAK vermittelt werden. Die
direkte Stimulierung von PKA {iiber Forskolin zeigte, daf auch diese in den str-Zellen kei-
ne FAK-Aktivierung hervorrief. In den psp-Zellen hingegen wurde nach Forskolin-
Stimulation sogar ein stirkerer Anstieg der FAK-Autophosphorylierung beobachtet als
durch PTH. Diese Ergebnisse zeigen, dal in den str-Zellen FAK nicht in die PTH-

vermittelte Signaltransduktion involviert ist und auch gegen die Stimulation durch PKA
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A. Zusammenfassung

unempfindlich reagiert. In den psp-Zellen hingegen rufen sowohl die Stimulation mit PTH
als auch die direkte Aktivierung von PKA eine FAK-Aktivierung hervor.

Auch das Zytoskelett und die subzelluldre Lokalisation von FAK scheinen von Bedeutung
fiir die PDGF-vermittelte Signaltransduktion zu sein: die Beeintrachtigung der Neuforma-
tion von Aktinfasern durch CytochalasinD reduziert die nach PDGF-Stimulation beobach-
tete FAK-Autophosphorylierung stark. Weiterhin konnte nach PDGF-Gabe eine Lokalisa-
tionsveranderung von FAK beobachtet werden: in unstimulierten Zellen ist FAK eher pe-
rinukledr lokalisiert, nach PDGF-Gabe hingegen {iber das gesamte Plasma verteilt und in
den Fokalkontakten in der Peripherie der Zellen lokalisiert. Dies legt den Schluf3 nahe, daf3
FAK durch ein intaktes Zytoskelett in die Fokalkontakte geleitet wird, um dort mit anderen
Signalproteinen in Kontakt zu treten.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde die Expression von FAK und Pyk2 in hochmalignen
Osteosarkomen im Vergleich zu normalen humanen Osteoblasten untersucht. Es zeigte
sich hierbei, da3 sowohl normale Osteoblasten als auch Tumorosteoblasten eine distinkte
FAK- und Pyk2-Expression auf Proteinebene aufweisen. Die quantitative mRNA-Analyse
iber Real-Time-PCR zeigte, dafl die FAK-Expression in den Osteosarkomen den normalen
Osteoblasten enspricht, die Pyk2-Expression jedoch im Tumor herunterreguliert ist. Ahnli-

che Ergebnisse wurden bereits fiir das Prostatakarzinom verdffentlicht.

In dieser Arbeit wurde erstmals die Einbindung von FAK in die PDGF- bzw. PTH-
vermittelte Signaltransduktion in osteoblastischen Zellen analysiert. Es ergab sich hierbei
das Grundgeriist fiir ein Signaltransduktionsmodell, das durch erweiterte Analysen vervoll-
standigt werden sollte. Ebenso wurden erste Anhaltspunkte fiir die Bedeutung von FAK
und Pyk2 in hochmalignen Osteosarkomen gewonnen. Die weitere Analyse der Signal-
transduktion von FAK und Pyk2 besonders in inasiven Tumorosteoblasten konnte eine

Basis fiir neue Therapieansitze darstellen.



B. Einleitung

B. Einleitung

B.1. Biologie des Osteoblasten
B.1.1. Stadien der Osteoblastendifferenzierung

Osteogene Zellen entstehen aus multipotenten mesenchymalen Stammzellen. Belegt wird
die osteogene Differenzierung dieser Zellen durch das Potential von Stromazellklonen in
vivo und in vitro ein vollstdndiges Knochenorgan zu bilden (Aubin et al. 1993). Weiterhin
sind die multipotenten Stammzellen in der Lage, in verschiedene weitere Zellarten zu dif-
ferenzieren. Es ist noch nicht genau geklért, welche Faktoren im Verlauf der Differenzie-
rung zu welchem Zeitpunkt auf die Zellen einwirken. Es ist aber bekannt, dal Glukokorti-
koide (Grigoriadis et al. 1988) und die Bone Morphogenic Proteins (Knochenmorphogene-
se-Proteine, BMPs) (Katagiri et al. 1990) die Osteoblastenentwicklung férdern. Die friihste
Stufe der osteoblastiren Linie stellt der Osteoprogenitor dar, der hauptsdchlich im Kno-
chenmark und im Periost vorliegt (Lian et al. 1999). Der Osteoprogenitor besitzt ein limi-
tiertes Selbsterneuerungs- und ein hohes proliferatives Potential (Aubin and Liu 1996).
Wihrend der proliferativen Phase {iben besonders mitogene Wachstumsfaktoren wie FGF
oder PDGF (s.u.) EinfluB3 auf die Zellen aus (Lian et al. 1999). Die nichste Differenzie-
rungsstufe ist der Praosteoblast. Er liegt im Knochen in nichster Néhe zu den matrixprodu-
zierenden Osteoblasten. Gesteuert durch verschiedene Transkriptionsfaktoren wird der
Ubergang vom proliferierenden Priosteoblasten zum postproliferativen Osteoblasten, der
eine kuboidale Form annimmt und die Knochenmatrix sezerniert, induziert (Stein et al.
1996). Der aktive Osteoblast ist zudem an seiner starken Alkalischen-Phosphatase-
Aktivitdt zu erkennen. Im Gegensatz zum aktiv sezernierenden kubischen Osteoblasten
sind Bone Lining Cells abgeflachte, nicht aktive Osteoblasten, die auf Umbau-inaktiven
Knochenoberflichen lokalisiert sind (Lian et al. 1999). Osteoblasten konnen aber auch in
die von ihnen sezernierte Matrix eingebettet werden und die terminal differenzierten
Osteozyten bilden. Diese sind ruhende Zellen, die aber nicht metabolisch inert sind, son-
dern in Form eines kommunizierenden Netzwerkes den gesamten Knochen durchspannen

und untereinander iiber ihre Zellfortsétze verbunden sind (Civitelli et al. 1993).

B.1.2. Funktion des Osteoblasten im Knochen
Osteoblasten sind fiir den Aufbau des Knochens verantwortlich, wahrend Osteoklasten die
Matrix abbauen. Im Normalfall wird hier ein Gleichgewicht (Remodeling) aufrechterhal-

ten, das im pathologischen Zustand auller Kontrolle geraten kann. Osteoklasten entstam-
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men der hdmatopoetischen Linie und entstehen durch Fusion von einkernigen Vorlaufer-
zellen der Monozytenlinie (Hattersley et al. 1991). Sie besitzen im Normalfall vier bis 20
Zellkerne. Die der Knochenoberflidche aufliegenden Osteoklasten bilden an der Zellunter-
seite ein Resorptionskompartiment. Begrenzt wird das Kompartiment durch die sog. sea-
ling zone (VerschluB-Zone) der Osteoklasten, in der die transmembranalen Integrine an
bestimmte Sequenzen der Knochenmatrixproteine (RGD-Sequenz) binden. Uber den Biir-
stensaum (ruffled border) des Osteoklasten werden in das Resorptionskompartiment hy-
drolytische Enzyme abgegeben. Durch die Absonderung von Protonen wird zusétzlich der
pH-Wert herabgesetzt, wodurch die anorganischen Bestandteile der Matrix herausgelost
und anschliefend die organischen Bestandteile enzymatisch zersetzt werden (Baron 1999;
Hayase et al. 1997; Jee 1983).

Im Skelettgesunden sind die Funktionen von Osteoklasten und Osteoblasten zeitlich und
rdumlich voneinander abhingig (Coupling). Da der Osteoblast Rezeptoren fiir Zytokine,
Parathryoidhormon, Vitamin D3 und Ostrogen aufweist, ist er maBgeblich an der Regulati-
on des Remodelings beteiligt. AuBerdem sind osteoblastische Stromazellen eine der
Hauptquellen fiir Colony Stimulating Factors (Kolonie-stimulierende Faktoren, CSFs) und
Interleukin-6 (IL-6), die auf die Osteoklastogenese einwirken und potente Stimulatoren der
Knochenresorption sind (Lian et al. 1999). Ein kiirzlich identifizierter wichtiger Regulati-
onsmechanismus wird ebenfalls von Osteoblasten gesteuert. Der membranstindige ODF
(Osteoklasten-Differenzierungs-Faktor) auf Osteoblasten bindet an den Rezeptor RANK
auf den Osteoklasten und induziert damit deren Differenzierung und Aktivierung. Gleich-
zeitig kann durch den 16slichen, von Osteoblasten sezernierten Faktor OPG (Osteoprotege-

rin) diese Stimulation eingeschrinkt werden (Simonet et al. 1997).

Die vom Osteoblasten synthetisierte Matrix besteht zu 90% aus Kollagen Typl, aber auch
zu geringen Mengen aus Kollagen Typ III, IV und X. Auch exogene Proteine, wie Albu-
min oder a2-HS-Glykoprotein finden sich in der Knochenmatrix und machen den Grofteil
der nicht-kollagenen Proteine aus. Die vom Osteoblasten sezernierten nicht-kollagenen
Proteine lassen sich in vier Gruppen aufteilen: 1) Proteoglykane, 2) Glykoproteine, 3) gly-
kosylierte Anheftungsproteine und 4) y-carboxylierte (gla)-Proteine. Proteoglykane sind
fiir die Integritit der Matrix verantwortlich und bilden das Grundgeriist aus. Glykoproteine
des Knochens sind u.a. die Alkalische Phosphatase, deren Funktion noch nicht genau be-
kannt ist, der aber eine Funktion in der Spaltung von Pyrophosphat zugeschrieben wird,

und Osteonektin, das an der Knochenzellproliferation und der Anlagerung von Hydroxyla-
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patit in die Knochenmatrix beteiligt ist. Glykosylierte Anheftungsproteine des Knochens
sind u.a. Fibronektin, Vitronektin, Thrombospondin, Osteopontin und Bone Sialoprotein.
Alle diese Proteine besitzen RGD (Arg-Gly-Asn)-Sequenzen, die als Erkennungssequenz
fiir die transmembranalen Integrine dienen, die die Anheftung der Knochenzellen und da-
mit ihre geordnete Funktion koordinieren. Gla-Proteine des Knochens sind Matrix-Gla-
Protein, Osteokalzin und Protein S. Die posttranslationale Modifikation dieser Proteine mit
Dicarboxy-Glutamyl-Resten unterstiitzt die Bindung von Kalzium in die Knochenmatrix

(Lian et al. 1999).

Zellen der Osteoblastenlinie, vornehmlich die Osteozyten und die Bone Lining Cells ste-
hen miteinander iiber Zellfortsdtze in Kontakt. Es wird angenommen, daf3 dieses Netzwerk
im ganzen Knochen, vermittelt durch interstitielle Fliissigkeit, als Mechanosensor dient
und damit das Remodeling an die jeweiligen Anforderungen adaptiert (Burger and Klein-

Nulen 1999).

B.1.3. Regulation der Zellfunktion durch lokale und systemische Faktoren

Das Remodeling des Knochens wird durch systemische Hormone und lokale Faktoren re-
guliert. Diese nehmen Einflul auf die Proliferation und Differenzierung von undifferen-
zierten Zellen, fithren Zellen an ihre Bestimmungsorte und regulieren deren Funktion. Im
Knochen sind unter den lokalen Faktoren besonders Wachstumsfaktoren und Zytokine von
Bedeutung, die groftenteils von den Osteoblasten, seltener von Stromazellen oder Zellen
des Immun- und hdmatologischen Systems produziert werden (Lian et al. 1999).

Unter den Peptid-Wachstumsfaktoren sind im Knochen die Insulin-like Growth Factors 1
und II (Insulin-dhnliche Wachstumsfaktoren, IGFs) die am besten untersuchten. In vitro
steigern die IGFs die Kollagen- und Matrix-Synthese und die Proliferation von Zellen der
Osteoblastenlinie (Hock et al. 1988). Zusétzlich vermindern IGFs die Expression der Ma-
trix-Metalloproteinase-13 (MMP-13, Kollagenase-3) und damit die Degradation der Extra-
zelluldren Matrix (Canalis et al. 1995).

Aus der Transforming Growth Factor (Transformierender Wachstumsfaktor, TGF)-f3-
Familie werden in Knochenzellen die Faktoren TGF-B1, TGF-B2 und TGF-B3 exprimiert
(Canalis et al. 1993). TGFs stimulieren die Bildung von Osteoblasten aus Vorlduferzellen
und haben ebenfalls einen direkten stimulatorischen Einflul auf die Kollagensynthese.
Zusétzlich vermindern TGFs die Knochenresorption durch Stimulierung der Osteoklasten-

Apoptose (Centrella et al. 1991). Weiterhin werden aus der TGF-B-Familie die Bone
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Morphogenic Proteins (Knochenmorphogenese-Proteine, BMPs) exprimiert, die als
osteoinduktive Faktoren die enchondrale Knochenbildung induzieren und auch eine be-
deutende Rolle wihrend der Frakturheilung spielen (Wozney et al. 1988).

Aus der Familie der Fibroblast Growth Factors (Fibroblasten-Wachstumsfaktor, FGF)
werden acidic FGF (saurer FGF, aFGF) und basic FGF (basischer FGF, bFGF) im Kno-
chen exprimiert. Sie haben angiogenes Potential, daher wird ihnen eine Bedeutung in der
Neovaskularisation und in der Wundheilung zugesprochen. Weiterhin stimulieren beide
Faktoren die Osteoblastenproliferation, was in einer groferen matrixproduzierenden Zell-
population und damit einer Zunahme der Knochenmasse resultiert (Canalis et al. 1988).
bFGF hat keinen direkten stimulatorischen Einfluf3 auf die Matrixproduktion, wirkt sogar
inhibierend auf die Kollagen-Transkription. Im Gegensatz dazu steigert bFGF die Expres-
sion der MMP-13 (Nakamura et al. 1995).

Platelet-Derived Growth Factor (Plattchen-generierter Wachstumsfaktor, PDGF) wird als
Homo- oder Heterodimer aus den PDGF-A- und PDGF-B-Genprodukten gebildet. Im
Osteoblasten werden beide Gene exprimiert (Rydziel et al. 1994). PDGF stimuliert die
Proliferation der Osteoblasten und nimmt damit indirekt positiven EinfluB} auf die Kno-
chenmatrixbildung. Auch PDGF hat keinen direkten Einflul auf die differenzierte Osteo-
blastenfunktion, sondern inhibiert akut die Apposition neuer Matrix (Hock and Canalis
1994). PDGF-BB wirkt zudem stimulierend auf die Osteoklastenzahl und auf die Expressi-
on von MMP-13.

Eine Vielzahl von Zytokinen, so z.B. Interleukin-1, -4, -6, -11, Granulocyte/Macrophage-
Colony-Stimulating-Factor (Granulozyten/Makrophagen-Kolonien-stimulierender Faktor,
GM-CSF) und Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) haben Einflufl auf die Umbauprozesse im
Knochen. Im Allgemeinen stimulieren sie die Zahl und die Aktivierung von Osteoklasten
und damit die Knochenresorption (Manolagas and Jilka 1995) .

Unter den systemischen Hormonen nimmt vor allem das Parathyroidhormon (PTH) starken
EinfluB3 auf die Zellen des Knochens, da es mafgeblich an der Kalzium-Homdoostase im
Korper beteiligt ist und der Knochen den wichtigsten Kalziumspeicher des Korpers dar-
stellt. Interessanterweise wirkt PTH stimulierend auf den Knochenabbau, wenn es perma-
nent gegeben wird (Ogino et al. 1995). Bei intermittierenden Dosen PTH (z.B. 1x téglich)
wird aber eine Zunahme der Knochensubstanz beobachtet (Hara et al. 1997).

Weitere systemische Hormone, wie z.B. 1,25-Dihydroxy-VitaminD; (VitDs) oder Calcito-

nin (CT) wirken auf den Knochen ein. VitD; stimuliert die Differenzierung und Fusion der
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Osteoklastenvorldufer und damit die Resorption (Roodman et al. 1985). CT hingegen wirkt
transient inhibitorisch auf die osteoklastire Knochenresorption ein (Wener et al. 1972).
Im folgenden Text werden die Signalwirkungen von PDGF, PTH und Fibronektin erklért,

deren Einfluf} auf den Osteoblasten in dieser Arbeit ndher untersucht wurde.

Platelet Derived Growth Factor (PDGF):

Die PDGF-Isoformen iiben ihre Wirkung auf die Zielzellen durch die Aktivierung zweier
strukturell dhnlicher Rezeptortyrosinkinasen (PDGF-Ra und PDGF-R) aus, die nach der
Bindung des dimeren Liganden ebenfalls dimerisieren. Dabei bindet PDGF-A nur an den
a-Rezeptor, PDGF-B hingegen kann sowohl den a- als auch den B-Rezeptor binden
(Heldin and Westermark 1999). Beide Rezeptortypen transduzieren mitogene Signale in
die Zielzellen (Heldin and Westermark 1999) und konnen die intrazellulire Kalzium-
Konzentration erhohen (Diliberto et al. 1992). Hierbei unterscheiden sich allerdings die
Isoformen in ihrer Potenz. PDGF {ibt weiterhin einen antiapoptotischen Effekt auf die
Zielzellen aus (Yao and Cooper 1995).

Als Konsequenz der Rezeptordimerisierung erfolgt eine Autophosphorylierung, wodurch
die Kinaseaktivitit der Rezeptoren gesteigert wird. Zusétzlich werden durch die autophos-
phorylierten Aminosédurereste auflerhalb der Kinasedoméne Bindungsstellen fiir SH2-
Dominen anderer Signalproteine gebildet. Zu diesen Proteinen gehoren u.a. die Enzyme
Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase (PI3K), Phospholipase C-y (PLC-y), Kinasen der Src-
Familie, die Tyrosin-Phosphatase SHP-2 und ein GTPase-aktivierendes Protein (GAP) fiir
Ras. Aber auch nicht-enzymatische Adapterproteine wie Grb2, Shc oder Crk verbinden
den Rezeptor mit stromabwirts gelegenen Signalmolekiilen (Heldin and Westermark
1999). In Swiss-3T3-Fibroblasten wird auch die zytoplasmatische Tyrosinkinase FAK
nach PDGF-Stimulierung phosphoryliert, und zwar abhéngig von der Aktivierung der PI3-
Kinase (Saito et al. 1996). Die verschiedenen Signaltransduktionswege, die zu einer veran-

derten Genexpression fithren sind im folgenden Schema dargestellt:
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Abb. B.1.: Signaltransduktionswege, die durch Aktivierung des PDGF-Rezeptors ausgeldst werden konnen
(Quelle: http://transpath.gbf.de/).

Parathyroidhormon (PTH):

Das kalziumregulierende Parathyroidhormon bindet an einen G-Protein gekoppelten Re-
zeptor. Es handelt sich hierbei um einen Rezeptortyp, der die Zellmembran siebenmal
durchspannt (seven transmembrane pass) und der mit seinem extrazelluldren N-Terminus
den Liganden bindet. Intrazelluldr, entweder am C-Terminus oder an weiteren zytoplasma-
tischen Doménen, bindet der Rezeptor Proteine mit GTPase-Aktivitit (G-Proteine). Diese
wiederum verbinden den Rezeptor mit verschiedenen stromabwirts gelegenen Signaltrans-
duktionswegen. Im Falle von PTH sind die Effektormolekiile Proteinkinase A (PKA),
Proteinkinase C (PKC) und Inositol-Trisphosphat (IP3), das wiederum die Mobilisierung
von Kalzium aus intrazelluliren Speichern veranla3t (Morris and Bilezikian 1996). Die
Serin/Threonin-Kinasen PKA und PKC nehmen iiber CREB bzw. iiber den MAPK-
Signalweg Einfluf auf die Verdnderung der Genexpression. Die Signaltransduktionswege

nach PTH-Stimulierung sind im folgenden Schema zusammengefal3t:
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Abb. B.2.: Signaltransduktionswege, die durch Aktivierung des PTH-Rezeptors ausgelost werden kdnnen
(verandert nach (Morris and Bilezikian 1996)).

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren kdnnen aber auch andere Signaltransduktionswege akti-
vieren, wie z.B. nach Bindung von Fluoroaluminat, einem osteogenen Agens, das in Zell-

kultur hauptséchlich die Proteine Cas, FAK und Pyk2 aktiviert (Freitas et al. 2002).

Fibronektin:

Fibronektin vermittelt seine Signale in den meisten Zellarten {iber das asf;-Integrin. Inte-
grine sind die Hauptrezeptoren der Zellen fiir die Extrazellulire Matrix (Clark and Brugge
1995). Es handelt sich hierbei um heterodimere, transmembranale Glykoproteine, die sich
aus einer o- und einer B-Untereinheit zusammensetzen. Die Integrin-Ligandenbindung
fiihrt zur Formation von Fokalkontakten (Focal Adhesions), in denen sich die Integrine mit
intrazelluldren zytoskelettalen Komplexen und Aktinbiindeln verbinden (Gumbiner 1993;
Pavalko and Otey 1994). Es handelt sich aber nicht um blofe Verankerungspunkte, viel-
mehr werden in den Fokalkontakten komplexe Signale generiert. Die zytoplasmatischen
Dominen der Integrine haben selbst keine Enzymaktivitdt (Sastry and Horwitz 1993). Auf
die Integrin-Ligandenbindung folgend wird aber die zytoplasmatische Proteintyrosinkinase
FAK autophosphoryliert, kann an die Kinase Src binden und wird dadurch an weiteren
Tyrosinresten phosphoryliert (Calalb et al. 1996). Uber diese Phosphotyrosinreste kann
FAK wiederum an verschiedene andere Signalmolekiile binden und 16st damit verschiede-

ne Signaltransduktionskaskaden aus, die im folgenden Schema zusammengefal3t sind:
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Abb. B.3.: Signaltransduktionswege, die durch Integrin-Ligandenbindung ausgelost werden kénnen (aus

(Longhurst and Jennings 1998)).

B.1.4. Das Osteosarkom

Alle im Knochen vorhandenen Zellformen konnen entarten und zu einer Tumorentstehung
fiihren, wobei sich die Klassifizierung nach dem Ursprungsgewebe bzw. dem histologi-
schen Erscheinungsbild richtet. Bosartige Knochentumoren breiten sich in andere Gewebe
aus und bilden dort Metastasen. Gutartige Tumore bleiben oOrtlich begrenzt und wachsen
im Regelfall langsam, konnen aber auch zur lokalen Funktionsbeeintrachtigung fiihren
(Fechner and Mills 1993; Miller and Hoffer 2001).

Das von maligne entarteten Osteoblasten hervorgerufene Osteosarkom tritt hauptsédchlich
bei Kindern und Jugendlichen auf (85% der Patienten sind jiinger als 30 (Fechner and
Mills 1993)) und befillt vorzugsweise den gelenknahen Bereich der langen R&hrenkno-
chen, hiufig in der Ndhe des Kniegelenks. Das Osteosarkom ist ein sehr schnellwachsen-
der Tumor, der haufig liber die Grenzen des Knochens hinaus wiéchst und Metastasen ver-
ursacht. Bei Fernmetastasen in der Lunge, die trotz der heutzutage stark verbesserten Che-
motherapiekonzepte auftreten, fiihrt die Erkrankung in ca. 30% der Fille zum Tode
(Bielack et al. 1988). Von den verschiedenen bekannten Formen des Osteosarkoms ist das
hochmaligne zentrale Osteosarkom das aggressivste. Mehr als 90% der Osteosarkome ge-

horen zu diesem hochmalignen intramedulldren Typ (Fechner and Mills 1993).
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Im Rontgenbild erscheint das Osteosarkom als entweder lytisch oder sklerotisch, meist
aber als gemischt lytisch-sklerotische Lédsion. Histologisch 146t sich das Osteosarkom
durch die eindeutig anaplastischen Zellkerne (unregelméfBige Grofle und Form) und den
hohen Grad an Osteoid (unkalzifizierte Matrix) definieren. Mit der Einbettung in das Tu-
morosteoid haben die Osteosarkomzellen die Tendenz, kleiner zu werden und weniger
Pleomorphismen aufzuzeigen. Das Tumorosteoid zeigt eine starke Variabilitdt im Kalzifi-
zierungsgrad. Durch diesen Kalzifizierungsgrad wird auch das rontgenologische Erschei-
nungsbild (sklerotisch oder lytisch) bestimmt. Die urspriingliche Knochenmatrix kann dem
Tumorosteoid als Geriist dienen, das fokal erhalten bleibt und auf das die Tumormatrix

aufgelagert wird (Fechner and Mills 1993).

B.2. Die Proteintyrosinkinase Focal Adhesion Kinase (FAK)

B.2.1. Entdeckung der FAK-Familie

FAK wurde erstmals unter der Bezeichnung "pp120" 1991 von Guan et al. als ein 120kDa-
Protein beschrieben, das nach der Adhédsion von NIH-3T3-Fibroblasten auf Fibronektin
phosphoryliert wird und in Fokalkontakten zusammen mit [3;-Integrinen lokalisiert ist
(Guan et al. 1991). Fokalkontakte stellen die Verbindung zwischen dem Zytoskelett und
der extrazelluldren Matrix iiber die transmembranalen Integrine dar. 1992 wurde dann von
Schaller et al. ein 125kDa-Protein beschrieben, das in normalen Hithnerembryozellen nach
der Transformation der Zellen mit dem Rous-Sarcoma-Virus-kodierten Onkoprotein v-Src
(Swanstrom et al. 1983) eines der am stdrksten phosphorylierten Proteine der Zellen dar-
stellt (Schaller et al. 1992). Es handelt sich um dasselbe Protein, das von Guan et al. (Guan
et al. 1991) beschriebenen und nachfolgend als Focal Adhesion Kinase (FAK) bezeichnet
wurde.

Durch alternatives Spleilen der FAK-mRNA entsteht ein negativer Regulator von FAK,
FRNK (FAK-related non kinase), der die Lokalisation von FAK an den Fokalkontakten
und damit die addquate Wirkweise verhindert (Richardson and Parsons 1996). Dieser Re-
gulator wird z.B. in Fibroblasten von Hiithnern durch einen Promotor exprimiert, der
stromabwirts der Kinasedoméne in einem Intron liegt (Schaller et al. 1993). Weitere alter-
native SpleiBformen von FAK sind zwar bekannt, aber noch nicht eingehend untersucht
worden (Burgaya and Girault 1996; Kanner et al. 1994).

Im Jahr 1995 wurde zeitgleich durch drei verschiedene Gruppen ein mit FAK hochhomo-
loges 112kDa-Protein entdeckt, das als Pyk2 (Lev et al. 1995), CAK[ (Sasaki et al. 1995)
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bzw. RAFTK (Avraham et al. 1995) bezeichnet wurde. Obwohl Pyk2 C-terminal Konsen-
sussequenzen fiir die Paxillinbindung enthélt (AS 875-894 und AS 985-999) (Li and Earp
1997), wurde sowohl endogen als auch exogen exprimiertes Pyk2 nur schwach in Fokal-
kontakten nachgewiesen (Sasaki et al. 1995), wohingegen die autonom exprimierte C-

terminale Domine an Fokalkontakten nachgewiesen werden kann (Schaller and Sasaki

1997).

B.2.2. Struktur von FAK und Pyk2

Integrine CAP/ pISDC“‘s Graf Paxillin / Talin
Src /p85 PI3K / She Crh2
Y397Y407 YS?G/STT YS‘H Y925
|| | |
T T 7 T 7 T
FAK N Band 4.1 Kinasedomiine l / F.AT.
K2 N Band 4.1 Kinasedomiine ./
B i I
Y402 YS?WSSO YSSI

Abb. B.4.: Schematische Darstellung von FAK und Pyk2, modifiziert nach (Hauck et al. 2000; Schlaepfer et
al. 1999)|:| <10% Homologie; I:I ~40% Homologie; -~60% Homologie. ﬂbindet XY.
- prolinreiche Sequenz.

FAK und Pyk2 beinhalten eine zentrale Kinasedomine, die von grolen C- und N-
terminalen Bereichen flankiert wird. Die beiden Proteine besitzen, im Gegensatz zu vielen
anderen Proteintyrosinkinasen, keine SH (Src-Homologie)2- oder SH3-Doménen (Pawson
et al. 1993) und keinen Myristylsdurerest wie c-Src (Schultz et al. 1985). Die prolinreichen
Sequenzen im C-terminalen Bereich der Proteine binden SH3-Dominen anderer Signal-
molekiile, die phosphorylierten Tyrosinreste binden selektiv SH2-Doménen (Pawson et al.
1993). Der Tyrosinrest 397 von FAK wird als erste Reaktion bei Anheftung auf die extra-
zelluldre Matrix phosphoryliert (Autophosphorylierungsstelle) und bindet im phosphory-
lierten Zustand an c-Src, PI3-Kinase und Shc (Barberis et al. 2000; Calalb et al. 1995;
Chen et al. 1996). Shc wiederum kann die Adaptermolekiile Grb2 und Sos binden und da-
mit den MAP-Kinase-Signalweg aktivieren; Grb2 kann aber auch direkt an den phospho-
rylierten Tyrosinrest 925 von FAK binden (Shen and Guan 2001). Die Tyrosinreste

576/577 innerhalb der Kinasedoméne ermoglichen im phosphorylierten Zustand erst die
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vollstdndige Kinaseaktivitit von FAK (Calalb et al. 1995). Die prolinreichen Sequenzen im
C-Terminus binden CAP (involviert in Verbindung von Integrin- mit MAP-Kinase-
Signalen (Finkelstein and Shimizu 2000)) und p130““® (bindet Adaptermolekiile Crk / Nck
(McCarty 1998)) bzw. Graf (GTPase regulator associated with FAK (Hildebrand et al.
1996)). Die C-terminale F.A.T. (Focal Adhesion Targeting)-Sequenz bindet an Paxillin
und Talin (Hildebrand et al. 1993) und ermdglicht so die Lokalisation von FAK an Fokal-
kontakten. Die im N-Terminus enthaltene Band 4.1-Sequenz (Girault et al. 1999) bindet an
zytoplasmatische Bereiche von Transmembranproteinen (Chen et al. 2001). Fiir Pyk2
nimmt man eine dhnliche Verteilung der funktionellen Dominen an, wobei die C-
terminalen Paxillin-Bindesequenzen anscheinend im Gesamtprotein von anderen Sequen-
zen iiberdeckt und damit ihre Funktion vermindert wird (Sasaki et al. 1995; Schaller and

Sasaki 1997).

B.2.3. Bisheriger Erkenntnisstand zur FAK-Funktion im Knochen

Die Tyrosinkinase FAK wurde in Osteoblasten bisher meist im Zusammenhang mit der
integrinvermittelten Signaltransduktion nach Adhédsion der Zellen auf der Extrazelluléren
Matrix oder nach mechanischer Zugwirkung untersucht. So wurde z.B. beschrieben, daf}
die Adhésion von Osteoblasten auf verschiedenen Materialien eine unterschiedlich starke
Phosphorylierung von FAK hervorruft (Sommerfeldt et al. 2001), oder daf3 die Adhésion in
Bezug auf ihre FAK-Aktivierung auf Titan vergleichbar mit der auf Fibronektin ist, was
einen interessanten Befund fiir die Verwendung von Endoprothesen darstellt (Krause et al.
2000). Eine weitere Gruppe stellte fest, dal3 Osteoblasten auf artefiziellem Hydroxylapatit
zwar schneller adhérieren, auf Titan aber mehr Fokalkontakte und phosphoryliertes FAK
aufwiesen, also mobiler sind (Okumura et al. 2001). Eine interessante Erkenntnis war
weiterhin, da3 Osteoblasten von Osteoporosepatienten schlechter auf der Extrazelluldren
Matrix anheften als normale Osteoblasten, was sich in einer mangelnden FAK-
Phosphorylierung wiederspiegelte (Perinpanayagam et al. 2001). Der Zusammenhang der
Adhésion mit der Osteoblastendifferenzierung wurde auch von verschiedenen Gruppen
untersucht. So zeigten Takeuchi et al. (Takeuchi et al. 1997), dal die Adhésion von Osteo-
blasten auf Kollagen die reduzierte Expression des TGF3-Rezeptors und damit die Stimu-
lation der Differenzierung bedingt. Dieses Phidnomen war abhidngig von der FAK-
Phosphorylierung. Weiterhin zeigte sich in einer anderen Arbeit, dal Osteopontin iiber
FAK die vermehrte Expression der Alkalischen Phosphatase reguliert, was ebenfalls auf

eine Beteiligung von FAK an der Osteoblastendifferenzierung hinweist (Liu et al. 1997).
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Cheng et al. beschrieben, daB die Uberexpression des a.,B3-Integrins zu einer vermehrten
Proliferation aber zur verminderten Expression von Osteoblasten-Differenzierungsmarkern
fiihrt. Die FAK-Expression blieb unveridndert (Cheng et al. 2001).

Verschiedene Arbeiten untersuchten den EinfluB von FAK auf die Mechanotransduktion
im Knochen, die bisher noch nicht genau geklédrt werden konnte. Durch Anlegen einer me-
chanischen Zugwirkung wurde die FAK-Phosphorylierung gesteigert (Toma et al. 1997)
und eine Assoziation von FAK mit Src konnte nachgewiesen werden (Moalli et al. 2001).
Wozniak et al. beobachteten auf die mechanische Zugwirkung hin eine Bildung von
Plaques, in denen zwar Integrine und FAK, nicht aber Vinculin oder Talin — typische Pro-
teine des Fokalkontaktes — enthalten waren. An diesen Stellen war eine deutliche Matrix-
bildung und —mineralisierung zu beobachten (Wozniak et al. 2000).

FAK wurde auch im Zusammenhang mit der BMP-Signaltransduktion untersucht. So
konnte gezeigt werden, daBl die BMP-Smad-Signalkaskade abhéngig von der FAK-
vermittelten Integrin-Adhédsion ist und da die Anwendung von FAK-Antisense-
Oligonukleotiden die Aktivierung von Smad6 durch BMP-2 verhindert (Suzawa et al.
2002; Tamura et al. 2001).

Eine weitere Arbeit beschéftigte sich mit der Bedeutung von FAK auf die Invasion von
Tumorzellen und ergab, dafl die durch Rho vermittelte Aktivierung von FAK nach niedri-
gen Dosen Lysophosphatidylsdure (LPA) essentiell fiir den invasiven Phénotyp von Tu-
morzellen ist (Matsumoto et al. 2001).

Auch das Wachstumshormon, daf3 einen starken Einfluf auf das Remodeling des Knochens
ausiibt, 10st eine FAK-Phosphorylierung nach der Rezeptor-Aktivierung aus (Takahashi et
al. 1999).

Die Beteiligung von FAK an der Signalwirkung von Fluoroaluminat (FA), einem knochen-
anabolen Agens, wurde eingehend untersucht. Es zeigte sich, dal FA eine Phosphorylie-
rung von FAK, aber auch von Pyk2, verursacht, die sich mit der Adhédsion der Zellen auf
Kollagen potenziert. Auch der ERK-Signalweg wird durch FA aktiviert, was nicht unbe-
dingt von FAK abhéngig ist (Caverzasio et al. 1997; Freitas et al. 2002; Jeschke et al.
1998; Susa 1999).

B.2.4. Die Rolle von FAK und Pyk2 in Tumoren
Tumorzellen zeichnen sich besonders durch die Fihigkeit zum adhdsionsunabhidngigen
Wachstum aus, das durch Onkogene vermittelt wird. In Tumorzellen wurde eine erhdhte

FAK-Expression nachgewiesen, die mitverantwortlich fiir das adh&sionsunabhéngige
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Wachstum des Tumors sein kann (Brunton et al. 1997). Fiir diese Uberexpression wird
eine Amplifikation des FAK-Gens diskutiert (Agochiya et al. 1999).

1993 beschrieben Weiner et al. erstmals FAK im Zusammenhang mit metastasierenden
Tumoren (Weiner et al. 1993). In dieser Studie wurden auf Transkriptionsebene 49 ver-
schiedene Gewebeproben untersucht, und zwar immer paarweise neoplastische und die
korrespondierenden normalen Gewebe. Dabei wurde eine gesteigerte FAK-Expression in
einem von 8 adenomatdsen Geweben, in 17 von 20 invasiven Tumoren und in allen 15
metastasierenden Tumoren detektiert (Weiner et al. 1993). In einer weiteren Studie testeten
Weiner et al. 1994 verschiedene primdre high- und low-grade Sarkome im Hinblick auf
deren Expression von Proteintyrosinkinasen (Weiner et al. 1994). Die Studie ergab, dal3
FAK in vielen Sarkomen exprimiert wurde, die Expression aber besonders in einigen me-
tastasierenden Leiomyosarkomen hochreguliert war (Weiner et al. 1994).

In einer weiteren Studie bestitigten sich diese Ergebnisse (Owens et al. 1995): Die Expres-
sion von FAK wurde in Tumoren und in den entsprechenden Normalgeweben desselben
Patienten getestet, wobei 100% der invasiven und metastasierenden Colonkarzinome und
88% der Mammakarzinome eine signifikant erhohte FAK-Expression aufwiesen. Weiter-
hin zeigten alle untersuchten Sarkome im Vergleich zu gutartigen und nicht-invasiven me-
senchymalen Proben eine gesteigerte FAK-Expression (Owens et al. 1995). Fundiert durch
weitere, aus den Untersuchungen anderer Tumorentititen gewonnene Ergebnisse
(Glukhova et al. 1995; Owens et al. 1996; Tremblay et al. 1996), falit Kornberg (Kornberg
1998) die Rolle von FAK im Tumor wie folgt zusammen: Zellen, die FAK iiberexprimie-
ren, haben das Potential umgebende Gewebe zu invadieren und Metastasen zu setzen. Da-
bei spielen die spezifischen Eigenschaften von FAK eine entscheidende Rolle: FAK kann
die Apoptose von Zellen verhindern, indem es diese von Adhésionssignalen der extrazel-
luldren Matrix unabhéngig macht (Ilic et al. 1998) und weiterhin essentiell fiir die Migrati-
on von Tumorzellen ist (Ilic et al. 1995). Sicher ist jedoch auch, daf allein durch die
Uberexpression von FAK kein transformierter Phiinotyp erzeugt wird. Damit ist FAK nicht
als Onkogen im engeren Sinne zu betrachten, sondern erleichtert bereits transformierten
Zellen die Moglichkeit zur Invasion und Metastasierung (Kornberg 1998).

Durch die Uberexpression von Pyk2 in Fibroblasten und in Myeolomzellen nach Stimula-
tion mit Dexamethason kommt es zur Induktion der Apoptose (Chauhan et al. 1999; Xiong
and Parsons 1997). Im Gegensatz dazu ist FAK wichtig fiir das Uberleben der Zellen
(Frisch et al. 1996). Die Untersuchungen von Du et al. veranschaulichen, dal} ein ausge-

wogenes Gleichgewicht von Pyk2 und FAK wichtig ist, um {iber die Regulation des
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Zytoskelettes den Fokalkontakt-Umbau und die Zellmorphologie zu erhalten (Du et al.
2001). Eine Gleichgewichtsverschiebung von Pyk2 und FAK wurde bei der Entstehung des
Prostatakarzinoms beobachtet (Stanzione et al. 2001). Die FAK-Expression war erhoht,
wiahrend eine starke Verminderung der Pyk2-Expression beobachtet wurde. Neben der
negativen Korrelation der Pyk2-Expression mit der Prostatakarzinom-Progression konnte
eine Beteiligung von Pyk2 an der Pathogenese des Kaposi-Sarkoms (Liu et al. 1997), an
der Invasion von Brustkrebszellen (Zrihan-Licht et al. 2000), an cerebralen Metastasen
(Ludwig et al. 2000) und im Zusammenhang mit der chronischen myeloiden Leukdmie
(Wu et al. 2000) gefunden werden. Auch nicht transformierte Osteoblasten exprimieren
Pyk2 und eine Aktivierung nach Stimulation eines G-Protein gekoppelten Rezeptors durch
Fluoroaluminat ist ebenfalls nachgewiesen worden (Freitas et al. 2002; Jeschke et al.

1998).

B.3. Ziel dieser Arbeit

Die Proteintyrosinkinase FAK wurde seit ihrer Erstbeschreibung 1991 mit einer steigenden
Zahl verschiedener Signaltransduktionswege in Verbindung gebracht und wird folglich seit
einiger Zeit als intrazelluldrer Knoten- bzw. Verkniipfungspunkt der verschiedenen Signale
diskutiert. Uber die Funktion von FAK in Osteoblasten, die einer Vielzahl von lokalen und
systemischen Faktoren ausgesetzt sind, war bisher abgesehen von ihrer Funktion bei der
Osteoblastenadhdsion wenig bekannt. Daher sollte die FAK-Aktivierung und -Lokalisation
nach verschiedenen Stimuli, die unterschiedliche Rezeptortypen aktivieren, untersucht
werden. Hierzu wurden PDGF, PTH und Fibronektin ausgewéhlt, die eine bedeutende
Funktion im Knochen haben. Gleichzeitig sollten die Signaltransduktionswege identifiziert
werden, die durch die differenziellen Stimuli zur Phosphorylierung von FAK und damit
zur Signalvernetzung fiihren.

FAK wird auch eine bedeutende Rolle in der Kanzerogenese bzw. der malignen Entartung
von Tumorzellen beigemessen. Es sollte im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden, ob
FAK in osteoblastischen Osteosarkomen exprimiert wird, ob eine Uberexpression von
FAK vorliegt und ob FAK einen direkten Einflul auf das Migrations- und Invasionsver-

halten von Osteosarkomzellen aufweist.
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C. Materialien und Methoden

C.1. Materialien
C.1.1. Chemikalien
Die im folgenden nicht gesondert aufgefiihrten oder gekennzeichneten Chemikalien wur-

den im Reinheitsgrad pro analysi von den Firmen Sigma (Miinchen), Merck (Darmstadt),

Riedel de Haen (Seelze), Roth (Karlsruhe) oder Serva (Heidelberg) bezogen.

C.1.2. Zellkulturmaterialien

Medien und Zusétze:

MEM Alpha Medium (a-MEM)

RPMI 1640 Medium (RPMI)

McCoy’s 5A Medium (McCoy's)

Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium (DMEM)
Iscove’s modifiziertes Dulbecco’s Medium (IMEM)

Optimem! Transfektionsmedium
Amphothericin B
Ascorbinsdurephosphat
B-Glycerolphosphat

Albumin aus Rinderserum (BSA)
Dexamethason

Fotales Rinderserum (FBS)
Gentamycin
Penicillin/Streptomycin
Phosphatpuffer (PBS, pH 7,4)
10x Trypsin (2,5%)

10x Trypsin-EDTA (0,5%)

Gibco, Karlsruhe
Gibco, Karlsruhe
Gibco, Karlsruhe
Gibco, Karlsruhe
Gibco, Karlsruhe
Gibco, Karlsruhe
Gibco, Karlsruhe
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Gibco, Karlsruhe
Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Gibco, Karlsruhe
Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen
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Zellinien:
Name Medium Beschreibung Bezugsquelle / Referenz

HOS-58 |IMEM humane Osteosarkom-Zellinie | Siggelkow et al., 1998 (zur Verfii-
-hohe Alkalische Phosphatase-Aktivitét gung gestellt von H. Slggelkow)
-Formation von mineralisierter Matrix
-PTH-sensitive Adenylatzyklase

MG-63 | a-MEM humane Osteosarkom-Zellinie- | ATCC (American Type Culture
-niedrige Alkalische Phosphatase-Aktivitat Collection, Manassas, Vv A’ Nr.
-keine PTH-sensitive Adenylatzyklase
-keine Formation von mineraliserter Matrix CRL-1 427)

OHS-4 |RPMI humane Osteosarkom-Zellinie | Fournier et al., 1991 (zur Verfii-
-hohe Alkalische Phosphatase-Aktivitét gung gestellt von B. Foumier)
-Formation von mineralisierter Matrix
-PTH-sensitive Adenylatzyklase

SAOS-2 |McCoy's humane Osteosarkom-Zellinie | DSMZ (Deutsche Sammlung von
-sehr hohe Alkalische Phosphatase-Aktivitét Mikro organismen und Zellkulturen
-Formation von mineralisierter Matrix .
-PTH-sensitive Adenylatzyklase GmbH’ Heldelberg; Nr. ACC 243)

U-20S |McCoy's humane Osteosarkom-Zellinie | ATCC (American Type Culture

-sehr hohe Alkalische Phosphatase-Aktivitit
-Formation von mineralisierter Matrix

-PTH-sensitive Adenylatzyklase

Collection, Manassas, VA; Nr.
HTB-96)

Wachstumsfaktoren, Hormone, Matrices, Proteinkinase-Inhibitoren und —Akitvatoren:

Calphostin C

Cytochalasin D

Fibronektin (Ratte)

Forskolin

GF103209X

H-89

"human Platelet-Derived Growth Factor" (PDGF)

LY294002

Parathyroidhormon (PTH)
Phorbol-12-myristyl-13-acetat (PMA)

Biomol, Hamburg
Biomol, Hamburg
Gibco, Karlsruhe
Biomol, Hamburg
Biomol, Hamburg
Biomol, Hamburg
R&D, Wiesbaden
Biomol, Hamburg
Bachem, Heidelberg

Sigma, Miinchen
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Verbrauchsmaterialien:

15ml- und 50ml-Zentrifugenréhrchen
25¢m?- und 75¢m*Zellkulturflaschen
175cm*Zellkulturflaschen
6-Well-Multiwell-Plates (6-Wells)
3,5cm- und 10cm-Plastikpetrischalen
Eppendorf-Reaktionsgefille
Glas-Pasteurpipetten
Mikropipetten-Spitzen
Plastik-Einwegpipetten

Zellschaber

C.1.3. Materialien fiir Proteinanalysen

Protease- und Phosphatase-Inhibitoren:

Complete Protease Inhibitor Tabletten
Phosphatase Inhibitor Cocktail II

Konzentrationsbestimmung der Proteine:

DC Protein Assay

BD Falcon, Erembodegem, BE
BD Falcon, Erembodegem, BE
Nunc, Wiesbaden

Nunc, Wiesbaden

BD Falcon, Erembodegem, BE
Eppendorf, Hamburg

Roth, Karlsruhe

Eppendorf, Hamburg

BD Falcon, Erembodegem, BE
BD Falcon, Erembodegem, BE

Roche Diagnostics, Mannheim

Sigma, Miinchen

BioRad, Miinchen

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) / Western-Blot:

Natrium-Dodecylsulfat (SDS)
Acrylamid/Bisacrylamid (30%/0,8%)

N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Ammoniumpersulfat (APS)
Benchmark Molekulargewichts-Standard
Protran Nitrocellulose-Membran

Restore Western Blot Stripping Buffer

Sigma, Miinchen

Roth, Karlsruhe

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Gibco, Karlsruhe
Schleicher&Schuell, Dassel

Pierce/Perbio, Bonn
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Antikorper:
Primdrantikorper:

Name Spezifitit Hergestellt in Bezugsquelle
FAK mAb Focal Adhesion Kinase |Maus BD Transduction
(250pg/ml) Lab./Pharmingen,

Hamburg

FAK pAb Focal Adhesion Kinase |Kaninchen Santa Cruz Biotechno-
(200pg/ml) logy, Heidelberg
FAK-pY397 (BioSource) | phosphorylierte Auto- | Kaninchen BioSource Interna-
(430pg/ml) phosphorylierungsstelle tional, Nivelles, BE

(Tyrosinrest 397) von

FAK
FAK-pY397 (Upstate) phosphorylierte Auto- | Kaninchen Upstate Biotechnology/
(Antiserum, keine Kon- | phosphorylierungsstelle Biomol, Hamburg
zentrationsangabe) (Tyrosinrest 397) von

FAK
Pyk2 mAb Proline Rich Tyrosine | Maus BD Transduction
(250pg/ml) Kinase 2 Lab./Pharmingen,

Hamburg

Pyk2-pY402 phosphorylierte Auto- | Kaninchen BioSource Interna-
(490pg/ml) phosphorylierungsstelle tional, Nivelles, BE

(Tyrosinrest 402) von

Pyk2
Aktin mAb (200pg/ml) | Aktin Maus Boehringer, Mannheim
Sekunddrantikorper:

Name Spezifitit Hergestellt in Bezugsquelle
Anti-Mouse-HRP Meerrettichperoxidase- |Ziege Promega, Mannheim
(Antiserum, keine Kon- | gekoppelter Anti-Maus-
zentrationsangabe) Antikorper
Anti-Rabbit-HRP Meerrettichperoxidase- |Ziege Promega, Mannheim
(Antiserum, keine Kon- | gekoppelter Anti-

zentrationsangabe)

Kaninchen-Antikorper
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Name Spezifitit Hergestellt in Bezugsquelle
Anti-Maus Z412 Briickenantikorper fiir | Kaninchen DAKO, Hamburg
(1,8mg/ml) immunhistochemische

Féarbungen
Anti-Kaninchen M737 Briickenantikorper fiir | Maus DAKO, Hamburg
(1,8mg/ml) immunhistochemische

Féarbungen
APAAP Mouse mono- Alkalische- Maus DAKO, Hamburg
clonal Phosphatase-
(100pg/ml) gekoppelter Anti-

Alkalische Phosphata-

se-Antikorper
FITC-Rabbit-Anti- FITC-gekoppelter Anti- | Kaninchen DAKO, Hamburg
Mouse (2,7mg/ml) Maus-Antikorper
FITC-Goat-Anti-Mouse | FITC-gekoppelter Anti- | Ziege DAKO, Hamburg
(500pg/ml) Maus-Antikorper
Alexa568 Goat-Anti- Alexa568-gekoppelter | Ziege Molecular Pro-
Rabbit Anti-Kaninchen- bes/MoBiTec, Gottin-
(2mg/ml) Antikorper gen
Alexa488 Donkey-Anti- | Alexa488-gekoppelter | Esel Molecular Pro-

Rabbit
(2mg/ml)

Anti-Kaninchen-

Antikorper

bes/MoBiTec, Gottin-

gen

Detektion der Antikorper-Reaktion beim Immunnachweis:

ECL Detection System

Roentoroll HC Rontgenentwickler

Superfix MRP Rontgenfixierer

Hyperfilm ECL Rontgenfilme

Amersham Biosci., Freiburg

Tetenal, Norderstedt

Tetenal, Norderstedt

Amersham Biosci., Freiburg

C.1.4. Materialien fiir immunologische und chemische Firbungen

von-Kossa- / Alkalische Phosphatase (APase)-Fiarbung:

Silbernitrat

Alkalische Phosphatase-Farbungs-Kit

Eukit, xylolhaltiges Eindeckmedium

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Kindler, Freiburg
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Glycergel, wissriges Eindeckmedium

Immunfluoreszenz-Firbungen:

Slow Fade Antifade Kit

Normales Ziegenserum (NGS)
Propidium-Iodid
Phalloidin-TRITC

Immunhistochemische Farbungen:

Saponin

SIGMA FAST Fast Red TR/Naphthol AS-MX Tabletten

Dako Pen Fettstift

C.1.5. Materialien fiir Nukleinsidureanalysen

RNA-Isolierung:

RNAlater RNA-Stabilisierungslosung
RNeasy Mini Kit

QiaShredder

RNase free DNasel

UVetten RNase-freie UV-Kiivetten

RT-PCR, cDNA-Synthese und PCR:

Titan One Tube RT-PCR Kit

Ready-to-Go You-Prime First-Strand Beads
Taq PCR Core Kit

Real-Time-PCR:
QuantiTect SYBR Green PCR Kit

Gelextraktion:

QIAquick Gelextraction Kit

DAKO, Hamburg

MolecularProbes/MoBiTec,
Gottingen

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Fluka, Miinchen

Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen

DAKO, Hamburg

Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Eppendorf, Hamburg

Roche Diagnostics, Mannheim

Amersham Biosci., Freiburg

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden
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Klonierung:
Original TA Cloning Kit

Plasmid-Isolierung:

Invitrogen, Paisley, UK

Plasmid Mini / Midi Kit Qiagen, Hilden
Transfektion:

Lipofectamin2000 Invitrogen, Paisley, UK
Restriktionsenzyme:

Name Bezugsquelle Puffer Erkennungssequenz Temperatur
EcoRI NEB, Frankfurt | EcoRI G/AATTC 37°C
Oligonukleotide:

Name Spezies Sequenz Quelle Tm | Amplifikat
[°Cl* [bp]
FAK2up human |5 -ACC TCA GCT AGT GAC GTATGG-3” | GenBank 64 299
FAK2low human |5 “CGG AGT CCCAGG ACACTGTG3™ | ,05186 66
Pyklup human |5 “CAG CAG TAC GCC TCG CTCAG3" | GenBank 66 299
Pykllow human |5 -TCA GCC TCT GCT AGG GAT GAG-3" | J33284 66
GAPDHup human |3-TGATGA CAT CAAGAAGGTGG3" | GenBank 58 245
GAPDHlow |human |3 -TTTCTT ACT CCTTGG AGG CC-3™ | M33197 60
PTHRup Ratte 5’-GGT GCT TGC CAC TAA GCT TC-3" GenBank 62 300
PTHRlow Ratte 5-ACT TCG TGC TTT GCG CTT G-3’ M77184 58
PDGFRoup | Ratte 5-TGA AAG CCA CGT CAG AACTG3" | GenBank 60 300
PDGFRolow |Ratte 5-GAA GCC TTT CTC GTG AAC AG-3” | Z14118 60
PDGFRBup | Ratte 5-CTCTGG CACCTATACTTG CA3" | GenBank 60 300
PDGFRplow |Ratte 5'-CGC TTC TGA CAC CTT CAC A3’ 714119 58

* Tm berechnet nach der "2(A+T) + 4(G+C)"-Regel

GenBank: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

GeneFisher Primer Selection: http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/genefisher/

Alle Oligonukleotide wurden von Invitrogen, Paisley, UK bezogen.
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Plasmide:
Name Vektor Insert Quelle

HA-FAK pcDNA3 |humane full-length FAK- (Xu et al. 1998) (zur Verfiigung
cDNA mit HA-Tag gestellt von W.Cance)

pPyk2 pCR2.1 | Pyk2-PCR-Produkt, human diese Arbeit

GAPDHshort |pCR2.1 | GAPDH-PCR-Produkt zur Verfiigung gestellt von S.

Loges, Himatologie, UKE

pPTHR pCR2.1 | PTHR-PCR-Produkt, Ratte diese Arbeit
(PTH-Rezeptor)

pPDGFRa  |pCR2.1 | PDGFRa-PCR-Produkt, Ratte |diese Arbeit
(PDGF-Rezeptor o)

pPDGFRp pCR2.1 | PDGFRp-PCR-Produkt, Ratte |diese Arbeit
(PDGF-Rezeptor f3)

C.1.6. Grofigerite

Gerit

Bezeichnung

Firma

Zellkultur-Sterilbank

HeraSafe

Heraeus Instruments, Hanau

Invers-Mikroskop

IX 50

Olympus, Hamburg

Digitalkamera

DP10

Olympus, Hamburg

Zentrifuge (15/50ml), nicht
gekiihlt

GS-6 Centrifuge

Beckman, Krefeld

Zentrifuge (1,5/2ml), gekiihlt

Avanti 30 Centrifuge

Beckman, Krefeld

Zellkultur-Inkubator

BBD 6220

Heraeus Instruments, Hanau

ELISA-Reader

Versamax tunable Microplate

Reader

Molecular Devices, Miinchen

Drehrad

Stuart Scientific Blood Tube
Rotator SB1

Merck, Darmstadt

SDS-PAGE-Apparatur Protean II Xi Cell BioRad, Hamburg
Western-Blot-Apparatur Trans Blot Cell BioRad, Hamburg
Kiihlgerit WK 500 Lauda Merck, Darmstadt
Spannungsgeber 1 Power Pac 300 BioRad, Hamburg

Spannungsgeber 2

Model 200/2.0 Power Supply

BioRad, Hamburg
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Geriit Bezeichnung Firma
Rontgenfilm- Optimax Typ TR MS Laborgerite, Heidelberg
Entwicklermaschine
Fluoreszenz-Mikroskop Axiophot 2 Zeiss, Jena
Konfokales Lasermikroskop |IX 70/ Fluoview Olympus, Hamburg

Gewebe-Zerkleinerer

Ultra-Turrax T25

Wilke&Witzel, Hamburg

Photometer UV/VIS Spectrometer Perkin Elmer, Uberlingen
Lambda Bio 10
PCR-Gerét GeneAmp PCR System 9700 | Applied Biosystems, Weiter-
stadt
Real-Time-PCR-Gerit Light Cycler Roche Diagnostics, Mann-

heim
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C.2. Methoden
C.2.1. Zellkulturmethoden

C.2.1.1. Isolierung von Knochenmarks-Stromazellen und Zellen der primiren Spongiosa

aus Rattenfemura

Fiir die beschriebenen Versuche wurden als Primérzellen Knochenmarks-Stromazellen (im
Folgenden bezeichnet als ,,str*) und Zellen der primiren Spongiosa (im Folgenden be-
zeichnet als ,,psp“), die ein Gemisch von Prédosteoblasten und Osteoblasten darstellen,
verwendet. Diese wurden aus den Femura von vier Wochen alten, mannlichen CD-Ratten
(Charles River, Sulzfeld) nach Genehmigung des Studienprotokolls durch die ortliche
Ethikkommission fiir Veterindrmedizin und nach den "Principles of laboratory animal ca-
re" (NIH-Publication PUBLIC LAW 99-158, November 20, 1985 "ANIMALS IN RESE-
ARCH") isoliert.

Dazu wurden pro Durchgang 10 Tiere mit CO; euthanasiert und die
Femura unter antiseptischen Bedingungen herauspripariert. Die
Knochen wurden dabei in Transportmedium gesammelt. Zunéchst
wurden Bindegewebe und Sehnen unter der Sterilarbeitsbank mit
sterilen Tupfern von den Knochen entfernt und anschlieBend die

Metaphysen (m) mit dem Skalpell abgetrennt. Auch das proximale

Gelenk wurde abgetrennt und verworfen, die Diaphysen (d) wurden
in PBS (pH 7,4) aufbewahrt. Anschlielend wurden die Metaphysen
in 1x Trypsin (0,25%) in PBS, pH 7,4 (12,5ml / 10 Tiere) zerklei-

nert und in ein 50ml-Zentrifugenréhrchen iiberfiihrt. Die Suspensi-

on wurde dann fiir Imin gevortext und anschlieBend 1h bei 37°C

im Wasserbad inkubiert, wobei sie alle 15min fiir 30sec gevortext

In der Zwischenzeit wurde das Knochenmark aus den Diaphysen mit Hilfe einer 20ml-
Spritze mit PBS (pH 7,4) ausgespiilt. Das ausgespiilte Knochenmark wurde in ein 50ml-
Zentrifugenrohrchen tiberfiihrt und die Zellen durch Zentrifugieren bei 400x g fiir 15 min
sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 2ml Standardmedium re-
suspendiert. Die Suspension wurde auf 40ml aufgefillt und in eine 175cm’-
Zellkulturflasche gegeben. Die Zellen wurden bei 37°C, 5% CO;,und 95% H,O tiber Nacht
inkubiert. Am ersten Tag nach der Isolierung erfolgte der erste Mediumwechsel, danach
wurde alle 5 Tage das Medium gewechselt.

Die Metaphysenzellen wurden nach Beendigung der Inkubation aus dem Wasserbad ent-

fernt und der Suspension wurde 1Vol. Standardmedium zugesetzt. Nach dem Mischen der
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Suspension durch 15sec Vortexen wurden die Zellen und die Knochenstiickchen durch
Zentrifugieren bei 400x g fiir 15min pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet in 10ml Standardmedium durch 15sec Vortexen resuspendiert. Die Suspension wur-
de durch ein steriles Metall-Zellsieb (Porengrofie 200pum) gegossen. Das Resuspendieren
und Filtrieren wurde insgesamt dreimal wiederholt. Die Filtrate wurden vereinigt und in
eine 175¢cm>-Zellkulturflasche iiberfiihrt. Die Zellen wurden bei 37°C, 5% CO, und 95%
H,O iiber Nacht inkubiert. Auch hier erfolgte der erste Mediumwechsel am ersten Tag
nach der Isolierung, danach wurde alle 5 Tage das Medium gewechselt. Fiir die Versuche
wurde nur die 1. Passage verwendet.
Transportmedium:  500ml a-MEM

50ml FBS

100U/ml Penicillin / 100ug/ml Streptomycin

100ug/ml Amphotericin B

2,5ug/ml Gentamycin
Standardmedium:  500ml c-MEM

50ml FBS

100U/ml Penicillin / 100ug/ml Streptomycin

C.2.1.2. Kultivierung von Zellinien

Zellinien wurden im Allgemeinen aus kryokonservierten Aliquots verwendet. Zum Auf-
tauen der Zellen wurde ein 1ml-Aliquot im 37°C-Wasserbad rasch aufgetaut und anschlie-
Bend unter der Sterilarbeitsbank in 10ml Medium iiberfiihrt. Die Suspension wurde in eine
75¢cm>-Zellkulturflasche tiberfiihrt und bei 37°C, 5% CO, und 95% H,O iiber Nacht inku-
biert. Am ersten Tag nach dem Auftauen wurde ein Mediumwechsel vorgenommen, um
tote Zellen zu entfernen. Danach wurde alle 5 Tage das Medium gewechselt.
Medien: 500ml des entsprechenden Grundmediums (s. Tabelle in C.1.2.)

10% FBS

100U/ml Penicillin / 100ug/ml Streptomycin
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C.2.1.3. Kultivierung von humanen Osteoblasten aus Spongiosaproben

Die Spongiosaproben wurden zuerst von Knorpel und Fett befreit. Dann wurden die Pro-
ben in ca. 5x5x5 mm grofle Stiicke zerteilt, die jeweils einzeln weiterbehandelt wurden.
Die Proben wurden in ein steriles Rohrchen tiberfiihrt und mit wenig (2-3ml) PBS (pH 7,4)
bedeckt. Anschlieend wurde der Knochen mit einer Schere so weit wie moglich zerklei-
nert und dann mehrmals mit PBS (pH 7,4) gewaschen, bis kein Blut mehr im Puffer zu
sehen war. Die Suspension wurde in eine 75cm’-Zellkulturflasche iiberfithrt, mit 15ml
Medium bedeckt und die Knochenstiickchen in der Mitte der Flasche plaziert. Der erste
Mediumwechsel wurde frithestens nach drei Tagen vorgenommen. Anschliefend wurde
alle 5 Tage das Medium gewechselt. Verwendet wurden hier nur die Passagen 1 und 2.
Medium: 500ml DMEM

10% FBS

25mg Ascorbinsdure-Phosphat

100U/ml Penicillin / 100ug/ml Streptomycin

Sml 200mM L-Glutamin

= in 40ml Aliquots bei -20°C lagern

C.2.1.4. Trypsinieren der Zellen zur Passagierung

Die Zellen wurden bei ca. 95% Konfluenz zur Passagierung eingesetzt. Dazu wurde das
Medium mit einer Vakuumpumpe entfernt und die Zellen zweimal mit PBS (pH 7,4) ge-
waschen. AnschlieBend wurde 1x Trypsin-EDTA (0,05%) in PBS (pH 7,4) aufpipettiert,
und zwar pro 175cm*-Flasche 8ml bzw. pro 75cm’-Flasche 4ml. Die Zellen wurden an-
schlieBend fiir ca. Smin bei 37°C inkubiert. Dabei wurde der Ablésevorgang der Zellen im
Mikroskop kontrolliert. Nach vollendetem Abldsen der Zellen wurde 1Vol. des entspre-
chenden Zellkulturmediums mit FBS zugefiigt und die Zellen abgespiilt und suspendiert.
Die Suspension wurde in ein 50ml-Zentrifugenréhrchen iiberfithrt und die Zellen durch
Zentrifugieren bei 100x g fiir 10min pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet in einer entsprechenden Menge Zellkulturmedium resuspendiert. AnschlieBend wur-
de die Suspension auf neue Zellkulturbehélter verteilt. Dabei sollten ca. 10 000 Zellen pro

2 .
cm” ausgesit werden.
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C.2.1.5. Stimulation von mesenchymalen Zellen mit osteogenem Medium

Um die Differenzierung von mesenchymalen Zellen zu Osteoblasten zu gewdéhrleisten be-
ndtigen diese den Zusatz bestimmter Substanzen. Diese wurden ihnen in Form des osteo-
genen Mediums (Jaiswal et al. 1997) alle 3-4 Tage zugesetzt.
Osteogenes Medium: 500ml MEM-alpha-Medium

50ml FBS, 100U/ml Penicillin / 100ug/ml Streptomycin

100nM Dexamethason

10mM f3-Glycerolphosphat, 50uM Ascorbinsdurephosphat

= 40ml-Aliquots bei —20°C aufbewahren

C.2.1.6. Kryokonservierung von Zellen

Zur Kryokonservierung von Zellen wurden die Zellen mit Trypsin-EDTA (0,05%) abgelost
(siche C.2.1.3.). Zwischen 1,5 und 2,5x10° pelletierten Zellen (je nach ZellgroBe) wurden
dann in 1ml des entsprechenden Kryomediums resuspendiert und in ein Kryor6éhrchen
tiberfiihrt. AnschlieBend wurden sie langsam in Ethanol auf -70°C abgekiihlt, kurzfristig
bei —70°C inkubiert und dann in fliissigen Stickstoff tiberfiihrt.

Kryomedium: 90% entspr. Medium + 10% DMSO

C.2.1.7. Fixieren von Zellen

Zellen, die fiir immunhistochemische, histochemische oder Immunfluoreszenz-Farbungen
herangezogen werden sollten, wurden auf sterilen Deckgldschen in 6-Well-Kulturschalen
kultiviert. Bei Erreichen von 80-90% Konfluenz wurde das Medium von den Zellen ent-
fernt und diese zweimal mit PBS (pH 7,4) gewaschen. Dann wurden 2ml des entsprechen-
den Fixierpuffers (siche unten) aufpipettiert und die Zellen fiir 10min inkubiert. Fiir die
von-Kossa-Farbung wurden die Zellen anschlieend zweimal mit H,O dest., fiir die ande-

ren Farbungen mit PBS (pH 7,4) gewaschen.

Fixierpuffer:
von-Kossa-/APase-Fdrbung: 25ml Citratpuffer
65ml Aceton
8ml 37% Formaldehyd
Citratpuffer: 18mM Zitronensdure
9mM Natriumcitrat
12mM Natriumchlorid

pH 3,6
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Immunhistochemie/-fluoreszenz: eiskaltes Methanol

oder 3,7% Formaldehyd in PBS (pH 7,4)

C.2.1.8. Behandlung von Zellen mit PDGF, PTH und/oder Inhibitoren
Um den Einflull von PDGF, PTH und/oder bestimmten Inhibitoren auf die Zellen zu te-

sten, wurden diese in den entsprechenden Konzentrationen in serumfreiem Medium ver-
diinnt. Die Zellen wurden vor der Behandlung 24h mit Minimalmedium inkubiert.
Zuerst wurden die Inhibitorenlosungen auf die Zellen aufpipettiert und fiir 30min bei 37°C
prainkubiert. AnschlieBend wurde die PDGF- bzw. PTH-Losung zugefiigt. Die Zellen
wurden dann fiir die weiteren, dem Versuch entsprechenden Zeitrdume bei 37°C inkubiert
und anschlieBend lysiert (siehe C.2.1.7.)
Serumfreies Medium: entsprechendes Grundmedium + 0,1% BSA
Minimalmedium: entsprechendes Grundmedium

1% (w/v) BSA

100U/ml Penicillin / 100ug/ml Streptomycin

C.2.1.9. Adhésion von Zellen auf verschiedenen Matrices

Die Zellen wurden bis zur Konfluenz herangezogen. Am Versuchstag wurde das Medium
entfernt, die Zellen 2x mit PBS (pH 7,4) gewaschen und pro 175cm*-Flasche 8ml bzw. pro
75cm*-Flasche 4ml Versene aufpipettiert. Die Zellen wurden so lange bei 37°C inkubiert,
bis sie sich ablosten und Einzelzellen zu erkennen waren. Die Zellsuspension wurde mit
Medium + 2% BSA abgespiilt und bei 100x g fiir 10min pelletiert. Das Zellpellet wurde 2x
in Medium + 2% BSA gewaschen, dann in 50ml Medium + 2% BSA resuspendiert und 1h
bei 37°C zur Regeneration der Zellen in Suspension inkubiert. Wahrend dessen wurden die
vorbereiteten, mit den entsprechenden Matrixmolekiilen beschichteten 6Wells oder Petri-
schalen 2x vorsichtig mit PBS (pH 7,4) gewaschen. Nach der Inkubation wurden die Zel-
len wieder pelletiert, in der entsprechenden Menge Medium + 0,1% BSA resuspendiert und
auf die beschichteten Oberfldchen verteilt. Es folgte eine Inkubation fiir verschiedene Zeit-
rdume bei 37°C und zuletzt das Fixieren bzw. Lysieren der Zellen.

Serumfreies Medium: entsprechendes Grundmedium + 2% bzw. 0,1% BSA



C. Materialien und Methoden

C.2.1.10. Lysieren von Zellen zur Proteinisolierung

Die zu lysierenden Zellen wurden auf Eis tiberfiihrt und zweimal mit eiskaltem PBS (pH
7,4) gewaschen. Anschlieend wurde eine entsprechende Menge Hunter-Lysispuffer auf-
pipettiert und die Zellen mit diesem Puffer fiir 30min auf Eis inkubiert. Anschliefend wur-
den die Zellen mit einem Zellschaber aus den Kulturgefdlen entfernt und in ein Eppen-
dorf-Reaktionsgefdl iiberfiihrt. Die Suspension wurde 15sec gevortext und anschlieBend
weitere 15min auf Eis inkubiert. Zuletzt wurden die Lysate durch Zentrifugation bei
15000x g und 4°C fiir Smin gereinigt, der Uberstand in ein neues Reaktionsgefif iiberfiihrt
und das Pellet verworfen. Die Lysate wurden entweder sofort verwendet oder bei —70°C
aufbewahrt.
Hunter-Lysispuffer (nach Schlaepfer et al. 1998):

50mM HEPES, pH 7,4

150mM Natriumchlorid

10% (v/v) Glycerin

1,5mM Magnesiumchlorid

1% (v/v) Triton-X100

1% (w/v) Natrium-Deoxycholat

0,1% (w/v) Natrium-Dodecylsulfat

= 10ml-Aliquots bei —20°C aufbewahren

frisch zugeben (10ml): I Tablette Complete Mini Protease Inhibitor
100ul Phosphatase Inhibitor Cocktail 11

C.2.1.11. Transfektion

Die Transfektionsreaktionen wurden in 6-Well-Kulturschalen durchgefiihrt. Pro Well wur-
den 500ul der entsprechenden DNA-Verdiinnung (3-5pg) und 500ul der entsprechenden
Verdiinnung von Lipofectamin2000 (LF, 5-15ul) in Optimem1-Transfektionsmedium an-
gesetzt. Die DNA- und LF-Verdiinnungen wurden fiir jeden Versuchsaufbau ausgetestet.
Die Losungen wurden invertiert und 5min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Anschlie-
Bend wurden die DNA- und LF-Losungen vereinigt, invertiert und 20min bei RT inkubiert.
Die zu transfizierenden Zellen wurden einmal mit Optimem! gewaschen und dann die
Transfektionslosung langsam auf die Zellen aufgetropft. Zuletzt wurden noch 500ul Opti-
meml zugefiigt, damit die Zellen nicht austrocknen. Die Zellen wurden nach 24-72h Inku-

bation bei 37°C zur weiteren Untersuchung eingesetzt.
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C.2.2. Methoden zur Proteinanalyse

C.2.2.1. Konzentrationsbestimmung von Proteinlgsungen

Zur Protein-Konzentrationsbestimmung der Zellysate wurde der DC (Detergent Compati-
ble) Protein Assay verwendet.

Dazu wurde zuerst eine BSA-Verdiinnungsreihe der Konzentrationen 1,2; 1,0; 0,8; 0,6; 0,4
und 0,2pg/ml hergestellt. Von diesen Standards wurden je Sul in eine Mikrotiterplatte pi-
pettiert. Als Leerwert wurden 2ul des Hunter-Lysispuffers und als Nullkontrolle 2ul H,O
dest. verwendet. Anschlieend wurden je 2ul jedes zu bestimmenden Zellysates auf die
Mikrotiterplatte aufgetragen. Dabei bei allen Proben eine Doppelbestimmung.

Fiir je eine Mikrotiterplatte wurde dann die Fiarbelosung A" aus 3ml des Reagenz A und
60ml des Reagenz S hergestellt. Von dieser Losung wurden mit einer Multipette (Eppen-
dorf, Hamburg) jeweils 25ul zu jeder Probe pipettiert. AnschlieBend wurden jeweils 200ul
des Reagenz B zupipettiert, die Mikrotiterplatte in den ELISA-Reader {iberfiihrt und kurz
durch Riitteln der Platte im Gerdt gemischt. Die Proben wurden fiir 15min bei RT inkubiert
und anschlieend die Absorption bei 750nm im gemessen.

Von der Extinktion der Proben wurde durch die zum Gerit gehorende Software (SoftMax
pro, Version 3.0, Molecular Devices) zuerst die Extinktion des Leerwertes abgezogen, an-
schlieBend der Mittelwert der beiden Ergebnisse gebildet und dann die Proteinkonzentrati-

on anhand der BSA-Eichkurve bestimmt.

C.2.2.2. SDS-Polvacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung von Proteingemischen wurde die diskontinuierliche Gelelektrophorese in
Polyacrylamidgelen nach Laemmli (Laemmli, 1970) in einer 16x16cm groflen Laufkam-
mer benutzt. Die Polyacrylamidkonzentration im Trenngel betrugt dabei 6% und im Sam-
melgel 3%. Das Trenngel wurde in die mit Ethanol gereinigte Kammer gefiillt und an-
schlieBend ca. 30min der Polymerisierung bei RT {iberlassen. Dabei wurde eine plane
Oberfliche des Gels durch vorsichtiges Uberschichten mit H,O dest. gewihrleistet. An-
schlieBend wurde der Probenkamm mit 15 Offnungen eingesetzt und das Sammelgel ein-
gefiillt. Dieses wurde fiir mindestens 2h bei RT und dann iiber Nacht bei 4°C inkubiert.

Es wurden pro Proteinprobe jeweils 50ug Gesamtprotein aufgetragen, die mit 25ul 4x Pro-
benauftragspuffer (siehe C.2.2.3) versetzt und auf 100ul mit H,O dest. aufgefiillt wurden.
Das Gemisch wurde dann fiir Smin bei 95°C inkubiert, kurz bei RT und 15000x g abzentri-

fugiert und anschlieBend auf das Gel aufgetragen. Alternativ wurden die aus der Immun-
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prazipitation resultierenden Proben aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte im Normalfall
tiber Nacht bei konstanter Stromstédrke von 15mA pro Gel.
Trenngel (1 Gel): 19,8ml H,0 dest.

9ml Trenngelpuffer
7,2ml Acrylamid/Bisacrylamid (30%/0,8%)
22,5ul TEMED
225ul APS
Trenngelpuffer: 1,5M TrisBase, pH 8,8

0,4% Natrium-Dodecylsulfat
Sammelgel (1 Gel): 7,9ml H>O dest.
Iml Sammelgelpuffer
100ul einer 10% (w/v) Natrium-Dodecylsulfat-Losung
Iml Acrylamid/Bisacrylamid (30%/0,8%)
10ul TEMED
25ul APS
Sammelgelpuffer: 1,25M TrisBase, pH 6,8

C.2.2.3. Western-Blot

Die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden im NaBblotverfahren auf eine Ni-
trocellulosemembran {iberfiihrt. Dafiir wurden die Membran und das Gel zuvor in Trans-
ferpuffer angefeuchtet und dann nach Herstelleranweisung in die Blotapparatur eingesetzt.
Der Transfer erfolgte anschlieBend bei 400mA und 14°C fiir 3h in Transferpuffer.
Transferpuffer: 28,8g Glycin

6,025g TrisBase

3200ml H,O dest.

800ml Methanol

pH 8,3

C.2.2.4. Immunnachweis von Proteinen auf Nitrocellulosemembranen

Nach erfolgtem NaBblot wurden die Membranen fiir mindestens 2h, normalerweise aber
iiber Nacht, in 5% (w/v) BSA in TBST-Puffer inkubiert. AnschlieBend wurde der primére
Antikorper in der anfangs ausgetesteten Verdiinnung in TBST-Puffer aufgetragen und fiir
1h bei RT inkubiert. Nach Entfernen der Losung und dreimaligem Waschen der Membran

fiir je 15min in TBST-Puffer wurde der entsprechende Sekundirantikérper in der ausgete-
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steten Verdiinnung aufgetragen. Auch danach wurde die Membran nach einer Inkubati-
onsphase von 1h dreimal fiir je 15min mit TBST-Puffer gewaschen.
Anschlieffend wurden pro Membran je 2ml von Reagenz 1 und Reagenz 2 des ECL-
Detection-Systems gemischt und auf die Membran aufpipettiert. Nach einer Inkubations-
zeit von Imin wurde die Membran in Cellophanfolie verpackt und in einer Expositions-
kammer mit Klebeband fixiert. In der Dunkelkammer wurde fiir verschiedene Zeiten
(meist 5-60sec) ein Rontgenfilm auf die Membran aufgelegt und dieser dann in einer
Rontgenfilm-Entwicklermaschine entwickelt.
10x TBST-Puffer: 87g Natriumchlorid

12g TrisBase

auf 1000ml mit H,O dest. auffiillen
= Ix TBST-Puffer: 200ml 10x TBST-Puffer auf 2000ml auffiillen

pH 8,0

Iml Tween20 zugeben

C.2.2.5. Quantitative Auswertung der Western-Blots

Die aus den Western-Blot-Experimenten hervorgegangenen Rontgenfilme wurden mit Hil-
fe des Durchlichtscanners Vista-S6 (UMAX) eingescannt und mit dem Programm Multi-
Analyst, Version 1.1 (BioRad) ausgewertet. Dabei wurde die Schwérzung der Banden als
optische Dichte bestimmt. Bei der Phosphorylierungsanalyse wurde dann der Wert fiir das
phosphorylierte Protein durch den des normalen Proteins geteilt. Bei der Expressionsanaly-
se wurde der Wert fiir das untersuchte Protein durch den des Haushaltsgenprodukts Aktin
geteilt.

C.2.3. Immunologische und chemische Firbungen

C.2.3.1. Von-Kossa-Fiarbung

In der von-Kossa-Féarbung wird kalzifizierte extrazellulire Matrix mit Silbernitrat braun-
schwarz angefarbt.

Dazu wurden die luftgetrockneten, fixierten Zellen pro Deckgldaschen mit 700ul 6% (w/v)
Silbernitrat in H,O dest. iiberschichtet. Nach einer Inkubation von 10min im UV-Licht
wurde die Farbelosung mit Wasser abgespiilt. Die gefarbten Zellen wurden anschlieBend

luftgetrocknet und mit Eukit auf einem Objekttrager fixiert.
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C.2.3.2. Alkalische-Phosphatase-Farbung

Zuerst wurde aus den Komponenten des Kits die Fiarbelosung hergestellt. Dazu wurden
Iml Sodium Nitrite Solution und 1ml FRV/FBB Alkaline Solution durch invertieren ge-
mischt und 2min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde diese Mischung in 45ml H,O dest.
gegeben und zuletzt 1ml Naphtol AS-Bi Alkaline Solution zugefiigt.

Die zu farbenden Pridparate wurden 15min in der Féarbelosung inkubiert und dann 2min in
H,O dest. gewaschen. Nach einer Hamatoxylin-Kernfarbung wurden die geférbten Pripa-

rate mit Immunomount eingedeckt.

C.2.3.3. Phalloidin-Farbung

Vom Phalloidin-TRITC wurde eine 1mg/ml-Stammlésung in DMSO angelegt, daraus
wurde mit PBS (pH 7,4) eine 50pg/ml-Arbeitslosung hergestellt.

Die formaldehydfixierten Zellen wurden vor der Farbung mit 0,1% Triton X-100 in PBS
(pH 7,4) fir 30min bei RT permeabilisiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS (pH 7,4)
wurden 200ul der Phalloidin-TRITC-Arbeitslosung aufpipettiert. Die Zellen wurden bei
RT fiir 40min mit dieser Losung inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen wurden die Pra-
parate mit dem Slow Fade Antifade Kit eingedeckt. Alternativ wurde diese Prozedur als

Gegenfiarbung an die Immunfluoreszenz-Fiarbung angeschlossen.

C.2.3.4. Immunfluoreszenz-Firbung

Die methanolfixierten Zellen wurden vor der Farbung zuerst zweimal mit PBS (pH 7,4)
gewaschen und dann fiir 15min bei RT mit 0,1% Triton X-100 in PBS (pH 7,4) permeabi-
lisiert. AnschlieBend wurden die Zellen zweimal mit PBS (pH 7,4) gewaschen. Danach
wurde der in AK-Puffer verdiinnte Primdrantikorper (pro Deckglidschen 200ul) aufgetragen
und fiir 60min bei 37°C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen fiir je Smin in PBS (pH 7,4)
(bei Bedarf + 0,1% Tween20 zur Minderung der Oberflichenspannung) wurde der Sekun-
dérantikorper aufgetragen und fiir 30min bei 37°C im Dunkeln inkubiert. Zuletzt wurden
die Prdparate wieder dreimal mit Waschpuffer gewaschen und dann mit dem Slow Fade
Antifade Kit eingedeckt.
AK-Puffer: 2% (w/v) BSA

3% (v/v) NGS

in PBS (pH 7,4)

= zuerst BSA in PBS (pH 7,4) l6sen, durch Faltenfilter filtrieren,

dann NGS zugeben = in 10ml Aliquots bei —20°C aufbewahren
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C.2.3.5. Immunhistochemische Farbung mit dem APAAP-System

Die methanolfixierten Zellen wurden fiir 20min mit Blockingpuffer bei RT inkubiert. An-
schlieBend wurden sie zweimal mit PBS (pH 7,4) gewaschen und dann der in V-Puffer
verdiinnte Primédrantikdrper (200ul pro Deckgldschen) aufgetragen. Nach 30min Inkubati-
on bei RT wurde iiberschiissiger Primarantikdrper abgewaschen und die Zellen zweimal
mit PBS (pH 7,4) gewaschen.
Im Falle von monoklonalen Primérantikdrpern wurde anschlieen der Briickenantikorper
7412 aufgetragen, im Falle von polyklonalen Priméirantikérpern aus dem Kaninchen der
Briickenantikorper M737. Beide waren in V-Puffer im Verhéltnis 1:50 verdiinnt worden
und wurden fiir 30min auf den Schnitten belassen. Nach erneutem zweimaligem Waschen
mit PBS (pH 7,4) wurde auf die mit polyklonalem Primédrantikorper inkubierten Schnitte
zusitzlich noch der Briickenantikorper Z412 (1:50 verdiinnt in V-Puffer) fiir 30min aufge-
tragen. Danach wurden alle Schnitte wieder gleich behandelt, ndmlich zweimal mit PBS
(pH 7,4) gewaschen und anschlieBend fiir 30min mit dem APAAP-Konjugat (1:50 ver-
diinnt in V-Puffer) inkubiert.
In der Zwischenzeit wurde die Substratlosung angesetzt. Daflir wurden je eine Pufferta-
blette und eine Firbetablette in 1ml H,O dest. gelost. Jeweils 200ul wurden auf jedes
Deckgliaschen aufpipettiert und nach 25min durch mehrmaliges waschen mit PBS (pH 7,4)
wieder entfernt. Die Zellkerne wurden mit Hdmatoxilin gegengeférbt.
Blockingpuffer: 0,1g BSA

0,05g Saponin

in 100ml PBS (pH 7,4) l6sen und in 10ml Aliquots bei -20°C lagern

frisch pro 10ml zugeben: 500ul NGS
V-Puffer: 1% (w/v) BSA in RPMI 1640 Medium

C.2.4. Methoden zur Nukleinsiureanalyse
C.2.4.1. RNA-Isolierung
Bei RNA-Isolierung aus kultivierten Zellen wurden die Zellen in RNAlater Stabilisie-

rungslosung resuspendiert. Zur RNA-Isolierung wurde das RNeasy Mini Kit verwendet.
Fiir einen Ansatz (eine Sdule) wurden dabei maximal 1x10” Zellen bzw. 30mg Gewebe
eingesetzt. Alle Arbeitsschritte wurden bei RT durchgefiihrt.

Fiir die RNA-Isolierung wurde das Material zuerst lysiert und in Gegenwart eines stark
denaturierenden Guanidin-Isothiocyanat-Puffers, der eventuell vorhandene RNasen zer-

stort, homogenisiert (QiaShredder). Fiir eine addquate Bindung der RNA an die Silica-Gel-
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Membran wurd die Probe mit Ethanol versetzt und auf die Sdule gegeben. Die Gesamt-
RNA bindet selektiv an das Sdulenmaterial, alle Kontaminationen wurden ausgewaschen.
Zusitzlich wurde auf der Sdule ein DNasel-Verdau durchgefiihrt, wodurch die gesamte
Probe von DNA befreit wurde. Eine Gesamt-RNA-Probe hoher Reinheit wurde zuletzt in
2x30ul H,O eluiert und bei —70°C gelagert.

C.2.4.2. RNA-Konzentrationsbestimmung

Die RNA-Losung wurde im Verhiltnis 1:100 mit RNase-freiem H,O dest. verdiinnt und in
eine UVette gefiillt. Die Absorption wurde bei 260nm gemessen und gegen H,O als Null-
wert abgeglichen. Die Konzentration wurde anhand der Formel

Crya [pg/ml] =40 * Azgonm * 100

errechnet, wobei C fiir Konzentration und A fiir Absorption steht.

C.2.4.3. Kontrolle der RNA-Qualitit im Agarosegel

Fiir die Herstellung eines Agarosegels wurden 0,8g Agarose in 100ml TBE-Puffer gegeben
und in der Mikrowelle aufgekocht, bis die Agarose gelost war. Anschlieend wurde der
Losung unter Rithren Sul einer 10mg/ml Ethidiumbromidlosung zugefiigt. Nachdem die
Agaroselosung auf ca. 60°C abgekiihlt war, wurde sie in einen vorbereiteten Gelrahmen
der benotigten Grofle gegossen. Nachdem die Agarose erhdrtet war, wurde der Gelrahmen
in eine mit TBE-Puffer gefiillte Elektrophoresekammer {iiberfiihrt; dabei wurde das Gel
komplett mit TBE-Puffer bedeckt.
Ing der RNA wurde mit 2ul Gelladepuffer gemischt und diese Losung in die Taschen des
Agarosegels gefiillt. Der Gellauf erfolgte bei 40mA. Nach abgeschlossenem Gellauf wurde
das Gel im UV-Licht ausgewertet. Bei intakter Gesamt-RNA sollten zwei Banden zu sehen
sein, und zwar reprisentieren diese die 18S- bzw. 28S-rRNA, die eine Molekulargré3e von
1,9 bzw. 5,0kb besitzen. Idealerweise sollte die 28S-Bande ca. doppelt so deutlich sein wie
die 18S-rRNA-Bande.
10x TBE-Puffer: 108g TrisBase

55g Borsdure

9,3g EDTA

auf 1l mit H,O dest. auffiillen und 1:10 vor Gebrauch verdiinnen
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C.2.4.4. Kontrolle der DNA-Degradation iiber Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Um zu testen, ob die gesamte DNA durch die DNasel-Behandlung degradiert wurde, kann
eine PCR mit der RNA als Vorlage durchgefiihrt werden. Wenn Amplifikate entstehen, ist
noch DNA in der Probe vorhanden und diese muf} einer weiteren DNasel-Behandlung un-
terzogen werden. Entstehen keine Amplifikate, so ist die RNA-Probe DNA-frei und kann
fiir die RT-PCR eingesetzt werden. Die Komponenten der PCR-Reaktion werden in ent-
sprechenden sterilen Reaktionsgefdflen zusammengestellt und im PCR-Gerédt den unten
aufgefiihrten Reaktionsbedingungen unterzogen. Im folgenden ist ein Standard-PCR-

Protokoll angefiigt, daf fiir verschiedene Applikationen wéhrend dieser Arbeit verwendet

wurde.
PCR-Ansatz: 1ug RNA
Sul 10x PCR-Puffer
10ul O-Solution
Lul dNTP-Mix (jeweils 10mM)
0,5ul Jjedes Oligonukleotids (10uM)
0,25ul Taq-Polymerase
Xul H,0 (auffiillen auf 50ul)
Reaktionsbedingungen: 3min 95°C erste Denaturierung

Imin  95°C Denaturierung

30 Zyklen Imin X°C  Annealing (Oligonukleotid-abhdngig)
Imin 72°C Elongation
Smin 72°C letzte Elongation

C.2.4.5. Reverse-Transkriptase-PCR (RT-PCR)

Um zu untersuchen, ob ein bestimmtes Transkript in der isolierten RNA enthalten ist, wird
eine PCR durchgefiihrt, der eine Reverse Transkription der RNA in cDNA vorangeht. So
kann die Expression eines bestimmten Genes in den untersuchten Zellen nachgewiesen
werden. Die Reaktion wird in einem Schritt (,,one-step®), also in einem Reaktionsgefal3
durchgefiihrt, um Kontaminationen zu vermeiden. Die Komponenten wurden in einem
entsprechenden sterilen Reaktionsgefd3 gemischt und den angegebenen Reaktionsbedin-

gungen unterzogen.
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RT-PCR-Ansatz: Master-Mix1:
2ul  jedes Oligonukleotids (10uM)
4ul  dNTP-Mix (jeweils 10mM)
2ul  DTT (100mM)

10/,([ HQO
Master-Mix2:
]4,LLZ HZO

10ul  10x RT-PCR-Puffer

lul  Enzym-Mix (AMV-Reverse Transkriptase und Expand High
Fidelity)

= 20ul Master-Mix1 in das Reaktionsgefdf; geben

= lug RNA zufiigen

= 25ul Master-Mix2 zugeben

= Reaktionsgemisch abzentrifugieren

Reaktionsbedingungen: 30min 50°C Reverse Transkription
Smin 95°C erste Denaturierung
( 30sec 95°C Denaturierung
10 Zyklen < 30sec X°C  Annealing (Oligonukleotid-abhdngig)
L Imin 68°C Elongation
( Imin  95°C Denaturierung
30 Zyklen < Imin X°C  Annealing (Oligonukleotid-abhdngig)
| 2min 68°C Elongation

7min  68°C letzte Elongation

C.2.4.6. Reverse Transkription der RNA in cDNA

Um das Expressionsmuster der RNA in der Real-Time-PCR zu untersuchen, mufite diese
zuvor in cDNA umgeschrieben werden. Dazu wurden Sug Gesamt-RNA auf 29ul mit HO
verdiinnt, zuerst fiir 10min bei 65°C und anschlieend 2min bei 0°C inkubiert. Die ver-
diinnte RNA wurden zu den Beads im Reaktionsgefdl gegeben und 0,2ug Random Hexa-
mer-Oligonukleotide zupipettiert. Die Mischung wurde 1min bei RT inkubiert. Anschlie-
Bend wurde sie kurz gemischt, abzentrifugiert und fiir 1h bei 37°C inkubiert. Die cDNA
wurde bei —20°C gelagert.
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C.2.4.7. Extraktion von PCR-Produkten aus Agarosegelen

Um die im Agarosegel aufgetrennten PCR-Produkte zu isolieren, wurde der QiaQuick Ge-
lextraction Kit verwendet. Die Agarosegel-Stiickchen werden zuerst bei 50°C in einem
Puffer gelost, der den fiir die DNA-Bindung an die Silica-Gel-Membran idealen pH-Wert
(£7,5) besitzt. Dieser wird durch den enthaltenen Indikator angezeigt. Die DNA bindet so
selektiv an die Membran und alle Verunreinigungen wie Agarose, Nukleotide, Oligonu-
kleotide etc. werden durch spezielle Waschpuffer entfernt. Die reine DNA wird anschlie-
Bend mit 30pul HyO dest. eluiert, 2pul davon im Agarosegel kontrolliert und die DNA mog-

lichst sofort zur Klonierung eingesetzt.

C.2.4.8. Klonierung von PCR-Produkten
Fiir die Real-Time-PCR (s. 2.4.10) war es notwendig, als Kontrolle fiir die Standardver-

diinnungsreihe die PCR-Produkte der spezifischen Oligonukleotide in einen Plasmidvektor
zu klonieren, um grofere Mengen dieser DNA-Fragmente in E.coli-Bakterien herzustellen.
Hierzu wurde das Original TA-Cloning Kit verwendet. Dieses Kit baut darauf auf, dass die
Tag-Polymerase sequenzunspezifisch ein Desoxyadenosin (A) an das 3'-Ende des PCR-
Produkts anhéngt. Der in dem Kit enthaltene linearisierte pCR2.1-Vektor besitzt einfache
3’-Desoxythymidin (T)-Uberhinge, sodaB diese T- und A-Uberhinge selektiv von dem
Enzym T4-DNA-Ligase verbunden werden (4°C; U/N). Nach erfolgter Ligation des PCR-
Amplifikats mit dem Vektor wurden E.coli-DHS5a- oder INVaF -Zellen mit diesem Kon-

strukt transformiert und auf LB-Selektions-Medium mit Ampicillin (150mg/1) kultiviert.

C.2.4.9. Plasmidisolierung

Sowohl fiir die Kontrolle der Transformation als auch fiir die Isolierung von kloniertem
PCR-Produkt in gréBeren Mengen war es notwendig, Plasmide aus E.coli-Bakterien auf-
zureinigen. Dazu wurde das Qiagen Plasmid Mini oder Midi Kit verwendet. Hier wird die
Methode der modifizierten alkalischen Lyse angewendet, der eine Bindung der Plasmid-
DNA an Anionen-Austauscher-Sdulen folgt. Diese Bindung erfolgt unter niedrigen Salz-
und pH-Bedingungen. Verunreinigungen wie RNA, Proteine oder Farbstoffe werden unter
mittleren Salzkonzentrationen ausgewaschen und die reine Plasmid-DNA anschlieend
unter hohen Salzkonzentrationen eluiert. Das Eluat wird zuletzt durch eine Isopropanol-

Féllung aufkonzentriert und entsalzt.
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C.2.4.10. Real-Time-PCR
Die Methode der Real-Time PCR dient zur quantitativen Messung von PCR-Produkten,

um eine Aussage iiber die Ausgangskonzentration einer bestimmten mRNA zu erhalten.
Dazu wird der PCR-Reaktion der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green I zugefiigt, der im
ungebundenen Zustand eine nur geringe Eigenfluoreszenz besitzt, die durch Bindung an
die kleine Furche des DNA-Doppelstrangs deutlich mef3bar erhoht wird. Die Fluoreszenz
wird nach jedem Elongationsschritt der PCR gemessen, so da3 die Zunahme des Amplifi-
kats in jedem Zyklus der PCR analysiert werden kann. Zur Charakterisierung der entstan-
denen PCR-Produkte wird am Anschluf3 an die PCR-Reaktion eine Schmelzkurve erstellt,
bei der der Reaktionsansatz langsam von 60°C auf 95°C erhitzt und die Fluoreszenzab-
nahme kontinuierlich gemessen wird. Wahrend Dimere der Oligonukleotide bei ca. 75-
80°C schmelzen hat das Amplifikat einen Schmelzpunkt bei ca. 85-95°C, so dafl Verunrei-

nigungen erkannt werden konnen.

Haushaltsgen:
Um eine Quantifizierung des untersuchten Transkripts zu ermdglichen, muf3 dessen Kon-
zentration mit der eines unregulierten Haushaltsgens verglichen werden. Hierzu wurde in

diesem Fall GAPDH (Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase) herangezogen.

Standardreihen:

Zur relativen Quantifizierung jedes untersuchten Transkripts wurde eine Verdiinnungsreihe
des Zielgens benotigt. Dazu wurde das klonierte PCR-Produkt der verwendeten Oligonu-
kleotide als Standard herangezogen. Von diesen Plasmiden wurden Verdiinnungsreihen
hergestellt, ausgehend von einer Konzentration von 1pug/ul in 10er-Stufen bis 107, Fiir die
Standardreihe verwendet wurden im Allgemeinen die Konzentrationen 10° bis 10®. Die

Verdiinnungsstufen wurden jeweils in einer Doppelbestimmung eingesetzt.

Reaktionsansatz:  /0ul QuantiTect MasterMix
2ul Primer A
2ul Primer B
4ul H,O

Je 18ul des Mastermixes wurden auf die vorgekiihlten Kapillaren verteilt und anschlieend

je 2ul cDNA zugefiigt, dabei wurden fiir jede Probe zwei Ansétze vorbereitet (Doppelbe-
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stimmung). Die Kapillaren wurden verschlossen und anschlieend in den gekiihlten Ad-
aptoren in eine Mikrozentrifuge iiberfiihrt und fiir Ssec bei 10 000x g abzentrifugiert, sodaf}
das Reaktionsgemisch in den unteren Teil der Glaskapillare transferiert wurde. Zuletzt
wurden die Glaskapillaren in das Rondell des Light Cycler Instruments gestellt, dieses im
Gerit befestigt und der Deckel geschlossen.
Das Standard-Laufprotokoll beinhaltete die folgenden Schritte:
1) Initiale Denaturierung/HotStart-Aktivierung (15min 95°C)
2) Amplifizierung des Zielbereiches
15sec 94°C
20-30sec X°C (Oligonukleotid-spezifisch) ( 40 Zyklen
15sec 72°C
3) Schmelzkurve (60-90°C in 0,1°C/sec-Schritten)
4) Kiihlen des Instrumentes (40°C)

Die Daten wurden nach beendetem Lauf in Microsoft Excel {ibertragen und ausgewertet.
Dabei wurde tiber die Verdiinnungsreihe die Konzentration des Transkriptes errechnet und
diese in Relation zu der Konzentration des Haushaltsgenes der jeweiligen Probe gesetzt um

die DNA-Mengen zu normieren.
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D.1. Auswahl des Zellsystems und Charakterisierung der isolierten Zellen

D.1.1. Auswahl des Zellsystems

Zu Beginn dieser Arbeit wurde zuerst ein Zellsystem gesucht, in dem Osteoblasten
verschiedener Entwicklungsstadien parallel analysiert werden konnen. Es empfahlen sich
hierzu die langen Rohrenknochen von jungen Ratten, die sich noch im Wachstum
befinden. Um die Zellisolierung zu standardisieren, wurden immer die Femura der Tiere
herangezogen. Die Expression von FAK in Osteoblasten ist bereits 1997 von Toma et al.
(Toma et al. 1997) beschrieben worden, wurde aber in den verwendeten Knochen per
Immunhistochemie iiberpriift. Die Knochen wurden dazu in 4% Formaldehyd fixiert und in
Paraffin eingebettet. An den daraus gewonnenen Mikrotomschnitten wurden die Farbungen
mit einem monoklonalen Anti-FAK-Antikdrper durchgefiihrt, deren Ergebnisse in
Abbildung D.1. dargestellt sind.

trabekulire Osteoblasten

Abb. D.1.: Immunhistochemische Fiarbung von Paraffinschnitten der Rattenfemura mit Anti-FAK-
Antikorper. APAAP-Methode; Anti-FAK-Antikorper: 2,5ug/ml; A: 25fache, B: 100fache VergroBerung.

Die Abbildungen zeigen, daB FAK sowohl in den Trabekeln aufliegenden, kubischen
Osteoblasten (Abbildung A, grofle Pfeile), als auch in Osteoblasten und Priosteoblasten
der primdren Spongiosa (Abbildung B, grofe Pfeile) exprimiert wird. Aullerdem ist
ebenfalls eine FAK-Expression in einem kleinen Teil der Knochenmarkszellen (Abbildung
A, kleine Pfeile) zu verzeichnen. Fiir die in den weiteren Versuchen verwendeten ,,str-

Zellen wurden die Knochenmarks-Stromazellen kultiviert, fiir die ,,psp“-Zellen die Zone
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der primdren Spongiosa. Dadurch wurde ein Vergleich von zwei verschiedenen

Entwicklungsstadien der Osteoblasten-Linie angestrebt.

D.1.2. Charakterisierung der isolierten Zellen im Hinblick auf ihren
Entwicklungsstatus

Aus der Lokalisation der isolierten Zellen im langen Réhrenknochen konnte der ungefahre
Entwicklungsstatus abgeleitet werden. Um diesen genauer zu bestimmen, wurden die
Enzymaktivitit der Alkalischen Phosphatase und die Matrix-Kalzifizierung der
Osteoblastenkulturen iiber histochemische Farbungen und die mRNA-Expression der Gene

fiir Alkalische Phosphatase, Osteokalzin und Kollagen Typl iiber RT-PCR untersucht.

D.1.2.1. Alkalische Phosphatase-Aktivitit und Matrix-Kalzifizierung

Zuerst wurden Zellen der ersten Passage auf Deckglidschen kultiviert und nach Erreichen
95%iger Konfluenz mit 4% Formaldehyd fixiert. AnschlieBend wurden sie den oben
beschriebenen Fiarbungen unterzogen, deren Ergebnisse die Abbildungen D.2. und D.3.

zeigen.

str-
Zellen

2

PSp-
Zellen

Abb. D.2.: Alkalische Phosphatase-Fiarbung der kultivierten Zellen. A;B;D: 100fache Vergroferung; C:
200fache VergroBerung. A/C: Phasenkontrast-Aufnahme; B/D: ohne Phasenkontrast.
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psp-Zellen

o

Abb. D.3.: Von-Kossa-Firbung der kultivierten Zellen. A/B: 100fache Vergrolerung.

Die Abbildungen zeigen, daB die str-Zellen Alkalische Phosphatase-negativ sind. Ein
Grofteil der psp-Zellen allerdings weist eine deutliche rote, also positive, Firbung auf.

Eine positive Reaktion kalzifizierter Matrix mit der von-Kossa-Farbung wiirde sich durch
eine braunschwarze Anfiarbung zeigen. Aus Abbildung D.3. geht hervor, da3 beide
Zellarten unter Kurzzeit-Kultivierung (1Woche) mit dem Standardmedium keine

kalzifizierte Matrix bilden konnen.
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D.1.2.2. Expression von Markern der Osteoblastenlinie auf mRNA-Ebene

Um spezifische Marker der Osteoblastendifferenzierung auf mRNA-Ebene in den
isolierten Zellen nachzuweisen, wurde zuerst aus konfluenten Zellen Gesamt-RNA 1isoliert
und die darin enthaltene mMRNA dann durch reverse Transkription in cDNA
umgeschrieben. Anschlieend wurde mit der cDNA als Template eine PCR durchgefiihrt
und zwar jeweils mit Oligonukleotiden gegen Osteokalzin, Alkalische Phosphatase,
Kollagen Typl und GAPDH als Positivkontrolle bzw. Konzentrationsvergleich. Die
Ergebnisse sind in Abbildung D.4. dargestellt.

psp-

GAPDH

Abb. D.4.: RT-PCR mit Oligonukleotiden gegen Osteokalzin, Alkalische Phosphatase, Kollagen Typl
und GAPDH. *: 300bp. OC: Osteokalzin; AP: Alkalische Phosphatase; K1: Kollagen Typl; GAPDH:
Glycerinaldehyd-Phosphat-Dehydrogenase.

In allen PCR-Reaktionen sollte sich ein 299 bzw. 300bp groBes Amplifikat bilden. Es
zeigte sich, daBl die psp-Zellen auf mRNA-Ebene Osteokalzin sehr schwach exprimieren,
wohingegen die str-Zellen kein Osteokalzin-PCR-Produkt zeigten. Die Alkalische
Phosphatase wurde in str-Zellen stirker exprimiert als in psp-Zellen. Kollagen Typl zeigte
in den psp-Zellen wiederum eine stirkere Bande als in den str-Zellen. Die GAPDH-RT-
PCR zeigt, daB in beiden Proben vergleichbare RNA-Mengen enthalten waren.

D.1.2.3. Verinderung des Phinotyps bei Stimulation der Zellen mit osteogenem Medium

Um das Proliferations- und Differenzierungspotential der verwendeten Primérkulturen zu
untersuchen, wurden die Zellen mit osteogenem Medium (Jaiswal et al. 1997) stimuliert
und nach 1, 2 bzw. 3 Wochen fixiert. Die Zellen wurden dann der Farbung auf Alkalische
Phosphatase-Aktivitdit und der von-Kossa Féarbung unterzogen. Die Ergebnisse

charakteristischer Farbungen sind in den Abbildungen D.5. und D.6. dargestellt.
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AP 1 Woche 2 Wochen 3 Wochen

Abbildung D.5.: Alkalische Phosphatase-Aktivitiit und Matrix-Kalzifizierung der mit osteogenem
Medium stimulierten str-Zellen. Obere Reihe: Alkalische Phosphatase-Farbung (AP); untere Reihe: von-
Kossa-Farbung (vK). Alle Abbildungen: 100fache VergroBerung.

AP 1 Woche 2 Wochen 3 Wochen

Abbildung D.6.: Alkalische Phosphatase-Aktivitit und Matrix-Kalzifizierung der mit osteogenem
Medium stimulierten psp-Zellen. Obere Reihe: Alkalische Phosphatase-Farbung (AP); untere Reihe: von-
Kossa-Farbung (vK). Alle Abbildungen: 100fache VergroBerung.
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Die Abbildungen zeigen, dafl nach einer Woche Stimulation mit osteogenem Medium noch
keine Alkalische Phosphatase-Aktivitit in den str-Zellen zu beobachten war. Nach zwei
Wochen allerdings bildeten sich erste kleine Zellknotchen ("bone nodules*), in denen sich
Zellen mit aktiver Alkalischer Phosphatase anhéduften. Diese Kndtchen waren nach drei
Wochen deutlich grofler und auch die Zellen im nahen Umfeld waren angefarbt.

Ahnliches war bei der von-Kossa-Firbung auf Matrix-Kalzifizierung zu beobachten. Nach
einer Woche Stimulation war die Matrix der Zellen noch unkalzifiziert. Nach zwei
Wochen zeigten sich erste Nodules mit kalzifizierter Matrix. Nach drei Wochen waren
auch diese Nodules wesentlich grofler und stark kalzifiziert.

Die psp-Zellen zeigten nach einer Woche die hochste Alkalische Phosphatase-Aktivitit.
Die Zellen begannen nach zwei Wochen Stimulation kalzifizierte Matrix zu produzieren,
was sich nach drei Wochen noch weiter verstirkte. An Stellen der Kalzifizierung waren
weniger Zellen zu sehen, die dort wahrscheinlich in Apoptose gegangen sind.

Die psp-Zellen zeigten im Gegensatz zu den str-Zellen den beobachteten Phinotyp
gleichmiBig tiber die Zellpopulation verteilt, wohingegen die str-Zellen nur einzelne

Nodules bildeten, die den osteoblastischen Phénotyp représentierten.
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D.1.3. Expression und subzellulire Lokalisation von FAK

Um die subzelluldare Lokalisation von FAK in den untersuchten Zellen zu bestimmen,
wurden diese zur Immunfluoreszenzfiarbung mit einem polyklonalen Anti-FAK-Antikdrper
(4pg/ml) herangezogen. Es wurden fiir 60min auf Fibronektin bzw. Poly-L-Lysin
adhérierte Zellen verglichen. Als Sekundirantikérper wurde ein FITC-markierter Anti-
Kaninchen-Antikorper (40ug/ml) verwendet. Die Ergebnisse sind in Abbildung D.7.
dargestellt.

Fibronektin Poly-L-Lysin

str-
Zellen

PSp-
Zellen

Abb.D.7.: Immunfluoreszenzfirbung der Zellen mit einem polyklonalen Anti-FAK-Antikorper
(4pg/ml). Alle Abbildungen wurden in 400facher Vergroflerung aufgenommen.

Die Féarbungen beider Zellarten zeigen, dal FAK bei Adhidsion auf Fibronektin im
Randbereich der Zellen in den Fokalkontakten (Pfeile) lokalisiert ist. Die Adhédsion auf
Poly-L-Lysin hingegen unterstiitzt zwar die Adhésion, stimuliert aber nicht die Integrine
und 16st damit auch keine FAK-Aktivierung aus. Hier zeigt sich eine diffuse Verteilung
von FAK im Zytoplasma mit bevorzugt perinukleédrer Lokalisation (Pfeil).

Bei den in C und D abgebildeten Zellen wurde das Zytoskelett zusdtzlich mit Phalloidin-
TRITC gegengefirbt. Aufgrund der Stirke dieser Firbung kommt es zur Uberlagerung der
beiden Farbstoffe, so dafl der Zellkern gelb erscheint.
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D.2. Analyse der FAK-Modifikation im Rahmen der PDGF- bzw. PTH-

Signaltransduktion im etablierten Zellsystem

D.2.1. Autophosphorylierung von FAK nach PDGF- bzw. PTH-Stimulation

Nach der Etablierung und Charakterisierung des in D.1. beschriebenen Zellsystems sollte
untersucht werden, inwieweit die Proteintyrosinkinase FAK in die Signaltransduktion, die
durch PDGF (Platelet Derived Growth Factor) bzw. PTH (Parathyroidhormon) ausgelost
wird, involviert ist.

Dazu wurden die Zellen 24 Stunden ohne Serum inkubiert und anschlieBend mit PDGF
bzw. PTH fiir 30, 60 und 90min stimuliert. Die aus den stimulierten Zellen gewonnenen
Proteinlysate wurden in einer SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) aufge-
trennt und auf Nitrocellulosemembranen iibertragen. Die Immundetektion erfolgte sukzes-
sive mit einem Antikoérper gegen am Tyrosinrest 397 autophosphoryliertes FAK
(FAK397pY) bzw. gegen Gesamt-FAK. Die Phosphorylierung von Proteinen an Tyrosin-,
aber auch an Serin- oder Threoninresten stellt einen ubiquitéren Aktivierungsmechanismus
bei Signalproteinen dar. Die Autophosphorylierung des Tyrosinrestes 397 von FAK ist das
erste Ereignis in der FAK-Aktivierung. Zur Auswertung wurde in sdmtlichen im Folgen-
den dargestellten Experimenten der Quotient aus autophosphoryliertem und Gesamt-FAK
(FAK397pY/FAK) herangezogen.

Fiir jede Fragestellung wurden mehrere unabhédngige Versuche durchgefiihrt, wobei neue
Zellpraparationen verwendet wurden. Die reproduzierten Ergebnisse sind hier dargestellt.
Es wurden ebenfalls zu Beginn der Versuchsreihe fiir jede untersuchte Substanz (PDGEF,
PTH, Inhibitoren) verschiedene Konzentrationen ausgetestet. Im Falle der Inhibitoren wur-
den Konzentrationen zwischen der 10- und 100-fachen ICso-Konzentration verwendet.
Teilweise wurden zwei unabhéingige Experimente fiir eine Abbildung verwendet. Wenn
dabei Schwankungen im Nullwert auftragen, wurden die Nullwerte beider Experimente
abgebildet. Waren die Nullwerte vergleichbar, wurde nur einer abgebildet. Die Schwan-
kungen im Nullwert lassen sich darauf zuriickfiihren, daB fiir alle Experimente Primarzel-
len verwendet wurden.

Der Verlauf der Autophosphorylierung von FAK nach PDGF- bzw. PTH-Stimulation in
str- bzw. in psp-Zellen ist in den Abbildungen D.8. und D.9. dargestellt.
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str-Zellen:

FAK30TpY = s Sl Sl S0 S S0 S
FAK e —— — —

PDGF - + + + - - - -

PTH - - - - - + + +

t [min] 0 30 60 20 0 30 60 20
str

FAK397/FAK

Null str str PDGF 30 str PDGF 60 str PDGF 90 Null str str PTH 30 str PTH 60 str PTH 90

Abb. D.8.: Western-Blot-Analyse der Autophosphorylierung von FAK in str-Zellen nach PDGF- bzw.
PTH-Stimulation. Blots oben: an Tyrosinrest 397 autophosphoryliertes (FAK397pY) FAK; Blots unten:
Gesamt-FAK; Diagramm: Quotient aus autophosphoryliertem und Gesamt-FAK.

Konzentrationen: PDGF: 10ng/ml; PTH: 10°°M; FAK397pY-pAb: 0,22ug/ml; FAK-pAb: 1pg/ml; Anti-
Rabbit-HRP: 1:5000.
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psp-Zellen:
FAK397pY (il o o SR SN o S S
FAK - G e - e v w— —
PDGF . + + + - - - .
PTH - - - - - + + +
t [min] 0 30 60 90 0 30 60 90

psp

1,26 1,29

1,24

1,04

FAK397/FAK

0,8  S—

0,6  S—
0,5

0,4  S—

0,2  S—

Null psp psp PDGF 30 psp PDGF 60 psp PDGF 90 Null psp PTH 30 psp PTH 60 psp PTH 90

Abb. D.9.: Western-Blot-Analyse der Autophosphorylierung von FAK in psp-Zellen nach PDGF- bzw.
PTH-Stimulation. Blots oben: an Tyrosinrest 397 autophosphoryliertes (FAK397pY) FAK; Blots unten:
Gesamt-FAK; Diagramm: Quotient aus autophosphoryliertem und Gesamt-FAK.

Konzentrationen: PDGF: 10ng/ml; PTH: 10*M. FAK397pY-pAb: 0,22ug/ml; FAK-pAb: Ipg/ml; Anti-
Rabbit-HRP: 1:5000.

In den str-Zellen ist eine siebenfache Steigerung der FAK-Autophosphorylierung nach
30min Stimulation mit PDGF zu beobachten. Nach 60min wurde sogar eine Steigerung der
Phosphorylierung auf das achtfache beobachtet. Eine Stimulation mit PTH jedoch scheint
in den wenig differenzierten str-Zellen die Grundphosphorylierung von FAK nicht zu stei-
gern.

In den psp-Zellen ruft PDGF ebenfalls eine, wenn auch leicht verzogerte, Steigerung der
FAK-Autophosphorylierung hervor: Nach 90min ist eine Verdreifachung der Autophos-
phorylierung zu beobachten. PTH bewirkt in den psp-Zellen nach 60min einen Anstieg der

Phosphorylierung am Tyrosinrest 397 um das Zweifache.
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D.2.2. Expression der Rezeptoren fiir PDGF bzw. PTH in den untersuchten Zellen
Aufgrund des unterschiedlichen Verhaltens der beiden Zelltypen in Bezug auf ihre Reakti-
on auf die PDGF- bzw. PTH-Stimulation stellte sich die Frage, ob dies durch eine unter-
schiedliche Expression der Rezeptoren fiir diese Substanzen bedingt wird.

Dies wurde iiber quantitative Real-Time-PCR (genaue Erkldrung der Methode siche Ab-
schnitt D.3.) tiberpriift, deren Ergebnisse in Abbildung D.10. dargestellt sind.

PTH-Rezeptor:

0,00045
0,0004
0,00035
0,0003
0,00025
0,0002
0,00015
0,0001

0,00005

0

str psp

PDGFo-Rezeptor: PDGF[3-Rezeptor:
012

01

0,08

0,06

004

0,02

Abb. D.10.: Quantitative Real-Time-PCR mit str- bzw. psp-cDNA. Vergleich der Expression jedes Re-
zeptors in den beiden Zellarten. Die Ergebnisse wurden iiber die Expression des Haushaltsgens GAPDH

(Glycerinaldehyd-Phosphat-Dehydrogenase) normiert.

In beiden Zellarten wird die PDGFa-Rezeptor-mRNA am stirksten exprimiert Alle drei
Rezeptor-mRNAs werden in den str-Zellen stirker exprimiert als in den psp-Zellen, nim-

lich jeweils ca. um den Faktor 10.
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D.2.3. Analyse der die FAK-Autophosphorylierung regulierenden Signalmolekiile

Fiir die Analyse der PDGF- bzw. PTH-vermittelten Signaltransduktion in den untersuchten
Zellen sollte als ndchstes geklart werden, welche Signalmolekiile die FAK-
Autophosphorylierung regulieren. Dazu wurden Inhibitoren eingesetzt, die selektiv die
Funktion bestimmter Kinasen blockieren. Bleibt nach dieser Inhibition die FAK-
Autophosphorylierung aus, so ist davon auszugehen, daf3 das inhibierte Signalmolekiil die

Phosphorylierung von FAK induziert.

D.2.3.1. PDGF-Signaltransduktion

In verschiedenen anderen Zellarten wurde die PDGF-vermittelte Signaltransduktion bereits
detailierter aufgeklért als in Osteoblasten, wobei sich herausstellte, da3 u.a. die beiden En-
zyme Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase (PI3K) und Proteinkinase C (PKC) eine entscheiden-
de Rolle in der Weiterleitung der Signale spielen.

Daher wurde tiber den PI3K-Inhibitor LY294002 (LY) und die PKC-Inhibitoren Calpho-
stin C (CC) bzw. GF109203X (GFX) iiberpriift, ob diese Kinasen auch in dem hier unter-
suchten zelluldren Zusammenhang stromaufwérts von FAK liegen.

Die Ergebnisse der entsprechenden Experimente sind in den Abbildungen D.11. und D.12.
dargestellt.
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LY294002

PDGF —»PDC

CalphostinC
GF109203X

str-Zellen:
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CcC - - - - - - - + + +

t [min] 0 30 60 90 30 60 90 30 60 90

FAK397/FAK

Leerwert PDGF 30 PDGF 60 PDGF 90 PDGF+LY30 PDGF+LY60 PDGF+LY90 PDGF+CC30 PDGF+CC60 PDGF+CC90

Abb. D.11.: Analyse der Signaltransduktion zu FAK nach PDGF-Stimulation in str-Zellen. Blots oben:
an Tyrosinrest 397 autophosphoryliertes (FAK397pY) FAK; Blots unten: Gesamt-FAK; Diagramm: Quoti-
ent aus autophosphoryliertem und Gesamt-FAK. Das Schema oben verdeutlicht den Versuchsablauf.
Konzentrationen: PDGF: 10ng/ml; LY: 50uM; CC: 1uM. FAK397pY-pAb: 0,22ng/ml; FAK-pAb: 1ug/ml;
Anti-Rabbit-HRP: 1:5000.
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Leerwer t PDGF 30 PDGF 60 PDGF 90 PDGF+LY30 PDGF+LY60 PDGF+LY90 PDGF+CC30 PDGF+CC60 PDGF+CC90 PDGF+GFX30 PDGF+GFX60 PDGF+GFX90

Abb. D.12.: Analyse der Signaltransduktion zu FAK nach PDGF-Stimulation in psp-Zellen. Blots
oben: an Tyrosinrest 397 autophosphoryliertes (FAK397pY) FAK; Blots unten: Gesamt-FAK; Diagramm:
Quotient aus autophosphoryliertem und Gesamt-FAK.

Konzentrationen: PDGF: 10ng/ml; LY: 100uM; CC: 0,5uM; GFX: 0,5uM. FAK397pY-pAb: 0,22pug/ml;
FAK-pAb: 1pg/ml; Anti-Rabbit-HRP: 1:5000.

Durch die abgebildeten Inhibitorversuche stellte sich heraus, dal in den str-Zellen die
PDGF-vermittelte FAK-Autophosphorylierung zwar teilweise durch LY, nicht aber durch
CC inhibiert werden kann.

Entsprechende Ergebnisse lieferten auch die Experimente mit psp-Zellen: Hier wurde
durch die zusitzliche Verwendung des PKC-Inhibitors GFX das durch CC ermittelte Er-
gebnis  verifiziert. In  beiden Zelltypen wird die PDGF-vermittelte FAK-
Autophosphorylierung also durch PI3K, nicht aber durch PKC induziert.

Die psp-Zellen scheinen empfindlicher mit der Inhibition der FAK-Phosphorylierung auf
die PI3K-Blockade zu reagieren. Hier wird der maximale Wert auf ein Sechstel reduziert,
wobei es sich um eine vollstdndige Inhibition handelt. In den str-Zellen erfolgt durch die

LY-Prédinkubation nur eine Reduktion der FAK-Aktivierung um die Hilfte.
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Der Phorbolester PMA (Phorbol-12-Myristyl-14-Acetat) stimuliert die Kinase PKC direkt,
wodurch tiberpriift werden sollte, ob eine PKC-Stimulation prinzipiell dazu in der Lage ist,
eine FAK-Autophosphorylierung auszulésen. Die Ergebnisse fiir die FAK-
Phosphorylierung nach PMA-Stimulation verglichen mit PDGF sind in den Abbildungen
D.13. und D.14. dargestellt.

{PDGF—> PDGF-R}—’ pkc —» FAK-P ?

PMA
str-Zellen:
rakaTeY = g S M - — -
FAK D w— o a— D wmmm— o~
PMA - - - - + + +
PDGF - + + + - - -
t [min] 0 30 60 920 30 60 20

str

FAK397/FAK

Nullwert PDGF 30 PDGF 60 PDGF 90 PMA 30 PMA 60 PMA 90

Abb. D.13.: Analyse der FAK-Phosphorylierung nach PMA-Stimulation in str-Zellen. Blots oben: an
Tyrosinrest 397 autophosphoryliertes (FAK397pY) FAK; Blots unten: Gesamt-FAK; Diagramm: Quotient
aus autophosphoryliertem und Gesamt-FAK. Das Schema oben verdeutlicht den Versuchsablauf.
Konzentrationen: PDGF: 10ng/ml; PMA: 0,02uM. FAK397pY-pAb: 0,22ug/ml; FAK-pAb: 1pg/ml; Anti-
Rabbit-HRP: 1:5000.
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psp-Zellen:

FAK397pY 0 o e S ‘ e
FAK - e e —

PMA - - - - + + +

PDGF - + + + - - -

t [min] 0 30 60 90 30 60 90
psp

FAK397IFAK

0.6 L

0.2 +— ——

Nullwert PDGF 30 PDGF 60 PDGF 90 PMA 30 PMA 60 PMA 90

Abb. D.14.: Analyse der FAK-Phosphorylierung nach PMA-Stimulation in psp-Zellen. Blots oben: an
Tyrosinrest 397 autophosphoryliertes (FAK397pY) FAK; Blots unten: Gesamt-FAK; Diagramm: Quotient
aus autophosphoryliertem und Gesamt-FAK.

Konzentrationen: PDGF: 10ng/ml; PMA: 0,1uM. FAK397pY-pAb: 0,22pg/ml; FAK-pAb: 1pg/ml; Anti-
Rabbit-HRP: 1:5000.

Aus Abbildung D.13. geht hervor, dal PMA in str-Zellen eine FAK-Autophosphorylierung
auslost. In  den psp-Zellen steigt durch die PMA-Behandlung die FAK-
Autophosphorylierung nur leicht iiber den Wert der unbehandelten Zellen an.
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D.2.3.2. PTH-Signaltransduktion

Die durch PTH und dessen G-Protein-gekoppelten Rezeptor initiierte Signaltransduktion
wurde in Osteoblasten bereits detailiert untersucht, jedoch war bisher nicht bekannt, dafl
auch die Proteintyrosinkinase FAK durch PTH aktiviert wird, wie in dieser Arbeit fiir die
psp-Zellen gezeigt wurde. Da im Verlauf der PTH-Signalkaskade die beiden Kinasen PKA
und PKC aktiviert werden, sollte nun durch spezifische Inhibitoren untersucht werden, ob
eins dieser beiden Enzyme die FAK-Autophosphorylierung reguliert. Dazu wurden der
PKA-Inhibitor H-89 und der PKC-Inhibitor Calphostin C (CC) eingesetzt. Die Ergebnisse
dieser Inhibitor-Experimente sind in den Abbildungen D.15. und D.16. dargestellt.

H-89 \

PTH —» PTH-R \&A FAK-P U
CalphostinC
str-Zellen:

FAK397PY iy s s v WS W e o | m—
—— N — G — — —

FAK

PTH - + + + + + + + + +

H-89 - - - - + + + - . .

CcC - - - - - - - + + +

t [min] 0 30 60 90 30 60 90 30 60 90

FAK397/FAK

0,93 0,93 0,92

0,62
06 —
Null PTH 30 PTH 60 PTH 90 PTH+H89 30 PTH+H89 60 PTH+H89 90 PTH+CC 30 PTH+CC 60 PTH+CC 90

Abb. D.15.: Analyse der Signaltransduktion zu FAK nach PTH-Stimulation in str-Zellen. Blots oben:
an Tyrosinrest 397 autophosphoryliertes (FAK397pY) FAK; Blots unten: Gesamt-FAK; Diagramm:

Quotient aus autophosphoryliertem und Gesamt-FAK. Das Schema oben verdeutlicht den Versuchsablauf.
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Konzentrationen: PDGF: 10ng/ml; H-89: 5uM; CC: 1uM. FAK397pY-pAb: 0,22pg/ml; FAK-pAb: 1pg/ml;
Anti-Rabbit-HRP: 1:5000.

psp-Zellen:

FAK397pY-------._.. — —
FAK -_— T e e WP — - —
+ + +

+

PTH - + + + + + +
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cC - - - - + + + - -
t [min] 0 30 60 90 30 60 90 30 60 90

FAK397/FAK

0.8

0,6

0.4 — 0,33

02— =

Null psp psp PDGF 30 psp PDGF 60 psp PDGF 90 CytD+PDGF30 CytD+PDGF60 CytD+PDGF90

Abb. D.16.: Analyse der Signaltransduktion zu FAK nach PTH-Stimulation in psp-Zellen. Blots oben:
an Tyrosinrest 397 autophosphoryliertes (FAK397pY) FAK; Blots unten: Gesamt-FAK; Diagramm:
Quotient aus autophosphoryliertem und Gesamt-FAK.

Konzentrationen: PTH: 10°M; CC: 1 uM; H-89: 0,1uM. FAK397pY-pAb: 0,22pg/ml; FAK-pAb: 1ug/ml;
Anti-Rabbit-HRP: 1:5000.

Wie in Abbildung D.8. gezeigt, hat PTH in den str-Zellen keinen deutlichen Effekt auf die
FAK-Autophosphorylierung. Die Prdinkubation der Zellen mit H-89 bewirkt aber einen
Riickgang der FAK-Phosphorylierung nach 90min PTH-Inkubation. Die Anwendung des
PKC-Inhibitors CC bewirkt eine leichte Steigerung der FAK-Aktivierung.

In den psp-Zellen kann die durch PTH ausgeldste FAK-Autophosphorylierung durch CC
leicht vermindert, aber nicht bis auf den Nullwert abgesenkt werden. Die Prdinkubation mit
H-89 hingegen bewirkt eine Verminderung der FAK-Aktivierung auf den Wert der

unbehandelten Zellen.
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Die Substanz Forskolin aktiviert die Kinase PKA direkt iiber Interaktion mit der
katalytischen Untereinheit. Anhand dieser Verbindung sollte iiberpriift werden, ob eine
PKA-Aktivierung eine Steigerung der FAK-Autophosphorylierung hervorrufen kann. Die
Ergebnisse der Forskolin-Stimulation sind in Abbildung D.17. und D.18. dargestellt.

{PTH — PTH-R pkA —» FAK-P ?
Forskolin
str-Zellen:

FAKSSTEY ol e St S o W s
FAK — O QD WP o w—
Forsk. - - - - + + +
PTH - + + + - - -

t Imin] 0 30 60 20 30 60 20

str

FAK397/FAK
=
«q
o

Null PTH 30 PTH 60 PTH 90 Forsk 30 Forsk 60 Forsk 90

Abb. D.17.: Analyse der FAK-Phosphorylierung nach Forskolin-Stimulation in str-Zellen. Blots oben:
an Tyrosinrest 397 autophosphoryliertes (FAK397pY) FAK; Blots unten: Gesamt-FAK; Diagramm:
Quotient aus autophosphoryliertem und Gesamt-FAK. Das Schema oben verdeutlicht den Versuchsablauf.
Konzentrationen: PTH: 10®M; Forskolin: 5uM. FAK397pY-pAb: 0,22ug/ml; FAK-pAb: 1pg/ml; Anti-
Rabbit-HRP: 1:5000.
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psp-Zellen:

FAK — —— —

Forsk. - - - - + + +
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Abb. D.18.: Analyse der FAK-Phosphorylierung nach Forskolin-Stimulation in psp-Zellen. Blots oben:
an Tyrosinrest 397 autophosphoryliertes (FAK397pY) FAK; Blots unten: Gesamt-FAK; Diagramm:
Quotient aus autophosphoryliertem und Gesamt-FAK.

Konzentrationen: PTH: 10®M; Forskolin: 10uM. FAK397pY-pAb: 0,22ug/ml; FAK-pAb: 1ug/ml; Anti-
Rabbit-HRP: 1:5000.

In den str-Zellen 16ste Forskolin, wie PTH, keine Steigerung der FAK-
Autophosphorylierung aus. In den psp-Zellen konnte durch Forskolin eine FAK-
Aktivierung hervorgerufen werden. FAK scheint in diesen Zellen also durch PKA

stimulierbar zu sein.
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D.2.4. Subzellulire Lokalisation von FAK nach Stimulation der psp-Zellen mit PDGF
bzw. PTH

Nicht nur die Phosphorylierung, sondern auch die Lokalisation von Signalmolekiilen ist
von entscheidender Bedeutung fiir die Signaltransduktion. Einige Signalmolekiile miissen
z.B. an die Zellmembran transloziert werden, um dort mit anderen zu interagieren.

Die FAK-Lokalisation wurde in PDGF- bzw. PTH-stimulierten Zellen iiber
Immunfluoreszenz-Farbungen untersucht. Autophosphoryliertes FAK wurde mit einem
polyklonalen Antikorper nachgewiesen und das Zytoskelett mit Phalloidin-TRITC sichtbar
gemacht. Die Ergebnisse sind in Abbildung D.19. dargestellt.

unbehandelt

PDGF, 90min PTH, 60min

Abb. D.19.: Subzelluliire Lokalisation von autophosphoryliertem FAK nach PDGF- bzw. PTH-
Stimulation. FAK397pY-pAb: 1:100 (keine Konzentration angegeben); Phalloidin-TRITC: 0,2pg/ml.

In unstimulierten psp-Zellen ist FAK perinukledr konzentriert, in PDGF-stimulierten
Zellen verteilt es sich {iber das gesamte Plasma und lokalisiert auch in den Fokalkontakten.
In PTH-stimulierten Zellen ist &hnliches zu beobachten, wobei zusédtzlich eine

Schrumpfung der Zellen eintritt.
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D.2.5. Einfluf} des Zytoskeletts auf die PDGF-Signaltransduktion zu FAK

In den meisten Féllen ist die Integritit des Zytoskeletts von entscheidender Bedeutung fiir
viele Signaltransduktionsereignisse. Da aktiviertes FAK in den Fokalkontakten lokalisiert
ist, die an der Regulation des Zytoskeletts beteiligt sind, sollte {iberpriift werden, ob durch
die Beeintrachtigung der Neuformation von Aktinfasern durch CytochalasinD eine
Verdanderung der Wirkung von PDGF auf die FAK-Autophosphorylierung beobachtet
werden kann.

Dazu wurden die Zellen zuerst fiir 30min mit CytochalasinD préinkubiert und
anschlieBend mit PDGF stimuliert. Die Ergebnisse der Western-Blot-Analyse dieser
Proben sind in Abbildung D.20. dargestellt.

str-Zellen:

FAK397pY "= S T T

FAK
PDGF - + + + + + +
CytoD - - - - + + +
t [min] 0 30 60 90 30 60 90
str
1.8
1,64
16
1,44 1,43
1,4
12
<1
L o8 0,72
0,6
0.0 0,41
0,4 —
0,21
02 +— —
0 . . ; ; T T
Null str str PDGF 30 str PDGF 60 str PDGF 90 CytD+PDGF30 CytD+PDGF60 CytD+PDGF90

Abb. D.20.: Western-Blot-Analyse der Autophosphorylierung von FAK in str-Zellen nach
Cytochalasin-D-Behandlung und anschliefender PDGF-Stimulation. Blots oben: an Tyrosinrest 397
autophosphoryliertes (FAK397pY) FAK; Blots unten: Gesamt-FAK; Diagramm: Quotient aus
autophosphoryliertem und Gesamt-FAK.

Konzentrationen: PDGF: 10ng/ml; CytochalasinD: SuM. FAK397pY-pAb: 0,22ng/ml; FAK-pAb: 1pg/ml;
Anti-Rabbit-HRP: 1:5000.
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psp-Zellen:
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Abb. D.21.: Western-Blot-Analyse der Autophosphorylierung von FAK in psp-Zellen nach
CytochalasinD-Behandlung und anschlieender PDGF-Stimulation. Blots oben: an Tyrosinrest 397
autophosphoryliertes (FAK397pY) FAK; Blots wunten: Gesamt-FAK; Diagramm: Quotient aus
autophosphoryliertem und Gesamt-FAK.

Konzentrationen: PDGF: 10ng/ml; CytochalasinD: 5uM. FAK397pY-pAb: 0,22nug/ml; FAK-pAb: 1pg/ml;
Anti-Rabbit-HRP: 1:5000.

Die oben abgebildeten Experimente zeigen deutlich, da die Prdinkubation mit
CytochalasinD die durch PDGF hervorgerufene FAK-Aktivierung in beiden Zelltypen
eliminieren kann.

Fiir PTH konnte dieses Experiment nicht etabliert werden. Aufgrund des sowohl durch
CytochalasinD als auch durch PTH induzierten Schrumpfens der Zellen konnte nicht

geniigend Proteinlysat gewonnen werden.
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D.3. Analyse der Expression von FAK und Pyk2 in hochmalignen

Osteosarkomen

Auch in Krebserkrankungen spielt die Signaltransduktion eine entscheidende Rolle. Hier
sind meist ein oder mehrere Signalwege durch z.B. Uberexpression, Ausfall oder
verdnderte Aktivierung der normalen Kontrolle entzogen und ermdglichen so das
unkontrollierte Wachstum der Zellen (Neoplasie) und die Ausbreitung in andere Gewebe
(Metastasierung).

Das aggressive Osteosarkom entsteht aus maligne entarteten Osteoblasten. FAK und Pyk2
wurden in den letzten Jahren mehrfach im Zusammenhang mit Tumorentstehung und
Metastasierung beschrieben, wobei besonders die Gleichgewichtsverschiebung der FAK-
und Pyk2-Expression eine entscheidende Rolle spielte. Daher sollte in diesem Teil der
Arbeit die Expression von FAK und Pyk2 im Osteosarkom qualitativ und quantitativ

untersucht werden.

D.3.1. Qualitative Untersuchung der FAK- und Pyk2-Expression in Osteoblasten und
hochmalignen Osteosarkomen

Zur Untersuchung der FAK- und Pyk2-Expression in Osteoblasten und hochmalignen
Osteosarkomen wurden formalinfixierte und paraffineingebettete Pridparate zur
Immunhistochemie mit einem monoklonalen bzw. polyklonalen Anti-FAK-Antikorper
eingesetzt. In Abbildung D.22. bis D.24. sind die Ergebnisse dieser Farbungen dargestellt.
Eine Beschreibung des Materials befindet sich im Anhang.
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Abb. D.22.: Immunhistochemische Firbung von Osteosarkom-Paraffinschnitten mit monoklonalem
Anti-FAK-Antikorper. APAAP-Methode; Anti-FAK-Antikdrper: 2,5ug/ml; AB: OS6; C/D: OS1; E: OS2;
F: OS3. C: 25 fache, A/F: 100fache, B/D/E: 200fache VergroBerung.

Abbildung D.22.A zeigt deutlich die FAK-Expression in Tumorzellen mit anaplastischen
Zellkernen, wohingegen Abbildung D.22.B. eine FAK-Expression in aktiven, den
Trabekeln aufliegenden Tumorzellen darstellt. Aber auch zwischen den Trabekeln liegende
und in die Tumormatrix eingebettete Zellen wiesen eine positive Reaktion mit dem FAK-
Antikorper auf (Abbildung D.22.C./D./E.). Zu beachten ist die starke FAK-Expression, die
in vielen um ein GefdB liegenden Tumorzellen auftritt (Abbildung D.22.F.).
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Abb. D.23.: Immunhistochemische Firbung von Osteosarkom-Paraffinschnitten mit monoklonalem
Anti-Pyk2-Antikorper. APAAP-Methode; Anti-Pyk2-Antikorper: Spg/ml; A/B: OS1; C: OS3; D: OS4.
A/C: 200fache VergroBerung; B/D: 100fache VergroBerung.

In Abbildung D.23.A. ist deutlich zu sehen, dal Pyk2 sowohl in den Endothelzellen der
Gefalle, aber auch in den gefdBumgebenden Zellen exprimiert wird. Abbildung D.23.B./D.
zeigen, dall auch die matrixbildenden Tumorosteoblasten Pyk2 exprimieren, wobei eine
perinukledre Konzentration des Proteins zu beobachten ist. In Abbildung D.23.C. ist
deutlich zu erkennen, daB3 auch Osteoklasten eine distinkte Pyk2-Expression zeigen, wie

bereits aus der Literatur bekannt war.
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Abb. D.24.: Immunhistochemische Fiarbung von Osteosarkom- und Beckenkammbiopsie-
Paraffinschnitten mit polyklonalem Anti-FAK- bzw. Anti-Pyk2-Antikorper. APAAP-Methode; beide
Antikdrper: 4ug/ml; A-C: FAK pAb; D-F: Pyk2 pAb; A/D: OS1; B/C: OBS; E/F: OB7.

A/B/D: 100fache VergroBerung; C/E/F: 200fache VergroBerung.

Abbildung D.24. zeigt, dal FAK in den Osteosarkomtumorzellen (A) und in den
Osteoblasten der Beckenkammbiopsie (B/C) gleich stark exprimiert wird. Abbildung
D.24.D zeigt hingegen eine sehr schwache Pyk2-Expression in den Osteosarkomzellen

verglichen mit einer deutlich stirkeren Pyk2-Expression in den normalen Osteoblasten der

Beckenkammbiopsie (E/F).
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D.3.2. Auswahl der Vergleichszellen

Da im Rahmen dieser Arbeit osteoblastische Osteosarkome des Menschen untersucht
wurden, sollten normale humane Osteoblasten als Vergleichzellen herangezogen werden.
Diese Zellen wurden aus nicht-pathologischen Spongiosaproben, wie sie z.B. bei einer
Endoprothesenoperation anfallen, kultiviert. Zum Nachweis des osteoblastischen
Phanotyps wurde ein Teil der Zellen mit osteogenem Medium stimuliert und anschlieBend
der Farbung auf Alkalische Phosphatase-Aktivitit und der von-Kossa-Fiarbung unterzogen.

Charakteristische Ergebnisse sind in Abbildung D.25. dargestellt:

OB4 OBS OB4

von Kossa

Alkalische
Phosphatase .

g

1 Woche 2 Wochen 3 Wochen

Abb. D.25.: Alkalische Phosphatase- und von-Kossa-Fiarbung der stimulierten normalen humanen

Osteoblasten.

Die beiden Osteoblasten-Populationen zeigen ein vergleichbares zeitliches Auftreten der
beiden Osteoblastenmarker. Nach einer Woche ist die Alkalische-Phosphatase-Aktivitét
am hochsten, was die Annahme, dall es sich um differenzierte Osteoblasten handelt,
bestitigt. Die Aktivitdt nimmt nach zwei bzw. drei Wochen Stimulation ab. Die Féarbung,
die nach 3 Wochen in der OB4-Zellpraparation zu beobachten war, 1468t sich
mikroskopisch als Einlagerung von Farbstoff in die von den Osteoblasten sezernierte
Matrix erkldren. Die Osteoblasten selbst wiesen keine Enzymreaktion auf. Der Test auf
Matrixkalzifizierung zeigte bei beiden Chargen einen deutlichen Anstieg nach zwei bzw.
drei Wochen. Da nur differenzierte Osteoblasten dazu in der Lage sind, kalzifizierte Matrix
zu bilden, waren die Zellen als solche charakterisiert und wurden als Vergleichszellen

herangezogen.



D. Ergebnisse 71

D.3.3. Analyse der FAK- und Pyk2-Expression auf mRNA-Ebene

Mit Hilfe der quantitativen Real-Time-PCR wurde die mRNA-Expression von FAK und
Pyk2 in 9 Osteosarkomen, 5 Osteosarkom-Zellinien und 6 normalen humanen
Osteoblasten-Populationen verglichen. Die elektrophoretisch aufgetrennte Gesamt-RNA

einiger Proben, die in cDNA umgeschrieben wurde, ist in Abbildung D.26. dargestellt.

M 10 11

Abb. D.26.: Gesamt-RNA-Proben fiir die Real-Time-PCR. M: Marker. 1: OB3; 2-5: OB1; 6: OB6; 7:
U20S; 8: OHS-4; 9: MG-63; 10: HOS-58; 11: Saos-2.

Es wurden jeweils Sul der Gesamt-RNA aufgetragen. Es zeigen sich Schwankungen in der
RNA-Ausbeute, die dadurch ausgeglichen wurden, dal immer die gleiche absolute Menge

Gesamt-RNA (5pg) fiir die cDNA-Synthese eingesetzt wurde.
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Im Folgenden sind beispielhaft die Ergebnisse eines Real-Time-PCR-Laufes fiir FAK
dargestellt. Abbildung D.27. zeigt den Verlauf der Amplifikation der PCR-Produkte.
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Abb. D.27.: Amplifikation von FAK. Dargestellt ist die Fluoreszenzzunahme der Proben iiber der
Zykluszahl.

Aus dem Verlauf der Amplifkationskurven der Standardverdiinnungsreihe (FAK 107 bis
10® pg/ul) wurde die Standardkurve ermittelt, anhand derer die Konzentrationen der
unbekannten Proben bestimmt wurden. Die Standardkurve ist in Abbildung D.28.

dargestellt.
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Abb. D.28.: Aus der Standard-Verdiinnungsreihe ermittelte Standardkurve. Dargestellt ist die
Zykluszahl iiber der log-Konzentration der Standards.
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Im direkten Anschluf8 an die PCR-Reaktion wurden die Amplifikate durch Erhitzen von 55
auf 95°C geschmolzen und die Abnahme der SYBR-Green-Fluoreszenz kontinuierlich
iiber den gesamten Vorgang aufgenommen. Dies wurde anschlieBend graphisch in der

Schmelzkurve dargestellt, die Abbildung D.29. zeigt.
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Abb. D.29.: Schmelzkurve der PCR-Produkte. Dargestellt ist -df/dt iiber der Temperatur in °C.

In Abbildung D.30. ist die Schmelzkurve der Negativkontrolle (H,O statt DNA)
dargestellt. Der Schmelzpunkt liegt hier deutlich unter dem der Proben, was anzeigt, dal} es
sich um unspezifische Produkte bzw. Oligonukleotid-Dimere handelt. Dieser Peak der
Schmelzkurve fehlt dagegen bei den Proben, was darauf hinweist, da3 sich hier keine

Oligonukleotid-Dimere gebildet haben.
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Abb. D.30.: Schmelzkurve der Negativkontrolle. Dargestellt ist -df/dt {iber der Temperatur in °C.
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Die PCR-Proben konnen nach Beendigung der Reaktion aus den Kapillaren
zuriickgewonnen und zur Agarose-Gelelektrophorese eingesetzt werden, was eine weitere
Analyse auf spezifische Amplifikation erlaubt. Die elektrophoretische Auftrennung der
Proben des abgebildeten Laufs zeigt Abbildung D.31.
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Abb.D.31.: Agarose-Gelelektrophorese der Real-Time-PCR-Produkte. M:100bp-Marker, *: 300bp; 1,2:
FAK E-5; 3,4: FAK E-6; 5,6: FAK E-7; 7: FAK E-8; 8,9: mesenchymale Stammzellen (MSC); 10,11: OS7;
12,13: OS8; 14,15: OS-Zellinie U20S; 16,17: OS-Zellinie MG-63; 18,19: OS-Zellinie OHS-4; 20,21: OS-
Zellinie HOS-58; 22,23: OS11; 24,25: 0S10; 26,27: OS9; 28,29: OB2. 30,31: H,O0.

Auf diesem Gel sieht man die erwartete Bande bei einer Grof3e von 300bp. Dariiber ist ein
diffuses Signal zu sehen, das wahrscheinlich vom SYBR Green I in der Probe verursacht
wurde. Das Signal unterhalb der Bande besteht aus iiberschiissigen Oligonukleotiden.
Aufgrund dieser gelelektrophoretischen Analyse und der schwankenden Werte wurden die
Ergebnisse fir die MSC (mesenchymale Stammzellen) aus der Auswertung
ausgeschlossen. Zudem sieht man deutlich, dass sich in der Negativkontrolle (30;31) keine

300bp-Bande gebildet hat.

Die Schnittpunkte der Amplifikationskurven der Proben mit der Standardkurve ("crossing
points") wurden durch die Light-Cycler-Software berechnet, woraus sich die
Konzentration der Proben ergab. Dabei wurde immer aus mindestens zwei Bestimmungen
der Mittelwert errechnet und anschlieend der Wert fiir die FAK-Expression durch den der
GAPDH-Expression  geteilt, um Schwankungen in der c¢DNA-Konzentration

auszugleichen.
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Die Ergebnisse der Rechnung sind in Tabelle D.1. dargestellt.

Probenart Probe FAK / GAPDH
kryokonservierte Osteosarkome OS 10 0,0285
Os 12 0,0080
OS7 0,0118
0S8 0,0245
0S9 0,0661
OS 11 0,0143
kultivierte Osteosarkome OS 13 0,0235
OS 14 0,0300
OS 15 0,0482
OS 16 0,0003
kryokonservierte Spongiosa OB 1 0,0182
kultivierte Osteoblasten OB 2 Spongiosa 0,0231
OB 2 Kortikalis + Spongiosa 0,0339
OB3 0,0188
OB 4 0,0247
OB 6 0,0252
Osteosarkom-Zellinien U208 0,0657
OHS4 0,0821
MG63 0,0454
HOSS58 0,1085
Saos2 0,0334

Tab.D.1.: Ergebnisse der quantitativen Real-Time-PCR. Angegeben ist der Quotient der Werte fiir FAK
und GAPDH.

Aus den Werten der vier Probengruppen (kryokonservierte Osteosarkome,
kulturexpandierte Osteosarkome, normale Osteoblasten, Osteosarkom-Zellinien) wurde
jeweils der Mittelwert errechnet und dieser graphisch mit Standardabweichung in

Abbildung D.32. dargestellt:
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Abb.D.32.: Ergebnisse der Real-Time-PCR gegen FAK. kryo. OS: kryokonservierte Osteosarkome; ZK-
OS: Osteosarkome aus Zellkultur; OS-ZL: Osteosarkom-Zellinien; nhOB: normale humane Osteoblasten.
Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte der Quotienten aus FAK und GAPDH fiir die einzelnen Gruppen mit

Standardabweichung.

Sowohl die kryokonservierten Osteosarkome als auch die kulturexpandierten
Osteosarkomzellen unterscheiden sich in ihrer FAK-mRNA-Expression nicht von
normalen humanen Osteoblasten. Die Osteosarkom-Zellinien zeigen eine ca. dreifach
erhohte FAK-Expression auf mRNA-Ebene verglichen mit allen anderen untersuchten
Zelltypen.

AnschlieBend wurde auch die Pyk2-Expression in den verschiedenen Zellarten {iber Real-
Time-PCR untersucht. Die gewonnenen Daten sind in Tabelle D.x. dargestellt.
Ausgewertet wurden die Ergebnisse fiir 7 Osteosarkome, 4 Osteoblastenpopulationen und

5 Osteosarkomzellinien.

Probenart Probe Pyk2 / GAPDH

kryokonservierte Osteosarkome OS 10 0,0016
OS 12 0,0014
OS7 0,0014
OS 8 0,0012
0S9 0,0028

kultivierte Osteosarkome OS 13 0,00067
OS 14 0,00083

kultivierte Osteoblasten OB 2 Spongiosa 0,0022
OB 2 Kortikalis + Spongiosa 0,0019
OB 3 0,0010
OB 4 0,0013
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Probenart Probe Pyk2 / GAPDH
Osteosarkom-Zellinien U208 0,0014
OHS4 0,0014
MG63 0,00092
HOSS58 0,0013
Saos2 0,00064

Tab.D.2.: Ergebnisse der quantitativen Real-Time-PCR. Angegeben ist der Quotient der Werte fiir Pyk2
und GAPDH.

Abbildung D.33. zeigt die Mittelwerte der vier Probengruppen mit Standardabweichung.
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Abb.D.33.: Ergebnisse der Real-Time-PCR gegen Pyk2. kryo. OS: kryokonservierte Osteosarkome; ZK-
OS: Osteosarkome aus Zellkultur; OS-ZL: Osteosarkom-Zellinien; nhOB: normale humane Osteoblasten.
Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte der Quotienten aus Pyk2 und GAPDH fiir die einzelnen Gruppen mit

Standardabweichung.

Die Pyk2-Expression der kryokonservierten Osteosarkome ist vergleichbar mit der
Expression in normalen humanen Osteoblasten. In den kultivierten Osteosarkomzellen ist
die Pyk2-mRNA-Expression im Vergleich zu den normalen Osteoblasten um die Hélfte
vermindert, in den permanenten Osteosarkomzellinien um ein Viertel des Wertes der

Normalzellen.
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Uber die Funktion der Proteintyrosinkinase FAK (Focal Adhesion Kinase), die in anderen
Zellen bereits als Koordinationspunkt verschiedener Signaltransduktionswege beschrieben
wurde, war in osteoblastischen Zellen bisher wenig bekannt. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde ein Zellsystem aus Rattenfemura etabliert und charakterisiert, das eine Untersu-
chung frither und spéter Differenzierungsstadien der Osteoblastenlinie im Hinblick auf die
FAK-Signaltransduktion erlaubt.

Die hier dargestellten Ergebnisse zeigen, dal FAK in den frithen Osteoblastenvorldufern in
die durch PDGF (Platelet Derived Growth Factor) vermittelte Signaltransduktion involviert
ist und iiber das Enzym PI3K (Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase) reguliert wird. In den diffe-
renzierteren Osteoblasten konnte dieser Signaltransduktionsweg ebenfalls nachgewiesen
werden. Zusitzlich zu diesem Enzym scheint auch die Integritit des Zytoskeletts von ent-
scheidender Bedeutung fiir die FAK-Aktivierung zu sein. In den differenzierten Osteobla-
sten wird FAK auch, im Gegensatz zu den undifferenzierten Zellen, durch PTH (Parathy-
roidhormon) aktiviert, was durch die Kinase PKA (Proteinkinase A) reguliert wird.
Weiterhin wurde im Rahmen dieser Arbeit die Expression von FAK und der ihr homolo-
gen Proteintyrosinkinase Pyk2 (Proline Rich Tyrosine Kinase2) in Osteosarkomen unter-
sucht, wodurch erste Anhaltspunkte dafiir erlangt wurden, da3 das Expressionsgleichge-
wicht dieser beiden Kinasen in den Tumoren gegeniiber dem Vergleichsgewebe verdndert

ist.

E.1. Analyse des Zellsystems

Bei der Etablierung eines Zellsystems ist die Entscheidung zwischen Primérzellen und
immortalisierten Zellinien fiir das Studiendesign zu iiberdenken. Primérzellen haben den
Vorteil, da3 durch die Kurzzeitkultivierung eine Verdnderung des Phanotyps durch Muta-
tion, Dedifferenzierung, Seneszenz oder Uberwuchern durch andere Zelltypen weitgehend
eliminiert werden kann. Nachteilig bei Primérzellen ist aber, da3 Mischkulturen nicht aus-
geschlossen werden konnen und meist nur mit grolerem Aufwand Zellmengen fiir um-
fangreiche biologische Assays gewonnen werden konnen. Immortalisierte Zellinien wer-
den meist durch Transfektion eines Zellklons mit Onkogenen (z.B. T-Antigen des SV-40
Virus) hergestellt, bzw. aus Tumoren isoliert. Es wird so ein relativ stabiler Phanotyp ge-
wonnen, daher konnen die Zellen vielfach passagiert und vermehrt werden. Es besteht aber

die Gefahr der Adaptation der Zellen an die in vitro Gegebenheiten und des Verlusts von in
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vivo Eigenschaften (Majeska 1996). Oft handelt es sich bei Onkogenen auch um fiir die
Signaltransduktion wichtige Gene, sodal} eine starke Verdnderung der Gegebenheiten in
diesen Zellen angenommen werden mub.

Fiir die im ersten Teil dieser Arbeit durchgefiihrten Studien sollten Zellen verschiedener
osteoblastischer Differenzierungsstadien herangezogen werden. Da die meisten osteobla-
stischen Zellinien einen spéten osteoblastischen Phénotyp darstellen und aus Osteosarko-
men, also maligne entarteten osteoblastischen Tumoren, isoliert wurden, wurde ein Zellsy-
stem aus Primérzellen etabliert.

Es gibt zwei Wege, Zellen fiir die Zellkultur zu gewinnen, und zwar die proteolytische
Spaltung von Geweben und die Explantatkultur. Bei der ersten Methode macht man sich
die Spaltung der extrazelluldren Matrix und die Freisetzung der Zellen durch proteolyti-
sche Enzyme zunutze, bei der zweiten Methode werden kleine Stiicke des betreffenden
Organs in Kultur gebracht, wobei die Zellen langsam auswachsen konnen (Majeska 1996).
Fiir die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Zellen wurden verschiedene Bereiche von
Femura junger Ratten isoliert (Onyia et al. 1997). Der metaphyséire Bereich, der die
Wachstumszone und daher viele Praosteoblasten und Osteoblasten beinhaltet, wurde mit
dem proteolytischen Enzym Trypsin behandelt und die so isolierten Zellen (primére Spon-
giosazellen, ,,psp*) kultiviert. Aus dem diaphysédren Bereich der Femura wurde das Kno-
chenmark, das u.a. Osteoblasten-Vorldufer enthélt, isoliert und als Explantatkultur kulti-
viert (Knochenmarks-Stromazellen, ,,str*).

In der Literatur wird die Identifikation von Osteoblastenvorldaufern allgemein als schwierig
dargestellt, da es keine verldsslichen Kriterien und Marker gibt, die einzelnen Stadien strikt
voneinander zu trennen (Aubin and Herbertson 1998). Als "Stromazellen" des Knochen-
marks wird die adhdrente Zellfraktion bezeichnet, die bei Langzeitkultivierung von Kno-
chenmark in vitro bestehen bleibt (Dexter 1982). Diese enthdlt mesenchymale und epithe-
liale Zellen, aber auch Makrophagen. Mit Hilfe von Differenzierungsmedium, das physio-
logische Mengen an Glukokortikoid, anorganischem Phosphat und Ascorbinsdure enthilt,
ist es moglich, die Differenzierung von mesenchymalen Zellen zu Osteoblasten und Osteo-
zyten in vitro zu stimulieren (Bellows et al. 1986). Ahnliche Beobachtungen wurden be-
reits fiir Stromazellen beschrieben (Maniatopoulos et al. 1988). Die hierbei entstehenden
osteogenen Kndtchen (bone nodules) werden als Index fiir die Zahl der in den Kulturen
enthaltenen Osteoprogenitoren gewertet (Aubin and Herbertson 1998).

Im néchsten Schritt der Etablierung sollte der Phianotyp der Zellen in Bezug auf osteobla-

stische Marker bestimmt werden. Hierzu wurden zuerst biochemische und histologische
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Marker (Alkalische Phosphatase-Aktivitit und kalzifizierte Matrix) herangezogen. Konflu-
ente Zellen beider Zellarten zeigten keine spontane Matrixkalzifizierung bei Kurzzeitkulti-
vierung (1 Woche). In den str-Zellen konnte keine Alkalische Phosphatase-Aktivitit beob-
achtet werden, wohingegen die psp-Zellen eine deutliche Farbung, also aktive Alkalische
Phosphatase, aufwiesen.

Nach der Stimulation mit osteogenem Medium zeigten die str-Zellen iiber drei Wochen
hinweg die Bildung von bone nodules, die Alkalische Phosphatase-positiv waren und kal-
zifizierte Matrix bildeten. In den psp-Zellen konnte ein dhnlicher Verlauf beobachtet wer-
den, wobei dieser Phianotyp nicht auf einzelne bone nodules beschrankt war, sondern in der
gesamten Kultur zu beobachten.

Die Expression verschiedener Osteoblastenmarker wurde weiterhin tiber RT-PCR unter-
sucht. Hierbei zeigte sich, da3 sowohl die str- als auch die psp-Zellen Alkalische Phos-
phatase auf mRNA-Ebene exprimieren. In den str-Zellen kommt es aber anscheinend noch
nicht zur Translation oder nicht zur Aktivierung des Enzyms, wie durch die Farbungen
angezeigt wurde. Das Enzym Alkalische Phosphatase ist zwar einer der am héufigsten
verwendeten Osteoblastenmarker, es wird aber auch von zahlreichen anderen Zelltypen
wie hypertrophen Chondrozyten (Wuthier and Register 1984) und Adipozyten (Beresford
et al. 1993) exprimiert. Daher eignet es sich nicht als alleiniges Charakterisierungsmerkmal
des osteoblastischen Phinotyps. Ein zweiter biochemischer Indikator fiir Osteoblastenakti-
vitdt ist die Produktion von Knochenmatrixmolekiilen wie Kollagen Typl (Marks et al.
1989). Auch dieser Marker wurde auf mRNA-Ebene iiber RT-PCR in beiden Zelltypen
nachgewiesen, wobei die psp-Zellen eine stirkere Expression zeigten. Zusitzlich wurde
auch die Expression des nicht-kollagenen Knochenmatrixmolekiils Osteokalzin (Fleet and
Hock 1994) untersucht. In den str-Zellen konnte keine Osteokalzin-mRNA nachgewiesen
werden, die psp-Zellen exprimierten wenig Osteokalzin-mRNA.

Unter Beriicksichtigung der gewonnenen Ergebnisse konnen die verwendeten Zellen in das
folgende, aus verschiedenen Quellen (Aubin 1998; Bruder et al. 1997) modifizierte Sche-

ma eingeordnet werden:
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Abb. E.1.: Einordnung der verwendeten Zellen in die Osteoblasten-Linie anhand der untersuchten

Marker (Aubin 1998; Bruder et al. 1997).

Bei den str-Zellen handelt es sich offensichtlich um eine Mischpopulation, die Zellen mit
dem Phénotyp des Osteoprogenitors bzw. Prdosteoblasten enthélt. Die psp-Zellen repra-

sentieren relativ einheitlich den differenzierteren Osteoblasten-Phanotyp.

AnschlieBend sollte iiberpriift werden, ob die beiden Zelltypen FAK exprimieren und wo
die Kinase subzellulér lokalisiert ist. Dazu wurden fiir 60min auf Fibronektin bzw. Poly-L-
Lysin adhérierte Zellen herangezogen. Beide Zellarten zeigten bei Adhédsion auf Fibronek-
tion eine deutlich positive Farbung mit dem FAK-Antikorper in der Zellperipherie und
perinukledr. Bei der Adhdsion auf Poly-L-Lysin, das zwar die Adhdsion verstéirkt, nicht
aber die Integrine aktiviert, ist nur die perinukledre Lokalisation von FAK zu beobachten.
Dies weist darauf hin, daf3 auch in den hier untersuchten Zellen FAK mit aktivierten Inte-

grinen in Fokalkontakten kolokalisiert (Schaller et al. 1992).
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E.2. Analyse der Signaltransduktion nach PDGF- bzw. PTH-Stimulation

in den charakterisierten Zellen

Bei der Betrachtung der hier dargestellten Ergebnisse ist es wichtig zu bedenken, daf3 es
sich um Primirzellen handelt, in denen immer sowohl Schwankungen in der Zellphysiolo-
gie als auch in der Zusammensetzung der Zellpopulation mit einbezogen werden miissen.
Daher wurde auch auf eine statistische Auswertung der Ergebnisse verzichtet. Die hier
dargestellten Ergebnisse zeigen Tendenzen an, die in mehreren Versuchsdurchldufen re-
produziert wurden. Primérzellen in Zellkultur spiegeln aber eher die Gegebenheiten in vivo
wieder als Zellinien, da letztere durch die Transfektion mit Onkogenen verdndert wurden,
die nicht selten die Signaltransduktion der Zellen beeinflussen und die Untersuchung be-
stimmter Signalwege so erschweren oder unmdglich machen kann.

Zudem handelt es sich hier um die Analyse von Phosphorylierungsunterschieden, die sehr
empfindlich auf Milieuverdnderungen reagieren. Durch die neu entwickelten Phosphorylie-
rungsstellen-spezifischen Antikdrper kann der Phosphorylierungsstatus eines Proteins ge-
nauer untersucht werden, wohingegen vorher nur eine Analyse der Gesamtphosphorylie-

rung des Proteins moglich war.

PDGF induziert eine FAK-Autophosphorylierung sowohl in den str- als auch in den
psp-Zellen

Der Wachstumsfaktor PDGF wurde urspriinglich aus Blutplittchen isoliert, aber nach und
nach auch in verschiedenen anderen Zellen, u.a. in Knochenzellen, nachgewiesen. Es wird
angenommen, dal PDGF sowohl als systemischer als auch als lokaler Proliferationsfaktor
wirkt (Canalis and Rydziel 1996). PDGF 16st im Knochen eine Steigerung der Zellreplika-
tion, eine Inhibition der differenzierten Osteoblastenfunktion (Kollagensynthese, Ma-
trixapposition), aber auch eine gesteigerte Knochenresorption aus (Canalis and Rydziel
1996). Die Einbindung von FAK in die Kontrolle der Proliferation in osteoblastischen
Zellen sollte in diesem Abschnitt untersucht werden.

Die Stimulation der str-Zellen mit PDGF fiihrt zu einer Steigerung der Autophosphorylie-
rung von FAK um das siebenfache nach 30min bzw. um das achtfache nach 60min. In den
psp-Zellen ruft PDGF ebenfalls eine, wenn auch leicht verzogerte, Steigerung der FAK-
Autophosphorylierung hervor: Nach 90min ist eine Verdreifachung der Autophosphorylie-

rung zu beobachten.
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Eine Stimulation der FAK-Autophosphorylierung nach PDGF-Gabe wurde in verschiede-
nen anderen Zellsystemen beschrieben. So beobachteten Rosenfeldt et al. eine verstérkte
Formation von Fokalkontakten und eine Aktivierung von FAK und c-Src nach der PDGF-
Stimulation von embryonalen Mausfibroblasten (Rosenfeldt et al. 2001). Hauck et al. be-
schrieben eine Aktivierung der Migration von glatten Gefamuskelzellen nach PDGF-
Stimulation, die mit einer FAK-Aktivierung einherging und durch die Uberexpression des
FAK-Inhibitors FRNK eliminiert werden konnte. Hier wurde zusétzlich beobachtet, daf}
die Uberexpression von FRNK einen Komplex zerstort, der in unbehandelten Zellen FAK
und den PDGFf-R enthélt. Auch wenn keine direkte Interaktion von FAK mit dem PDGF-
Rezeptor vorliegt, so ist doch fiir die Funktionalitit riumliche Nihe notwendig (Hauck et
al. 2000). Auch in fibroblastischen Swiss3T3-Zellen wurde eine Aktivierung von FAK
durch PDGF beobachtet, die unabhéngig von ERKSs (extracellular signal regulated kina-
ses) ist (Leopoldt et al. 2000). In Glioblastomzellen 16st PDGF eine MAPK (mitogen acti-
vated protein kinase)-Aktivierung aus, die durch den Tumorsuppressor PTEN (Phosphata-
se and tensin homolog deleted on chromosome 10) unterdriickt werden kann. Bei der
Analyse des Signaltransduktionsweges stellte sich heraus, dal PTEN hier eine Dephospho-
rylierung von FAK verursacht (Gu et al. 1998).

In den beschriebenen Studien wurden jeweils nur Zellen eines bestimmten Differenzie-
rungsstadiums untersucht, nicht wie in der vorliegenden Arbeit frithe und spite Stadien
eines Phédnotyps. Es war zu erwarten, daf} beide Zellarten auf PDGF reagieren, da sie pro-
liferative Differenzierungsstadien der Osteoblastenlinie reprasentieren und PDGF ein Mi-
togen fiir mesenchymale Zellen ist (Canalis et al. 1989). Die Beteiligung von FAK an der
PDGF-Signalweiterleitung ist ein Indiz fiir die Rolle dieser Kinase an der Proliferations-

kontrolle der untersuchten Zellen.

In beiden Zellarten wird die FAK-Aktivierung nach PDGF-Stimulation iiber PI3K,
nicht iiber PKC koordiniert

In den str-Zellen kann die PDGF-vermittelte FAK-Aktivierung durch einen PI3K-Inhibitor,
aber nicht durch einen PKC-Inhibitor vermindert werden. In den psp-Zellen zeigen sich
dhnliche Ergebnisse, wobei die FAK-Autophosphorylierung hier durch den PI3K-Inhibitor
komplett geblockt werden konnte und ein zweiter PKC-Inhibitor die Ergebnisse des ersten
verifizierte.

Ahnliche Signaltransduktionswege wurden bereits fiir PDGF in anderen Zellsystemen be-

schrieben. So 16st die PDGF-Stimulation auch in glatten GefdBmuskelzellen eine FAK-
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Phosphorylierung aus, die durch Wortmannin, einen weiteren spezifischen PI3K-Inhibitor,
eliminiert werden kann. Ein weiterer Versuch in diesem Zusammenhang zeigte, da3 ein
mutierter PDGFB-Rezeptor, der nicht mehr mit der PI3K interagieren kann, ebenfalls keine
FAK-Autophosphorylierung induzieren kann (Saito et al. 1996). Eine kontrdre Beobach-
tung beschrieben Cospedal et al. flir glatte GefdBmuskelzellen: Hier konnten die beiden
PI3K-Inhibitoren Wortmannin und LY294002 die durch PDGF ausgeloste FAK-
Autophosphorylierung nicht inhibieren (Cospedal et al. 1999).

Die Ergebnisse von Saito et al. wurden auch von verschiedenen anderen Studien bestétigt.
So untersuchten Salazar und Rozengurt die durch PDGF ausgeldste Signaltransduktion in
fibroblastischen Swiss3T3-Zellen. PDGF 16st eine Assoziation von FAK mit c-Src aus, die
durch die Autophosphorylierung von FAK initiiert wird. Diese Assoziation ist sowohl von
PI3K als auch von der Integritdt des Zytoskeletts abhéingig (Salazar and Rozengurt 1999).
Zent et al. untersuchten die Kontraktilitdt von Mesangialzellen in einem dreidimensionalen
Kollagengel. Hierbei stellten sie fest, dal PDGF eine Kontraktion der Zellverbinde aus-
16st, die mit einer FAK-Aktivierung einhergeht. Diese FAK-Autophosphorylierung 148t
sich wiederum durch Wortmannin, einen PI3K-Inhibitor, eliminieren (Zent et al. 1998).
PDGEF scheint also PI3K und FAK nicht nur innerhalb der Proliferationskontrolle zu akti-
vieren, sondern involviert diese beiden Kinasen auch in die Regulation weiterer zellphy-
siologischer Vorginge.

Es existieren aber auch Signaltransduktionswege, innerhalb derer zwei verschiedene Kina-
sen die Phosphorylierung von FAK induzieren. Eine solche Regulation konnte von Kadi et
al. bei der Depolymerisierung von Mikrotubuli beobachtet werden, die eine verstirkte Ad-
hdsion der Zellen auf der extrazelluldren Matrix ausloste. Diese Aktivierung lief3 sich nicht
nur durch einen PI3K-Inhibitor, sondern auch durch einen PKC-Inhibitor unterdriicken
(Kadi et al. 2002). FAK wird in hdmatopoietischen Vorlduferzellen ebenfalls PKC-
abhingig reguliert, und zwar im Zusammenhang mit der Stimulation der Zellen durch das
Chemokin SDF-1 (Wang et al. 2000). Fiir die PDGF-vermittelte Signaltransduktion gibt es
in der Literatur keine Daten zur PKC-abhéngigen Stimulation von FAK und die in dieser
Arbeit gewonnenen Daten sprechen gegen eine Beteiligung von PKC.

Eine PI3K-abhidngige Weiterleitung von PDGF-Signalen wurde auch in der osteoblasti-
schen Zellinie MC3T3-E1 beobachtet. Nach der Stimulation der Zellen mit PDGF konnte
eine Aktivierung und Translokation der Kinase Akt/PKB in den Nukleus beobachtet wer-
den. Die Pridinkubation mit dem PI3K-Inhibitor LY294002 eliminierte sowohl die Aktivie-

rung als auch die Translokation von Akt/PKB, ebenso wurde der Ubergang in die S-Phase
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des Zellzyklus verhindert. Die PI3K-vermittelte Aktivierung und Translokation von
Akt/PKB ist also ein wichtiger Schritt in der durch PDGF induzierten Zellproliferation
(Borgatti et al. 2000).

Die subzellulire Lokalisation von FAK nach PDGF-Stimulation sowie der Einfluf}
von CytochalasinD auf die FAK-Autophosphorylierung weisen auf eine wichtige
Rolle der Zytoskelett-Integritit im Rahmen der Signaltransduktion hin

In unstimulierten psp-Zellen ist das autophosphorylierte FAK-Protein um den Nukleus
lokalisiert, in PDGF-stimulierten Zellen verteilt es sich tiber das Zytoplasma und 146t sich
auch in Fokalkontakten nachweisen. Die Priinkubation mit CytochalasinD kann die durch
PDGF beobachtete FAK-Autophosphorylierung in beiden Zelltypen autheben.

Die Anwendung von CytochalasinD hat bereits in einigen verschiedenen Studien gezeigt,
daB die Integritdt des Aktin-Zytoskeletts fiir die FAK-Aktivierung von entscheidender Be-
deutung ist (Burridge et al. 1992; Sinnett-Smith et al. 1993; Tu et al. 2001). FAK ist mit
dem Aktin-Zytoskelett tiber die beiden Fokalkontakt-Proteine Paxillin (Tachibana et al.
1995) und Talin (Chen et al. 1995) verbunden. Eine mdgliche Hypothese ist, dafl die an der
Signaltransduktion verschiedener Stimuli beteiligten Molekiile diese Signale vernetzen
dann iiber Talin und Paxillin eine Weiterleitung an FAK ermdglichen (Zachary and Ro-

zengurt 1992).

PTH stimuliert nur in den psp-Zellen eine Autophosphorylierung von FAK

Das Peptidhormon PTH ist essentiell fiir die Kalziumhomoostase im Korper. Es reguliert
den Kalziumhaushalt durch direkte Wirkung auf die Zielorgane Knochen (Kalziumfreiset-
zung) und Niere (Kalziumreabsorption) und durch indirekte Wirkung auf den Gastrointe-
stinaltrakt (Fitzpatrick and Bilezikian 1996). Auf zelluldrer Ebene hat PTH aber eine dop-
pelte Wirkung auf den Knochen: bei kontinuierlicher Gabe ruft es eine Steigerung der
Knochenresorption iiber die Osteoklasten hervor, wobei die intermittierende (z.B. 1x/Tag)
PTH-Behandlung einer Steigerung der Knochenmasse durch eine Steigerung der Osteobla-
stenproliferation und Differenzierung hervorruft (Karaplis and Goltzman 2000).

In den str-Zellen ruft PTH keine FAK-Autophosphorylierung hervor. In den psp-Zellen
hingegen bewirkt PTH nach 60min einen Anstieg der Phosphorylierung am FAK-
Tyrosinrest 397 auf das Doppelte.

Eine mdgliche Erklarung fiir diesen Unterschied konnte die Adenylatzyklase liefern, die

nur in differenzierten Osteoblasten von PTH aktiviert wird, cAMP zu produzieren. Hof-
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stetter et al. charakterisierten verschiedene klonale Zellinien, die durch retrovirale Immor-
talisierung aus Rattencalvarien gewonnen wurden. Dabei zeigten zwei Zellinien, obwohl
sie aus der selben Zellpopulation isoliert wurden, unterschiedliche Merkmale: IRC10/30-
mycl-Zellen exprimierten Alkalische Phosphatase, zeigten eine PTH-induzierbare cAMP-
Produktion, synthetisierten grole Mengen Kollagen Typl und exprimierten Osteokalzin-
mRNA. Diese Zellinie ist also mit den in dieser Arbeit untersuchten psp-Zellen vergleich-
bar. Die zweite Zellinie, IRC10/30-myc3, exprimiert keine Alkalische Phosphatase, zeigte
keine PTH-induzierbare cAMP-Produktion und exprimierte nur rund ein Drittel des Kolla-
gen Typl der mycl-Zellinie (Hofstetter et al. 1991). Diese Merkmale entsprechen wieder-
um den hier untersuchten str-Zellen. In einer weiteren Studie von Fried et al. zeigten sich
vergleichbare Ergebnisse in zwei Zellinien, die aus Knochenmarksstroma etabliert wurden
(Fried et al. 1993).

Aufgrund der Literatur kann also postuliert werden, daf3 in den str-Zellen, im Gegensatz zu
den psp-Zellen, keine Adenylatzyklase-Aktivierung durch PTH erfolgt. Die hier gewonne-
nen Ergebnisse weisen daraufhin, dal FAK stromabwdérts in der Adenylatzyklase-Kaskade
aktiviert wird, da in den str-Zellen keine FAK-Aktivierung durch PTH beobachtet werden

konnte.

Die in den psp-Zellen beobachtete FAK-Aktivierung durch PTH wird iiber PKA ko-
ordiniert

Die PTH-vermittelte Signaltransduktion in osteoblastischen Zellen wurde bereits einge-
hend untersucht (Morris and Bilezikian 1996), allerdings nicht im Zusammenhang mit der
Proteintyrosinkinase FAK. Die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse zeigen, daB3 in den
psp-Zellen eine FAK-Autophosphorylierung durch PTH ausgelost werden kann. Die Ver-
mutung, daB3 die PTH-stimulierbare Adenylatzyklase (Fried et al. 1993; Hofstetter et al.
1991) eine Rolle spielt, bestétigt sich durch die hier durchgefiihrte Analyse der PTH-
vermittelten Signaltransduktion zu FAK: Die Prainkubation mit dem PKC-Inhibitor fiihrt
nur zu einer leichten Einschrinkung der FAK-Autophosphorylierung nach PTH-
Stimulation. Eine Reduktion auf den Wert der unbehandelten Zellen wird hingegen mit
dem PKA-Inhibitor H-89 erreicht. Diese Ergebnisse implizieren, da3l PKC nur am Rande,
PKA aber maBgeblich in die FAK-Aktivierung nach PTH-Stimulation involviert ist.

Diese Ergebnisse unterstiitzen die oben aufgestellte Hypothese. Die Aktivierbarkeit von
FAK scheint von der PTH-Stimulierbarkeit der Adenylatzyklase abzuhidngen, die wieder-
um stromabwdérts die Proteinkinase PKA aktiviert. Durch den PKA-Inhibitor H-89 kann
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die PTH-vermittelte FAK-Autophosphorylierung eliminiert werden. FAK scheint also in
den psp-Zellen unterhalb von PKA in der PTH-Signaltransduktionskaskade zu stehen.

In den str-Zellen kommt es zwar nicht zu einer direkten Aktivierung von FAK durch PTH,
eine Inkubation mit H-89 reduziert aber trotzdem die basal vorhandene FAK-
Autophosphorylierung. Eine mégliche Erklarung hierfiir ist die Beteiligung von PKA an
der Signaltransduktion weiterer Stimuli zu FAK. Aulerdem konnte die Spezifitit des Inhi-
bitors H-89 eine Erkldrung liefern: Um die Kinasen PKC, MLCK oder CaMKII zu inibie-
ren wird die 1000fache Menge des Inhibitors bendtigt wie fiir die Inhibition von PKA. Al-
lerdings reicht schon die 10fache Menge aus, um auch die Kinase PKG zu inhibieren. Uber
die Interaktion von FAK und PKG ist in der Literatur noch nicht viel bekannt, es konnte
sein, daf} die reduzierte FAK-Phosphorylierung durch PKG verursacht und tiber H-89 inhi-

biert wurde.

Die direkte Stimulation von PKA iiber Forskolin ruft nur in den psp-Zellen eine
FAK-Aktivierung hervor

Die Stimulation mit Forskolin, das direkt die Kinase PKA aktiviert, ruft in den str-Zellen
ebensowenig eine FAK-Autophosphorylierung hervor wie PTH. In den psp-Zellen kann
die PTH-vermittelte FAK-Aktivierung durch Forskolin nachgeahmt werden.

Diese Beobachtung unterstiitzt weiter die oben dargestellten Ergebnisse dieser Arbeit:
FAK liegt in der Signaltransduktionskaskade unterhalb von PKA und wird nur durch eine
PTH-induzierbare Adenylatzyklase phosphoryliert. Da diese in den str-Zellen nicht vor-

liegt, war hier auch keine PKA-vermittelte FAK-Aktivierung zu erwarten.

Die unterschiedliche Reaktion der beiden Zellarten ist nicht auf die Expression des
PTH-Rezeptors zuriickzufiihren

Es stellte sich als nichstes die Frage, ob diese unterschiedliche Reaktion von str- und psp-
Zellen auf eine differentielle Expression des PTH-Rezeptors zuriickzufiihren ist. Die quan-
titative Real-Time-PCR ergab aber, daf3 alle drei Rezeptoren (PTH-R, PDGFa-R und
PDGFB-R) in den str-Zellen um den Faktor 10 verstirkt gegeniiber den psp-Zellen expri-
miert werden.

In der Studie von Yu et al. zeigte sich, dal die PDGF-Rezeptor-Expression auf mRNA-
Ebene bis zum Erlangen des differenzierten Osteoblasten-Phianotyps ansteigt und dann mit
dem Beginn der Matrixproduktion wieder abnimmt (Yu et al. 1997). Aubin et al. beobach-
teten jedoch weder Expression des PDGFa-R noch des PTH-R auf mRNA-Ebene in
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Osteoprogenitoren. Die PDGFa-R-mRNA konnte erst ab dem Stadium des Prdosteobla-
sten, die PTH-R-mRNA erst ab dem differenzierten Osteoblasten nachgewiesen werden
(Aubin et al. 1995).

Es miissen weitere Proben aus verschiedenen Zellchargen getestet werden, um eine statisti-
sche Aussage treffen zu konnen. Die gegensitzlichen Ergebnisse dieser Arbeit und der
Literatur konnen teilweise mit dem geringen Probenumfang (fiinf cDNA-Proben aus einer
Zellcharge) dieser Untersuchung erklart werden. Zudem ist aber noch anzumerken, daf3 in
der Publikation von Aubin et al. die Methode der Poly(A)-PCR mit anschlieBender Hybri-
disierung angewendet wurde, die in ihrer Genauigkeit nicht mit der hier verwendeten Real-
Time-PCR vergleichbar ist. In der Studie wurden auBerdem Zellen aus Rattencalvarien
verwendet, die eine andere Zusammensetzung der Zellkulturen aufweisen konnen als die

aus dem Knochenmark isolierten Zellen der Osteoblastenlinie.

Wird PKC in den Zellen direkt durch PMA stimuliert, so ruft dies nur in den str-
Zellen eine FAK-Aktivierung hervor

Der Phorbolester PMA, der die Kinase PKC direkt aktiviert, ruft in den str-Zellen sogar
eine stirkere FAK-Aktivierung (Faktor 16) hervor als die PDGF-Stimulation (Faktor 8). In
den psp-Zellen hingegen wird die FAK-Autophosphorylierung nur um den Faktor 1,2 ge-
steigert.

Eine dhnliche Beobachtung wie in dieser Arbeit fiir die str-Zellen gemacht wurde, wurde
bereits fiir mit Neuropeptiden stimulierte Swiss 3T3-Zellen beschrieben: Inaktivierung von
PKC iiber verschiedene Methoden konnte die FAK-Autophosphorylierung nach Bombesin-
Stimulation nicht blocken, obwohl eine Inkubation der Zellen mit PKC-Aktivatoren zu
einem Anstieg der FAK-Aktivierung fithrte (Sinnett-Smith et al. 1993).

Eine mogliche Erkldrung fiir diese Beobachtung ist, daf} in den str-Zellen PKC die Signal-
weiterleitung von verschiedenen anderen Stimuli an FAK induziert, in diesen undifferen-
zierten Zellen also eine zentrale Rolle in der Signalverkniipfung einnimmt, aber nicht an
der PDGF-Signaltransduktion beteiligt ist. PKC ist z.B. ma3geblich an der Regulation der
Proliferation und Chemotaxis beteiligt, die durch extrazelluldres Kalzium tiber den Calci-
um sensing Receptor CasR in osteoblastischen MC3T3-E1-Zellen ausgelost wird. Hier
reguliert PKC die Weiterleitung des Signals von der Phospholipase C beta an die Phos-
pholipase C gamma (Godwin and Soltoff 2002).

Die Ergebnisse implizieren, da3 PKC in den weiter entwickelten psp-Zellen keine zentrale

Rolle in der Signaltransduktion zu FAK einnimmt: Die PKC-Inhibitoren koénnen die FAK-
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Phosphorylierung nicht vermindern und eine direkte Aktivierung von PKC fiihrt zu keiner
Aktivierung von FAK. Daher ist anzunehmen, dafl PKC und FAK in diesen Zellen nicht

gemeinsam an Signaltransduktionsereignissen beteiligt sind.

Zusammenfassende Bewertung der gewonnenen Ergebnisse:

Durch die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse zeigte sich, dal3 osteoblasti-
sche Zellen verschiedener Differenzierungsstadien dhnliche Wege fiir die Weiterleitung
von PDGF-Signalen verwenden. In beiden Zellarten konnte eine Beteiligung von PI3K bei
der FAK-Autophosphorylierung nachgewiesen werden. PKC scheint an diesem Signal-
transduktionsweg unbeteiligt zu sein. Zusétzlich wurde eine wichtige Rolle fiir die Integri-
tit des Zytoskeletts in diesem Zusammenhang identifiziert. Die PTH-vermittelte Signal-
transduktion zeigte jedoch in den beiden Zellarten Unterschiede: die wenig differenzierten
str-Zellen reagieren nicht mit einer FAK-Aktivierung auf die PTH-Stimulation, im Gegen-
satz zu den differenzierten psp-Zellen. In den psp-Zellen scheint die Kinase PKA die Si-
gnale vom PTH-Rezeptor an FAK weiterzuleiten. Eine direkte Aktivierung von PKA
fiihrte in den str-Zellen ebenfalls zu keiner FAK-Autophosphorylierung, wodurch sich die
Vermutung ergab, dafl in diesen Zellen die Adenylatzyklase nicht an einer FAK-
Aktivierungskaskade beteiligt ist.

Die gewonnenen Ergebnisse liefern erste Hinweise auf die Beteiligung von FAK an der
Signaltransduktion von Reagenzien, die auf die Proliferation und Differenzierung von
Osteoblasten wirken. Bisher wurde im Osteoblasten hauptsidchlich die Einbindung von
FAK in die integrinvermittelte Signaltransduktion bei der Adhdsion (Sommerfeldt et al.
2001) und Mechanotransduktion (Toma et al. 1997) untersucht. Nur sehr wenige Studien
beschiftigten sich mit FAK im Zusammenhang mit anderen Stimuli wie BMPs (Bone
Morphogenic Proteins) (Suzawa et al. 2002; Tamura et al. 2001), Wachstumshormon
(Takahashi et al. 1999) oder Fluoridverbindungen (Caverzasio et al. 1997).

Die Faktoren PDGF und PTH sind wichtig fiir die Proliferation und die differenzierte
Funktion von Zellen der Osteoblastenlinie. Dall FAK in die durch diese Stimuli ausgeldste
Signaltransduktion involviert ist, weist darauf hin, dal diese Kinase in Osteoblasten eine
wichtige Stellung in der Signalweiterleitung einnimmt. Osteoblasten sind einer Vielzahl
von lokalen und systemischen Faktoren ausgesetzt, daher wére es interessant den Einflufl
weiterer Faktoren auf diese Kinase zu testen und auch zu iiberpriifen, ob FAK hier eine Art

Verkniipfungs- bzw. Koordinationspunkt darstellt (vgl. Ausblick).
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Die aufgrund der in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse postulierten Signaltransdukti-

onswege sind in dem folgenden Schema zusammengefal3t:

G.f.

in -i{-Zellen

Abb. E.2.: Schematische Zusammenfassung der in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse in Bezug auf
die Signaltransduktion zu FAK in str- und psp-Zellen.

AC: Adenylatzyklase; cAMP: zyklisches Adenosinmonophosphat; ECM: Extrazelluldre Matrix; FAK: Focal
Adhesion Kinase; FK: Fokalkontakt; G: G-Protein; PDGF: Platelet Derived Growth Factor; PI3K: Phospha-
tidyl-Inositol-3-Kinase; PKA: Proteinkinase A; PKC: Proteinkinase C; PTH: Parathyroidhormon.
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E.3. Analyse der Expression von FAK und Pyk2 in hochmalignen Osteo-

sarkomen und normalen humanen Osteoblasten

FAK und Pyk2 konnen auf Proteinebene sowohl in normalen Osteoblasten als auch in
Tumorosteoblasten nachgewiesen werden, wobei Pyk2 im Osteosarkom schwicher
exprimiert wird

Die immunhistochemische Farbung hat deutlich gezeigt, dal FAK in den Tumorzellen
verschiedener Osteosarkome exprimiert wird. Eine besonders konzentrierte Expression
findet sich um einige Blutgefde herum. Pyk2 wird ebenfalls sowohl in den Endothelzellen
als auch in gefaBumgebenden Tumorzellen exprimiert. Auch matrixbildende Tumorosteo-
blasten exprimieren Pyk2, wobei eine perinukleédr verstirkte Lokalisation beobachtet wer-
den konnte. Bei der vergleichenden Farbung von Osteosarkomen und Beckenkammbiopsi-
en zeigte sich, dal FAK in vergleichbarer Intensitdt in den verschiedenen Proben expri-
miert wird. Pyk2 allerdings wurde nur schwach im Osteosarkom exprimiert, verglichen mit
den Osteoblasten der Beckenkammbiopsie, die im gleichen Versuchsdurchlauf gefarbt
wurden. Aufgrund dieser unterschiedlichen Ergebnisse wurde zusétzlich eine Expressions-

analyse auf mRNA-Ebene durchgefiihrt.

Auf mRNA-Ebene zeigen die Tumorosteoblasten keine unterschiedliche FAK-
Expression verglichen mit den normalen Osteoblasten

Kryokonservierte, kultivierte Osteosarkome und normale Osteoblasten weisen die gleiche
Menge FAK-mRNA auf, lediglich die Osteosarkom-Zellinien zeigen eine um den Faktor 3
verstarkte FAK-Expression auf mRNA-Ebene.

1993 wurde erstmals von Weiner et al. eine Studie durchgefiihrt, in der auf mRNA-Ebene
die FAK-Expression in 49 Gewebeproben, darunter Tumoren und die entsprechenden
Normalgewebe, untersucht wurde (Weiner et al. 1993). Dabei wurde eine erhohte FAK-
Expression in einem von 8 adenomatdsen Geweben, in 17 von 20 invasiven Tumoren und
in allen 15 metastatischen Tumoren detektiert. In 6 Normalgewebe-Proben war keine
FAK-mRNA nachweisbar. Es wurde daher die Hypothese aufgestellt, dal eine FAK-
Uberexpression mit einer verinderten Signaltransduktion in den Tumoren einhergeht und
FAK hierbei eine zentrale Rolle spielt (Weiner et al. 1993).

In einer weiteren Studie in diesem Zusammenhang untersuchten Weiner et al. die Expres-
sion verschiedener Tyrosinkinasen in humanen Tumoren, basierend auf der Tatsache dal3

eine grofle Gruppe von Onkogenen zu dieser Proteinfamilie gehort. FAK konnte haupt-
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sdchlich in hochmalignen und metastatischen Tumoren der glatten Muskulatur nachgewie-
sen werden, was einen weiteren Hinweis auf die Beteiligung dieser Kinase an der Ausbil-
dung des invasiven Phinotyps gibt (Weiner et al. 1994).

Die vergleichende Analyse von 26 Ovarkarzinomen und 10 Normalgewebeproben in Be-
zug auf ihre FAK-Proteinexpression zeigte, dal in den Tumorproben eine vierfach erhohte
FAK-Expression vorliegt. Auch Ovarkarzinom-Zellinien zeigten eine dreifach erhohte
Expression der Kinase im Vergleich mit dem Normalgewebe. Hierbei konnte allerdings
keine Korrelation mit dem Malignitdtsgrad hergestellt werden (Judson et al. 1999).
Verdffentlichung der ersten Jahre, in denen FAK im Zusammenhang mit der Tumorentste-
hung untersucht wurde, konzentrierten sich hauptsichlich auf die quantitative Uberexpres-
sion von FAK in Tumoren (Cance et al. 2000; Glukhova et al. 1995; Han et al. 1997;
McCormack et al. 1997; Owens et al. 1995; Owens et al. 1996; Slack et al. 2001; Tremblay
et al. 1996). Es wurde hierfiir eine FAK-Genamplifikation als Ursache diskutiert
(Agochiya et al. 1999).

In neueren Studien wird zunehmend auch der Aktivierungsstatus von FAK bzw. die mit
FAK verbundene Signaltransduktion analysiert. Besonders gut untersucht ist hierbei die
EGF-vermittelte Signaltransduktion in Krebszellen. Brunton et al. etablierten ein in vitro
Zellsystem, in dem aus einem Kolonadenom eine adenomatdse Zellinie (AA/C1) und
durch Karzinogen-Behandlung eine Karzinomzellinie (AA/C1/SB10) entwickelt und un-
tersucht wurden. Die Expression des EGF-Rezeptors und die FAK-Expression waren in der
Karzinomlinie deutlich erhoht gegeniiber der Adenomlinie, wohingegen die Expression
und Aktivierung der Kinase c-Src vergleichbar waren. In den Karzinomzellen induzierte
EGF in vitro eine Basalmembraninvasion, die von einer Aktivierung von c-Src und FAK
begleitet war (Brunton et al. 1997). Im Gegensatz dazu stellten Lu et al. fest, dafl die EGF-
Stimulation einer Reihe von EGF-Rezeptor-liberexprimierenden Karzinomzellinien zu
einer Dephosphorylierung und damit zu einer Deaktivierung von FAK fiihrte. Diese Deak-
tivierung allein war ausreichend fiir das Ablosen der Zellen von der extrazelluldren Matrix,
gesteigerte Motilitét, Invasivitdt und Metastasierungstendenz. Die FAK-Phosphorylierung
wurde bei einer Readhésion der Zellen auf der Matrix wiederhergestellt. Zudem konnte
eine verminderte FAK-Aktivierung in Tumoren von Nacktmdusen nachgewiesen werden,
die eine intakte autokrine Regulation des EGF-Rezeptors hatten (Lu et al. 2001). In dieser
Studie wurden Mammakarzinom-, orale Plattenepithel-Karzinom-, epidermoide Karzinom-

und Prostatakarzinomzellen untersucht.
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Wie durch diese verschiedenen Studien gezeigt wurde, kann die Entstehung bzw. die ma-
ligne Entartung von Tumoren nicht einheitlich mit einer FAK-Uberexpression oder einer
verstirkten FAK-Aktivierung korreliert werden. Es gibt vielmehr sehr unterschiedliche
Befunde fiir unterschiedliche Tumoren. In den hier untersuchten Tumoren scheint keine
Veranderung der FAK-Expression im Vergleich zu den Normalzellen vorzuliegen.

Die verstdrkte Expression von FAK in den Osteosarkom-Zellinien konnte damit erklart
werden, dafl Zellinien aus maligne transformierten Tumorzellen isoliert werden oder aus
Normalzellen durch Transformation mit Onkogenen hergestellt werden und ein hohes pro-
liferatives Potential aufweisen. Die Proliferation von Zellen geht wiederum mit einem
Ablosen der Zellen von der extrazelluliren Matrix einher, an dem FAK malgeblich betei-

ligt ist.

Die Pyk2-Expression scheint in den Osteosarkomen im Vergleich zu normalen Osteo-
blasten herunterreguliert zu sein

Die Expressionsanalysen fiir Pyk2 zeigten, dafl die Transkription des Pyk2-Gens in den
Osteosarkomen im Vergleich mit den normalen humanen Osteoblasten vermindert ist. Die-
ses Bild zeigte sich nur in den Osteosarkomen in Zellkultur, nicht in den kryokonservierten
Osteosarkomen. Eine mogliche Erklarung hierfiir ist der hohe Anteil an hidmatopoetischen
Zellen im kryokonservierten Gesamttumormaterial, die bekanntermafBlen viel Pyk2 expri-
mieren (Avraham and Avraham 1997). In den Zellkulturen befinden sich hauptsidchlich
osteoblastische Zellen, was durch Standardfarbungen nachgewiesen wurde (Daten nicht
abgebildet).

Eine Pyk2-Expression in negativer Korrelation zum gesteigerten Malignitdtsgrad wurde
bereits im Prostatakarzinom beschrieben (Stanzione et al. 2001), worauthin Pyk2 sogar als
,Onko-Suppressor* bezeichnet wurde. Dieses Phidnomen 148t sich mit der Beobachtung
erklaren, daB3 Pyk2 den programmierten Zelltod (Apoptose) induzieren kann (Chauhan et
al. 1999; Pandey et al. 1999; Pandey et al. 1999; Susa 1999).

In einer weiteren Studie zeigte sich, daB die in vitro Uberexpression von Pyk2 in verschie-
denen fibroblastischen und epithelialen Zellinien Apoptose auslosen kann (Xiong and Par-
sons 1997) und dall durch den Verlust von Pyk2 eine Arte Resistenz gegen die Apoptose
ausgebildet wird.

Die Untersuchungen von Du et al. veranschaulichen, daB3 ein ausgewogenes Gleichgewicht
von Pyk2 und FAK wichtig ist, um durch die Regulation des Aktin-Zytoskelettes den Fo-
kalkontaktumbau und die Zellmorphologie zu erhalten (Du et al. 2001). Eine Gleichge-
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wichtsverschiebung von Pyk2 und FAK wurde bei der Entstehung des Prostatakarzinoms
beobachtet (Stanzione et al. 2001). Die FAK-Expression war erhdht, wéhrend eine starke
Verminderung der Pyk2-Expression beobachtet wurde. Neben der negativen Korrelation
der Pyk2-Expression mit der Prostatakarzinom-Progression konnte eine Beteiligung von
aktiviertem Pyk2 an der Pathogenese des Kaposi-Sarkoms (Liu et al. 1997), an der Invasi-
on von Brustkrebszellen (Zrihan-Licht et al. 2000), an cerebralen Metastasen (Ludwig et
al. 2000) und im Zusammenhang mit der chronischen myeloiden Leukdmie (Wu et al.
2000) gefunden werden. Auch nicht transformierte Osteoblasten exprimieren Pyk2 und
eine Aktivierung nach Stimulation eines G-Protein gekoppelten Rezeptors durch Fluoroa-
luminat ist ebenfalls nachgewiesen worden (Freitas et al. 2002; Jeschke et al. 1998).

Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Daten weisen darauf hin, da3 das FAK / Pyk2-
Expressionsgleichgewicht in den Osteosarkomzellen im Vergleich zu normalen Osteobla-
sten verdndert ist. Die FAK-Expression scheint unverédndert im Tumor, wohingegen die

Pyk2-Expression herunterreguliert wird.

E.4. Ausblick

Das in dieser Arbeit etablierte und charakterisierte Zellsystem ermdoglichte die Untersu-
chung verschiedener primérer Osteoblastenstadien in Zellkultur. Um die gewonnenen Er-
gebnisse beziiglich der PDGF- bzw. PTH-vermittelten Signaltransduktion zu FAK zu er-
weitern, wire es sinnvoll, Co-Immunprézipitationen durchzufiihren. Hieriiber konnte Auf-
schluBl tiber die Interaktion der verschiedenen Signalproteine untereinander gewonnen
werden. Es konnte z.B. untersucht werden, ob FAK direkt mit PKA interagiert oder ob
noch andere Signalmolekiile zwischengeschaltet sind. AuBBerdem wire es interessant zu
iberpriifen, ob durch die Kombination der verschiedenen Stimuli eine Potenzierung der
FAK-Signale erreicht werden kann. Dies wiirde darauf hinweisen, dal FAK einen zentra-
len Koordinationspunkt verschiedener Stimuli darstellt.

Die im Rahmen der Arbeit gewonnenen Ergebnisse weisen darauf hin, da3 in Osteosarko-
men die Pyk2-Expression im Vergleich zu normalen Osteoblasten verringert ist. Um dies
weiter zu bestdtigen sollten vergleichbare Studien mit einem groferen Probenumfang
durchgefiihrt werden. Weiterhin wére es interessant zu tiberpriifen, welchen Einflu3 die in
vitro Uberexpression von FAK und Pyk2 durch Transfektion von Expressionsplasmiden
auf die Zellphysiologie von Tumor- und Normalzellen hat. Im Gegenzug ist es ebenfalls
moglich, FAK und Pyk?2 in vitro auszuschalten bzw. zu reduzieren und zwar iiber Antisen-

se-RNA (Green et al. 1986), Antisense-Oligonukleotide (Ridyard and Sanders 2001) oder
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RNA-Interference (Elbashir et al. 2001). Der Einflu3 auf zellphysiologische Vorginge wie
die Proliferation, Migration oder Invasion kann iiber verschiedene bekannte Assays nach-
gewiesen werden (BrdU-Inkorporation bzw. modifizierte Boyden Chambers).

Neben der reinen Expressionsanalyse sollte auch tiberpriift werden, ob ein veridnderter Ak-
tivierungsstatus der Proteine FAK und Pyk2 in Tumoren vorliegt. Die Studie von Weiner
weist darauthin, da3 die PDGF-Signaltransduktion in Tumoren eine wichtige Stellung ein-
nimmt (Weiner et al. 1994). Daher wire es sehr interessant, beide Teile der Arbeit mitein-
ander zu verkniipfen und die PDGF- bzw. PTH-vermittelte Signaltransduktion in Osteo-
sarkomen zu untersuchen.

AbschlieBend betrachtet wurden in dieser Arbeit wichtige grundlegende Erkenntnisse iiber
die FAK-Signaltransduktion in Osteoblasten und die Expression von FAK und Pyk2 in
Osteosarkomen gewonnen, die auf eine zentrale Stellung der Kinase in der osteoblasti-

schen Signalverarbeitung hinweisen.
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G. Anhang

G.1. Daten der untersuchten Osteosarkome und Normalproben

Bezeichnung Beschreibung Geschl. | Alter | Lokalisation | Methoden
0OSs1 hochmalignes osteoblastisches OS w 18 Humerus IH

0Ss2 hochmalignes osteoblastisches OS m 16 Femur IH

OS3 hochmalignes osteoblastisches OS m 19 Humerus IH

0S4 hochmalignes polymorphzelliges OS w 15 Femur IH

0S5 multifokales metachrones OS m 52 BWK7 IH

0OS6 Uberwiegend osteoblastisches OS m 43 Femur IH

Oos7 hochmalignes polymorphzelliges OS m 5 Femur PCR
0S8 hochmalignes polymorphzelliges OS w 18 Femur PCR
0S9 hochmalignes OS m 26 Fibula PCR
0S10 hochmalignes osteoblastisches OS m 13 Tibia PCR
OS11 hochmalignes chondrobl. OS w 14 Tibia PCR
0S12 hochmalignes osteoblastisches OS w 9 Femur PCR
0S13 hochmalignes OS w 16 Fibula ZK, PCR
0Ss14 hochmalignes OS m 20 Fibula ZK, PCR
0S15 hochmalignes OS m 34 Mandibula | ZK, PCR
0S16 hochmalignes OS w 17 Tibia ZK, PCR
OB1 Spongiosa n.b. n.b. Wirbelkorper | ZK, PCR
OoB2 Spongiosa/Kortikalis m 50 Huftkopf ZK, PCR
OB3 Spongiosa w 72 n.b. ZK, PCR
OB4 Spongiosa n.b. n.b. n.b. ZK, PCR
OB6 Spongiosa m 50 n.b. ZK, PCR
oB7 Beckenkamm-Biopsie w 84 Becken IH

OB8 Beckenkamm-Biopsie w 65 Becken IH
HOS58 Osteosarkom-Zellinie ZK, PCR
MG-63 Osteosarkom-Zellinie ZK, PCR
OHS4 Osteosarkom-Zellinie ZK, PCR
Saos-2 Osteosarkom-Zellinie ZK, PCR
U-2 OS Osteosarkom-Zellinie ZK, PCR

Tab. G.1.: Verwendetes Material fiir die Osteosarkom-Studie.
OS: Osteosarkom; OB: Osteoblasten; m: mannlich; w: weiblich; n.b.: nicht bekannt; IH: Immunhistochemie;

PCR: Real-Time-PCR; ZK: Zellkultur.
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G.2. Plasmidkarte Klonierungsvektor pCR2.1
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Abb. G.1.: Plasmidkarte des verwendeten Klonierungsvektors pCR2.1.
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H. Abkiirzungen

Ab Antikorper

Abb. Abbildung

AP/APase Alkalische Phosphatase
APAAP Alkalische Phosphatase Anti Alkalische Phosphatase
APS Ammoniumpersulfat

AS Aminoséure

BMP Bone Morphogenic Protein
BSA Bovines Serumalbumin

°C Grad Celcius

CAKpB Cell Adhesion Kinase 3
cDNA komplementidre DNA

cm Zentimeter

CO, Kohlendioxid

CSF Colony Stimulating Factor
CT Calcitonin

DNA Desoxyribonukleinsiure
ECL Enhanced Chemiluminescence
EDTA Ethylendiamin-Tetraacetat
FAK Focal Adhesion Kinase
F.A.T. Focal Adhesion Targeting
FBS Fotales Rinderserum

FGF Fibroblast Growth Factor
FITC Fluorescein-Isothiocyanat
FRNK FAK-related non kinase

g Erdbeschleunigung

g Gramm

GAP GTPase-aktivierendes Protein
h Stunde

H,O Wasser

HRP Meerrettich-Peroxidase
IGF Insulin-like Growth Factor

IL Interleukin
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IP3

mAb
MEM
mRNA
ocC
ODF
OPG

S€C

str

Inositol-Trisphosphat

Liter

Mol

Meter

monoklonaler Antikdrper
Minimal Essential Medium
messenger RNA

Osteokalzin
Osteoklasten-Differenzierungsfaktor
Osteoprotegerin

polyklonaler Antikorper
Phosphatgepufferte Salzlosung
Polymerase-Kettenreaktion
Platelet Derived Growth Factor
Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase
Proteinkinase A

Proteinkinase C

Phospholipase
Phorbol-12-Myristyl-14-Acetat
Zellen der priméren Spongiosa
Parathyroidhormon
phosphorylierter Tyrosinrest
Proline Rich Tyrosine Kinase2
-Rezeptor

Related Adhesion Focal Tyrosine Kinase
Receptor Activator of NF-kB
Arginin-Glycin-Asparaginsdure
Ribonukleinsédure
Raumtemperatur
Reverse-Transkriptase-PCR
Natrium-Dodecylsulfat
Sekunde

Src-Homologie

Knochenmarks-Stromazellen
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Tab.
TEMED
TGF
TNF
TRITC

uv
vK
VitDs
Vol.
v/v

w/vV

Tabelle
Tetramethylethylendiamin
Transforming Growth Factor
Tumor-Nekrosefaktor
Tetramethylrodamin-Isothiocyanat
Units, Einheiten

ultraviolett

von Kossa
Dihydroxy-Vitamin D
Volumen

Volumen pro Volumen

Gewicht pro Volumen
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