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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Skelettsystem

Entgegen der gangigen Vorstellung, der Knochen sei ein starres Gerist, simpel in seiner Architektur
und zu keiner Wandlung fahig, ist er tatsachlich ein stoffwechselaktives Gewebe, das durch enorme
Komplexitat und Dynamik gekennzeichnet ist und daher eine Anpassung an wechselnde mechanische
Beanspruchungen ermoglicht. Das menschliche Skelett besteht in seiner Gesamtheit aus etwa 200
Knochen und wird beim gesunden Menschen durch stetige Umbauvorginge ca. alle 10 Jahre
erneuert (Cohen 2006). Neben der Stitzfunktion fir den Koérper hat das Skelettsystem eine Reihe
weiterer Eigenschaften. So dient es als Bewegungsapparat, bietet Schutz fiir innere Organe und
enthédlt das Knochenmark, in dem die Zellen des Blut- und Immunsystems gebildet werden. Des
Weiteren dient es als Reservoir fiir essentielle Mineralien wie Calcium und Phosphat und ist in
Zusammenarbeit mit der Niere an der Aufrechterhaltung des Mineral- und Saure-Basen-Haushaltes
beteiligt (Zaidi 2007).

Entsprechend ihrer Funktion und Belastungsmodalitdit haben Knochen unterschiedliche
Formen. Roéhrenknochen, wie etwa der Humerus (Oberarmknochen) oder der Femur
(Oberschenkelknochen) befinden sich an den Extremitdten und bestehen charakteristischerweise aus
einem langen Schaft (Diaphyse), der sich an den Enden aufweitet (Metaphyse) und in die
eigentlichen Endstiicke (Epiphysen) Gibergeht (Abb. 1). Zwischen Epi- und Metaphyse befindet sich
bei Heranwachsenden die sog. Epiphysenfuge (Wachstumsfuge), die bei abgeschlossenem
Langenwachstum verknochert. Weiterhin unterscheidet man platte Knochen, zu denen die Calvaria
(Schadeldach) zahlt, sowie kurze Knochen, Sesambeine und luftgefiillte Knochen. Die Wirbelkorper

werden den sog. unregelmaRigen Knochen zugeordnet (Schiebler 2004).

obere untere
Epiphyse Diaphyse Epiphyse
[ If II |

ﬁ}Metaphyse Metaphyse
© / - .

-~

Markhohle
Periost
& i Jeeerde
1/ -

trabekuldrer Knochen kortikaler Knochen

Abb. 1: Allgemeiner Aufbau eines Rohrenknochens. Das Bild zeigt den Femur eines Erwachsenen. Dargestellt sind die
anatomischen Abschnitte (Epi-, Meta-, Diaphyse) sowie der strukturelle Aufbau mit dem duBeren kortikalen Knochen und
dem inneren trabekuldren Knochen. Zu sehen ist auRerdem die Markhohle fur das Knochenmark sowie die Knochenhaut
(Periost). Angepasst nach Bley et al. 2015; mit freundlicher Genehmigung des Thieme Verlags.
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Knochen besitzt eine porose Struktur, die aus Zellen, GefaBen und Knochenmatrix aufgebaut ist.
Morphologisch unterscheidet man zwei Arten von Knochen: Den duReren kortikalen Knochen, der
dicht gepackt ist, und den inneren trabekuldaren Bereich, dessen kleine Knochenstrukturen ein
leichtes aber dennoch stabiles netzwerkartiges Geflecht bilden (Abb. 1). Die Knochenmatrix setzt sich
zu 25 % aus Wasser, zu 30 % aus organischen Materialien und zu 45 % aus anorganischen Stoffen
zusammen. Hauptanteil des anorganischen Materials bilden Calcium und Phosphat in Form von
Hydroxylapatit-Kristallen ([Cas(PO,4),]sCa(OH),). Das organische Material besteht zu 95 % aus
Kollagen |, den Ubrigen Anteil machen Proteoglykane und Glykoproteine wie z.B. Osteocalcin,
Osteopontin und Bone Sialoprotein aus (Green 1994; Robey 2008). An dieser Stelle sei als weitere
Funktion des Knochens sein Einfluss auf den Energiestoffwechsel erwahnt. So wirkt beispielsweise
Osteocalcin Gber die Regulation der Insulinproduktion auf den Glukose- und Fettmetabolismus (Lee
et al. 2007).

Wahrend der Entwicklung, im Wachstum oder nach Briichen kann die Bildung von Knochen auf
verschiedene Arten verlaufen. Eine Moglichkeit ist die Knochenbildung direkt aus embryonalem
Bindegewebe, dem Mesenchym. Diese als desmale Ossifikation bezeichnete Art der Knochenbildung
ist fir die Entstehung von platten Knochen verantwortlich. Die meisten Knochen des Kérpers werden
jedoch durch die sog. chondrale Ossifikation gebildet, bei der der Knochen indirekt lber eine
Zwischenstufe aus Knorpel gebildet wird. Diese Art der Knochenbildung ist unter anderem fiir die
Formation von Rohrenknochen, deren Liangenwachstum sowie fiir die Heilung nach Frakturen
verantwortlich. Das Dickenwachstum von Knochen erfolgt durch die sog. appositionelle Ossifikation.
Hier wird Knochengewebe an bereits vorhandenen Knochen angelagert (Junqueira und Carneiro

2004).

1.2 Knochenzellen

Die Knochenzellen steuern mit 2% einen kleinen Anteil zur organischen Knochenmasse bei,
bewerkstelligen jedoch den gesamten Knochenauf- und Umbau (Netter 2001). Im Folgenden soll ein

Uberblick iiber die Zelltypen des Knochens gegeben werden.

1.2.1 Osteoblasten

Gebildet wird der Knochen von Osteoblasten, die aus mesenchymalen Vorlauferzellen hervorgehen.
Da weitere Zelltypen wie Adipozyten, Chondrozyten, Fibroblasten und Myoblasten gleichen
Ursprungs sind, spielen die Signale diverser Zytokine sowie die Aktivierung spezifischer

Transkriptionsfaktoren eine wichtige Rolle, um die gerichtete osteogene Differenzierung zu
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gewahrleisten (Bianco et al. 2001). Die mesenchymale Vorlauferzelle differenziert tiber den sog. Pra-
Osteoblasten zum reifen Osteoblast, wobei die Transkriptionsfaktoren RUNX2 (Runt-related
transcription factor 2), OSX (Osterix) und ATF4 (Activating transcription factor 4) sowie die
Wachstumsfaktoren FGFs (Fibroblast Growth Factors) und BMPs (Bone Morphogenetic Proteins) von
entscheidender Bedeutung sind. Des Weiteren gibt es diverse endokrine und parakrine Faktoren wie
Vitamin D3, Parathormon (PTH) und Ostrogen, die die Differenzierung und Aktivitit der Osteoblasten
regulieren (Ducy et al. 1997; Jilka et al. 1999; Nakashima et al. 2002; Cohen 2006; Karsenty et al.
2009). Reife Osteoblasten haben eine charakteristische kuboidale Form mit stark basophilem
Zytoplasma. Sie schlieRen sich zu Gruppen von bis zu mehreren hundert Zellen (sog. Clustern)
zusammen und sezernieren eine als Osteoid bezeichnete extrazelluldre nicht-mineralisierte Protein
Matrix, die vorwiegend aus Typ| Kollagen sowie weiteren nicht-kollagenen Proteinen (z.B.
Osteocalcin und Alkalische Phosphatase) besteht. Etwa 2-3 Wochen nach Bildung des Osteoids reift
die organische Matrix durch Einlagerung von Calciumphosphat in Form von Hydroxylapatit zu fertig
mineralisiertem Knochen (Karsenty 2003). Am Ende seiner Aktivitat geht der Osteoblast entweder in
die Apoptose oder er differenziert weiter zu einem Osteozyt bzw. zu einer Knochenbelegzelle (Bellido

2014).

1.2.2 Osteozyten und Belegzellen

Osteozyten sind terminal differenzierte Osteoblasten, die in die mineralisierte Knochenmatrix
eingemauert sind. Mit 90-95 % reprasentieren sie den Grof3teil aller Knochenzellen. Morphologisch
zeichnen sich die Zellen durch neuronenartige zelluldare Fortsdtze aus, die mit den Auslaufern
benachbarter Osteozyten (iber offene Zell-Zellkontakte (gap junctions) in Kontakt treten (Bonewald
2011). Dieses osteozytare Netzwerk dient als Mechanosensor, der durch Umwandlung physikalischer
in biochemische Signale eine koordinierte Anpassung auf veranderte Druck-, Zug, oder Scherkrafte
ermoglicht (Turner et al. 1994). Uber die zelluliren Fortsitze stellt der Osteozyt auRerdem eine
direkte Verbindung zu anderen Knochenzellen sowie zu BlutgefaRen her. So spielt er auch eine
wichtige Rolle bei der Regulation der Knochenformation, indem er bei verminderter mechanischer
Beanspruchung Uber das vom ihm sezernierte Protein Sclerostin die Osteoblastenaktivitat hemmt
(Knothe et al. 2004; Poole et al. 2005). Des Weiteren produziert er das Hormon FGF23, welches in
der Niere die Exkretion von Phosphat foérdert. Da der Phosphatspiegel die Entstehung von
Hydroxylapatit-Kristallen maRgeblich beeinflusst, ist der Osteozyt folglich auch an der Regulation der
Mineralisierung beteiligt (Fukumoto und Martin 2009).

Als weitere Zellen der Osteoblasten-Linie seien die Belegzellen erwahnt - flache Zellen, die in

einer Einzelschicht die gesamte ruhende Knochenoberflache bedecken. Die Funktion dieser Zellen ist

3
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noch nicht abschlielend geklart, wobei der Schutz der Knochenoberflache eine wichtige Aufgabe
darstellt. AuBerdem wird vermutet, dass sie eine spezifische Rolle bei der Kopplung von

Knochenformation und Resorption haben (Crockett et al. 2011).

1.2.3 Osteoklasten

Die Gegenspieler der Osteoblasten sind die Osteoklasten - die einzigen Zellen des Korpers, die in der
Lage sind, Knochen zu resorbieren. Osteoklasten besitzen mehrere grofle Zellkerne und entstehen
durch Fusion mononukleadrer hamatopoetischer Vorlauferzellen der Monozyten-Makrophagen-Linie.
Die Osteoklastogenese ist ein komplexer Prozess, bei dem Hormone wie PTH und Vitamin D, lokale
und systemische Faktoren wie M-CSF (Macrophage colony-stimulating factor) und RANKL (Receptor
activator of nuclear factor kB ligand) sowie Transkriptionsfaktoren wie c-FOS (FBJ murine
osteosarcoma viral oncogene homolog) und NFkB (Nuclear Factor Kappa f3) eine Schlisselrolle
spielen (Teitelbaum 2000; Boyle et al. 2003; Zhang et al. 2000). Um aktiv zu werden, heften sich die
reifen Osteoklasten Uber Integrine an die Knochenoberflache an und bilden die sog. sealing zone
(Vaananen et al. 2000). Hierdurch entsteht ein abgeschlossenes Kompartiment, in dem die spatere
Knochenresorption stattfindet (Resorptionslakune). Zusatzlich kommt es an dieser Kontaktflache
durch Auffaltungen der Plasmamembran (ruffeled membrane) zur OberflaichenvergroRerung des
Osteoklasten, der nun Protonen (iiber eine H*-ATPase) und Chloridionen (iiber den Clc-7 Kanal) sowie
lysosomale Enzyme in die Resorptionslakune ausschiittet. Die gebildete Salzsdure fihrt zur
Ansduerung des Kompartiments auf einen pH-Wert von 4-5. Dieses saure Milieu bewirkt einerseits
die Aufléosung des Hydroxylapatits und somit die Freisetzung der organischen Matrix. Andererseits
aktiviert es die sezernierten Enzyme (v.a. Cathepsin K), die die freigelegten organischen Bestandteile
der Matrix abbauen (Gowen et al. 1999). Die entstehenden Abbauprodukte wie Calcium, Phosphat
und Kollagenfragmente werden letztlich vom Osteoklasten aufgenommen und in die Zirkulation
abgegeben (Nesbitt und Horton 1997). Nach abgeschlossener Resorption geht der Osteoklast

entweder in die Apoptose oder wandert zum nachsten Degradationsort weiter.

1.3 Knochenumbau

Zur Erhaltung eines stabilen und funktionsfahigen Skelettsystems unterliegt dieses einem stetigen
Umbau, wobei kontinuierlich alter Knochen durch Neuen ersetzt wird (Abb. 2). Dieser als Remodeling
bezeichnete Mechanismus dient in erster Linie dazu Strukturschdden, die durch alltagliche
Beanspruchungen und Bewegungen entstehen, zu reparieren und somit auf wechselnde

Beanspruchungen der Knochen zu reagieren (Martin und Seeman 2008). Beim Erwachsenen werden
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etwa 10 % der Knochenmasse pro Jahr ersetzt (Cohen 2006). Hierfiir miissen Knochenresorption und
Knochenformation sowohl quantitativ als auch raumlich und zeitlich aufeinander abgestimmt sein.
Dies bedarf eines komplexen Kontroll- und Regulationssystems, bei dem neben neuroendokrinen
Mechanismen auch lokale und systemische Faktoren eine Rolle spielen (Crockett et al. 2011). Als
wichtiger lokaler Signalweg sei das RANKL-OPG-System zur Kontrolle der Osteoklasten erwahnt. So
fordert das von Osteoblasten sezernierte Zytokin RANKL Uber die Bindung an den Rezeptor RANK,
der auf der Oberfliche monozytirer Osteoklasten-Vorlauferzellen vorkommt, die vermehrte
Differenzierung zu Osteoklasten. Als Gegenspieler kann der Osteoblast ebenfalls das sog.
Osteoprotegerin (OPG) sezernieren. Dieses losliche Protein arbeitet als ,Fangrezeptor” fiir RANKL
und hat folglich einen negativen Einfluss auf die Knochenresorption. Umgekehrt kénnen auch die
Osteoklasten die Aktivitat der Osteoblasten regulieren (Khosla 2001). So sezernieren Osteoklasten
beispielsweise die Faktoren Cardiotrophin-1 oder Sphingosin-1-Phosphat, welche die Differenzierung
und das Uberleben von Osteoblasten begiinstigen und damit die Knochenbildung stimulieren (Walker

et al. 2008; Pederson et al. 2008; Keller et al. 2014; Sims und Martin 2015) .
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Abb. 2: Schematische Darstellung des Knochenumbaus. Der Knochenumbau erfolgt in einer komplexen, streng regulierten
Abfolge von Resorptions- und Formationsschritten. Mehrkernige Osteoklasten bauen mineralisierten Knochen ab. Am
Grunde der Resorptionslakune formieren sich anschlieBend Osteoblasten und fiillen diese mit Osteoid auf, das spater durch
Ablagerung von Calciumphosphat mineralisiert. Diejenigen Osteoblasten, die durch die niedergelegte Knochenmatrix
eingebettet werden, differenzieren zu Osteozyten. Knochenbelegzellen, die ebenfalls aus Osteoblasten hervorgehen,
besiedeln die nicht im Umbau befindliche Knochenoberflache.

1.4 Knochenkrankheiten

Wie wichtig das fein regulierte Gleichgewicht zwischen Knochenresorption und Knochenformation
flir den gesunden Organismus ist, zeigt die Tatsache, dass jede Verschiebung dieser Balance zu
erheblichen Veranderungen der Stabilitdt des Knochens oder auch zu einer Storung der

Mineralhoméostase fiihren kann. Uberwiegt beispielweise die Resorption gegeniiber der Formation,
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so zeigt sich mit konsekutiver Abnahme der Knochenmasse das Krankheitsbild der Osteoporose,
welches mit erhohter Frakturneigung einhergeht und die haufigste Erkrankung des Knochens
darstellt (WHO 1994). Im entgegengesetzten Fall (UbermaRige Formation) kommt es zu einer
Zunahme der Knochenmasse, was im Allgemeinen als Osteosklerose bezeichnet wird (de Vernejoul
2008). Dem Krankheitsbild der hereditaren Osteopetrose (,Marmorknochenkrankheit) liegt eine
Unterfunktion der Osteoklasten zugrunde. Die dadurch bedingte ungerichtete Anhaufung von
Knochenmatrix flhrt zur Bildung von mechanisch minderwertigem Knochen, wodurch die Patienten
trotz der gréReren Knochendichte ein erhdhtes Frakturrisiko aufweisen (Stark und Savarirayan 2009).
Eine weitere durch Fehlregulation des Knochenstoffwechsels bedingte Erkrankung ist die
Osteodystrophia deformans (Morbus Paget). Hierbei handelt es sich um die zweithaufigste
Knochenerkrankung, welche durch lokal erhéhte Knochenumbauvorginge mit dem Risiko von
Verformungen, chronischen Schmerzen und Frakturen charakterisiert ist. Der Primardefekt liegt
wahrscheinlich in einer erhohten Knochenresorption, wodurch die Knochenformation
kompensatorisch gesteigert wird (Tan und Ralston 2014). Neben Verdnderungen der Knochenmasse
gibt es auch Krankheiten, bei denen die Mineralisation des Knochens betroffen ist. So kommt es bei
der Osteomalazie zur Anreicherung nicht-mineralisierter Matrix mit der Folge von
Knochenschmerzen und Deformitaten. Die Ursache ist meist ein Vitamin-D-Mangel (Wolff et al.
2008).

Einen vergleichsweise geringen Anteil an den Erkrankungen des Skelettsystems stellen die
Knochentumoren dar. Man unterscheidet benigne (gutartige) von malignen (bdsartigen)
Knochentumoren. Primare Tumoren, die direkt vom Knochengewebe ausgehen, sind selten. Viel
haufiger sind sekundadre Knochentumoren, also Tumorabsiedlungen einer anderen Krebserkrankung
(Metastasen). Bei etwa 80 % der Knochenmetastasen ist der Ursprung in einem Prostata-, Mama-,
Bronchial- oder Nierenzellkarzinom zu finden (Roodman 2004). Die WHO-Klassifikation unterteilt die
primdren Knochentumoren im Wesentlichen nach der Tumormatrix, die von den jeweiligen

Tumorzellen gebildet wird (Fletcher 2002, Tab. 1).

Tab. 1: WHO-Klassifikation der Knochentumoren.

Gruppe benigne semimaligne maligne

knochenbildende Tumoren Osteom malignes Osteoblastom Osteosarkom
Osteoidosteom
Osteoblastom
Knorpelbildende Tumoren  Chondrom Chondrosarkom
Osteochondrom
Chrondroblastom
chondromyxoides Fibrom
Bindegewebstumoren Histiozytom, Lipom demoplastisches Fibrom Fibrosarkom
malignes Histozytom
Liposarkom
Leiomyosarkom
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Knochenmarkstumoren Ewing-Sarkom
malignes Lymphom
Myelom
Tumorartige Lasionen solitdre Knochenzyste

eosinophiles Granulom
Myositis ossificans
brauner Tumor bei Hyper-
parathyreoidismus

Riesenzelltumor Osteoklastom

andere Tumoren Chordom
Neurofibrom

Metastasen

1.5 Das Osteosarkom

1.5.1 Allgemeine Informationen

Das Osteosarkom (0S) ist der haufigste primadre maligne Tumor des Skelettsystems. Er manifestiert
sich vorwiegend im Kindes- und Jugendalter, wobei der Altersgipfel zwischen dem 10. und 19.
Lebensjahr liegt (Ottaviani und Jaffe 2010). Trotz einer geringen Inzidenz von 4-5 Fallen je 1 Million
Einwohner pro Jahr zahlt das Osteosarkom zu den haufigsten Krebs-assoziierten Todesfallen in der
padiatrischen Altersgruppe (Rosenberg et al. 2013; Botter et al. 2014). Ein weiterer Altersgipfel ist
um das 60. Lebensjahr beschrieben, wobei dieser jene Osteosarkome umfasst, die nach einer
pradisponierenden Erkrankung (z.B. Morbus Paget) oder nach einer Bestrahlung entstehen (Huvos
1986; Mirabello 2009). Die Tumoren kénnen grundséatzlich im gesamten Skelettsystem lokalisiert
sein, kommen jedoch vorzugsweise in den Metaphysen der Rohrenknochen vor. So treten ca. 60 %
der Falle im Kniegelenkbereich, also im distalen Femur und in der proximalen Tibia, auf. Auch der
hiftgelenknahe Femur, der proximale Humerus sowie das Becken werden vielfach betroffen. Das
Vorkommen in der Wirbelsdule oder im Gesichtsschadel ist mit weniger als 10 % vergleichsweise
gering (Nathrath et al. 2011). Neben einer lokalen Schwellung stellen zunehmende, oft als
belastungsabhangig empfundene Schmerzen das fiihrende Symptom dar (Widhe und Widhe 2000).
Die Zellen des Osteosarkoms sind hochgradig polymorph und durch die Produktion von Osteoid
bzw. mineralisierter Knochenmatrix gekennzeichnet. Anhand der histologisch vorherrschenden
Tumorzellart wird der Tumor in das osteoblastische (50 %), chondroblastische (25 %) oder
fibroblastische (25 %) Osteosarkom eingeteilt (Dahlin und Unni 1977; Klein und Siegal 2006). Der
exakte zellulare Ursprung des Osteosarkoms ist nach wie vor noch nicht eindeutig geklart. Es wird
diskutiert, dass sich die transformierten Zellen entweder von mesenchymalen Stammzellen oder

Osteoblasten-Vorlauferzellen ableiten (Mutsaers und Walkley 2014).
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Charakteristisch fir das Osteosarkom ist ein schnelles und invasives Wachstum mit einer
frihzeitigen Entwicklung von Fernmetastasen. Diese betreffen in erster Linie die Lunge (80 %),
konnen aber auch das Skelett, Lymphknoten oder andere Organe befallen (Link et al. 2002; Bielack et
al. 2002). Die primare Metastasierung korreliert mit einer deutlich schlechteren Prognose. Dies ist
insofern relevant, als dass bei etwa 20 % der Patienten bereits bei Diagnosestellung manifeste
Metastasen vorliegen. Darliber hinaus geht man auch bei Patienten, die initial frei von Metastasen
erscheinen, in 80-90 % von einer bereits erfolgten Mikrometastasierung aus (Kaste et al. 1999; Kager
et al. 2003; Nathrath et al. 2011).

Die Therapie des Osteosarkoms besteht derzeit in der radikalen Resektion der Tumoren sowie
einer zentralisierten prd- und postoperativen Chemotherapie. Wahrend vor 1970 die alleinige
operative Tumorentfernung nur in 10-15 % der Falle zu einer Langzeitheilung fihrte, konnte die 5-
Jahres-Uberlebensrate durch die Anfang der 1980er Jahre eingefiihrte ergdnzende Chemotherapie
auf 60-70 % angehoben werden. Seit Mitte der 1980er Jahre gab es allerdings keine wesentlichen
Fortschritte flr eine Heilung dieser Tumorerkrankung, weshalb die Prognose beim Osteosarkom
heutzutage nach wie vor schlecht ist (Rosen et al. 1982; Anninga et al. 2011; Allison et al. 2012). Die
Identifizierung neuer krankheitsspezifischer Zielmolekiile zur Entwicklung neuer Therapieansatze ist

daher von zentraler Bedeutung.

1.5.2 Pathogenese

Die Frage, ob sich die gdngige Mehrschritthypothese der malignen Transformation auch auf die
Pathogenese des Osteosarkoms anwenden lasst, ist Gegenstand vieler genetischer Untersuchungen
(Botter et al. 2014). Diese Hypothese besagt, dass die Karzinogenese ein mehrstufiger Prozess ist, der
durch die Akkumulation mehrerer Mutationen bedingt ist (Vogelstein und Kinzler 1993). Genetische
Veranderungen wie Punktmutationen, chromosomale Rearrangements (Translokation, Inversion,
Deletion) sowie Amplifikationen kénnen zur Uberexpression und Aktivierung von Onkogenen bzw.
zur Suppression und Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen fiihren. Die klare Identifizierung einer
definierten Abfolge genetischer Verdnderungen, wie im Falle der Pathogenese des Kolonkarzinoms
(Vogelstein et al. 1988), ist fiir das Osteosarkom bisher nicht gelungen. Der Grund dafir ist, dass das
Osteosarkom im Vergleich zu vielen anderen Tumoren durch eine grof3e inter- und intratumorale
Heterogenitdt sowie einem hohen AusmaR an genomischer Instabilitdt gekennzeichnet ist (Stephens
et al. 2011; Martin et al. 2012).

Nichtsdestotrotz konnten mittels genomweiten Genexpressions- und Sequenzanalysen sowie
Proteinexpressionsanalysen an humanen Osteosarkom-Geweben mehrere relevante Gene

identifiziert werden, die mit der Entstehung und Progression von Osteosarkomen assoziiert sind.
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Einige Kandidatengene sind in Tab. 2 gelistet. Neben dem Onkogen c-Fos, das in einer Vielzahl von
Osteosarkom-Geweben (iberexprimiert wird, sind vor allem Tumorsuppressorgene, die bei der
Regulation des Zellzyklus (TP53, RB1) sowie dem Erhalt der DNA-Stabilitdt (RECQL4) beteiligt sind,
von groRer Bedeutung. So kdnnen in etwa 80 % sporadisch entstandener Osteosarkome sowie in
53 % etablierter Osteosarkom-Zelllinien genetische Verdanderungen im TP53-Gen identifiziert werden
(Chen et al. 2014; Ottaviano et al 2010). Die Bedeutung von TP53 im Osteosarkom wird zudem
dadurch unterstrichen, dass bei Patienten des Li-Fraumeni Syndroms, die eine inaktivierende
Keimbahnmutation in einem Allel des TP53-Gens tragen, eine nachgewiesene Pradisposition fir eine
Osteosarkom-Entstehung vorliegt (Srivastava et al. 1990). Ebenso kommt es beim familidren
Retinoblastom (Funktionsverlust des RBI1-Gens) sowie beim Rothmund-Thomson Syndrom
(Funktionsverlust des RECQL4-Gens) zu einem vermehrten Auftreten von Osteosarkomen (Hansen et

al. 1985; Wang et al. 2003).

Tab. 2: Ausgewahlte haufig mutierte Tumorsuppressorgene und Onkogene im humanen Osteosarkom.

Mutations-

Gen Name Genlocus haufigkeit Referenz

Tumorsuppressoren

TP53 Tumor protein 53 17p13.1 80-90 % Chen et al. 2014

RB1 Retinoblastoma 1 13g14.2 10-39 % Toguchida et al. 1989

Chen et al. 2014
RECQL4 RecQ protein-like 4 8q24.4 <5% Lonardo et al. 1997
Colombo et al. 2014

PTEN Phosphatase and tensin homologue 10g23.3 44 % Freeman et al. 2008

CDKN2B (P15) Cyclin-dependent kinase inhibitor p15 9p21 5-21% Tsuchiya et al. 2000

CDKN2A (P16) Cyclin-dependent kinase inhibitor p16  9p21 keine Hou et al. 2006

Angaben

Onkogene

c-Fos FBJ murine osteosarcoma viral 14924.3 40-61 % Wou et al. 1990
oncogene homologue Gamberi et al. 1998

CDK4 Cyclin-dependent kinase 4 12q14 8% Wei et al. 1999

MDM?2 MDM2 p53 binding protein 12q15 3-25% Lonardo et al. 1997
homologue

MyYC V -MYC myelocytomatosis viral 8g21.4 7-10% Chen et al. 2014
oncogene homologue

PRIM1 Primase DNA polypeptide 1 12q13 41 % Yotov et al. 1999

TWIST Twist homologue 1 7p21 14 % Entz-Werle et al. 2005

1.5.3 Mausmodelle

Seitdem Rudolf Jaenisch 1974 die erste genetisch verdanderte Maus generierte, haben sich transgene
bzw. gendefiziente Mausmodelle fiir neue Erkenntnisgewinne in der Tumorbiologie bewdhrt
(Jaenisch und Mintz 1974). Sie eignen sich u.a. sehr gut zur Identifizierung von Driver-Mutationen, die
essentiell flr eine maligne Transformation sind, sowie zur Untersuchung konsekutiver Schritte der

Tumorentwicklung. Auch fir das Osteosarkom wurden diverse murine Modelle entwickelt, um die
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Pathomechanismen besser zu verstehen. Im Folgenden sollen die in dieser Arbeit verwendeten

Tiermodelle vorgestellt werden.

Ein Modell, das sich gut zur Untersuchung der molekularen Pathogenese des Osteosarkoms eignet,
ist das Trp53-defiziente Mausmodell. Trp53 ist das murine Homolog zum humanen TP53-Gen. Es
stellt das am haufigsten mutierte Tumorsuppressorgen im Osteosarkom dar und liegt zudem in ca.
50 % aller menschlichen Tumoren verandert vor (Muller und Vousden 2013). Die zentrale Rolle
dieses Gens bzw. des Genprodukts p53 liegt in der Regulierung des Zellzyklus. So induziert p53 bei
DNA-Schaden entweder einen Zellzyklusarrest sowie DNA-Reparaturmechanismen oder es leitet die
Apoptose der betroffenen Zelle ein (Levine 2009). M&duse mit einer homozygoten Keimbahndeletion
des Trp53-Gens entwickeln im Alter von 6-8 Monaten in 75 % der Falle Lymphome, die zum Tod der
Tiere fiihren. Dahingegen weisen Tiere, bei denen nur ein Trp53-Allel deletiert ist, aufgrund einer
geringeren Pradisposition fir Lymphome eine langere Lebensspanne sowie ein deutlich breiteres
Tumorspektrum auf. Hierbei werden neben diversen Weichteilsarkomen auch Osteosarkome
diagnostiziert (Harvey et al. 1993; Jacks et al. 1994).

Laut der Mehrschritthypothese miissen immer mehrere Gendefekte vorliegen, damit sich ein
Tumor manifestiert. Aufgrund der Beteiligung von TP53-Mutationen an der Pathogenese zahlreicher
untersuchter Tumoren, eignet sich das Trp53-defiziente Mausmodell zur Identifizierung weiterer
Kandidatengene (Bystander-Mutationen), die zu einer Tumormanifestation beitragen (Wunder et al.

2005).

Als weiteres Osteosarkom-Modell wurden Mause herangezogen, die den Transkriptionsfaktor c-fos
Uberexprimieren. c-Fos ist ein Hauptbestandteil des heterodimeren AP-1 Komplexes, der eine
wichtige Rolle bei der Regulation von Zellproliferation, Differenzierung und Apoptose spielt (Shaulian
und Karin 2001). Auch bei der Regulation der Knochenhomd&ostase nimmt c-Fos eine
Schlisselfunktion ein (Wagner 2002). So ist dieser Faktor essentiell fiir die Differenzierung von
Osteoklasten, hat aber auch einen entscheidenden Einfluss auf die Transformation von Osteoblasten
(Jochum et al. 2002). Dies zeigt sich darin, dass eine Uberexpression von c-Fos in 40-61 % aller
humanen Osteosarkome gefunden wurde (Wu et al. 1990; Gamberi et al. 1998). Zudem korreliert die
Expressionsrate mit hoheren histologischen Graden und daher mit einer hoheren Malignitat der
Erkrankung (Franchi et al. 1998; Papachristou et al. 2003). In Analogie dazu entwickeln Mause, die c-
fos unter Kontrolle des MHC Klasse | Promotors H2K (H2-c-fos-LTR) exprimieren, bereits wenige

Wochen nach Geburt Osteosarkome und eignen sich daher als gutes Krankheitsmodell. Die Tumoren
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manifestieren sich mit einer Penetranz von 100 % und kénnen alle Knochen des Skelettsystems
betreffen (Riuther et al. 1987; Grigoriadis et al. 1993).

Das Transformationspotential von c-Fos wird maRgeblich durch posttranslationale Modifikation
bestimmt. So konnte in vitro gezeigt werden, dass die Phosphorylierung von c-Fos durch die Kinasen
ERK (Extracellular-signal regulated kinase) und Rsk2 (Ribosomal Protein S6 Kinase 2) die Stabilitat und
damit die transformierende Aktivitdt des Proteins moduliert (Chen et al. 1996). Rsk2 ist eine
Serin/Threonin Kinase, die eine zentrale Schaltstelle im MAP-Kinase-Signalweg (MAP mitogen-
activated protein) ist und neben c-Fos eine Vielzahl nukledrer Substrate wie CREB (cAMP response
element-binding protein), Histon H3 oder auch p53 phosphoryliert (Anjum und Blenis 2008).
Nachdem die in vitro Versuche bereits eine entscheidende Rolle von Rsk2 bei der Regulation der
Zelltransformation vermuten lieRen, bestatigten darauffolgende in vivo Analysen, dass die c-Fos-
abhangige Osteosarkom-Progression in Abwesenheit von Rsk2 deutlich beeintrachtigt ist. So war die
GroRe der c-Fos-induzierten Tumoren bei Tieren mit zusatzlicher Rsk2-Defizienz drastisch reduziert
und die transformierten Zellen im Tumorgewebe zeigten eine verminderte Proliferations- sowie eine
erhohte Apoptoserate (Abb. 3; David et al. 2005). Da die Rsk2-Deletion vorwiegend Einfluss auf die
Tumorlast und nicht auf die Tumorinzidenz hat, eignet sich das c-fos-transgene Mausmodell mit

zusatzlicher Rsk2-Defizienz hervorragend zur Studie der Osteosarkom-Progression.
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Abb. 3: Einfluss der Rsk2-Deletion auf die Osteosarkom-Progression c-fos-transgener Mause (A) Kontaktradiographische
Aufnahmen erbrachten, dass die GroRe der c-Fos-induzierten Osteosarkome bei Mausen mit zusatzlicher Rsk2-Defizienz
deutlich reduziert war (gekennzeichnet durch rote Pfeile). In diesen Tumoren konnten mittels Ki67- und TUNEL-Farbung (B,
C) eine verminderte zelluldre Proliferation (signifikant reduzierter Anteil Ki67-positiver Zellen) sowie ein erhohter
Apoptoseindex (signifikant erhOhter Anteil TUNEL-positiver Zellen; gekennzeichnet durch weiBe Pfeile in den
Fluoreszenzaufnahmen) nachgewiesen werden (David et al. 2005).
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1.6 Die Rolle der Tyrosinphosphorylierung in der Tumorbiologie

1.6.1 Reversible Tyrosinphosphorylierung

In Signaltransduktionsprozessen wird die Aktivitdt der beteiligten Proteine maRgeblich durch die
reversible Ubertragung von Phosphatgruppen (Phosphorylierung/Dephosphorylierung) reguliert.
Reversible Phosphorylierungsvorgange nehmen somit eine Schlisselrolle in nahezu allen zelluldren
Prozessen wie Zellproliferation, Differenzierung, Zell-Zell-Kommunikation oder Apoptose ein. Der
Phosphorylierungsstatus eines Proteins unterliegt daher einer strengen Kontrolle, der durch die fein
regulierte Aktivitdt von Kinasen und Phosphatasen gesteuert wird (Abb. 4A). Proteinkinasen
katalysieren dabei die kovalente Bindung einer Phosphatgruppe an einen Aminosaurerest des
Substratproteins. Als Gegenspieler katalysieren die Phosphatasen die Dephosphorylierung, indem sie
die Phosphatgruppe durch hydrolytische Spaltung wieder entfernen. Proteinphosphorylierungen
treten in der Regel an Serin-, Threonin- oder Tyrosinresten auf, wobei das Verhaltnis in
eukaryotischen Zellen 90 : 10 : 0,05 betragt (Mann et al. 2002). Als Konsequenz der Anwesenheit
einer Phosphatgruppe kommt es in dem betroffenen Protein zu einer Konformationsdnderung,
wodurch dieses entweder aktiviert oder inaktiviert wird (Abb. 4B). Auf diese Weise werden zellulare

Signale weitergeleitet, verstarkt, umgeleitet oder abgeschaltet.
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Abb. 4: Reversible Proteinphosphorylierung. (A) Proteinkinasen katalysieren die kovalente Bindung einer Phosphatgruppe
(PO43') von einem Adenosintriphosphat (ATP) Molekil an eine Hydroxylgruppe (-OH) einer Serin-, Threonin- oder
Tyrosinseitenkette des Substratproteins. Chemisch handelt es sich um die Bildung eines Phosphorsdureesters. Als
Gegenspieler katalysieren die Phosphatasen die Dephosphorylierung. Dies geschieht durch Hydrolyse der
Phosphoesterbindung. (B) Phosphorylierung wirkt als molekularer Schalter, der die Aktivitdt eines Proteins entweder ein-
oder ausschaltet.

1.6.2 Tumorsuppressorfunktion von Protein-Tyrosinphosphatasen (PTPs)

Ein genau abgestimmtes Wechselspiel zwischen Proteinkinasen und Phosphatasen ist insbesondre
flir die Regulation der Zellproliferation essentiell. Daher liegt es nahe, dass Stérungen bzw.

Verschiebungen dieses dynamischen Gleichgewichts mit der Entstehung und Progression von
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Tumoren assoziiert sind. In diesem Kontext ist vor allem die Phosphorylierung an Tyrosinresten von
Bedeutung. Auch wenn der Anteil an tyrosinphosphorylierten Proteinen nur 0,05-0,1 % der
Gesamtphosphorylierung einer Zelle ausmacht, werden genetische Verdanderungen in Protein-
Tyrosinkinasen (PTKs) und Protein-Tyrosinphosphatasen (PTPs) mit der Pathogenese diverser
Karzinome und Sarkome assoziiert (Vetter et al. 2002; Ostmann et al. 2006; Julien et al. 2011). Da
viele Wachstumsfaktoren (iber die Aktivierung der Tyrosinphosphorylierung die Zellproliferation
fordern, ist es nicht verwunderlich, dass aktivierende Mutationen in PTKs die malignen
Transformationsprozesse begiinstigen. Sie gelten demnach als Onkogene (Blume-Jensen und Hunter
2001). Als Gegenspieler zu den PTKs fungieren die meisten PTPs als Tumorsuppressoren. So konnte
eine Inaktivierung von PTP-Genen durch somatische Mutationen, inaktivierende Promotor-
methylierungen sowie durch den Verlust eines Allels (LOH, Loss of heterozygosity) in einer Reihe
humaner Tumoren nachgewiesen werden (Tonks 2006; Julien et al. 2011). Unter anderem wurde fir
die Rezeptor-Proteintyrosinphosphatase { (Rptpl) eine Tumorsuppressorfunktion beschrieben. In
vitro Experimente in Prostatakarzinom-Zelllinien erbrachten, dass die shRNA-vermittelte Repression
des entsprechenden Gens das Migrations- und Invasionspotential dieser Zellen erhéhte. Darlber
hinaus konnte mittels Injektion dieser Zelllinien in Nacktmause gezeigt werden, dass der Verlust von
Rptpl mit einer verstirkten Metastasierung einhergeht (Diamantopoulou et al. 2010). Inwiefern
RptpC auch bei der Pathogenese des Osteosarkoms von Bedeutung sein konnte, soll im Folgenden

erlautert werden.

1.6.3 Die Rezeptor-Proteintyrosinphosphatase Rptp{

Rptpl gehort zur Gruppe der ,Cystein-basierten Klasse [-Phosphatasen® der PTP-Superfamilie. Das
kodierende Gen — PTPRZ1 — ist beim Menschen auf dem Chromosom 7 (7g31.3) lokalisiert (Ariyama
et al. 1995). Durch Alternatives Splicing der entsprechenden pra-mRNA werden 3 Isoformen
generiert (Abb. 5). So unterscheidet man eine sezernierte Form, genannt Phosphacan, und zwei
transmembrane Rezeptorformen (lange und kurze Rptpi-Variante). Die lange Rptpl-Variante (full
length form) umfasst 2307 Aminosauren, was einem Molekulargewicht von etwa 250 kDa entspricht.
Charakteristisch fiir die Klasse der Rptps enthélt dieses Protein in seiner intrazellularen Region 2
Phosphatasedomanen (D1 und D2), von denen allerdings nur die membranstandige Domane D1 volle
katalytische Aktivitat aufweist. Der extrazelluldre Teil besteht aus einer N-terminalen
Carboanhydrase-dhnlichen Domane (CA) gefolgt von einer Fibronektin Typ lll-dhnlichen
Sequenzwiederholung (FN), einer Spacerregion (SR) und einer langen Intervening Sequence (IS), die
bei der kurzen transmembranen Variante fehlt. Charakteristischerweise ist die IS-Domdne stark mit

Glycosaminoglycan-Seitenketten (GAGs) modifiziert. So handelt es sich bei der sezernierten Rptpl-
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Form (Phosphacan), die ausschlielRlich die extrazellulire Region umfasst, um das am haufigsten
vorkommende Proteoglykan im Gehirn (Barnea et al. 1994; Nishiwaki et al. 1998; Lamprianou et al.

2011).

CA FN SR GAG

Phosphacan .:
™ D1 D2
Rptpt-lange Form (DD S

RptpZ-kurze Form .:)— \\\\\ s Sy

Abb. 5: Schematische Darstellung der Rptp{-Isoformen. Dargestellt ist die Domanenstruktur der durch alternatives Splicing
generierten Rptpl-Varianten. CA: Carboanhydrase-dhnlichen Domane; FN: Fibronektin Typ lll-dhnliche Sequenz-
wiederholung; SR: Spacerregion; IS: Intervening Sequence; TM: Transmembrandomane; D1+D2: Phosphatase-Domanen;
GAG: Glycosaminoglycan-Seitenketten. Aus den Primarstrukturen lassen sich ohne posttranslationale Modifikationen
folgende Molekulargewichte errechnen: Phosphacan: 175 kDa, Rptpl-lange Form: 250 kDa, RptpZ-kurze Form: 165 kDa
(Garwood et al. 2003).

PTPRZ1 wurde erstmalig in Zellen des zentralen Nervensystems entdeckt, wobei die starkste
Expression in Astrozyten und Oligodendrozyten nachgewiesen wurde (Krueger und Saito 1992;
Faissner et al. 2006). Die Analyse Ptprzl-defizienter Mause ldsst auf eine Rolle von RptpZ bei der
Entwicklung und Differenzierung von Oligodendrozyten schlieBen (Harroch et al. 2002).

Im Jahr 2008 konnte von unserer Arbeitsgruppe erstmalig die Relevanz von RptpC fir den
Knochenstoffwechsel aufgezeigt werden (Schinke et al. 2008). So erbrachte eine Affymetrix-
Genchipanalyse von sich differenzierenden primaren murinen Osteoblasten, dass Ptprz1 im Verlauf
der Mineralisierung eines der am starksten induzierten Gene ist. Weiterhin zeigten semi-quantitative
Expressionsanalysen, dass Osteoblasten die kurze transmembrane Variante von Rptpl exprimieren.
Daraufhin wurde der Knochenphdnotyp Ptprzl-defizienter Mause analysiert. Ein drastischer
skelettaler Phanotyp liel sich hierbei nicht identifizieren - die Tiere zeigten eine moderate
Osteopenie im Alter von 52 Wochen. Allerdings ergaben sich duerst interessante Erkenntnisse aus
ex vivo Zellkulturexperimenten. So konnte in den primaren Osteoblasten Ptprzl-defizienter Mause in
vitro eine wesentlich starkere Proliferationsrate als in den entsprechenden Wildtypkulturen
nachgewiesen werden. Weiterhin fiihrte die Transfektion eines Rptpl Expressionsplasmids in der
osteoblastaren Zelllinie MC3T3-E1 zu einer konzentrationsabhangigen Reduktion der

Zellproliferation. RptpC stellt demnach einen negativen Regulator der Osteoblastenproliferation dar.
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1.7 Aufgabenstellung

Das Osteosarkom ist zwar ein seltener, aber dennoch ein duflerst aggressiver Tumor, an dem
heutzutage immer noch mehr als 30 % der vorwiegend jugendlichen Patienten versterben. Das
zentrale Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung molekularer Ursachen der Tumorentstehung, die fir
die Entwicklung neuer potentieller Ansatze der Osteosarkom-Therapie von Bedeutung sein kénnten.

Dies sollte im Wesentlichen anhand von zwei Aufgabenstellungen analysiert werden.

1. Rptpl ist ein Membranprotein, das in vitro einen hemmenden Einfluss auf die
Osteoblastenproliferation hat. Hieraus ergab sich die Hypothese, dass Rptp als Tumorsuppressor
fungiert und dessen Abwesenheit bzw. Inaktivierung die Entstehung von Osteosarkomen
begiinstigt. Da in den Ptprzl-defizienten Méausen bis zum Alter von 50 Wochen jedoch keine
skelettalen Tumoren beobachtet werden konnten, stellte sich die Frage, ob — gemal} der oben
beschriebenen Mehrschritthypothese — mehrere Gendefekte vorliegen missen, damit sich eine
auf Ptprz1-Defizienz beruhende Osteosarkom-Bildung manifestiert. Demnach wurde die putative
Tumorsuppressorfunktion von Rptp durch gezielte Kombination einer Ptprz1-Defizienz mit einer

heterozygoten Trp53-Deletion am Mausmodell Gberpriift.

2. c-Fos ist ein Transkriptionsfaktor, der im humanen Osteosarkom verstarkt exprimiert wird. Auch
eine Uberexpression in Mausen fithrt zur Entwicklung von Osteosarkomen. Bei gleichzeitiger
Deletion von Rsk2, einer Kinase, zu deren Zielmolekiilen c-Fos zahlt, ist das Osteosarkom-
Wachstum allerdings deutlich gestort. Ziel dieser Arbeit war daher die Untersuchung des
zelluldaren und molekularen Mechanismus, dem die pro-onkogene Rolle von Rsk2 bei der c-Fos-
induzierten Osteosarkom-Entwicklung zugrunde liegt. Zudem wurde analysiert, ob der protektive
Effekt der genetischen Inaktivierung von Rsk2 durch eine pharmakologische Inhibition
reproduziert werden kann. Rsk2 kdnnte somit ein vielversprechendes therapeutisches Zielprotein

zur Behandlung von Osteosarkomen darstellen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Alle verwendeten Gerdte, Materialien, Chemikalien, Kits, Enzyme, Antikorper, Oligonukleotide,
Plasmide und Bakterien sind, wenn nicht explizit aufgeflihrt, dem Anhang (Kapitel 8.1) zu
entnehmen. Dort sind ebenfalls die Zusammensetzungen der verwendeten Puffer und Losungen

sowie Zellkulturmedien beschrieben.

2.1.1 Mausmodelle

In dieser Arbeit wurden verschiedene Mausmodelle eingesetzt und je nach Fragestellung
miteinander verpaart. Die Haltung der Tiere erfolgte in den Raumlichkeiten der Zentralen
Versuchstierhaltung (VTH) des UKE bei einem 12 Stunden Tag-Nacht-Rhythmus. Nahrung und Wasser
stand ad libitum zur Verfiigung. Die Organentnahmen wurden von der Tierschutzkommission des
UKE und der Behérde fiir Soziales, Familie, Gesundheit und Verbraucherschutz der Freien und

Hansestadt Hamburg genehmigt (Genehmigungsnummer Org#529).

Tab. 3: Verwendete Mausmodelle.

Genetischer

Mausmodell Genotyp Beschreibung Quelle Hintergrund

- . /- Jackson Laboratory
Trp53-defiziente Mduse Trp53 Jacks et al. 1994 (Maine, USA)
- . /- Harroch et al. 2000 Dr. Sheila Harroch
Ptprz1-defiziente Mause Ptprz1 Schinke et al. 2008 (Institut Pasteuer, Paris, FRA)
c-fos transgene Mause c-fostg Ruther et al. 1989 Dr. Jean-Pierre David
g (H2-c-fos-LTR) David et al. 2005 (UKE Hamburg, DE)
P . Wy Yang et al. 2004 Dr. Jean-Pierre David C57Bl6/)
Rsk2-defiziente Muse | Rsk2 David et al. 2005 (UKE Hamburg, DE)

Nakamura et al. 1998 Dr. Takashi Muramatsu

Mdk-defiziente Mause Mdk Liedert et al. 2014 (A.|cP.1| Gakuin University,
Aichi, JPN)
C57BI6/) Wildtyp Mause | WT Black et al. 1998 ii:iﬁ': Versuchstierhaltung

Fiir die Analysen c-fos-transgener bzw. c-fos-transgener Mduse mit zusatzlicher Rsk2-Defizienz

wurden ausschlieRlich mannliche Tiere verwendet.
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2.1.2 Zelllinien und primare Zellen

Die Kultivierung von Zellen erfolgte standardmafig bei 37°C, 5 % CO, und 100 % rH.

Tab. 4: Verwendete Zelllinien und primare Zellen.

Zelllinien/
primdre Zellen

Beschreibung

Quelle

Kultivierung

ATCC #HTB-96

Mc Coy's 5A Medium

u20S Humane Osteosarkom-Zelllinie (Rockville, USA) 10 % FKS; 100 U/ml

! Penicillin/Streptomycin

Mc Coy's 5A Medium

Sa0s-2 Humane Osteosarkom-Zelllinie ,(AF;I'OCCCI(\#ZT;I'BL-JS;A) 20 % FKS; 100 U/ml

! Penicillin/Streptomycin
c-fostg Murine Osteosarkom-Zelllinie
c-fostg/RskZ'/y Murine Osteosarkom-Zelllinie Eigens generiert aus ig\ﬂ/E,;/lK;niiozézug/l :\IaHCOS;

+/- +/- . . H H ° ; m

Trp53" /Ptprzi Murine Osteosarkom-Zelllinie isolierten Osteosarkomen Penicillin/Streptomycin
Trp53+/'/Ptprzl'/' Murine Osteosarkom-Zelllinie

Primdre murine

Primarkultur

Generiert aus
Schadeldachern 3-5 Tage

+ 50 pg/ml Ascorbinsdure

Osteoblasten +10 mM B-Glycerophosphat

alter C57BL/6 Mause
Generiert aus dem
Knochenmark 12 Wochen
alter C57BL/6 Mause

+ 10 nM Vitamin-D3

+ 20 ng/ml M-CSF

+ 40 ng/ml msRANKL
Ready to use Osteoblasten
Wachstums- bzw.
Mineralisierungsgsmedium
(PromoCell)

Primare

Primarkultur
Osteoklasten

PromoCell #C-12720
(Heidelberg,DE)

Primare humane

Primarkultur
Osteoblasten

2.2 Methoden

2.2.1 Praparation von Mausen

Die zu analysierenden M&use wurden zundchst mit einem 80 % CO,/0, Gasgemisch narkotisiert,
bevor die eigentliche Totung durch reines CO, Gas eingeleitet wurde. Eine erfolgreiche Euthanasie
wurde durch das Ausbleiben des Zwischenzehenreflexes an der Hintergliedmalie verifiziert. Die
Mause wurden sogleich gewogen, der Bauchraum erdéffnet und aus dem Herzen Blut entnommen.
Zur Bestdtigung des Genotyps wurde auflerdem ein Stick der Schwanzspitze abgenommen. Fir
ausgewahlte Versuche wurden einzelne Gewebe prdpariert, sofort in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bis zur RNA-Isolation (Kapitel 2.2.4.7) bei -80°C gelagert. Nach Entfernung aller
Organe wurden die Mduse gehautet, die Skelette auf einer Korkplatte gestreckt und fiir 48 h'in 3,5 %
Formafix-Losung fixiert. AnschlieBRend wurden die Skelette bis zur weiteren Verarbeitung in 80 %
Ethanol gelagert. Die Isolierung primarer Knochentumoren zur Etablierung von Osteosarkom-

Zelllinien (Kapitel 2.2.5.3) erfolgte stets an unfixiertem Gewebe.
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2.2.2 Radiologische Untersuchungen

Fir kontaktradiografische Untersuchungen wurden fixierte sowie unfixierte Mausskelette auf einer
Rontgenkassette platziert und fiir 2 s bei 35 kV im Kontakt-Rontgenapparat (Faxitron Xray) belichtet.
Die Entwicklung der Rontgenfilme erfolgte mithilfe eines automatischen Entwicklersystems (Protec).

Zur detaillierten dreidimensionalen Darstellung von Osteosarkomen wurden die betroffenen

Knochen mittels Mikro-Computertomographie (UCT, Scano Medical) analysiert.

2.2.3 Histologische Untersuchungen

2.2.3.1 Unentkalkte Knochenhistologie

Fiir histologische Untersuchungen von Osteosarkomen wurden diese aus den fixierten Skeletten
prapariert und in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwdassert. Die Entwdasserung erfolgte im
Autotechnikon: 2 x 60 min 70 % EtOH, 3 x 60 min 80 % EtOH, 3 x 60 min 96 % EtOH, 4 x 60 min 100 %
EtOH. Zur weiteren Behandlung wurden die nicht entkalkten Tumoren fiir jeweils 24 h in den
Infiltrationslésungen-1 und Il inkubiert und anschliefend in Acrylat eingebettet. Dies erfolgte mittels
Giel3losung in GlasgefaRen. Nach Ausharten der Blocke bei 4°C wurden diese aus den Glasbehaltern
geschlagen und angeschliffen. Am Rotationsmikrotom wurden 4 um dicke Schnitte angefertigt, die
auf Chromalaun-Gelatine beschichtete Objekttrager gezogen und mit Streckl6sung benetzt wurden.

Die Schnitte wurden anschlieRend liber Nacht bei 60°C getrocknet und konnten nun gefarbt werden.

2.2.3.2 Von Kossa/van Gieson-Farbung

Zum Nachweis einer mineralisierten Matrix im Tumorgewebe wurden die histologischen
Schnittpraparate nach von Kossa/van Gieson gefarbt. In dieser Farbung erscheint mineralisierter
Knochen schwarz, Osteoid und Bindegewebe werden rot sowie Muskeln und Erythrozyten gelb
dargestellt. Zum Herauslosen des Kunststoffes aus den Acrylatschnitten wurden diese in 2-
Methoxyethylacetat (3 x5 min) entplastiniert und in einer absteigenden Alkoholreihe bewassert
(EtOH 100 %, EtOH 96 %, EtOH 80%, EtOH 70%, EtOH 50%). AnschlieRend wurden die Schnitte nach
folgendem Protokoll gefarbt: Von Kossa-Farbeldsung (5 min), laufendes Leitungswasser (10 min),
Sodaformollésung (5 min), laufendes Leitungswasser (10 min), Natriumthiosulfatlésung (5 min),
laufendes Leitungswasser (10 min), van Gieson-Farbelosung (20 min). Danach wurden die Schnitte in
einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert und nach jeweils 3 x 5 min Inkubation in Xylol mit DPX

eingedeckt.
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2.2.3.3 Toluidinblau-Farbung

Zur Differenzierung zellularer sowie intrazellularer Strukturen im Tumorgewebe wurden die
Schnittpraparate mit Toluidinblau angefarbt. Dieser Farbstoff stellt basophile Gewebebestandteile
(z.B. Nukleinsduren und Proteoglykane) in unterschiedlichen Blautonen dar, wodurch eine gute
Gewebsdifferenzierung ermoglicht wird. Die Vor- und Nachbehandlung der Schnitte verlief analog zu
der von Kossa/van Gieson-Farbung (Kapitel 2.2.3.2). Der Firbeprozess erfolgte durch eine 30-

mindtige Inkubation in Toluidin-Farbelosung.

2.2.4 Molekularbiologische Methoden

2.2.4.1 Isolierung genomischer DNA aus Mausschwanzbiopsien

Zur Genotypisierung von Mausen wurde genomische DNA mittels Phenol-Chloroform-Extraktion
isoliert. Hierfir wurde ein kleines Stlick der Schwanzspitze neonataler Mause, welche zuvor von
Tierpflegern der VTH abgenommen worden waren, mit 750 ul Biopsie-Lysis-Puffer (inklusive
0,7 mg/ml Proteinase K) versetzt und fir mindestens 2 h bei 55°C inkubiert. Dieser Ansatz wurde
anschlieRend mit gleichem Volumen gebrauchsfertiger Phenol-Chloroform-Losung vermischt. Nach
10 min Zentrifugation bei 13000 rpm wurde die obere wadssrige Phase in ein neues
Mikroreaktionsgefall (berfliihrt und mit gleichem Volumen Isopropanol vermengt. Es folgte ein
weiterer Zentrifugationsschritt unter den oben aufgefiihrten Bedingungen. Das entstandene DNA-
Pellet wurde nach Dekantieren des Uberstandes mit 70 % EtOH gewaschen und erneut fiir 5 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und nach vollstindigem Verdampfen des Ethanols

konnte das DNA-Pellet in 50 pl TE-Puffer aufgenommen werden.

2.2.4.2 Genotypisierung

Die Genotypisierung von Mauslinien erfolgte mittels Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain
reaction, PCR) nach Mullis et al. (1986). Als Ausgangsmaterial diente genomische DNA, die aus
Schwanzbiopsien der Mause isoliert wurde (Kapitel 2.2.4.1). Die Primer zur lIdentifikation der
Genotypen sind unter 8.1.7.1 aufgefiihrt. Reaktionsansatze und —bedingungen der entsprechenden
PCRs sind in Tab. 5 dargestellt. Zur DNA-Amplifikation wurde die DreamTag-Polymerase der Firma
Thermo Fisher Scientific eingesetzt. Die Analyse der PCR-Produkte erfolgte mittels Agarose-
Gelelektrophorese. Abhadngig von der erwarteten ProduktgréoBfe wurden 1-2,5 %ige Agarosegele

verwendet. Die DNA wurde im Gel mittels Ethidiumbromid (500 ng/ul) sichtbar gemacht.
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Tab. 5: PCR-Reaktionsansatze und —bedingungen.

Reaktionsansatz c-fos Mdk Ptprz1 Rsk2 Trp53
10x Puffer 5ul 5ul 5 ul 5 ul 5ul
dNTPs [10 mM/dNTP] 1ul 1ul 1ul 1ul 1l
Primer for [2 pM] 8ul 8ul 8 ul 8 ul 8 ul
Primer rev 1 [2 pM] 8ul 8ul 8 ul 8 ul 8 ul
Primer rev 2 [2 pM] - - - - 8 ul
DMSO 0,5 ul 0,5 ul 0,5 ul 0,5 ul 0,5 ul
Polymerase [5U/ul] 0,5 pl 0,5 pl 0,5 pl 0,5 pl 0,5 pl
genomische DNA 1,5 ul 1,5 ul 1,5 ul 1,5 ul 1,5 ul
H,0 25,5 ul 25,5 ul 25,5 ul 25,5l 17,5 ul
Gesamtvolumen 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul
Reaktionsbedingungen
Initiale Denaturierung 94°C 4 min 94°C 2min 94°C 2min 94°C 4min 94°C 4min
Denaturierung 94°C 30s 94°C 45s 94°C 45s 94°C 30s 94°C 30s
Hybridisierung 58°C 45s 58°C 45s 58°C 45s 58°C 45s 52°C 45s
Elongation 72°C 2min 72°C 1min 72°C 1min 72°C 2min 72°C 2min
Finale Elongation 72°C 10min 72°C 10min 72°C 10min 72°C 10min 72°C 10min
Zyklen 38 38 38 38 38
Erwartetes Produkt (bp) 600 400 (WT) 400 (WT) 230 (WT) 450 (WT)
650 (KO) 650 (KO) 320 (KO) 650 (KO)

2.2.4.3 Gerichtete Mutagenese

Die Herstellung von Rptp{ Mutanten erfolgte mittels gerichteter Mutagenese unter Verwendung des
QuikChange Lightning Multi Site-Directed Mutagenesis Kits (Stratagene). Diese PCR-basierte
Methode ermoglicht das gezielte Einfllhren von Punktmutationen in DNA-Sequenzen zur
Generierung von Aminosaure-Substitutionen. Als Matritze fiir die Mutagenese-PCR (Tab. 6) diente
das Expressionsplasmid pRK5-Rptpl. Durch die Amplifizierung mit spezifischen Primern
(Kapitel 8.1.7.3), die den gewiinschten Nukleotidaustausch enthielten, konnten die entsprechenden
Mutationen in das Konstrukt eingefiihrt werden. Die parentale, nicht mutierte DNA-Matritze wurde
anschlieRend durch Zugabe der Endonuklease Dpnl spezifisch abgebaut und das mutierte Plasmid
nach Herstellerangaben in superkompetente E.coli XL1-Blue Zellen transformiert. Die transformierten
Bakterien wurden auf Ampicillin-haltigem LB-Agar selektiert und die Plasmid-DNA gemald Kapitel
2.2.4.6 prapariert. Mittels Sequenzierung (Kapitel 2.2.4.4 und 8.1.7.4) der Plasmide wurde schlieRlich
die Korrektheit der eingefiihrten Punktmutation verifiziert. Nach dieser Methode wurden die

mutierten Rptpl Proteine C1073S (C/S Mutante) und G1076V (G/V Mutante) generiert.
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Tab. 6: Reaktionsansatz und —bedingungen der Mutagenese PCR.

Reaktionsansatz
10x QuickChange Lightning Multi reaction buffer | 2,5 ul
QuickSolution 1l
dNTP Mix [10 mM/dNTP] 1l
Mutagenese Primer [2 pM] 5l
QuickChange Lightning Multi enzyme blend 1l
Plasmid-DNA x ul (100 ng)
H,0 ad 25 pl
Reaktionsbedingungen
PCR-Schritt | Temperatur (°C) Zeit (min:s) Zyklen
Schritt 1 95 2:00 1
95 00:20
Schritt 2 55 00:30 30
65 00:30
Schritt 3 65 00:15 1

2.2.4.4 DNA-Sequenzierung

DNA-Sequenzierungen wurden mittels Kettenabbruchmethode nach Sanger von der Firma Seqlab
durchgefihrt. Hierzu wurde folgender Ansatz vorbereitet: 1,2 ug Plasmid-DNA bzw. 22,5 ug PCR-
Produkt, 30 pmol Sequenzierprimer (Kapitel 8.1.7.4), 4,5 mM Tris (pH 8,5), ad 15 pl H,0. Die Analyse

der Chromatogramme erfolgte mithilfe der Bioedit Software.

2.2.4.5 Transformation von kompetenten Bakterien

Die Transformation chemisch kompetenter E.coli TOP10 Bakterien (Thermo Fischer Scientific)
erfolgte mittels Hitzeschock. Hierzu wurden die Bakterien zunachst mit 20-100 ng Plasmid-DNA fir
30 min auf Eis inkubiert. Dieser Ansatz wurde fiir 30 s auf 42°C erhitzt (Hitzeschock) und dann fir
5 min auf Eis abgekihlt. Nach Anzucht in 250 ul SOC Medium fir 60 min bei 37°C wurden die
Bakterien auf Ampicillin-haltigen LB-Agarplatten (100 ug/ml) ausgestrichen und Gber Nacht bei 37°C

inkubiert.

2.2.4.6 Praparation von Plasmid-DNA aus Bakterien (Miniprep, Maxiprep)

Fiir die Isolierung von Plasmid-DNA im Miniprep Format wurde das QIAprep Spin® Miniprep Kit
(Qiagen) verwendet. Hierflir wurde zunachst eine Einzelkolonie transformierter E.coli Bakterien von
der Anzuchtplatte in 5 ml LB-Medium (versetzt mit 100 pg/ml Ampicillin) Gberfihrt und Gber Nacht
unter Schitteln bei 37°C inkubiert. Nach Zentrifugation der Bakterien bei 13000 rpm konnte aus dem

entstandenen Bakterien-Pellet die Plasmid-DNA nach Herstellerangaben prapariert werden. Die

21



Material und Methoden

Isolierung gréRerer Plasmid-DNA-Mengen erfolgte aus 100 ml Kulturen mittels EndoFree® Plasmid

Maxi Kit (Quiagen) gemal Angaben des Herstellers.

2.2.4.7 Isolierung von RNA aus Gewebe und Zellen

Die Isolierung von RNA aus Geweben erfolgte mittels TRIzol®Reagent (Invitrogen). Hierflr wurden die
Gewebe (ca. 50-100 mg) zunachst in 1 ml Trizol Reagenz mithilfe eines Ultra Turrax (IKA®-Werke)
homogenisiert. Dieser Ansatz wurde anschlieBend griindlich mit 300 ul Chloroform vermischt und fiir
10 min bei 13000 rpm und 4°C zentrifugiert. Die obere Phase wurde sogleich in ein neues
Mikroreaktionsgefal} Gberflhrt, mit gleichem Volumen Isopropanol vermengt und erneut unter den
genannten Bedingungen zentrifugiert. Nach Dekantieren des Uberstandes wurde das RNA-Pellet mit
70 % EtOH in DEPC-H,0 gewaschen und erneut zentrifugiert. Das RNA-Pellet wurde schlief3lich
getrocknet und je nach GréRe in 10-100 ul RNase-freiem Wasser resolubilisiert. Die Konzentration
und Reinheit der RNA wurde per NanoDrop Spektrophotometer (Thermo Fisher Scientific) bestimmt.

Bis zur weiteren Verwendung wurde die RNA bei -80°C gelagert.

Zur Isolierung von RNA aus kultivierten Zellen wurde das RNA-Isolationskit NucleoSpin®RNA 11
(Macherey-Nagel) gemal} Herstellerangaben verwendet. Die RNA wurde in 40 pl H,0 eluiert und bis

zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

2.2.4.8 cDNA-Synthese

Fiir die reverse Transkription von RNA zu cDNA wurde das Verso cDNA Kit mit integriertem DNase-
Verdau verwendet (Thermo Fisher Scientific). Die Durchfilhrung erfolgte nach Angaben des
Herstellers, wobei jeweils 1 ug der isolierten RNA zur cDNA-Synthese eingesetzt wurde. Die cDNA

wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

2.2.4.9 qRT-PCR

Die Genexpression auf mRNA-Ebene wurde mittels quantitativer Real Time PCR (QRT-PCR) analysiert.
Hierfir kam sowohl die SYBR® Green-Technologie also auch das TagMan®-System zur Anwendung.
Beiden Technologien liegt eine herkdmmliche PCR zu Grunde, deren Verlauf jedoch anhand einer
fluoreszenzbasierten Messung dokumentiert werden kann. Demnach ist die gemessene Fluoreszenz
proportional zu der entstandenen Menge an PCR-Produkt. Unter Berlicksichtigung der
Reaktionszyklen konnen daraus Riickschliisse auf die Ausgangsmenge der untersuchten Transkripte
gezogen werden. Die Expressionsanalysen wurden mit dem StepOnePlus™ Real-Time-PCR-System
(Applied Biosystem) durchgefiihrt. Reaktionsansatz und —bedingungen des SYBR® Green und
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TagMan®-Systems sind in Tab. 7 und Tab. 8 dargestellt. Die verwendeten Primersequenzen sowie die
TagMan®-Sonden sind im Anhang aufgefiihrt (Kapitel 8.1.7.2 und 8.1.8). Als Referenz-Transkript
diente bei beiden Systemen Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (Gapdh). Fiir die relative
Quantifizierung wurde die Genexpression des Zielgens mit der Expression des Referenzgens

normalisiert.

Tab. 7: qRT-PCR Reaktionsansatz und —bedingungen mit SYBR® Green.

Reaktionsansatz
SYBR® Green Mastermix (2x) 10 ul
Primer for [2 pM] 1ul
Primer rev [2 pM] 1l
cDNA (1:5 verdiinnt) 1l
H,0 ad 20 ul
Reaktionsbedingungen
PCR-Schritt | Temperatur (°C) Zeit (min:s) Zyklen
Schritt 1 50 2:00 1
Schritt 2 95 10:00 1
Schritt 3 2(5) 01(2 '0105 40
95 00:15
Schritt 4 60 00:15 1
95 00:15

Tab. 8: qRT-PCR Reaktionsansatz und —bedingungen mit TagMan®-Sonden.

Reaktionsansatz

TagMan® Gene Expression Master-Mix (2x) | 10 pl

TagMan® Sonde 1l

cDNA (1:5 verdiinnt) 2l

H,0 ad 20 pl

Reaktionsbedingungen

PCR-Schritt | Temperatur (°C) Zeit (min:s) Zyklen
Schritt 1 50 2:00 1
Schritt 2 95 10:00 1

. 95 00:15

Schritt 3 60 1:00 40

2.2.4.10 Microarray-Genchip-Analyse

Die Microarray-Genchip-Analyse ermoglicht eine differentielle genomweite Expressionsanalyse
zwischen zwei oder mehreren Proben. In dieser Arbeit wurde der GeneChip® Mouse Genome 430 2.0
Array (Affymetrix) eingesetzt, um die Transkriptome von Osteosarkomen aus c-fos-transgenen

Mausen und c-fos- transgenen, Rsk2-defizienten Tieren zu vergleichen. Dieser Chip reprasentiert ca.
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39000 Mausgene bzw. Transkripte, deren Sequenzen aus den Datenbanken dbEST, GenBank® und
RefSeq ausgewahlt wurden. Die Probenaufbereitung sowie Hybridisierung, Scannen und Auswertung
der Genchips wurden am deutschen Rheuma-Forschungszentrum (DRFZ) in Berlin durchgefiihrt. Die
Auswertung erfolgte mit Unterstiitzung von Dr. Joachim Griin der Arbeitsgruppe Bioinformatik.
Hierzu wurden die von der Affymetrix-Software (GeneChip Operating Software, GCOS) ausgelesenen
Expressionsdaten und Vergleichsanalysen in die BioRetis-Datenbank importiert. Die Analyse der
Daten erfolgte mithilfe der HPCDA (High Performance Chip Data Analysis)-Methode der BioRetis-
Datenbank (http://bioretis-analysis.de/db/comparison). Fir Cluster-Analysen wurde im weiteren
Verlauf das Programm Genes@Work verwendet. Zudem wurde das Functional Annotation Tool von
DAVID Bioinformatics Resources (http://david.abcc.ncifcrf.gov/) genutzt, um die in den

Osteosarkomen differentiell regulierten Gene in ihre biologischen Prozesse einzuordnen.

2.2.5 Zellbiologische Methoden

2.2.5.1 Generierung primdrer Osteoblastenkulturen

Zur Gewinnung primarer muriner Osteoblasten wurden Schadeldacher von 3-5 Tage alten Mausen
verwendet. Da in diesem Altersstadium die Mineralisation der Schadeldecke noch nicht vollstandig
abgeschlossen ist, konnen die enthaltenen Knochenzellen durch einen enzymatischen Verdau aus der
Matrix gewonnen werden. Hierzu wurden die Schadelddacher der Tiere prapariert und das
Chondrocranium sowie andere Gewebsbestandteile entfernt. Die Schadeldacher wurden in sterilem
PBS gewaschen und anschlieRend mit Verdaulésung (0,1 % Collagenase und 0,2 % Dispase in
Minimalmedium) fiir 10 min bei 37°C unter Schiitteln vorverdaut. Der Uberstand wurde verworfen
und die Schadeldacher erneut mit Verdauldsung fiir 30-45 min bei 37°C unter Schitteln inkubiert. Im
Anschluss wurde dieser Ansatz durch ein 70 um Zellsieb filtriert, fir 5 min bei 13000 rpm
zentrifugiert und das erhaltene Zell-Pellet in Osteoblastenmedium (Kapitel 8.1.12) resuspendiert.
Nach Bestimmung der Zellzahl mittels Neubauer-Zahlkammer wurden die Zellen mit einer Dichte von
50000 Zellen/ml auf 12-Well-Zellkulturschalen ausplattiert (1 ml/Well). Die Kultivierung der Zellen
erfolgte standardmaRig bei 37°C, 5 % CO, und 100 % rH in Osteoblasten-Medium. Bei einer Konfluenz
von ca. 80-90% wurde durch Zugabe von 50 ug/ml Ascorbat und 10 mM R-Glycerophosphat
(Osteoblasten-Differenzierungsmedium) die osteogene Differenzierung induziert. Das Osteoblasten-

Differenzierungmedium wurde bis zum Zeitpunkt der Analyse jeden zweiten Tag gewechselt.
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2.2.5.2 Generierung primarer Osteoklastenkulturen

Osteoklasten wurden aus dem Knochenmark 12 Wochen alter Mause gewonnen. Hierzu wurden die
Tiere zunachst durch CO,-Intoxikation getotet und die Femora sowie Tibiae prapariert. Unter sterilen
Bedingungen wurde der Markraum proximal des Femurs bzw. distal der Tibia er6ffnet und das
Knochenmark mittels Zentrifugalkraft aus den Knochen gespiilt. Hierfir wurden die erdffneten
Knochen in ein PCR-Reaktionsgefal} liberfiihrt, in welches zuvor ein Loch gestochen wurde. Dieses
wurde in ein 1,5 ml Mikroreaktionsgefal’ platziert, in dem durch einen Zentrifugationsschritt (16 s bei
8000 rpm) das Knochenmark aufgefangen werden konnte. Die Knochenmarkszellen wurden zlgig in
Osteoklastenmedium (Kapitel 8.1.12) resuspendiert und durch ein 100 um Zellsieb gefiltert. Nach
Bestimmung der Zellzahl mittels Neubauer-Zdhlkammer wurden die Zellen mit einer Dichte von
5*10°/ml auf 12-Well-Zellkulturschalen ausplattiert (1 ml/Well) und unter Standardbedingungen im
Brutschrank kultiviert. Zwei Tage nach Praparation erfolgte ein Mediumwechsel mit Osteoklasten-
Differenzierungsmedium, welches zusatzlich 10 nM Vitamin D, 40 ng/ml sRANKL und 20 ng/ml MCSF

enthielt. Das Medium wurde bis zum Zeitpunkt der Analyse jeden zweiten Tag gewechselt.

2.2.5.3 Generierung muriner Osteosarkom-Zelllinien

Fiir die Isolierung primarer Tumorzellen aus Osteosarkomen wurden die Mausskelette unmittelbar
nach Totung der Tiere (CO,-Intoxikation) mittels Kontaktradiographie auf die Existenz und
Lokalisation von Knochentumoren untersucht. Die so identifizierten skelettalen Tumoren wurden
anschlieRend herausprapariert, in PBS gewaschen und unter sterilen Bedingungen mithilfe einer
Schere zerkleinert. Nach einem weiteren Waschschritt in PBS wurden die Tumorstiicke in
Osteoblastenmedium aufgenommen und in Zellkulturflaschen (T-25) transferiert. Die Kultivierung
erfolgte unter Standardbedingungen. Sobald die aus dem Tumorgewebe auswachsenden Zellen eine
Konfluenz von 80-90 % erreicht hatten, wurden diese mithilfe von Trypsin vom Boden der
Kulturflasche abgelost und auf eine neue Zellkulturflasche ausplattiert. Fir die Etablierung von

Osteosarkom-Zelllinien wurden die Tumorzellen mindestens 12-mal passagiert.

2.2.5.4 Stimulation/Behandlung von Zellen

Mit Hilfe von Proliferations- (Kapitel 2.2.5.6 und 2.2.5.7), Immunfluoreszenz- (Kapitel 2.2.6.1), und
Zellzyklusanalysen (Kapitel 2.2.5.8) wurden die Effekte des Rptpl-Antagonisten Midkine (Mdk) sowie
des Rsk-Inhibitors BI-D1870 auf die unterschiedlichen Osteosarkom-Zelllinien untersucht. Je nach
Versuchsaufbau wurden die Zellen zunéachst bis zur gewiinschten Dichte unter Standardbedingungen

kultiviert, bevor die entsprechende Substanz zugesetzt wurden. Rekombinantes murines Mdk wurde

25



Material und Methoden

hierbei in einem Konzentrationsbereich von 25-200 ng/ml und das Dihydropterinon-Derivat BI-D1870
in einem Bereich von 0,1-10uM verwendet. Die jeweiligen Konzentrationen und
Inkubationsbedingungen sind in Tab. 9 dargestellt. Da BI-1870 in DMSO gel6st war, wurde bei jedem
Versuch eine DMSO-Vehikelkontrolle mitgefiihrt. Bei den Mdk-Stimulationsversuchen dienten jeweils

PBS-behandelte Zellen als Kontrolle.

Tab. 9: Stimulation/Behandlung von Zellen mit Mdk und BI-D1870.

BrdU-
Methode X Wachstumskurve Immunfluoreszenz | Zellzyklusanalyse
Inkorporationsanalyse

Konzentration 25-200 ng/ml 100 ng/ml
Mdk 12 h in serumfreiem .
. . 6 din serum-

Inkubations- Kulturmedium .
bedingungen (gleichzeitige Zugabe von haltigem

gung g & & Kulturmedium

Brdu)
Konzentration 0,1-10 uM 10 uM 10 uM
BI-

D1870 . 6 din serum- 24 bzw. 48 hin 24 bzw. 48 h in
Inkubations- . . .
bedingungen haltigem serumhaltigem serumhaltigem

gung Kulturmedium Kulturmedium Kulturmedium

2.2.5.5 Mineralisationsanalyse

Die Mineralisierungsfahigkeit von Zellen ex vivo wurde mittels Alizarinrot-Farbung untersucht. Der
Farbstoff bildet hierbei einen Chelatkomplex mit dem Calcium der extrazelluldaren Matrix und lasst
damit die Mineralisationskerne rot erscheinen. Zur Farbung wurden die Zellen zundchst mit
eiskaltem 90 %igem Ethanol fiir 30 min bei Raumtemperatur (RT) fixiert. Nach zwei Waschschritten
mit destilliertem H,O erfolgte die Inkubation mit Alizarinrot-Farbel6sung fir 10 min bei RT unter
leichtem Schitteln. Die Uberschiissige Farbelésung wurde durch fiinffaches Waschen mit H,0
entfernt, bevor die Zellen mit PBS Uberschichtet wurden. Das Ergebnis konnte nun fotographisch

dokumentiert werden.

2.2.5.6 BrdU-Inkorporationsanalyse

Der BrdU Inkorporationsanalyse beruht auf dem kompetitiven Einbau des Pyrimidinanalogons 5-
Brom-2‘-desoxyuridin (BrdU) in die DNA proliferierender Zellen, welches (lber einen Peroxidase-
gekoppelten anti-BrdU-Antikorper detektiert werden kann. Durch Zugabe von Tetramethylbenzidin
kommt es zu einer spezifischen Substratreaktion, deren Produkt spektrophotometrisch bei einer

Wellenldange von 450 nm bestimmt werden kann. Die Hohe der Extinktion ist dabei proportional zur
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Menge neu synthetisierter DNA und damit zur Proliferation der Zellen. In dieser Arbeit wurde das Cell
Proliferation Biotrack Elisa System (GE Healthcare) verwendet. Hierzu wurden je nach Zellline 1000-
5000 Zellen pro Well einer 96-Well-Zellkulturschale ausplattiert (n=8 pro Bedingung). Bei einer
Konfluenz von ca. 70 % wurden die Zellen fir 12 h mit BrdU unter Standardbedingungen im
entsprechenden Vollmedium inkubiert. Zur Ermittlung des Effekts von Mdk erfolgte die Inkubation
von BrdU und Mdk simultan in serumfreiem Medium (Kapitel 2.2.5.4). Der Nachweis des in die DNA
eingebauten BrdUs wurde nach Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. Bei Transfektionsversuchen
(Kapitel 2.2.5.9) wurden die gemessenen OD,s, Werte auf den Proteingehalt (Bradford bei ODsgs)

bezogen.

2.2.5.7 Wachstumskurven

Zur Bestimmung der zelluldren Proliferationsrate von Osteosarkomzellen wurden diese in Triplikaten
mit einer initialen Dichte von 20000 Zellen pro Well einer 6-Well-Zellkulturschale ausplattiert. Uber
einen Zeitraum von 7 Tagen wurden die Zellen taglich mit Hilfe von Trypsin abgelost und mittels
Neubauer-Zahlkammer die Zellzahl bestimmt. Zur Untersuchung des Effekts von Mdk oder BI-D1870
auf die Zellproliferation wurde die jeweilige Substanz 24 h nach Aussat der Zellen dem Kulturmedium

zugesetzt (Kapitel 2.2.5.4). Ein Mediumwechsel erfolgte jeden zweiten Tag.

2.2.5.8 Zellzyklusanalyse mittels Propidiumiodid

Propidiumiodid (PI) ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der in doppelstrangige DNA interkaliert. Dies macht
man sich zu Nutze, um den DNA-Gehalt von Zellen mittels Durchflusszytometrie zu bestimmen.
Anhand des DNA-Gehalts kann sowohl der Zellzyklus-Status einer Zellpopulation als auch eine
Polyploidie (Vervielfachung des Chromosomensatzes) von Zellen ermittelt werden. Die zu
analysierenden Osteosarkom-Zelllinien wurden auf T-175-Zellkulturflaschen (50000 Zellen/ml)
ausplattiert und gemald Kapitel 2.2.5.4 mit BI-1870 bzw. DMSO behamikrndelt. Fir die Farbung
wurden jeweils 1,5%¥10° Zellen eingesetzt. Diese wurden zunichst in FACS-R6hrchen mit 70 % EtOH
fur 15 min auf Eis fixiert, da Pl die intakte Membran von lebenden Zellen nicht permeieren kann.
Nach 5 min Zentrifugation bei 1500 rpm und 4°C wurde das entstandene Zell-Pellet in 500 pul PI-
Losung resuspendiert und fir 40 min bei 37°C im Dunkeln inkubiert. Die in der Farbel6sung
enthaltene RNase verhinderte die Bindung von Pl an RNA. Nach einem Waschschritt wurden die
gefarbten Zellen in 500 ul PBS aufgenommen und in einem FACS Calibur Durchflusszytometer
(Becton, Dickinson and Co.) vermessen. Die Datenerfassung erfolgte mit Hilfe der CellQuest™
Software. Anhand der erstellten Histogramme konnten der DNA-Gehalt sowie die

Zellzyklusphasenverteilung analysiert werden. In einem Versuch erfolgte die Zellzyklusanalyse mittels
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DAPI-Farbung. Diese Analysen wurden durchgefihrt von Dr. Stefan Teufel (Department fir

Medizinische Klinik 3, Rheumatologie und Immunologie, Universitat Erlangen-Nirnberg)

2.2.5.9 Transfektion

Die Transfektion von Plasmid-DNA in humane Zelllinien erfolgte mittels Lipofectamine™ 2000 reagent
(Invitrogen) nach Herstellerprotokoll. Hierfliir wurden je nach Zelllinie 1000-3000 Zellen pro Well
einer 96-Well-Zellkulturschale ausplattiert und bis zu einer Konfluenz von 50-70 % kultiviert. Fir die
Transfektion wurde jeweils 0,5 ug Plasmid-DNA pro Well eingesetzt. Als Kontrollplasmid diente
pCMV-GFP. Nach 24 h wurden die Zellen 2-mal mit PBS gewaschen und fiir weitere 24 h im
entsprechenden Zellkulturmedium unter Standardbedingungen kultiviert. Anhand der GFP
(Green Fluorescent Protein)-Expression der Kontroll-Zellen konnte mittels Fluoreszenz-mikroskopie
(Zeiss Axiolab) die Transfektionseffizienz bestimmt werden. Die transfizierten Zellen wurden

schlieBlich mittels BrdU-Inkorporationsassay (Kapitel 2.2.5.6) analysiert.

2.2.6 Proteinanalytische Methoden

2.2.6.1 Immunfluoreszenz

Fir die Immunfluoreszenz wurden die zu analysierenden Zellen zunachst auf Coverslips (20000
Zellen/20x20 mm Coverslip) ausplattiert und bis zur gewlinschten Konfluenz kultiviert. Zur Ermittlung
des Effekts von BI-D1870, wurden die Zellen wie in Kapitel 2.2.5.4 beschrieben mit dem Inhibitor
inkubiert. Die Coverslips wurden sodann mit PBS gespllt und zur Fixierung der Zellen fir 30 min in
3,5 %iger Formafix-Losung bei RT gelagert. Nach 3 Waschschritten in kaltem PBS wurden die Zellen
mit Triton X-Losung (0,1 % in PBS) fir 5 min bei RT permeabilisiert und mit FKS (10 % in PBS) fiir
30 min bei RT geblockt. Danach erfolgte die Immunfarbung mit Fluorophor-konjugiertem Antikorper
bzw. Fluorophor-konjugiertem Phalloidin (Kapitel 8.1.6). Hierfiir wurden die Coverslips mit der zell-
bewachsenen Seite in 50 pl Antikorper/Phalloidin-Lésung (verdiinnt in Blockpuffer) gelegt und ftir 30-
60 min bei RT inkubiert. Nach 3 Waschvorgangen in PBS konnten die Coverslips auf Objekttragern
eingedeckt werden, wobei das im Eindeckmedium enthaltene DAPI eine zusatzliche Abfarbung der
Zellkerne ermoglichte. Die Analyse der gefarbten Zellen erfolgte mittels konfokaler Lasermikroskopie
(Leica TCS SP5 der UKE Microscopy Imaging Facility). Fir die quantitative Analyse mehrkerniger
Zellen wurden jeweils 7 Aufnahmen von unterschiedlichen Arealen eines Coverslips angefertigt. Pro

Bedingung wurden die Bilder von jeweils 3 Coverslips ausgezahilt.
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2.2.6.2 Isolierung von Proteinen

Zur Isolation von Gesamtprotein aus kultivierten Zellen wurden diese zunachst 2-mal mit kaltem PBS
gewaschen und mit RIPA-Puffer in entsprechendem Volumen (inklusive Protease- und
Phosphataseinhibitoren) (iberschichtet. Mithilfe eines Zellschabers wurden die Zellen aus den
Kulturschalen abgekratzt und in 1,5 ml Mikroreaktionsgefafle tGberfiihrt. Nach einer 15-mindtigen
Inkubation auf Eis wurde das Lysat fiir 5 min bei 13000 rpm und bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde in ein neues Mikroreaktionsgefaly tberfihrt, in flissigem Stickstoff eingefroren und bis zur

weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

2.2.6.3 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Proteinkonzentration der Zelllysate wurde kolorimetrisch mittels Bradford-Assay ermittelt. Hierzu
wurden jeweils 5 ul des Zelllysats mit 795 ul H,0O und 200 ul Bradford-Reagenz vermischt und in
Klvetten Uberfuhrt. Nach 3-minitiger Inkubation bei RT konnte die Absorption bei 595 nm in einem
Spektralphotometer (Biochrom) gemessen werden. Die Proteinkonzentration wurde anhand einer

BSA-Eichkurve (0-20 pg/ml) bestimmt.

2.2.6.4 SH2-Profiling mittels Far-Western Blot Analyse

Das SH2-Profiling ist eine Methode zur Analyse des zelluldren Tyrosinphosphorylierungsstatus,
welche auf der spezifischen Bindung von SH2 (Src-Homology 2)-Domanen an phosphorylierte
Tyrosinreste basiert. Diese Versuche wurden freundlicherweise von der Arbeitsgruppe Nollau des
Forschungsinstituts Kinderkrebs-Zentrum Hamburg konzipiert und durchgefihrt. Hierfir wurden
Osteosarkom-Zelllinien bis zu einer Konfluenz von 80 % kultiviert, fir 5 h serumfrei gesetzt und
anschlieRend fir 5 min mit 10 % FKS restimuliert. Zur Praparation von Gesamtzellextrakten wurden
die Zellen mit kaltem PBS gewaschen, sofort in KLB-Puffer lysiert und 30 min auf Eis inkubiert. Nach
Zentrifugation fir 5 min bei 13000 rpm und bei 4°C wurde die Proteinkonzentration der gewonnenen
Zelllysate bestimmt. Je 15 ug Proteinextrakt wurden fir den Far-Western Blot eingesetzt. Hierfir
wurden die Proteine zunachst mittels SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese) anhand ihres
Molekulargewichts aufgetrennt und im Tank-Blot-Verfahren auf PVDF-Membranen transferiert. Die
Membranen wurden anschlieRend in 10 % Milchpulver in TBST-Puffer geblockt und mit je 1 pg/ml
biotinylierten SH2-Domédnen inkubiert, welche zuvor mit Streptavidin-Meerrettichperoxidase
konjugiert worden waren. Nach 60 min Inkubation bei RT wurden die Membranen 3-mal in TBST-
Puffer gewaschen und die Signale schlieRlich per Chemilumineszenz mit Hilfe des ECL Western

Blotting Detection Reagents (GE Healthcare) detektiert.
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2.2.7 Statistische Verfahren

Die statistische Analyse der Daten erfolgte mit dem Programm Graphpad Prism 5.0 (Graphpad
Software  San  Diego, CA, USA). Die  Ergebnisse  wurden als arithmetischer
MittelwerttStandardabweichung (SD) dargestellt, wobei die Anzahl der Einzelversuche mit ,n“
angegeben wurde. Flr den Vergleich der Mittelwerte wurde je nach Art der zugrunde liegenden
Daten der Student t-Test fiir unverbundene Stichproben oder die einfaktiorielle bzw. zweifaktorielle
Varianzanalyse (One-Way ANOVA bzw. Two-Way ANOVA) mit anschlieBendem Post-Hoc-Test nach
Dunnett oder Bonferroni verwendet. Zur Kontingenzanalyse wurde der exakte Test nach Fisher
angewandt. Ein p-Wert von <0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen und als solcher

gekennzeichnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Bestimmung des Ptprz1-Expressionsprofils

Zur Bestimmung des Ptprzl-Expressionsprofils wurden qRT-PCR-Analysen mit verschiedenen
Geweben aus Wildtyp-Mausen durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich, dass Ptprz1 spezifisch im Gehirn,
Femur und Schadeldach exprimiert wurde (Abb. 6A). In geringerem Ausmal konnte Ptprz1 auch im
Lungengewebe detektiert werden, nicht jedoch im Fett-, Herz-, Nieren-, Leber- und Milzgewebe. Um
den Ptprzl-produzierenden Zelltyp im Knochen zu identifizieren, wurde die Expression in primaren
Osteoblasten und Osteoklasten zu unterschiedlichen Zeitpunkten der ex vivo Differenzierung
untersucht. So nahm die Ptprz1-Expression im Verlauf der Osteoblastendifferenzierung kontinuierlich
zu, wohingegen die Osteoklastenkulturen nur sehr geringe Expressionswerte aufzeigten (Abb. 6B).
Als Kontrollen dienten hierbei die Expressionsprofile bekannter Differenzierungsmarker fir
Osteoblasten (Phex, Abb.6C) und fir Osteoklasten (Acp5-kodierend fir TRAP, Abb.6D). Die
Expressionsanalysen ergaben demnach, dass Prprz1 ein Marker der terminalen

Osteoblastendifferenzierung ist, der gewebespezifisch exprimiert wird.

A Ptprz1 B Ptprzl
r.E. (Gapdh) r.E. (Gapdh)
0,009 0,015
0,0101
0,005+
o nd. nd. nd. nd. nd. Bl o

0 4 7 10 15 20 25 5 10 Tag

R T
V& & @S @‘V\)(\"o

& & B obl ol
C Phex D Acp5
r.E. (Gapdh) r.E. (Gapdh)
*
0,006 37
*
0,004 * 2 *
*
0,002 * 11
0- 0
0 4 7 10 15 20 25 5 10 Tag 0 4 7 10 15 20 25 5 10 Tag
Obl Ocl Obl Ocl

Abb. 6: Ptprzl-Expressionsprofil. (A) qRT-PCR Expressionsanalyse von Ptprz1 in ausgewdhlten Organen 12 Wochen alter
Wildtyp Mdause. MittelwertzSD (n=3). qRT-PCR Expressionsanalyse von Ptprz1 (B), Phex (C) und Acp5 (D) in primaren
Osteoblasten (Obl) und Osteoklasten (Ocl) zu unterschiedlichen Zeitpunkten der ex vivo Differenzierung. Mittelwert+SD
(n=3 Kulturen aus Wildtyp Mausen). Dargestellt ist jeweils die relative Expression zu Gapdh. (*) Signifikante Unterschiede
zur Expression von Obl an Tag 0 der Differenzierung (p<0,05, One-Way ANOVA, Dunnett’s Posttest).
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3.2 Untersuchung des Einflusses von Rptp{ auf die Osteosarkom-Entstehung
in Trp53-heterozygoten Mausen

Um die putative Rolle von RptpZ als Tumorsuppressor im Osteosarkom zu analysieren, wurden Trp53-
heterozygote Mause mit einer zusatzlichen heterozygoten bzw. homozygoten Ptprzl-Defizienz
(Trp53"/Ptprz1*” bzw. Trp53” /Ptprz1”") generiert. Mittels Kontaktradiographie wurden die Tiere im
Alter von 52 Wochen auf die Existenz von Knochentumoren untersucht. Wahrend keine der 24

** Kontrolltiere Anzeichen von Osteosarkomen zeigten, konnten in

analysierten Trp53+/ "/Ptprz1
2 von 38 Trp537/Ptprz1*” und in 7 von 38 Trp537/Ptprz1”" Miusen die Bildung von Knochen-
tumoren nachgewiesen werden (Abb. 7A). Wie in Abb. 7C zu erkennen ist, stellten sich die Tumoren
im Rontgenbild als unscharf begrenzte Knochenzubildungen dar. Diese konnten sowohl am
Rippenbogen als auch an der Wirbelsaule und im Réhrenknochen lokalisiert werden (Abb. 7B,C). Die
entsprechenden pCT-Analysen erbrachten zudem, dass die Tumormatrix aus mineralisiertem
Gewebe bestand (Abb. 7D). Eine detaillierte Ubersicht tiber die identifizierten Osteosarkome in den
einzelnen Mausen ist in Tab. 10 aufgefiihrt. Bei 2 von 9 Tieren konnten bereits in jingerem Alter
Knochentumore detektiert werden. Diese Mause zeigten motorische Einschrankungen sowie
Verhaltensauffalligkeiten und wurden daher schon vor dem geplanten Analysezeitpunkt von 52
Wochen aufgearbeitet.

Zusammenfassend unterstreichen die vorliegenden Befunde die potentielle Rolle von Ptprz1 als

Tumorsuppressor im Osteosarkom, da sich die Tumor-Inzidenz in Trp53-heterozygoten Mausen

durch den zusatzlichen Verlust beider Ptprz1-Allele signifikant um 19 % erhéht hat.

Tab. 10: Uberblick Giber die in Trp53-heterozygoten Mausen detektierten OS mit angegebenem Ptprz1-Genotyp.

Ptprz1-Genotyp Geschlecht Alter bei OS-Analyse 0S-Lokalisation

Q 52 Wochen Rippe

M- Q 29 Wochen Rohrenknochen (Tibia)
a 52 Wochen Rohrenknochen (Femur)
3 16 Wochen Rippe
Q 52 Wochen WS (2x)

-/- Q 52 Wochen WS (3x)
Q 52 Wochen Rohrenknochen (Femur)
Q 52 Wochen WS (2x)
Q 52 Wochen WS
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A Anzahl an Méausen (n) B Anzahl an Tumoren (n)
401 * 127
304 1 oB. 9- J ws
Il oS Il Rippe
i Il Rohren-
20 67 knochen
10- 19% 34

Abb. 7: Nachweis von Knochentumoren in Trp53-heterozygoten Mausen mit hetero- bzw. homozygoter Ptprz1-Deletion.
Mittels Kontaktradiographie wurden 52 Wochen alte Trp53-heterozygote Mause mit den angegeben Prptz1-Genotypen auf
die Existenz und Lokalisation von OS untersucht. (A) OS-Indzidenz. Dargestellt ist die Anzahl der analysierten Tiere mit dem
Anteil an Mausen mit OS (schwarzer Balken) und dem Anteil an Mausen ohne morphologische Auffilligkeiten (weiBer
Balken; 0.B. = ohne Befund). (*) Statistische Signifikanz vs. Trp53+/‘/Ptprzl+/+ (p<0,05, Exakter Test nach Fisher). (B) Anzahl
und Lokalisation der detektierten OS. (C) Reprasentative Rontgenaufnahmen von Trp53+/'/Ptprzl'/' Mdusen mit OS an
Rippe, Wirbelsdule (WS) und Réhrenknochen. (D) uCT-Aufnahmen der entsprechenden Tumoren.

3.3 Histologische Analyse der Osteosarkome

Zur weiteren Charakterisierung und Differenzierung der in Trp53”/Ptprz1*” und Trp53"/Ptprz1”
Mausen detektierten Osteosarkome, wurden die Tumoren histologisch begutachtet. Dies beinhaltete
die Praparation und Anfertigung nicht-dekalzifizierter Schnittpraparate. Definitionsgemall handelt es
sich bei einem Osteosarkom um einen Tumor, dessen Zellen Osteoid bzw. mineralisierten Knochen
bilden. Das histologische Bild von Osteosarkomen kann allerdings sehr vielfaltig sein. Beim Menschen
unterscheidet man in Abhdngigkeit von der im Tumor (iberwiegend gebildeten Matrix im
Wesentlichen 3 Subtypen: Osteoblastische (knochenbildende), chondroblastische (knorpelbildende)
und fibroblastische (bindegewebebildende) Osteosarkome. In der von Kossa-/van Gieson-Farbung

Trp53-heterozygoter Ptprzl-defizienter Osteosarkom-Schnitte konnten die Ergebnisse der uCT-
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Analyse bestatigt werden. So war die Matrix der entsprechenden Tumorareale deutlich von schwarz
angefarbtem Mineral geprédgt (Abb. 8A). Weiterhin zeigte die Toluidinblau-Farbung, dass das
Tumorgewebe vorwiegend aus Knochenmatrix bestand (Abb. 8B,C). In der vergréRerten Darstellung
lieBen sich zudem Osteozyten erkennen, die in die mineralisierte Matrix eingemauert waren
(Abb. 8C). Fibroblastische Anteile oder knorpelige Strukturen konnten hingegen nur in geringem
AusmaR bzw. gar nicht im Tumorgewebe nachgewiesen werden. Damit konnten die in den Trp53"
/Ptprzl+/' und Trp53+/'/Ptprzl'/' Mausen detektierten skelettalen Tumoren eindeutig als

Osteosarkome identifiziert werden, die vor allem durch knochenbildende Matrix gepragt waren.

Abb. 8: Histologische Analyse Trp53-heterozygoter Ptprzl-defizienter Knochentumoren. Dargestellt sind reprdsentative
unentkalkte histologische Tumorschnitte 52 Wochen alter Trp53+/'/Ptprzl‘/‘ Mduse. OS-Lokalisationen: Rippe (links),
Wirbelkérper (mitte), Réhrenknochen (rechts). (A) Von Kossa/van Gieson-Farbung; Darstellung mineralisierter
Gewebeanteile in schwarz und nicht mineralisierter Bereiche in rot (12,5-fache VergroRBerung). (B) Toluidinblau-Farbung;
Darstellung von Gewebe und zelluldren Bestandteilen in unterschiedlichen Blauschattierungen (12,5-fache VergroRerung).
(C) VergroRerte Ausschnitte der angegebenen Tumorareale (200-fache VergroBerung).

3.4 Charakterisierung Trp53-heterozygoter OS-Zelllinien mit hetero- bzw.
homozygoter Ptprz1-Deletion

Um das Verhalten der Osteosarkomzellen ex vivo zu analysieren, wurden Zelllinien aus zwei
verschiedenen Osteosarkomen (Trp53*/Ptprz1”” und Trp53"/Ptprz1”") etabliert. Diese wurden im
weiteren Verlauf auf Differenzierungs- bzw. Mineralisationsfahigkeit, Proliferationsverhalten,
Tyrosinphosphorylierungsstatus sowie das Ansprechen auf den RptpZ-Antagonisten Midkine (Mdk)

untersucht.
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3.4.1 Osteogene Differenzierung der OS-Zelllinien

Zur Analyse des osteogenen Differenzierungspotentials der Trp53+/'/Ptprzl+/' und Trp53+/'/Ptprzl'/'
Zelllinien wurden diese fiir 10 bzw. 20 Tage in Anwesenheit von Ascorbat und R-Glycerophosphat
kultiviert. Mittels Alizarinrot-Farbung konnte in den Kulturen beider Zelllinien die Bildung einer
mineralisierten Matrix nachgewiesen werden (Abb. 9A). Analog dazu zeigten
Genexpressionsanalysen eine Induktion der Osteoblastenmarker Osteocalcin (Bglap), Bone
Sialoprotein (/bsp) und Phex im Verlauf der Differenzierung beider Zelllinien (Abb. 9B-D). Das ex vivo
Differenzierungspotential der isolierten Tumorzellen bestatigte somit analog zu den histologischen

Analysen die Diagnose von osteoblastischen Osteosarkomen in Trp53*/Ptprz1*” und Trp53" /Ptprz1

7 M3usen.
A B Bglap
Tag 0 Tag 10 Tag 20 r.E.(Gapdh)
< 0,015+ *
E *
= *
& 0,010 *
\5? 0,005+
S
: |
0
+/- o/~ - /- - -/- Ptprz1
Tag 0 Tag 10 Tag 20
Cc Ibsp D Phex
r.E. (Gapdh) r.E. (Gapdh)
0,0757 0,015+

*

*
0,050+ * 0,010+ *
*
0,025+ 0,005+
0 | 0
-+

/- -/- +/- -/-  +/- -/- Ptprz1 +/- /- Ptprz1
Tag 0 Tag 10 Tag 20 Tag 0 Tag 10 Tag 20

Abb. 9: Osteogene Differenzierung von 0S-Zelllinien. (A) Alizarinrot-Farbungen von OS-Zelllinien, isoliert aus den Tumoren
Trp53-heterozygoter Mausen mit hetero bzw. homozygoter Ptprz1-Deletion an Tag 0, 10 und 20 der ex vivo Differenzierung.
gRT-PCR Expressionsanalyse von Bglap (B), Ibsp (C) und Phex (D) zu den jeweiligen Differenzierungszeitpunkten.
Mittelwert+SD (n=3 Kulturen der entsprechenden OS-Zelllinie). Dargestellt ist jeweils die relative Expression zu Gapdh. (*)
Signifikante Unterschiede zur Expression an Tag 0 der jeweiligen Zelllinie. (p<0,05, One-Way ANOVA, Dunnett’s Posttest).

35



Ergebnisse

3.4.2 Proliferationsverhalten und Tyrosinphosphorylierungsstatus der OS-
Zelllinien

Nachdem in vorangehenden Arbeiten gezeigt wurde, dass Ptprz1 eine inhibitorische Funktion auf die
Proliferation primarer Osteoblasten hat (Schinke et al. 2008), war das proliferative Verhalten der
Ptprz1-defizienten Osteosarkom-Zelllinie im Vergleich zu den Zellen, bei denen nur ein Ptprzi-Allel
deletiert war, von besonderem Interesse. Bereits nach 24 h Kultivierung zeichnete sich ein
unterschiedliches Proliferationspotential beider Zelllinien ab (Abb. 10A). In der Tat konnte durch
Erstellung von Wachstumskurven und BrdU-Inkorporationsanalysen in der Trp53"/Ptprz1” Zelllinie
eine signifikant hohere zelluldre Proliferationsrate als in den Trp53*/Ptprz1”” Zellen nachgewiesen

werden (Abb. 10B,C).

B Zellzahl (10°) C  BrdU Inkorporation
ODys0
167 -0~ ptprz1*" ok 0,60
- Ptprzl'/'
12- 0,45+ *
87 0,30
- —
4 0,154
04 0
o 1 2 3 4 5 6 7 A
Tage Ptprz1

Abb. 10: Proliferation von 0S-Zelllinien. (A) Reprasentative lichtmikroskopische Aufnahmen Trp53-heterozygoter Zelllinien
mit hetero- bzw. homozygoter Ptprzi-Deletion in Kultur (20-fache VergréRerung). (B) Wachstumskurven und (C) BrdU-
Inkorporationsanalysen der beiden OS-Zelllinien. Mittelwert+SD (n>3 Kulturen der jeweiligen Zelllinie). (*) Signifikante
Unterschiede zwischen den beiden Zelllinien (p<0,05, Two-Way ANOVA, Bonferroni’s Posttest (B), Student t-Test (C)).

Weiterhin stellte sich die Frage, ob es bei den Zelllinien in Abhangigkeit des Ptprzl-Genotyps
Unterschiede im zelluldren Tyrosinphosphorylierungsstatus gab. So wurden fiir beide Zelllinien SH2-
Profile erstellt, welche auf der spezifischen Bindung von SH2-Domédnen an tyrosinphosphorylierte
intrazelluldre Proteine beruhen (Machida et al. 2012). Die Profile ergaben, dass einige Proteine
ausschlieRBlich in der Prptzl-defizienten Zelllinie detektiert werden konnten, wobei die deutlichsten

Unterschiede in den Profilen der SH2-Domanen von ABL2, CRK, NCK2, Pi3KN und SRC sichtbar waren
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(Abb. 11; in rot hervorgehoben). Der Verlust der Tyrosinphosphatase RptpZ in der Trp53"/Ptprz1”
Zelllinie hatte demnach eine verstarkte Tyrosinphosphorylierung spezifischer Substrate zur Folge.
Diese molekularen Verdanderungen koénnten moglicherweise fiir das gesteigerte Proliferations-

potential der Zellen im Vergleich zu der Ptprz1-heterozygoten Zelllinie verantwortlich sein.
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Abb. 11: SH2-Profile der OS-Zelllinien. Fir die Far-Western Blot Analyse der Trp53-heterozygoten Zelllinien mit hetero-
bzw. homozygoter Ptprzi-Deletion wurden insgesamt 9 SH2-Domdnen verwendet. Die Unterschiede in der
Tyrosinphosphorylierung spezifischer Proteine sind durch rote Pfeile gekennzeichnet. Die Tyrosinphosphorylierung wurde
zusatzlich mit dem Phosphotyrosin-spezifischen Antikorper 4G10 Uberpriift. Als Beladungskontrolle diente B-Actin. Die
Analysen wurden jeweils in Duplikaten durchgefiihrt, wobei die Zellextrakte aus Kulturen mit unterschiedlichen Zelldichten
isoliert wurden (25000 bzw. 50000 Zellen/ml).

3.4.3 Effekt von Midkine auf die Proliferation der OS-Zelllinien

Zur weiteren Analyse der potentiellen Rolle von Ptprz1 bei der Tumorgenese des Osteosarkoms sollte
der Einfluss von Mdk auf die Proliferation der Trp53”/Ptprz1* und Trp53*/Ptprzi” Zelllinien
untersucht werden. Mdk ist ein Heparin-bindender Wachstumsfaktor, der als Antagonist von Rptpl
beschrieben wird und im humanen Osteosarkom Uberexprimiert ist (Kadomatsu et al. 2013; Maehara
et al. 2007; Sueyoshi et al. 2012). BrdU-Inkorporationsanalysen der beiden OS-Zelllinien ergaben,
dass die Proliferation der Ptprzl-heterozygoten Zelllinie mit steigender Mdk-Konzentration [25-
200 ng/ml] signifikant zunahm (Abb. 12A). Das proliferative Verhalten der Ptprzi-defizienten Zellinie

blieb hingegen unbeeinflusst in Anwesenheit von Mdk. Gleiches Resultat zeigten die
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Wachstumskurven, bei denen die Zelllinien Gber einen Zeitraum von 6 Tagen mit einer definierten
Mdk-Konzentration [100 ng/ml] inkubiert wurden (Abb. 12B). Auch hier konnte lediglich die
Proliferation der Ptprzi-heterozygoten Zelllinie durch die Anwesenheit des Rptpl-Antagonisten
gesteigert werden. Diese Daten implizierten, dass der proliferationsfordernde Effekt von Mdk auf die

0OS-Zelllinien von der Interaktion mit Rptp{ abhangt.

A BrdU Inkorporation B Zellzahl (10°)
ODys0
0,60 - 2 169 -0~ -
3 ptprz1” . :thrzj_/_ Kontr./Mdk
| Ptprzl'/' * tprz
0,45 * 121
0,30+ 8-
0,154 4
o——— 0
0 25 50 100200 0 25 50 100 200 0 1 2 3 4 5 6 7

Mdk [ng/ml] Inkubationszeit (Tage)

Abb. 12: Effekt von Mdk auf die Proliferation der OS-Zelllinien. (A) BrdU-Inkorporationsanalysen Trp53-heterozygoter
Zelllinien mit hetero- bzw. homozygoter Ptprz1-Deletion in Anwesenheit steigender Mdk-Konzentrationen. Die Inkubation
erfolgte flr 12 hin serumfreiem Kulturmedium. Mittelwert+SD (n=8 Kulturen der jeweiligen Zelllinie) ). (*) Signifikante
Unterschiede zu den jeweiligen PBS-Kontrollen ohne Mdk (p<0,05, One-Way ANOVA, Dunnett’s Posttest). (B)
Wachstumskurven der OS-Zelllinien in Anwesenheit von 100 ng/ml Mdk. Der Pfeil gibt den Zeitpunkt der Mdk-Zugabe an.
Ein Mediumwechsel erfolgte an jedem zweiten Tag. Die Kontrollzellen (Kontr.) wurden mit dem entsprechenden Volumen
an PBS kultiviert. Mittelwert+SD (n=3 Kulturen pro Zelllinie und Bedingung). (*) Signifikante Unterschiede zu den Trp53+/'
/Ptprzl+/_ Kontrollzellen. (p<0,05, Two-Way ANOVA, Bonferroni’s Posttest).

3.5 Untersuchung der Rolle von RptpZ im c-Fos-induzierten Osteosarkom

Parallel zur Untersuchung der Funktion von Rptpl in Trp53-heterozygoten Mausen, wurde die
potentiell tumorunterdriickende Funktion der Phosphatase ebenfalls im c-fos-transgenen
Mausmodell analysiert. Mause, die den Transkriptionsfaktor c-Fos Uberexprimieren, entwickeln
bereits wenige Wochen nach Geburt Osteosarkome, und zwar mit einer Penetranz von 100 % (Rither
et al. 1989). Durch gezielte Verpaarungen wurden c-fos-transgene Mause mit hetero- bzw.
homozygoter Ptprzl-Deletion generiert und mittels Kontaktradiographe im Alter von 6 Wochen
untersucht. Uberraschenderweise nahm die durchschnittliche Anzahl an Osteosarkomen durch die
hetero- bzw. homozygote Deletion von Ptprzl im Vergleich zu den c-fos-transgenen Kontrolltieren
nicht zu, sondern ab (Abb.13A). Die in Trp53-heterozygoten Mausen identifizierte
tumorunterdriickende Funktion von RptpZ konnte demnach nicht im c-Fos-induzierten Osteosarkom
bestatigt werden.

Um zu ermitteln, ob die Phosphatase moglicherweise indirekt als putativer Mdk Rezeptor an

der Pathogenese des c-Fos-induzierten Osteosarkoms beteiligt sein kdnnte, wurden im weiteren
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Verlauf c-fos-transgene Mause generiert, die heterozygot bzw. defizient fir das Mdk-Gen waren.
Mdk-defiziente Mause haben eine erhohte Knochendichte, die auf eine gesteigerte
Knochenformationsrate zuriickzufiihren ist (Neunaber et al. 2010). Die kontaktradiographischen
Untersuchungen im Alter von 6 Wochen zeigten, dass die durchschnittliche Anzahl an
Osteosarkomen c-fos-transgener Mause durch die Defizienz von Mdk deutlich gesenkt werden
konnte (Abb. 13B). Diese Beobachtungen bestatigten die fir Mdk beschriebene Relevanz im

Osteosarkom und lieBen eine indirekte Beteiligung von Rptpl an der Tumorgenese vermuten.

A c-fostg B c-fostg
Ptprz1** Ptprz1””  Ptprz1”

Mdk”* Mdk” Mdk”

Anzahl an OS (n) Anzahl an OS (n)

15 15

Ptprz1 Mdk

Abb. 13: Kontaktradiografische Untersuchungen c-fos-transgener Mause mit zusatzlicher Ptprz1- (A) bzw. Mdk-Defizienz
(B). Dargestellt sind jeweils reprasentative Rontgenaufnahmen 6 Wochen alter c-fos-transgener Mause mit angegebnen
Ptprz1 bzw. Mdk-Genotypen. Die Graphen zeigen die durchschnittliche Anzahl an detektierten OS in den entsprechenden
Mdusen. Mittelwert+SD (n = 2-7 Tiere, angegeben im Diagramm). (*) Signifikante Unterschiede vs. c-fostg/PtprzlJ'/+ (p<0,05,
One-Way ANOVA, Dunnett’s Posttest).

3.6 Untersuchung der Rolle von Rptpl im humanen Osteosarkom

3.6.1 PTPRZ1-Expression in primdren human Osteoblasten und human OS-
Zelllinien

Die bisher dargestellten Ergebnisse zeigten, dass die Abwesenheit der Tyrosinphosphatse RptpZ in
Trp53-heterozygoten Mausen die Entstehung von Osteosarkomen begiinstigt. Folglich stellte sich die
Frage, ob die Phosphatase auch im humanen Osteosarkom als Tumorsuppressor fungieren kdnnte.
Um dieser Hypothese nachzugehen, wurde zunachst die Expression von PTPRZ1 in primaren
humanen Osteoblasten (hObl) sowie in den humanen 0S-Zelllinien Sa0S-2 und U20S zu
unterschiedlichen Zeitpunkten der osteogenen ex vivo Differenzierung untersucht. Die gRT-PCR
Analysen zeigten, dass PTPRZ1 in Analogie zu dem terminalen Osteoblastenmarker Osteocalcin
(BGLAP) in allen 3 Zelltypen im Verlauf der Differenzierung induziert wurde (Abb. 14). Die Rolle von

Rptpl als Marker der terminalen Osteoblastendifferenzierung konnte demnach auch in humanen
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Zellen bestatigt werden, was eine Bedeutung von Rptpl im Knochenstoffwechsel des Menschen

vermuten liel3.

PTPRZ1 BGLAP

r.E. (GAPDH) r.E. (GAPDH)
0,015+ 0,09

* * *
0,010+ 0,06
*

0,005+ 0,034

*

*
0- 0-
0o 7 15 0 7 15 0 7 15 Tag o0 7 15 0 7 15 0 7 15 Tag
hObl Sa0s-2 U20S hObl Sa0s-2 u20S

Abb. 14: PTPRZ1-Expression in primdren humanen Osteoblasten (hObl) und humanen 0S-Zelllinien (Sa0S-2 und U20S).
gRT-PCR Expressionsanalyse von PTPRZ1 und BGLAP an Tag 0, 7 und 15 der osteogenen Differenzierung. Die Differenzierung
der hObl wurde durch kommerziell erhéltliches Mineralisierungsmedium induziert. In den Kulturen der OS-Zelllinien
erfolgte die Differenzierung durch Zugabe von Ascorbat, B-Glycerophosphat und Dexamethason. Mittelwert+SD (n=3
Kulturen pro Zelltyp und Zeitpunkt). Dargestellt ist jeweils die relative Expression zu Gapdh. (*) Signifikante Unterschiede
zur Expression an Tag 0 des jeweiligen Zelltyps (p<0,05, One-Way ANOVA, Dunnett’s Posttest).

3.6.2 Analyse von PTPRZ1-Mutationen in humanen Osteosarkomen

In einer Kooperation mit dem Knochentumor-Referenzzentrum des Universitatsspitals Basel (PD Dr.
Daniel Baumhoer) wurden im weiteren Verlauf SNP-Datensidtze (SNP= single nucleotide
polymorphism; CytoScan Array) von insgesamt 160 humanen Osteosarkomen auf mogliche
chromosomale Verdnderungen des PTPRZ1-Locus (7931.3) untersucht. Besondere Auffilligkeiten, die
auf eine Kopienzahlveranderung von PTPRZ1 im humanen Osteosarkom hindeuten, liefen sich
jedoch nicht nachweisen (Daten nicht gezeigt). Des Weiteren wurden die Datensatze von 17 Exom-
sequenzierten humanen Osteosarkomen auf etwaige PTPRZ1-Mutationen analysiert. In der Tat
konnte dabei eine heterozygote Keimbahnmutation in Exon 22 des humanen PTPRZ1-Gens
identifiziert werden (G3227T). Da die Mutation auf Proteinebene einen Aminosdureaustausch
(G1076V) in der katalytischen Phosphatasedomane bedingt, ergab sich die Vermutung, dass die
Substitution Auswirkungen auf die katalytische Aktivitdit von Rptpl haben koénnte. Um dem
nachzugehen, wurde die Mutation mittels gerichteter Mutagenese in ein Rptp{ Expressionsplasmid
eingefigt (G/V Mutante). Zur Kontrolle wurde auBerdem eine weitere Mutante generiert, bei der das
katalytische  Cystein im  aktiven Zentrum durch ein  Serin  substituiert wurde
(Exon21:c.G3218T:p.C1073S). Diese C/S Mutante sollte demnach keine dephosphorylierenden
Eigenschaften mehr besitzen. Die eingefligten Mutationen wurden jeweils mittels DNA-

Sequenzierung verifiziert (Abb. 15)
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G3218C G3227T
5'|ATG |Ex 1|-Hﬂ”—|...sxzw Exon 22H HEx 34 TGA| 37 5’ I" m m Exon 22 I @ 37

G/V

c/s
| o) (v | Lo}

G3218C GTCCACTIElCAGTGCTGGAGTTGGAAGAACAGGC G3227T GTCCACTGCAGTGCTGIIIAGTTGGAAGAACAGGC
wt GTCCACTGCAGTGCTGGAGTTGGAAGAACAGGC wt GTCCACTGCAGTGCTGGAGTTGGAAGAACAGGC

Abb. 15: Generierung von Rptp{ Mutanten. Schematische Darstellung des PTPRZ1-Gens sowie des Rptp{ Proteins zur
Veranschaulichung der Lokalisation der beiden Mutationen, die in ein Rptpl Expressionsplasmid eingefligt wurden. Zum
Nachweis der korrekt eingefiigten Mutationen wurde der entsprechende DNA-Abschnitt sequenziert und mit der Wildtyp-
Sequenz verglichen.

Zur funktionellen Analyse der Rptpl Mutanten wurden die entsprechend mutierten
Expressionsplasmide und/oder das intakte RptpZ Plasmid in die humanen OS-Zelllinien Sa0S-2 und
U20S transfiziert und die Proliferation mittels BrdU-Inkorporationsassays analysiert. In beiden
Zelllinien hatte die Transfektion des intakten Rptpl Plasmids eine signifikante Verminderung der
Proliferation im Vergleich zu den mit pCMV-GFP Plasmid transfizierten Kontrollzellen zur Folge
(Abb. 16). Damit konnte die Rolle von Rptpl als negativer Regulator der Osteoblastenproliferation
auch in humanen Zellen bestatigt werden. Wie erwartet, wurde dieser antiproliferative Effekt durch
die enzymatisch inaktive C/S Mutante aufgehoben. Die simultane Transfektion des intakten und
mutierten Plasmids ergab weiterhin, dass die C/S Mutation sogar dominant-negativ wirkte.
Dahingegen konnte bei der patientenspezifischen G/V Mutation keine funktionelle Beeintrachtigung
der Phosphataseaktivitat festgestellt werden. So hatte die Transfektion des mutierten RptpC
Expressionsplasmids keinen Einfluss auf den antiproliferativen Effekt von Rptp. Folglich schien die im

Patienten identifizierte PTPRZ1-Mutation nicht maBgeblich an der OS-Entstehung beteiligt zu sein.
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Abb. 16: Funktionelle Analyse von Rptp{ Mutanten in human 0S-Zelllinien. Dargestellt sind BrdU-Inkorporationsanalysen
von S$a0S-2 und U20S nach Transfektion mit Wildtyp Rptpl Expressionsplasmid und/oder mutiertem Rptpl Expressions-
plasmid (C/S Mutante bzw. G/V Mutante). Die gemessenen OD,sq Werte wurden jeweils auf den Proteingehalt der Zellen
bezogen. Als Kontrollplasmid (Kontr.) diente pCMV-GFP. MittelwertxSD (n=6 Kulturen pro Zelllinie und Bedingung). (¥*)
Signifikante Unterschiede zu Zellen nach Transfektion mit Kontr. (p<0,05, One-Way ANOVA, Dunnett’s Posttest).
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3.7 Untersuchung der Rolle von Rsk2 im c-Fos-induzierten Osteosarkom

Zum besseren Verstandnis der molekularen Ursachen der Osteosarkom-Entstehung wurde in dieser
Arbeit ein weiteres Mausmodell analysiert. Dies beinhaltete die Untersuchung der pro-onkogenen
Rolle der Serin/Threonin Kinase Rsk2 im c-Fos-induzierten Osteosarkom. In vorangehenden Arbeiten
konnte gezeigt werden, dass die c-Fos-abhangige Osteosarkom-Progression in Abwesenheit von Rsk2
deutlich gestort ist (David et al. 2005). So war die Anzahl und GroRe der skelettalen Tumoren
drastisch reduziert und die transformierten Zellen im Tumorgewebe zeigten eine verminderte

Proliferations- sowie eine erhohte Apoptoserate.

3.7.1 Genexpressionsanalysen c-fos-transgener Osteosarkome mit bzw. ohne
Rsk2-Defizienz

Zur Untersuchung des molekularen Mechanismus von Rsk2 bei der Entstehung c-Fos-induzierter
Osteosarkome wurden zundchst Microarray-Genchipanalysen ausgewertet. Hierbei wurden die
Transkriptome von jeweils 3 unabhadngig voneinander isolierten Osteosarkomen aus c-fos-transgenen
Miusen (c-fostg) und c-fos-transgenen Tieren mit zusitzlicher Rsk2-Defizienz (c-fostg/Rsk27Y)
miteinander verglichen. Insgesamt konnten 5742 differentiell exprimierte Gene detektiert werden.
Die hierarchische Cluster-Analyse zeigte eine deutliche Diskriminierung zwischen den beiden
Genotypen (Abb. 17A).

Zur funktionellen Interpretation der Daten wurde das Functional Annotation Tool von DAVID
(Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery) genutzt. Hierbei wurden die
unterschiedlich regulierten Gene gemal ihrer biologischen Funktion in Annotationsgruppen bzw.
»Cluster” eingeteilt. Eine Gewichtung der Annotationsgruppen erfolgte Gber den sog. ,Enrichment
Score”, der die biologische Signifikanz des jeweiligen Clusters angibt (Huang et al. 2007). Die Analyse
ergab, dass die Defizienz von Rsk2 in den c-fos-transgenen Osteosarkomen vor allem in einer
veranderten Expression von Zellzyklus-Genen resultierte. So konnten 3 der 5 am starksten

angereicherten Cluster dem Zellzyklus und insbesondere der Mitose-Phase (M-Phase) zugeordnet

werden (Abb. 17B).
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c-fostg-1
c-fostg-2
c-fostg-3
c-fostg/Rsk2”"-1
c-fostg/Rsk27¥-2
c-fostg/Rsk27*-3

B Cluster  Enrichment | Biologischer Prozess
Score

Zellzyklus, mitotischer Zellzyklus, Zellteilung, Zellzyklus-
1 14.058 Zellzyklus Phasen, Mitose-Phase des Zellzyklus, Kernteilung,
Mitose, M-Phase, Verteilung von Zellorganellen
Centromer, Chromosom, Kinetochor, kondensiertes

2 10.981 Zellzykl
elizylus Chromosom

3 9.994 Zelladhasion Zelladhasion, biologische Adhasion

4 9.711 Extrazellylare Extrazellulare Matrix, extrazelluldre Region
Matrix

5 8.070 Zellzyklus DNA Replikation, DNA - metabolischer Prozess

Abb. 17: Microarray-Genchip-Analysen c-fos-transgener Osteosarkome mit bzw. ohne Rsk2-Defizienz. (A) Hierarchische
Cluster-Analysen der 5742 unterschiedlich exprimierten Gene in jeweils 3 unabhangig voneinander isolierten c-fostg und c-
fostg/RskZ'/y Osteosarkomen. Hochregulierte Gene werden rot und herunterregulierte Gene grin dargestellt. (B)
Funktionelle Cluster-Analyse der differentiell regulierten Gene.

Zur Verifizierung dieser Ergebnisse wurde die Expression ausgewahlter regulierter Zellzyklus-Marker
in 6 bzw. 11 unabhangig voneinander isolierten Osteosarkomen aus c-fostg und c—fostg/RskZ'/y
Mausen mittels qRT-PCR analysiert. Die gewonnenen Daten bestatigten die verminderte Expression
von G;-Phase-Markern (Ccnd1, Ccnd2, Cdknla, Cdknlb, Cdkn2a, Cdkn2b) in Rsk2-defizienten
Osteosarkomen (Abb. 18). Weiterhin konnten in diesen Tumoren die erhéhte Expression von S-
Phase, G,-Phase und M-Phase-Genen (E2F2, Cdk2, Setd8, Foxm1, Cdca5, Cdc6, Chekl, Chek2, Aurkb,
Ckd1, Ccnb1, Racgapl) validiert werden.

Die Ergebnisse der Expressionsanalysen waren insofern lberraschend, als dass die Rsk2-defizienten
Osteosarkome mit einer verminderten Proliferation (signifikant verminderter Anteil Ki67-positiver
Zellen im Tumorgewebe) sowie einer erhéhten Apoptoserate (signifikant erhéhter Anteil TUNEL-
positiver Zellen im Tumorgewebe) assoziiert waren (vgl. Kapitel 1.5.3 Abb. 3; David et al. 2005).
Wieso also zeigten diese Osteosarkome eine gesteigerte Expression von Genen, die die
Zellproliferation eigentlich fordern? Als Hypothese ergab sich, dass es in Abwesenheit von Rsk2 zu
einer Blockade der Mitose-Phase kommt und die transformierten Zellen in diesem Abschnitt des
Zellzyklus akkumulieren ohne eine Zellteilung zu vollziehen. Diese Annahme sollte im weiteren

Verlauf auf zellularer und molekularer Ebene evaluiert werden.
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Abb. 18: gRT-PCR-Analysen ausgewadhlter Zellzyklus-Marker in c-fos-transgenen Osteosarkomen mit bzw. ohne Rsk2-
Defizienz. Die Expressionsanalysen wurden mit unabhdngig von voneinander isolierten Tumoren 16 Wochen alter c-fostg
und c-fostg/RskZ'/y durchgefihrt. Mittelwert+SD (n=11 c-fostg, n=6 c-fostg/RskZ_/y). Dargestellt ist jeweils die relative
Expression zu Gapdh. (*) Signifikante Unterschiede zwischen den beiden Genotypen. (p<0,05, Student t-Test).
Zellzyklusphasen: G;, G, (,gap”), S (Synthese), M (Mitose).

3.7.2 Proliferationsanalysen c-fos-transgener OS-Zelllinien mit bzw. ohne Rsk2-
Defizienz

Um der o.g. Hypothese eines Rsk2-abhangigen Mitose-Blocks in c-fos-liberexprimierenden
Osteosarkomen nachzugehen, sollte zunachst das proliferative Verhalten der Osteosarkomzellen ex
vivo untersucht werden. Hierfir wurden aus jeweils 3 c-fostg und c-fostg/Rsk2”Y Miusen
Osteosarkome isoliert und durch mehrmaliges Passagieren Zelllinien etabliert. Die erstellten
Wachstumskurven bestatigten eine signifikant niedrigere Proliferationsrate der Rsk2-defizienten

Zelllinie (Abb. 19A). Je nach Wachstumsphase stellten sich die c-fostg Zellen morphologisch
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weitgehend als spindelférmig dar, wohingegen die c-fostg/Rsk2”” Zellen vergroRert waren und meist
eine polygonale Form aufwiesen (Abb. 19B, 10-fache VergroRerung). Interessanterweise fielen bei
lichtmikroskopischer Betrachtung in 40-facher VergrofRerung Zellen mit 2 oder auch mehr als 2
Zellkernen auf (Abb. 19B). Solche mehrkernigen Zellen konnten fast ausschlieBlich in den langsam

proliferierenden c-fostg/Rsk2?" Zelllinien detektiert werden.

Zellzahl

\
W

0 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7
Tage

-O- c-fostg
@ cfostg/Rsk2”

Abb. 19: Proliferationsanalyse c-fos-transgener OS-Zelllinien mit bzw. ohne Rsk2-Defizienz. (A) Wachstumskurven von
jeweils 3 unabhangig voneinander isolierten Zelllinien 16 Wochen alter c-fostg und c-fostg/RskZ'/y Mause. Mittelwert+SD
(n=9 Kulturen pro Zelllinie, Genotyp und Zeitpunkt). (*) Signifikante Unterschiede zwischen den beiden Genotypen. (p<0,05,
Two-Way ANOVA, Bonferroni’s Posttest). (B) Reprasentative lichtmikroskopische Aufnahme einer c-fostg und c-fostg/RskZ'/y
Zelllinie an Tag 2 der Kultivierung (10-fache und 40-fache VergréRerung). Mehrkernige Zellen in der c-fostg/RskZ'/y Zelllinie
sind exemplarisch durch rote Pfeile gekennzeichnet.

3.7.3 Untersuchung eines Mitose-Defekts in c-fos-transgenen Rsk2-defizienten
Zelllinien

3.7.3.1 Quantitative Analyse polynuklearer Zellen

Die Ergebnisse der Proliferationsanalyse deuteten darauf hin, dass der Proliferationsdefekt der Rsk2-
defizienten Zelllinien mit dem vermehrten Auftreten polynukledre Zellen zusammenhing.
Multinukledre Zellen entstehen z.B. durch fehlerhafte Chromosomenverteilung aufgrund der Bildung
multipolarer Mitose-Spindeln oder aber durch eine gestorte Zytokinese (Davoli und de Lange 2011).
Sie sind also die Konsequenz fehlerhafter Mitosen. Um die mehrkernigen Zellen zu quantifizieren,
erfolgte zunéchst eine Fluoreszenzfirbung der c-fostg und c-fostg/Rsk2”” Zelllinien. Dabei wurden die
DNA sowie die Aktin-Filamente des Zytoskeletts mithilfe spezifischer Fluoreszenzfarbstoffe markiert

und mittels konfokaler Lasermikroskopie visualisiert. Dies ermoglichte zum einen eine gute
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Veranschaulichung der morphologischen Unterschiede zwischen den Zelllinien (Abb. 20A). Zum
anderen konnte die Anzahl an Kernen pro Zelle sehr gut identifiziert und daher auch quantifiziert
werden. Die quantitative Analyse ergab, dass in den c-fostg/Rsk2”” Zelllinien nach 24 bzw. 48 h
Kultivierung signifikant mehr polynukledre Zellen vorlagen als in den c-fostg Zelllinien (Abb. 20B). So
waren in den Rsk2-defizienten Linien mindestens 13 % der Zellen 2-, 3- oder 4-kernig wahrend in den
c-fos-transgenen Linien zu 98 % Zellen mit nur einem Kern zu finden waren (Abb. 20C). Die
dargestellten Ergebnisse bestdtigten demnach die Hypothese eines Mitose-Defekts in den Rsk2-

defizienten Zelllinien.

201

154

101

Mehrkernige Zellen (%)

[ c-fostg
B cfostg/Rsk2”

(@]

100 — —
80+

60+

Zellen (%)

40+

20- * *

Kerne
pro Zelle

c-fostg/Rsk2”

Abb. 20: Visualisierung und Quantifizierung mehrkerniger Zellen in c-fos-transgenen 0S-Zelllinien mit bzw. ohne Rsk2-
Defizienz. (A) Reprasentative konfokale Aufnahmen einer fir 24 h kultivierten c-fostg und c-fostg/RskZ'/y Zelllinie nach
Farbung von Aktin mittels Fluorophor-konjugiertem Phalloidin (rot) und Kernfarbung mittels DAPI (blau) in 20- und 63-
facher VergroRerung (MaRstab: 250 um bei 20x, 50 um bei 63x). Mehrkernige Zellen sind exemplarisch durch weiRe Pfeile
gekennzeichnet. Quantitative Auswertung des Anteils mehrkerniger Zellen (B) sowie der Anzahl an Kernen pro Zelle (C)
nach 24 bzw. 48 h Kultivierung von jeweils 3 c-fostg und c-fostg/RskZ'/y Zelllinien. Pro Genotyp und Zeitpunkt wurden 3
zellbewachsene Coverslips angefarbt. Von jedem Coverslip wurden 7 Aufnahmen von unterschiedlichen Arealen angefertigt
und quantitativ ausgewertet. MittelwertzSD (n=9 Kulturen pro Zelllinie, Genotyp und Zeitpunkt). (*) Signifikante
Unterschiede zwischen den beiden Genotypen zum jeweiligen Zeitpunkt (p<0,05, Student t-Test).
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3.7.3.2 Bestimmung des DNA-Gehalts

Im weiteren Verlauf wurde mittels DAPI-Farbung wund anschlieBender Messung per
Durchflusszytometrie der DNA-Gehalt der c-fostg und c-fostg/Rsk2” Zelllinien ermittelt. Dies
ermoglichte zum einen die Untersuchung der Ploidie (Zahl der vorhandenen Chromosomensatze)
und zum anderen die Bestimmung der Zellzyklusphasenverteilung der 0OS-Zellen. Ein DNA-
Histogramm mit den entsprechenden Phasen des Zellzyklus ist exemplarisch in Abb. 21A dargestellt.
Die durchflusszytometrischen Analysen ergaben deutliche Unterschiede zwischen den beiden
Genotypen (Abb. 21B,C). Wahrend in den c-fos-transgenen Zelllinien eine weitgehend normale
Zellzyklusphasenverteilung vorlag, konnten in den Rsk2-defizienten Zelllinien kaum Zellen in der G-
Phase mit 1-fachem DNA-Gehalt identifiziert werden. Hingegen wiesen circa 60 % der Zellen einen 4-
fachen (4N=tetraploid) und 35 % einen 8-bzw. 16-fachen Chromosomensatz (>4N= polyploid) auf.
Diese Ergebnisse implizierten, dass es in Rsk2-defizienten Zellen zu einem fehlerhaften Ablauf der
Kern- oder Zellteilung kommt, was die Entstehung von mehrkernigen Zellen mit einem DNA-Gehalt

von 24N zur Folge hatte.

A B
A G,/M

GO S GO/Gl

Zellen

Polyploide
Zellen

Polyploid

2N faN . >aN

2N 4N >4N  DAPI

Abb. 21 Bestimmung des DNA-Gehalts c-fos-transgener OS-
Zelllinien mit bzw. ohne Rsk2-Defizienz. (A) Schematische
Darstellung des DNA-Gehalts im Verlauf des Zellzyklus.
Go/G;-Phase: Vollstandiger diploider Chromosomensatz 2N. C
S-Phase: DNA-Replikation. Am Ende liegt der verdoppelte
Chromosomensatz vor. G,/M-Phase: Vorbereitung bzw.

[ c-fostg B cfostg/Rsk2”

Ablauf der Mitose. Der verdoppelte Chromosomensatz 4N 80+
wird auf die Tochterzellen verteilt. Am Ende der M-Phase
liegt wieder der einfache Chromosomensatz 2N vor. Bei 60

Storungen der M-Phase konnen polyploide Zellen entstehen, 3
die einen DNA-Gehalt von mehr als 4N aufzeigen. (B) DNA- £
3
N

Histogramm der durchflusszytometrischen Messung einer c- 40

fostg und c-fostg/RskZ'/y Zelllinie nach 24 h Kultivierung. (C)

Quantifizierung des DNA-Gehalts von jeweils 2 Zelllinien pro 20-

Genotyp (ZZ=Zellzyklus; G;,G,=,gap”, S=Synthese, M

=Mitose). Die Zellzyklusanalysen wurden durchgefiihrt von 0 [j

Dr. Stefan Teufel, Department fiir Medizinische Klinik 3, -
Rheumatologie und Immunologie, Universitit Erlangen- Go/Gy Gy/M  Polyploid Z7Z-Phase
Nirnberg. 2N 4N >4N DNA-Gehalt
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3.7.3.3 Visualisierung der Mitose-Phase mittels Immunfluoreszenz

Zur weiteren Analyse des Mitose-Defekts in c-fos-transgenen Rsk2-defizienten Zellen sollte jene
Phase des Zellzyklus per Immunfluoreszenz visualisiert und begutachtet werden. Hierflir wurden die
Aktinfilamente, die DNA, sowie a-Tubulin zur Darstellung der Mitose-Spindel in den OS-Zelllinien
mithilfe spezifischer Fluoreszenzfarbstoffe markiert. Wie erwartet, konnten mittels konfokaler
Lasermikroskopie in den Rsk2-defizienten Zellen vermehrt atypische Mitosefiguren identifiziert
werden. So lagen unter anderem Zellen mit einem multipolaren Spindelapparat vor. Abb. 22A zeigt
die unter dem Einfluss einer multipolaren Mitose-Spindel stattfindende Mitose. Im Gegensatz zu
einer symmetrisch ausgebildeten bipolaren mitotischen Spindel (Abb. 22B), ist hier eine korrekte
Verteilung der Chromosomen nicht gewahrleistet. Als Konsequenz kdnnten Tochterzellen entstehen,

die vom normalen DNA-Gehalt abweichen.

a-Tubulin o-Tubulin

c-fostg/Rsk2”

Abb. 22: Immunfluoreszenz-Farbung c-fos-transgener OS-Zellen mit bzw. ohne Rsk2-Defizienz. Dargestellt sind die
konfokalen Aufnahmen der Mitose-Phase einer c—fostg/RskZ'/y (A) und einer c-fostg (B) Zelle nach Immunfluoreszenz-
Farbung von o-Tubulin (grin), Phalloidin-Farbung von Aktin (rot) und Kernfarbung mittels DAPI (blau) in 63-facher
VergroBerung (MaRstab: 7 um (A) bzw. 50 um (B)). Die Bilder zeigen jeweils die einzelnen Fluoreszenzsignale sowie die
Ubereinanderlagerung aller Kanile (Merge).

Die bisher dargestellten Daten deuteten darauf hin, dass die transformierten Zellen c-fos-transgener
Osteosarkome in Abwesenheit von Rsk2 fehlerhafte Mitosen durchlaufen, die zur Bildung
mehrkerniger Zellen mit einem von der Norm abweichendem DNA-Gehalt fiihrten. In Folge dieser
Defekte zeigten die Tumorzellen eine verminderte Proliferationsrate. Dieses Phdnomen beschreibt
den Mechanismus der ,mitotischen Katastrophe”. Hierbei handelt es sich um einen zelleigenen
onkosuppresiven Schutzmechanismus, bei dem die Zelle ihre Teilungsfahigkeit verliert und es infolge
von Mitoseaberrationen zum Zelltod kommt (Vitale et al. 2011; Galluzzi et al. 2012). Die Induktion
der mitotischen Katastrophe stellt somit eine vielversprechende Strategie in der Tumortherapie dar.
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Ob sich in diesem Kontext die Serin/Threonin Kinase Rsk2 als therapeutisches Zielprotein fur die

Osteosarkom-Therapie eignen kdnnte, sollte im weiteren Verlauf dieser Arbeit untersucht werden.

3.7.4 Analyse des Effekts von BI-D1870 auf c-fos-transgene Zelllinien

Da bisher gezeigt werden konnte, dass die genetische Inaktivierung von Rsk2 einen protektiven Effekt
auf die Progression c-Fos-induzierter Osteosarkome hat, war es von besonderem Interesse, ob jener
Effekt durch eine pharmakologische Inhibition von Rsk2 reproduziert werden konnte. Um diese
Hypothese zu untersuchen, wurden in vitro Versuche mit BI-D1870 durchgefiihrt, einem
niedermolekularen Dihydropteridinon-Derivat, das die Aktivitdt der Rsk-Isoformen 1, 2, 3 und 4

inhibiert (Sapkota et al. 2007).

3.7.4.1 Proliferationsanalysen c-fos-transgener OS-Zellen in Anwesenheit von BI-
D1870
Zunachst sollte der Effekt von BI-D1870 auf die Proliferation c-fos-transgener Zellen ermittelt
werden. Hierfir wurden 3 unabhangig voneinander isolierte Zelllinien liber einen Zeitraum von 6
Tagen in Anwesenheit steigender BI-D1870 Konzentrationen [0,01-10 uM] inkubiert. Die erstellten
Wachstumskurven erbrachten eine konzentrationsabhangige Verminderung der Zellproliferation in
Gegenwart des Rsk-Inhibitors (Abb. 23A). Wahrend im nanomolaren Konzentrationsbereich kein
Unterschied zu den Kontrollen (DMSO) zu beobachten war, zeigten die Zellen durch die BI-D1870-
Zugabe im mikromolaren Bereich eine signifikant niedrigere Proliferationsrate. In Analogie zu den c-
fostg/Rsk2” Zellen konnten auch hier mehrkernige Zellen detektiert werden (Abb. 23B). Da das
Proliferationsprofil der Zellen in Anwesenheit von 10 uM BI-D1870 der genetischen Rsk2-
Inaktivierung gleichkam, wurde diese Konzentration fiir alle weiteren in vitro Experimente

verwendet.
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A Zellzahl
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Abb. 23: Effekt von BI-D1870 auf die Proliferation c-fos-transgener OS-Zelllinien. (A) Wachstumskurven von jeweils 3
unabhangig voneinander isolierten Zelllinien 16 Wochen alter c-fostg Mause in Anwesenheit steigender BI-D1870- bzw.
DMSO-Konzentrationen. Der Pfeil gibt den Zeitpunkt der Zugabe an. Ein Mediumwechsel erfolgte an jedem zweiten Tag.
Mittelwert+SD (n=9 Kulturen pro Zelllinie, Bedingung und Zeitpunkt). (*) Signifikante Unterschiede zwischen den beiden
Bedingungen zu einem bestimmten Zeitpunkt (p<0,05, Two-Way ANOVA, Bonferroni’s Posttest). (B) Reprdsentative
lichtmikroskopische Aufnahme einer c-fostg Zelllinie in Anwesenheit von 10 uM BI-D1870 bzw. 0,1 % DMSO nach 48 h
Inkubation (10-fache und 40-fache VergroRerung). Mehrkernige Zellen sind exemplarisch durch rote Pfeile gekennzeichnet.

3.7.4.2 Untersuchung des Auftretens mehrkerniger polyploider Zellen in c-fos-
transgenen Zelllinien in Anwesenheit von BI-D1870
Mittels Fluoreszenzfarbungen und zytometrischen Analysen wurde die Anzahl an Kernen pro Zelle
sowie der Plodie-Grad der c-fos-transgenen Zelllinien nach Zugabe von BI-D1870 ermittelt. Die
guantitative Analyse der Zellkerne nach Visualisierung des Aktin-Zytoskeletts und der DNA erbrachte
einen signifikant erhéhten Anteil multinukledrer Zellen in Anwesenheit des Rsk-Inhibitors
(Abb. 24A,B). So lagen nach 24 h Inkubation ca. 43 % der Zellen als 2-oder 4-kernig vor, wohingegen
bei den DMSO-Kontrollen vorwiegend Zellen mit nur einem Nukleus quantifiziert werden konnten
(ca. 96 %, Abb. 24C). Nach einer Inkubationszeit von 48 h liberwog sogar der prozentuale Anteil an 2-

und 4-kernigen Zellen den Anteil an 1-Kernigen.
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Abb. 24: Visualisierung und Quantifizierung mehrkerniger Zellen in c-fos-transgenen 0S-Zelllinien nach Inkubation mit Bl-
D1870. (A) Reprasentative konfokale Aufnahmen einer fiir 48 h in Gegenwart von BI-D1870 [10 uM] bzw. DMSO [0,1 %]
kultivierten c-fostg Zelllinie nach Farbung von Aktin mittels Phalloidin (rot) und Kernfarbung mittels DAPI (blau) in 20- und
63-facher VergroRerung (MaRstab: 100 um bei 20x, 50 um bei 63x). Mehrkernige Zellen sind exemplarisch durch weiRe
Pfeile gekennzeichnet. Quantitative Auswertung des Anteils mehrkerniger Zellen (B) sowie der Anzahl an Kernen pro Zelle
(C) nach 24 bzw. 48 h Kultivierung von 3 c-fostg Zelllinien in Anwesenheit von BI-D1870 und DMSO. Pro Zelllinie, Bedingung
und Zeitpunkt wurden 3 zellbewachsene Coverslips angefarbt. Von jedem Coverslip wurden 7 Aufnahmen von
unterschiedlichen Arealen angefertigt und quantitativ ausgewertet. MittelwertxSD (n=9 Kulturen pro Zelllinie, Bedingung
und Zeitpunkt). (*) Signifikante Unterschiede zwischen BI-D1870 und DMSO zum jeweiligen Zeitpunkt (p<0,05, Student t-
Test).

Des Weiteren wurde untersucht, welchen Einfluss BI-D1870 auf den DNA-Gehalt der c-fostg Zellen
hat. Die 3 Zelllinien wurden nach 24 h Inkubation mit dem Rsk-Inhibitor bzw. DMSO einer
Propidiumiodid (Pl)-Farbung unterzogen. Die anschlieRenden Messungen per Durchflusszytometrie
erbrachten, dass in Anwesenheit von BI-D1870 signifikant weniger Zellen mit einem 1-fachen DNA-
Gehalt vorlagen (Abb. 25A,B). Die meisten BI-D1870-behandelten Zellen wiesen einen DNA-Gehalt
von 4N auf, der signifikant hoher als in den Kontrollzellen war. Dieser Anteil an tetraploiden Zellen
spiegelte sowohl die Zellen wider, die als 2-kernig vorlagen, als auch jene Zellen, die sich zum
Zeitpunkt der Analyse in der G, bzw. M-Phase des Zellzyklus befanden und sich auf eine
bevorstehende Kern- bzw. Zellteilung vorbereiteten. In Analogie zu den Rsk2-defizienten Zellen,
konnte auch in Anwesenheit des Rsk-Inhibitors ein signifikant erhohter Anteil an Zellen mit
polyploidem DNA-Gehalt nachgewiesen werden.

Zusammenfassend konnte durch die Intervention mit dem Rsk-Inhibitor BI-D1870 der Mitose-
Defekt c-fos-transgener Rsk2-defzienter Zellen reproduziert werden. Als nachstes stellte sich die
Frage, ob BI-1870 das Verhalten der humanen 0S-Zelllinie U20S, in der das Rsk2-Zielgen c-fos nicht

Uberexprimiert wird (Isfort et al. 1995), in ahnlicher Art und Weise beeinflusst.
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Abb. 25: Bestimmung des DNA-Gehalts c-fos-transgener 0S-Zelllinien in Anwesenheit von BI-D1870. (A) Reprasentatives
DNA-Histogramm der durchflusszytometrischen Messung einer c-fostg Zelllinie nach 24 h Inkubation mit BI-1870 [10 uM]
bzw. DMSO [0,1 %]. Dargestellt ist die Anzahl der Zellen gegen die Propidiumiodid (Pl)-Intensitat. (B) Quantifizierung des
DNA- Gehalts von jeweils 3 c-fostg Zelllinien pro Bedingung (ZZ=Zellzyklus; Gi,G,=,gap“, S=Synthese, M =Mitose).
Mittelwert+SD (n=3 Zelllinien pro Bedingung). (*) Signifikante Unterschiede zwischen BI-D1870 und DMSO (p<0,05, Student
t-Test).

3.7.5 Analyse des Effekts von BI-D1870 auf die humane OS-Zelllinie U20S

3.7.5.1 Proliferationsanalysen von U20S Zellen in Anwesenheit von BI-D1870

Zur Untersuchung der Relevanz von Rsk2 als potentielles therapeutisches Zielprotein fiir die
Osteosarkom-Therapie war es von Bedeutung, die Auswirkungen von BI-D1870 auf das proliferative
Verhalten humaner Osteosarkomzellen zu untersuchen. Hierfir wurden Wachstumskurven fur U20S
Zellen in Gegenwart von BI-D1870 erstellt. Wie bei den c-fos-transgenen Zelllinien war die
Proliferation der Zellen durch Zugabe des Inhibitors im Vergleich zu den Kontrollen signifikant
vermindert (Abb. 26A). Wahrend des Inkubationszeitraums von 6 Tagen kam es sogar zu einer
Abnahme der Zellzahl, was auf eine erhdhte Apoptoserate schlielen lieS. Interessanterweise
konnten in den BI-D1870-behandelten Kulturen neben mehrkernigen Zellen auch ein beachtlicher
Anteil an groflen abgerundeten Zellen beobachtet werden (Abb. 26B). Diese Morphologie weisen

Zellen auf, die sich gerade in der Mitose befinden.
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Abb. 26: Effekt von BI-D1870 auf die Proliferation der humanen 0S-Zelllinie U20S. (A) Wachstumskurven von U20S Zellen
in Gegenwart von BI-D1870 [10 uM] bzw. DMSO [0,1 %]. Der Pfeil gibt den Zeitpunkt der Zugabe an. Ein Mediumwechsel
erfolgte an jedem zweiten Tag. Mittelwert+SD (n=3 Kulturen pro Bedingung). (*) Signifikante Unterschiede zwischen den
beiden Bedingungen zu einem bestimmten Zeitpunkt (p<0,05, Two-Way ANOVA, Bonferroni’s Posttest). (B) Reprasentative
lichtmikroskopische Aufnahme der U20S Zellen in Kultur (10-fache und 40-fache VergréRerung). GroRe abgerundete Zellen
in den Kulturen mit BI-D1870 Intervention sind exemplarisch durch rote Pfeile gekennzeichnet.

3.7.5.2 Untersuchung des Auftretens mehrkerniger sowie mitotischer polyploider

U20S Zellen in Anwesenheit von BI-D1870
In Analogie zu den c-fos-transgenen Zelllinien wurden zur weiteren Analyse Fluoreszenzfarbungen
der U20S Zellen nach Zugabe von BI-D1870 durchgefiihrt. Die Markierung der DNA sowie des Aktin-
Zytoskeletts ermoglichte die Visualisierung und Quantifizierung mehrkerniger Zellen. Da die BI-
D1870-behandelten U20S Kulturen vorwiegend durch das Auftreten mitotischer Zellen mit
kondensiertem Heterochromatin gepragt waren (Abb. 27A), wurde der Anteil jener Zellen ebenso
guantitativ ausgewertet. Wie erwartet konnten in den Kulturen, die fir 24 bzw. 48 h in Anwesenheit
von BI-D1870 gewachsen waren, ein signifikant hoherer Anteil an mehrkernigen sowie mitotischen
Zellen im Bezug zu den DMSO-Kontrollen nachgewiesen werden (Abb. 27B). Diese Beobachtungen
spiegelten sich auch in den Analysen des DNA-Gehalts wider. So konnten nach 24 h in der BI-D1870
Kultur vorwiegend tetraploide (~70%) und polyploide (~15 %) U20S Zellen detektiert werden
(Abb. 27C,D).

Schlussfolgernd schienen auch die U20S Zellen durch die Inkubation mit dem Rsk-Inhibitor BI-
D1870 zur Mitose gezwungen zu werden und durch abberante Kern- bzw. Zellteilungen als

mehrkernige Zellen mit einem von der Norm abweichenden DNA-Gehalt zu akkumulieren.
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Abb. 27: Nachweis mehrkerniger und mitotischer polyploider U20S Zellen nach Inkubation mit BI-D1870. (A)
Reprasentative konfokale Aufnahmen der fir 24 h in Gegenwart von BI-D1870 [10 uM] bzw. DMSO [0,1 %] kultivierten
Zelllinie U20S nach Farbung von Aktin mittels Phalloidin (rot) und Kernfarbung mittels DAPI (blau) in 20- und 63-facher
VergroBerung (MalRstab: 250 um bei 20x, 50 um bei 63x). Mitotische Zellen sind exemplarisch durch weiBe Pfeile
gekennzeichnet. (B) Quantitative Auswertung des Anteils mehrkerniger sowie mitotischer Zellen nach 24 bzw. 48 h
Kultivierung in Anwesenheit von BI-D1870 und DMSO. Pro Bedingung und Zeitpunkt wurden 3 zellbewachsene Coverslips
angefarbt. Von jedem Coverslip wurden 7 Aufnahmen von unterschiedlichen Arealen angefertigt und quantitativ
ausgewertet. MittelwertxSD (n=3 Kulturen pro Bedingung und Zeitpunkt). (*) Signifikante Unterschiede zwischen BI-D1870
und DMSO zum jeweiligen Zeitpunkt (p<0,05, Student t-Test). (C) Reprdsentatives DNA-Histogramm der
durchflusszytometrischen Messung von U20S Zellen nach 24 h Inkubation mit BI-1870 [10 uM] bzw. DMSO [0,1 %].
Dargestellt ist die Anzahl der Zellen gegen die Propidiumiodid (PI)-Intensitdt. (D) Quantitative Analyse des DNA- Gehalts
(2zZ=Zellzyklus; G4,G,=,gap”, S=Synthese, M =Mitose).
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3.8 Analyse des Effekts von BI-D1870 auf das Proliferationsverhalten Trp53-
heterozygoter 0OS-Zelllinien mit hetero-bzw. homozygoter Ptprzil-
Deletion

Da die U20S Zellen hinsichtlich der Trp53-Expression Wildtyp-Status haben (Isfort et al. 1995), sollte
abschlieRend geklart werden, ob BI-D1870 auch die Proliferation von Zellen mit einem deletierten
Trp53-Allel beeinflusst. Hierzu wurden Wachstumskurven fiir die in Abschnitt 3.4 beschriebenen
Trp53-heterozygoten 0S-Zelllinien Trp53”/Ptprz1™” und Trp53™ /Ptprz1”” in Gegenwart von BI-D1870
erstellt. In Analogie zu den anderen BI-D1870-Proliferationsanalysen hatte die Zugabe des Inhibitors
ein signifikant vermindertes Zellwachstum zur Folge und war zudem mit dem Auftreten mehrkerniger
Zellen assoziiert (Abb. 28A,B). Diese Proliferationsdefekte konnten in beiden Trp53-heterozygoten
Zelllinien in gleichem Ausmall beobachtet werden und waren folglich unabhangig von der

Anwesenheit der Phosphatase Rptpt.

Demnach konnten in 2 unterschiedlichen murinen Osteosarkom-Modellen nachgewiesen
werden, dass eine Inhibition von Rsk die Proliferationsrate transformierter Zellen negativ beeinflusst.
Auf molekularer Ebene ist dieser Effekt moglicherweise die Konsequenz der durch Rsk2-Hemmung

induzierten mitotischen Katastrophe.
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Abb. 28: Effekt von BI-D1870 auf die Proliferation Trp53-heterozygoter Zelllinien mit hetero- bzw. homozygoter Ptprz1-
Deletion. (A) Wachstumskurven der OS- Zellen in Gegenwart von BI-D1870 [10 uM] bzw. DMSO [0,1 %]. Der Pfeil gibt den
Zeitpunkt der Zugabe an. Ein Mediumwechsel erfolgte an jedem zweiten Tag. Mittelwert+SD (n=3 Kulturen pro Zelllinie und
Bedingung). (*) Signifikante Unterschiede zwischen BI-D1870 und den entsprechenden Kontrollen zu einem bestimmten
Zeitpunkt (p<0,05, Two-Way ANOVA, Bonferroni’s Posttest). (B) Reprasentative lichtmikroskopische Aufnahme der
Zelllinien in Kultur (20-fache VergroBerung). Mehrkernige Zellen in den Kulturen mit BI-D1870 Intervention sind
exemplarisch durch rote Pfeile gekennzeichnet.
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4 Diskussion und Ausblick

4.1 Die Rolle von Rptp? als Osteoblasten-spezifischer Tumorsuppressor im
Osteosarkom

4.1.1 Einfluss von RptpT auf die Osteosarkom-Entstehung im Trp53-Mausmodell

Die Protein-Tyrosinphosphatase Rptpl (Ptprzl) wurde erstmals in Zellen des zentralen
Nervensystems entdeckt, wo sie auch ihre bisher wichtigsten nachgewiesenen Funktionen erfullt
(Krueger und Saito 1992; Levy et al. 1993). So wird Rptpl vorwiegend von Astrozyten,
Oligodendrozyten und Neuronen exprimiert und spielt im Nervensystem u.a. eine Rolle bei der
Myelinisierung, dem Neuritenwachstum sowie der axonalen Wegfindung (Harroch et al. 2002;
Hayashi et al. 2005, Shintani und Noda 2008). Daneben zeigten Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe,
dass die Phosphatase auch im Knochen exprimiert wird und beim Prozess der Knochenformation von
Bedeutung ist (Schinke et al. 2008).

Grundsatzlich gehort Rptpl zur Superfamilie der PTPs, die in einem koordinierten
Zusammenspiel mit den PTKs den zelluldaren Tyrosinphosphorylierungsstatus kontrollieren und somit
bei der Regulation fundamentaler Prozesse wie Proliferation, Differenzierung und Apoptose eine
zentrale Funktion einnehmen (Stoker 2005). Ein Ungleichgewicht in der Aktivitdt beider
Enzymklassen kann zur Entstehung von Tumorerkrankungen beitragen. So findet man in vielen
Krebsarten eine onkogene Aktivierung von PTKs. Zudem gelten PTK-Inhibitoren in der Tumortherapie
bereits als etablierte Therapeutika (Hojjat-Farsangi 2014). Aufgrund ihrer dephosphorylierenden
Eigenschaften werden die PTPs - als Gegenspieler der PTKs - meist als Tumorsuppressoren
beschrieben und eine Inaktivierung von PTPs konnte bereits in verschiedenen Tumoren
nachgewiesen werden (Julien et al. 2011). Auch fiir RptpZ wurde von Diamantopoulou et al. (2010)
eine mogliche Tumorsuppressorfunktion im Prostatakarzinom postuliert. So fihrte der shRNA-
vermittelte Ptprz1-Knockdown in Prostatakarzinom-Zelllinien nicht nur in vitro zu einem erhdhten
Migrationsverhalten dieser Zellen, sondern forderte auch in vivo deren metastatisches Potential nach
Injektion in Nacktmause. Die putative Tumorsuppressorfunktion von Rptpl bei anderen
Tumorerkrankungen wurde bisher noch nicht beschrieben.

Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe deuteten darauf hin, dass Rptp{ bei der Pathogenese des
Osteosarkoms als Tumorsuppressor fungieren konnte. So konnte RptpC als ein Marker terminal
differenzierter Osteoblasten identifiziert werden, der in vitro einen hemmenden Einfluss auf die
Proliferation dieser Zellen hat (Schinke et al. 2008). Diese Beobachtungen legten nahe, dass Rptpl

einen negativen Regulator der Osteoblastendifferenzierung darstellt, der im Verlauf der Reifung die
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Proliferation inhibiert und letztlich einen postmitotischen Status in terminal differenzierten
Osteoblasten induziert. Es stellte sich demnach die Frage, ob eine Defizienz von Rptp{ die Bildung von
Osteosarkomen beglinstigen konnte. Da bereits andere murine Defizienz-Modelle gezeigt haben,
dass der alleinige Verlust einer Phosphatase in der Regel nicht ausreicht, um eine Tumorbildung zu
initiieren (Hendriks et al. 2008), war es nicht verwunderlich, dass in Ptprz1-defizienten Mausen bis
zum Alter von 50 Wochen keine skelettalen Tumoren detektiert werden konnten (Schinke et al.
2008). Um die potentielle tumorsupprimierende Eigenschaft von Ptprzl weiter zu untersuchen,
wurde aufgrund der haufigen Beteiligung an der Tumorgenese der Tumorsuppressor Trp53 als
Defizienzpartner gewdhlt (Wunder et al. 2005). So generierte unsere Arbeitsgruppe zunachst
Trp53/Ptprz1-defiziente Mause. Da eine homozygote Trp53-Deletion in M&usen allerdings mit einer
friihen Letalitat assoziiert ist (v.a. bedingt durch die Entstehung von Lymphomen, Jacks et al. 1994),
wurden die Tiere bereits im Alter von 12 Wochen analysiert. Weder in den Trp53/Ptprz1-defizienten
noch in den Tpr53-defizienten Kontrolltieren konnten mittels Kontaktradiographie und histologischen
Analysen der Wirbelsaule und der Tibia die Entwicklung von Knochentumoren detektiert werden
(Baldauf et al. 2015).

Jedoch zeigten schon andere Osteosarkom-Studien an Mausmodellen, dass sich jene
Knochentumoren in der Regel erst zu einem spateren Lebenszeitpunkt manifestieren (Walkley et al.
2008; Rauch et al. 2010). Daher wurden in der vorliegenden Arbeit Mause mit einer heterozygoten
Trp53-Deletion (Trp53+/') herangezogen, die aufgrund einer geringeren Pradisposition fiir Lymphome
eine deutlich langere Lebensspanne aufweisen (Harvey et al. 1993, Jacks et al. 1994). Dieser Genotyp
wurde ebenfalls mit einer Ptprz1-Defizienz (Ptprz1”" und Ptprz1”") kombiniert und im Alter von 52
Wochen mittels Kontaktradiographie auf die Existenz von Osteosarkomen untersucht.

Folgende Hauptergebnisse wurden erzielt und sollen in den nachsten Abschnitten diskutiert werden.

1) Ptprzl ist ein Marker der terminalen Osteoblastendifferenzierung, der gewebespezifisch

exprimiert wird.

2) Die Defizienz beider Ptprz1-Allele in Trp53-heterozygoten Mausen erhoéhte die Osteosarkom-

Inzidenz signifikant von 0 % auf 19 %.

3) uCT- und histologische Analysen bestétigten das Vorliegen von Osteosarkomen und

ermoglichten deren histologische Klassifizierung als ,,osteoblastisch”.

4) In vitro Analysen von Zelllinien, die aus Ptprzl+/' und Ptprzl'/' Osteosarkomen etabliert
wurden, bestdtigten die putative Tumorsuppressorfunktion von Ptprzl in Trp53-

heterozygoten Mausen.

5) Die Tumorsuppressorfunktion von Ptprz1 in einem anderen murinen Osteosarkom-Modell,

dem c-fos-transgenen Modell, konnte nicht bestatigt werden.
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6) Midkine (Mdk) ist ein bekannter Rptpl-Antagonist, der im humanen Osteosarkom haufig
Uberexprimiert ist. Erste Analysen Mdk-defizienter c-fos-transgener Mause bestarkten die fir
Mdk beschriebene Relevanz im Osteosarkom und lieRen eine indirekte Beteiligung von Rptpl

an der Tumorgenese des c-Fos-induzierten Osteosarkoms vermuten.

Zunachst wurde das Ptprz1-Expressionsprofil mittels qRT-PCR-Analysen in 9 verschiedenen Geweben
aus Wildtyp-Mausen bestimmt. Die Analysen zeigten eine spezifische Expression der Phosphatase im
Gehirn, im Knochen sowie in der Lunge und bestatigten damit das bereits von unserer Arbeitsgruppe
publizierte Expressionsmuster von Ptprz1, welches zu seiner Zeit semi-quantitativ mittels RT-PCR
ermittelt worden war (Schinke et al. 2008). Zudem spiegelte das Expressionsprofil jene Gewebe
wider, flir die bereits eine physiologische bzw. pathophysiologische Rolle von Rptpl beschrieben
wurde. Denn neben der schon dargestellten Bedeutung der Phosphatase im Gehirn und im Knochen,
wurde Rptpl auch im Zusammenhang mit der Pathogenese des kleinzelligen Lungenkarzinoms
erwdhnt (Makinoshima et al. 2012). Eine pathophysiologische Rolle von RptpC ist zwar ebenso fiir das
humane Nierenzellkarzinom beschrieben (Shang et al 2013), allerdings war Ptprzl bei unseren
Untersuchungen im Nierengewebe nicht detektierbar. Ergdnzend sei erwahnt, dass Prostatagewebe
— jenes Organ, in dem bereits eine Tumorsuppressorfunktion von Rptpl nachgewiesen wurde
(Diamantopoulou et al. 2010) — in dem Kollektiv der insgesamt 9 analysierten Gewebe nicht
enthalten war.

Weiterhin wurde die Ptprzl-Expression in primdren murinen Osteoblastenkulturen zu
verschiedenen Zeitpunkten der ex vivo Differenzierung untersucht. Die Ergebnisse verifizierten die
Daten der 2008 von uns publizierten Affimetrix-Genchip-Analyse (Schinke et al. 2008). So nahm auch
hier die Ptprz1-Expression im Laufe der osteoblastdaren Reifung kontinuierlich zu. Zudem konnten in
dieser Arbeit erstmals die Osteoblasten als der Ptprzl-produzierende Knochenzelltyp identifiziert
werden, da die Expression in Osteoklastenkulturen kaum nachweisbar war. In der Gesamtheit
bestatigten die durchgefliihrten qRT-PCR-Analysen, dass es sich bei Ptprz1 um einen
Osteoblastendifferenzierungsmarker handelt, dessen Expression auf nur wenige Gewebe beschrankt
ist. Die Erkenntnis, dass Rptpl als Transmembranprotein gewebespezifisch exprimiert wird, war
gerade im Hinblick auf eine potentielle Bedeutung von RptpT als therapeutisches Zielmolekil beim

Osteosarkom von besonderem Wert.

Die zentrale Frage dieses Projekts war jedoch, ob die genetische Inaktivierung von Ptprzl in 52
Wochen alten Trp53-heterozygoten Mausen die Bildung von Osteosarkomen zur Folge hat. In der Tat
konnten mittels Kontaktradiographie in 5 % der Trp53"/Ptprz1* und in 19 % der Trp53" /Ptprz1”

Mause Knochentumoren nachgewiesen werden, wohingegen die Trp53+/' Kontrolltiere keine
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skelettalen Auffalligkeiten zeigten. Diese Beobachtungen bestarkten somit eindeutig die Hypothese
einer Tumorsuppressorfunktion von Rptpl im Trp53-heterozygoten Mausmodell. Die Tatsache, dass
in keinen der insgesamt 24 analysierten Trp53-heterozygoten Kontrolltieren Knochentumore
detektiert werden konnten, mag auf den ersten Blick etwas liberraschend sein, da eine heterozygote
Trp53-Keimbahnmutation sowohl beim Menschen (Li-Fraumeni-Syndrom; Srivastava et al. 1990) als
auch bei Madusen mit der Entstehung von Osteosarkomen assoziiert ist (Jacks et al. 1994). Allerdings
zeigten unabhéangige Untersuchungen Trp53-heterozygoter Mause, dass zu dem in dieser Arbeit
angesetzten Analysezeitpunkt von 52 Wochen nur ca. 8 % der Tiere Osteosarkome entwickeln
(Harvey et al. 1993; Jacks et al. 1994). Der Inzidenzgipfel liegt bei 78 Wochen (Venkatachalam et al.
2001). Da zu jenem Lebenszeitpunkt allerdings auch etwa 50 % der Tiere infolge der Bildung von
Lymphomen versterben, waren in unserem Versuchsaufbau keine Analysen zu einem hdheren
Lebensalter vorgesehen. Allerdings kénnte auch eine eingeschrankte Sensitivitdt der eingesetzten
kontaktradiographischen Screeningmethode dazu beigetragen haben, dass eine beginnende
Osteosarkom-Entwicklung in Trp53-heterozygoten wie auch in den Tieren mit zusatzlicher Ptprz1-
Defizienz nicht erfasst wurde. So ist dieses bildgebende Verfahren im Vergleich zur Mikro-
Computertomographie nicht sensitiv genug, um kleinere fokale Lasionen sowie kortikale
Veranderungen detailliert darzustellen. Da die Kontaktradiographie jedoch eine schnelle und
einfache Analyse des gesamten Mausskeletts ermdoglicht, eignete sich dieses Verfahren ideal fir das
Screening einer grolRen Anzahl von insgesamt 100 Tieren und daher auch zur Erstdiagnostik von
groReren skelettalen Tumoren in Trp53”/Ptprz1*” und Trp53*/Ptprz1”” Mausen.

An dieser Stelle sei erwahnt, dass die Tiere nicht gezielt auf die Entstehung von Lymphomen
oder anderen Weichteilsarkomen sowie auf die Bildung von Lungenmetastasen untersucht wurden.
Bei der Praparation der Mause erfolgte stets eine sorgfaltige makroskopische Begutachtung aller
entnommenen Organe. Da allerdings keine auffdlligen Veranderungen des lymphatischen oder
pulmonalen Gewebes festgestellt werden konnten — wie es in anderen Studien der Fall war (Walkley
et al. 2008; Hashizume et al. 2012; Moriarity et al. 2015) — wurden keine weiteren histologischen
Analysen einzelner Organe vorgenommen.

Was die Lokalisation der identifizierten Osteosarkome betrifft, war die Wirbelsdule am
haufigsten beteiligt (58 %), gefolgt vom Réhrenknochen (Femur/Tibia, 25 %) sowie dem Rippenbogen
(17 %). Beim Menschen entstehen Osteosarkome hingegen priméar im Réhrenknochen und nur sehr
selten an der Wirbelsdule oder in den Rippen (Nathrath et al. 2011). Diese Diskrepanz wurde auch
schon von anderen Arbeitsgruppen beobachtet (Mohseny et al. 2010; Kansara et al. 2013; Zhao et al.
2015). Somit bestatigten unsere Ergebnisse, dass sich die Lokalisation von Osteosarkomen beim

Menschen und der Maus unterscheidet.
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Zusatzlich reihten sich auch die histologischen Analysen der Tumoren in andere Osteosarkom-
Studien ein. So entsprachen diese den Kriterien eines osteoblastischen Osteosarkoms: Das
Tumorgewebe war gepragt durch die Bildung von Osteoid bzw. mineralisierter Matrix und die
Bildung von Knochensubstanz erfolgte unmittelbar — ohne knorpelige Zwischenstufen. Aquivalente
histologische Klassifizierungen konnten auch in Mausen mit einer Osteoblasten-spezifischen
Inaktivierung von Trp53 vorgenommen werden (Walkley et al. 2008; Zhao et al. 2015). Dariber
hinaus entsprach dieser Phanotyp im Wesentlichen auch den Charakteristika eines humanen
osteoblastischen Osteosarkoms, wobei sich jene im Allgemeinen durch eine groflere intra- und

intertumorale histologische Heterogenitdt und Komplexitat auszeichnen (Unni 2005).

Besonders hervorzuheben ist, dass die in vivo diagnostizierte tumorunterdriickende Eigenschaft von
RptpC in Trp53-heterozygoten Mausen durch ex vivo Untersuchungen untermauert wurde. Kurz- und
Langzeit-Proliferationsanalysen (24 h bzw. 7 d) von Zelllinien, die aus je einem Trp53+/'/Ptprzl+/' und
Trp53+/'/Ptprzl'/' Osteosarkom generiert wurden, zeigten, dass die Ptprzi-defizienten Kulturen
signifikant schneller proliferierten als die Heterozygoten. Eine mogliche Ursache fiir dieses
unterschiedliche Proliferationspotential mag der abweichende zelluldare Tyrosinphosphorylierungs-
status sein, der mittels SH2-Profiling festgestellt wurde. So korrelierte die gesteigerte Proliferation
Ptprzl-defizienter Zellen mit einer verstarkten Tyrosinphosphorylierung intrazellularer Substrate.
Erste Versuche eines spezifischen Nachweises bekannter Rptpl-Substrate in Ptprzl-defizienten
Zelllysaten blieben bislang erfolglos (Daten nicht gezeigt). Beispielsweise konnte das G-protein
gekoppelte Rezeptor Kinase Interaktionsprotein Gitl (Kawachi et al. 2001), welches u.a. die
Proliferation von Osteoblasten férdert (Wu et al. 2014), weder mittels Western-Blot-Analysen noch
mittels Immunprazipitation in den 0OS-Zelllysaten nachgewiesen werden. Weitere Rptpl-Substrate,
die man in der Fachliteratur findet, sind B-Catenin (Meng et al. 2000), B-Adducin (Pariser et al. 2005),
Fyn (Pariser et al. 2005), MAGI-3 (Adamsky et al. 2003) und p190RhoGAP (Tamura et al. 2006). Der
genaue Mechanismus der Rptpl-vermittelten zellularen Signallibertragung ist jedoch noch nicht
bekannt. Interessanterweise zeigten Diamantopoulou et al. (2010), dass das metastatische Potential
von RptpC in Prostatakarzinom-Zelllinien durch die Herunterregulierung der Kinasen Src und FAK
vermittelt wurde und auch Erk1/2 sowie PTEN beim Rptp-Signaling eine Rolle spielten. Da auch jene
Signaltransduktionsprozesse von Rptpl mittels Western-Blot-Analysen nicht verifiziert werden
konnten (Daten nicht gezeigt), wurde in der vorliegenden Arbeit ein anderer Ansatz zur
Identifizierung von Rptpl-Substraten verfolgt — das sog. Substrate trapping. Diese Methode beruht
auf der Generierung von PTP-Mutanten, die ihre tyrosinphosphorylierten Substrate binden kénnen,

jedoch keinerlei katalytische Aktivitat mehr aufweisen (Blanchetot et al. 2005). Bei einer Inkubation
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mit geeigneten Zelllysaten bleiben diese Mutanten somit stabil mit ihren Subtraten assoziiert,
wahrend die entsprechenden Wildtyp-Phosphatasen ihre Substrate nach der Dephosphorylierung
wieder freisetzen. In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Dr. Peter Nollau (Forschungsinstitut
Kinderkrebs-Zentrum Hamburg) wurde bereits eine flr das Substrate trapping taugliche Rptpl-
Mutante generiert (C/S Mutante, Kapitel 3.6.2) sowie deren katalytische Aktivitat verifiziert (Daten
nicht gezeigt). Auch wenn die entsprechenden Pulldown-Experimente sowie die Analyse der
potentiellen Substrate mittels Massenspektrometrie noch ausstehen, lasst sich an dieser Stelle
festhalten, dass es sich bei der Methode um einen vielversprechenden Ansatz zur Entschlisselung

der intrazellularen Rptpl -Mediatoren handelt.

Weiterhin waren unter den in vitro Versuchen insbesondere die Proliferationsanalysen der OS-
Zelllinien in Anwesenheit von Mdk von Bedeutung. Mdk ist neben Pleitotrophin eines der beiden
Heparin-bindenden Wachstumsfaktoren, die als Liganden von RptpZ identifiziert wurden (Maeda et
al. 1996; 1999). Genauer gesagt, handelt es sich bei diesen Zytokinen um Antagonisten, die mit den
Glykosaminoglykan-Seitenketten benachbarter Rptpl Rezeptoren interagieren und durch die
induzierte Oligomerisierung deren Phosphatase-Aktivitat inhibieren (Meng et al. 2000; Fukada et al.
2006). Beide Faktoren spielen eine Rolle im Knochenstoffwechsel. Hinsichtlich der Entstehung von
Osteosarkomen ist allerdings die Mdk/Rptpl Interaktion von besonderem Interesse, da MDK im
humanen OS héaufig liberexprimiert ist (Maehara et al. 2007; Sueyoshi et al. 2012). Sueyoshi et al.
(2012) zeigten zudem, dass rekombinantes Mdk einen pro-proliferativen Effekt auf die humane
Osteosarkom-Zelllinie 143B hat. Jene Beobachtungen lieBen sich auch in unserem System
reproduzieren. Interessanterweise erbrachten die Proliferationsanalysen der murinen OS-Zelllinien,
dass das zugesetzte rekombinante Mdk lediglich die Proliferation der Ptprz1-heterozygoten Kulturen
forderte — das Wachstum der Ptprzl-defizienten Linie blieb hingegen unbeeinflusst. Dies deutete
daraufhin, dass der durch Mdk vermittelte Effekt tatsachlich von der Interaktion mit RptpZ abhangt.
Auch wenn der Zusammenhang zwischen Mdk und RptpZ in der Pathogenese des Osteosarkoms noch
weiteren Untersuchungen bedarf, deuten diese Ergebnisse auf einen interessanten potentiellen
Ansatzpunkt zur Osteosarkom-Therapie hin.

Die fur Mdk beschriebene Relevanz im Osteosarkom wurde in dieser Arbeit auch am c-fos-
transgenen Mausmodell aufgezeigt. So erbrachten erste kontaktradiographische Analysen c-
fostg/Mdk'/' Mause, dass die durchschnittliche Anzahl an Osteosarkomen in c-fos-transgenen Mausen
durch die Defizienz von Mdk deutlich abnahm. Um eine definitive Aussage zu machen, bedarf es

jedoch hoherer Fallzahlen sowie weiterer molekularbiologischen Untersuchungen.
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Die putative Tumorsuppressorfunktion von Rptpl konnte im c-fos-transgenen Mausmodell allerdings
nicht bestatigt werden — die OS-Inzidenz c-fos-transgener Mause nahm durch die zusatzliche
Defizienz von Ptprz1 sogar ab. Nichtsdestotrotz ist eine Beteiligung von Rptp{ an der Tumorgenese im
c-fos-transgenen Modell nicht ausgeschlossen, da RptpC auch indirekt durch Wechselwirkungen mit

Mdk Einfluss auf die Osteosarkom-Entstehung nehmen kénnte.

4.1.2 Die Rolle von Rptplim humanen Osteosarkom

Nach Etablierung der tumorunterdriickenden Funktion von RptpC im Trp53-Mausmodell stellte sich
die Frage, ob die Phosphatase auch im humanen Osteosarkom als Tumorsuppressor fungiert. Hierfir
wurde zunadchst in der vom Sanger Institut bereitgestellten COSMIC-Datenbank, die detaillierte
Informationen zu somatischen Mutationen diverser humaner Krebserkrankungen speichert (Forbes
et al. 2015), nach bereits identifizierten PTPRZ1-Mutationen im Osteosarkom gesucht. Jedoch waren
hierzu keine Eintrdage hinterlegt. Interessanterweise fanden wir eine Mutation in dem Gen einer
anderen Rezeptor-Proteintyrosinphosphatase, und zwar Rptpp, kodiert von PTPRT (Daten nicht
gezeigt). Um auszuschlieRen, dass die Funktionen von RptpZ in humanen Zellen von einem anderen
Mitglied der PTP Familie ausgelibt wird — dquivalent zum Beispiel der Dephosphorylierung des Insulin
Rezeptors, die in murinen Osteoblasten von OST-PTP und in humanen Osteoblasten von PTPR
vermittelt wird (Ferron et al, 2010), untersuchten wir die Expression von PTPRZ1 und PTPRT im
Verlauf der osteogenen ex vivo Differenzierung humaner Osteoblasten und humaner OS-Zelllinien
(Sa0S-2 und U20S). Wahrend PTPRT in keiner der Kulturen detektierbar war (Daten nicht gezeigt),
zeigte die PTPRZ1 Expression in allein 3 Zelltypen dieselbe Kinetik wie in primdaren murinen
Osteoblasten. Darliber hinaus fiihrte die Transfektion eines Rptpl-Expressionsplasmids in humanen
0OS-Zelllinien zu einer signifikanten Verminderung der Proliferation, wodurch ebenso die Rolle von
Rptpl als negativer Regulator der Osteoblastenproliferation in humanen Zellen bestatigt wurde.
Demnach schien RptpZ in murinen und humanen Osteoblasten dhnliche Funktionen auszuiiben —
zumindest in vitro.

In Zusammenarbeit mit dem Knochentumor-Referenzzentrum des Universitatsspitals Basel (PD
Dr. Daniel Baumhoer) wurden weiterhin SNP-Datensidtze von 160 humanen Osteosarkomen und
Exom-Daten von 17 sequenzierten OS-Geweben auf Kopienzahlveranderungen sowie etwaige
Mutationen im PTPRZ1-Gen untersucht. Wie bei der COSMIC-Datenbank-Analyse konnten auch hier
keine besonderen Veranderungen, die auf eine Beteiligung von PTPRZ1 bei der Pathogenese des
Osteosarkoms beim Menschen hindeuten, identifiziert werden. Bei der Analyse der Exom-
sequenzierten Osteosarkome wurde zwar eine heterozygote Keimbahnmutation im PTPRZ1-Gen

detektiert, allerdings zeigten anschlieffende Transfektionsversuche eines Rptpl-Expressionsplasmids
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in  humanen O0S-Zelllinien, dass jene Mutation keine funktionelle Beeintrachtigung der

antiproliferativen Aktivitat des Rptpl-Proteins zur Folge hatte.

Zusammenfassend gibt es derzeit keine Hinweise auf eine Rolle von Rptp{ als Tumorsuppressor beim
Osteosarkom des Menschen. Da jedoch bekannt ist, dass Mdk — als Ligand von Rptpl — in humanen
Osteosarkom-Geweben verstarkt exprimiert wird und die Anwendung eines Mdk-spezifischen
Antikorpers im Mausmodell sowohl in vitro als auch in vivo das Osteosarkom-Wachstum minimierte
(Sueyoshi et al. 2012), kann eine indirekte Beteiligung von Rptpl im nicht mutierten Status bei der
Pathogenese des humanen Osteosarkoms nicht ausgeschlossen werden. So bleibt festzuhalten, dass
Rptpl ein Membranprotein ist, das gewebespezifisch exprimiert wird. Eine gezielte Antagonisierung
der Mdk/RptpZ Interaktion stellt demnach einen potentiellen Ansatz in der Osteosarkom-Therapie
dar.

An dieser Stelle sei allerdings nochmals darauf hingewiesen, dass die Osteosarkom-Forschung
aufgrund der Seltenheit dieser Erkrankung, der genomischen Komplexitdt sowie der inter- und
intratumoralen Heterogenitat sehr schwierig ist (Stephens et al. 2011; Martin et al. 2012; Kansara et
al. 2014). Die Gberwiegende Mehrzahl der humanen Osteosarkome weisen zwar Mutationen im P53-
Gen auf, jedoch ist es trotz intensiver Forschung auf diesem Gebiet bisher nicht moglich eine
definierte Abfolge genetischer Veranderungen =zu identifizieren. Zudem zeigen neuere
Untersuchungen, dass Osteosarkome weniger mit somatischen Mutationen, sondern vielmehr mit
numerischen sowie strukturellen Veranderungen einzelner bzw. mehrerer Chromosomen assoziiert
sind (Martin et al. 2012). So wurde erst kirzlich ein neuer Mechanismus beschrieben, bei dem es
durch ein einmaliges Ereignis zu einer Vielzahl von Umlagerungen von Chromosomenabschnitten
kommt (Stephens et al. 2011). Bei diesem als ,,Chromothripsis“ bezeichneten Mechanismus geht man
davon aus, dass einzelne oder mehrere Chromosomen in Stiicke zerreilen und es beim
Zusammenbauen neben rearrangierten Chromosomen auch zum Verlust chromosomaler Abschnitte
sowie zu extrachromosomal amplifizierten Regionen kommt (Holland und Cleveland 2012). Entdeckt
wurde dieses Phanomen bei einem Patienten mit chronisch lymphatischer Leukdamie und man geht
davon aus, dass es bei der Pathogenese von etwa 2-3 % aller Krebsarten eine Rolle spielt (Stephens
et al. 2011). Interessanterweise wurden Chromothripsis-Muster in 33 % primarer Osteosarkome
nachgewiesen (Kansara et al. 2014). Welche zelluliren bzw. molekularen Mechanismen
Chromothripsis bewirken und welche Konsequenzen dieses Ereignis fiir die Therapie des
Osteosarkoms haben konnte, ist allerdings noch nicht verstanden und daher aktuell Gegenstand

vieler Untersuchungen.

63



Diskussion

4.2 Die Rolle von Rsk2 bei der c-Fos-induzierten Osteosarkom-Entstehung

Die Ser/Thr Kinase Rsk2 gehort zur Familie der Ribosomalen S6 Kinasen, die in einer Vielzahl von
Geweben exprimiert werden und eine Rolle bei der Regulierung des Zellzyklus, der Proliferation
sowie der Differenzierung spielen (Anjum und Blenis 2008). Sowohl beim Menschen als auch bei der
Maus umfasst diese Familie 4 Mitglieder, welche charakteristischerweise 2 — durch eine Linker
Region verbundene — Kinase Domanen besitzen (Frodin und Gammeltoft 1999, Hauge und Frédin
2006). Die Aktivierung von Rsk2 erfolgt durch sequentielle Phosphorylierung von der MAP-Kinase ERK
und der Pi3-Kinase-abhdngigen Kinase PDK1 als Antwort auf Wachstumsfaktoren, Chemokine oder
andere extrazelluldre Stimuli. Unter den Rsk2-spezifischen Substraten befinden sich Proteine, die u.a.
mit der Entwicklung von Tumoren assoziiert sind. Zu nennen sind beispielsweise p53 (Cho et al.
2005), Bad (Bonni et al. 1999), Histon H3 (Sassone-Corsi et al. 1999), CREB (Xing et al. 1996) oder c-
Fos, welches mit der Entstehung von Osteosarkomen assoziiert ist (De Cesare et al. 1998; David et al.
2005). In der Tat wurde eine verstarkte Aktivierung von Rsk2 im Zusammenhang mit der Entwicklung
und Progression diverser Tumorarten wie Kopf-Hals-Tumoren (Kang et al. 2010), der Myeloischen
Leukdmie (EIf et al. 2011), dem Mammakarzinom (Stratford et al. 2012) und eben dem Osteosarkom
(David et al. 2005) beschrieben.

Die Arbeitsgruppe um Dr. Jean-Pierre David (UKE, Hamburg) beschéftigt sich seit geraumer Zeit
mit der Untersuchung der Rolle von Rsk2 im Skelettsystem. Dass Rsk2 im Knochen von Bedeutung ist,
ergab sich aus dem bereits 1966 beschriebenen Coffin-Lowry-Syndrom — eine X-Chromosomal
vererbte Form geistiger Behinderung, welche durch inaktivierende Mutationen im humanen Rsk2-
Gen verursacht wird (Coffin et al. 1966, Lowry et al. 1971, Pereira et al. 2010). Interessanterweise
sind neben der mentalen Retardierung v.a. skelettale Auffilligkeiten — wie ein gestortes
Knochenwachstum, ein fortschreitender Verlust der Knochenmasse und kraniofaziale Dystrophien —
die vorherrschenden Symptome. Untersuchungen am Rsk2-defizienten Mausmodell erbrachten, dass
Rsk2 essentiell fir die Differenzierung sowie die Funktion von Osteoblasten ist (Yang et al. 2004) und
unter inflammatorischen Bedingungen eine protektive Wirkung auf den Knochen hat (Bohm et al.
2012). Basierend auf in vitro Untersuchungen, die zeigten, dass die Rsk2-abh&ngige Phosphorylierung
des Proto-Onkogens c-Fos die Stabilitdit und damit die transformierende Aktivitdt dieses Proteins
moduliert (Chen et al. 1996), untersuchten David und Kollegen die Rolle von Rsk2 im c-Fos-
induzierten Osteosarkom. In der Tat konnten sie 2005 zeigen, dass die c-Fos-abhangige
Osteosarkom-Progression in Mausen mit einer zusatzlichen Rsk2-Defizienz (c-fostg/RskZ'/y) deutlich
gestort ist (David et al. 2005). Der Mechanismus, Uber den der protektive Effekt der Rsk2-

Inaktivierung vermittelt wird, ist jedoch noch nicht vollstandig verstanden und war Gegenstand der
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Untersuchung in der vorliegenden Arbeit. Darliber hinaus sollte die Bedeutung von Rsk2 als
potentielles Zielprotein fir die Osteosarkom-Therapie evaluiert werden.
Folgende Ergebnisse wurden erzielt, die in den nachsten Abschnitten diskutiert werden.

1) Rsk2-defiziente Osteosarkome c-fos-transgener Mause zeigten eine erhéhte Expression von

Mitose-Genen.

2) Vergleichende Analysen c-fos-transgener und c-fos-transgener Rsk2-defizienter Zelllinien, die
aus Osteosarkomen der Mause generiert wurden, erbrachten, dass die Inaktivierung von Rsk2
mit einem Proliferationsdefekt sowie mit dem vermehrten Auftreten mehrkerniger

polyploider Zellen assoziiert war.

3) Dieser Phidnotyp konnte durch die pharmakologische Rsk-Inhibition mittels BI-D1870 sowohl
in c-fos-transgenen als auch in den oben beschriebenen Trp53-heterozygoten sowie in

humanen U20S Zellen reproduziert werden.

4.2.1 Expressionsanalysen deuten auf einen Mitose-Block in c-fos-transgenen
Rsk2-defizienten Osteosarkomen hin

Die Auswertung einer genomweiten Expressionsanalyse c-fos-transgener Osteosarkome erbrachte,
dass die Defizienz von Rsk2 eine divergierende Expression von Zellzyklus-assoziierten-Genen zur
Folge hatte. Zur Verifikation der Microarray-Daten wurden einige dieser differentiell regulierten
Gene mittels qRT-PCR analysiert. Hierbei bestatigte sich eine verminderte Expression von G;-Phase-
Genen sowie eine erhdhte Expression von S-, G,- und v.a. M-Phase-Genen in Abwesenheit von Rsk2.
Diese Ergebnisse waren verwunderlich, da unsere Arbeitsgruppe in vorherigen Untersuchungen
gezeigt hatte, dass die intratumorale Proliferation transformierter Zellen in jenen Osteosarkomen
signifikant vermindert und die Apoptoserate signifikant erhdht war (David et al. 2005).

Als Hypothese — weshalb proliferationsinhibierte Osteosarkome verstarkt Wachstums-
fordernde Gene exprimieren — ergab sich das Vorliegen eines Mitose-Blocks in den Rsk2-defizienten
Tumoren. Das bedeutet, dass die Zellen in Abwesenheit von Rsk2 zum Grol3teil in der M-Phase des
Zellzyklus arretieren, ihre Teilungsfahigkeit verlieren und es infolge fehlerhafter Mitosen zu einer
verminderten Proliferation bzw. zum programmierten Tod jener Zellen kommt. Diesen Mechanismus
bezeichnet man im Allgemeinen als ,Mitotische Katastrophe” (Castedo et al. 2004; Vitale et al. 2011;
Galluzzi et al. 2011). Es handelt sich hierbei um einen zelleigenen onkosuppressiven
Schutzmechanismus, der im gesunden Organismus beispielsweise bei DNA- oder
Mitosespindelschaden eintritt und dem Erhalt der genetischen Integritat dient (Okada und Mak
2004; Vakifahmetoglu et al. 2008). Ob der protektive Effekt der Rsk2-lnaktivierung auf die

Osteosarkom-Entstehung c-fos-transgener Mause tatsachlich Giber den Mechanismus der mitotischen
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Katastrophe vermittelt wird, wurde im weiteren Verlauf an Zelllinien, die aus Osteosarkomen von je

3 unabhangig voneinander praparierten Tieren generiert worden waren, untersucht.

4.2.2 Proliferations- und Mitose-Defekt in c-fos-transgenen Rsk2-defizienten OS-
Zelllinien

Wie bereits im Osteosarkom-Gewebe gezeigt (David et al. 2005), konnte die verminderte
Proliferationsrate in Abwesenheit von Rsk2 auch in den entsprechenden OS-Zelllinien nachgewiesen
werden (vgl. Wachstumskurven von c-fostg und c-fostg/RskZ'/y). Der Proliferationsdefekt in Rsk2-
defizienten Kulturen war zudem assoziiert mit dem vermehrten Auftreten multinuklearer polyploider
Zellen, die z.T. mulitpolare Mitosespindeln aufwiesen. Dieser Phanotyp beschreibt exakt die
charakteristischen morphologischen Merkmale der mitotischen Katastrophe, wie sie beispielsweise
auch in humanen Jurkat-T-Zellen, chronisch myeloischen Leukdmiezellen oder malignen Gliomzellen
nach Inkubation mit DNA-schadigenden Substanzen bzw. nach gezielter Inaktivierung Mitose-
relevanter Gene (z.B. Survivin) beschrieben wurden (Caruso et al. 2011; Hendruschk et al. 2011;
Maskey et al. 2013; Mc Gee 2015).

Die genauen molekularen Mechanismen, denen die mitotische Katastrophe unterliegt, sind
aktuell jedoch noch nicht verstanden (Mc Gee 2015). Besonders im Fokus steht hierbei der Ubergang
von der G,-Phase in die M-Phase des Zellzyklus, der durch den Cyclin B1/Cdk1l Komplex gesteuert
wird. Bei DNA-Schaden verhindert normalerweise der sog. G,/M-Kontrollpunkt die Aktivierung der
Cyclin-abhangigen Kinase Cdk1 und somit den Eintritt in die Mitose. Ein aktiver G,/M-Kontrollpunkt
induziert demnach einen G,-Phase Arrest, welcher der Zelle Zeit zur Reparatur von DNA-Schaden
verschafft (Kastan und Bartek 2004). Daher ist es nicht (berraschend, dass Defekte dieses
Kontrollpunktes durch Inaktivierung beteiligter Gene mit der mitotischen Katastrophe assoziiert sind.
Dies wurde beispielsweise fiir die Effektorkinasen Chekl und Chek2 beschrieben (Chen et al. 2003;
Castedo et al. 2004). Interessanterweise erbrachten die gRT-PCR-Expressionsdaten c-fos-transgener
Osteosarkome hingegen eine erhohte Expression beider Kinasen in Rsk2-defizienten Tumoren.
Allerdings schien in diesem Falle kein erfolgreicher G,-Arrest induziert worden zu sein, denn die Rsk2-
defizienten Osteosarkome zeigten zudem gesteigerte Expressionswerte fiir Cyclin B1(Ccnd1) und
Cdk1, welche den Ubertritt sowie die Progression durch die Mitose-Phase regulieren. Dies zeigt
deutlich, dass die beteiligten Effektoren, die fiir den oben beschriebenen Phanotyp der mitotischen
Katastrophe verantwortlich ist, sowohl auf mRNA- als auch Proteinebene noch eingehender
untersucht werden mussen.

Ebenso betrifft dies das Schicksal jener mehrkernigen polyploiden Zellen. So wurde die

mitotische Katastrophe sowohl mit den Prozessen der Apoptose als auch mit der Nekrose sowie der
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der Zellseneszenz assoziiert (Vakifahmetoglu et al. 2008; Al-Ejeh et al. 2010; Vitale et al. 2011;
Galluzzi et al. 2012). Fir die Apoptose innerhalb der mitotischen Katastrophe sind zwei Wege
beschrieben. Einer ist p53-unabhangig und I6st einen Zelltod direkt in der Mitose-Phase aus. Der
zweite Weg wird in der G;-Phase nach abberanten Mitosen induziert. Hier sterben die polyploiden
Zellen p53-abhangig ab (Castedo et al. 2004, Mc Gee et al. 2015). Welches Schicksal die Rsk2-
defizienten c-fos-transgenen Zellen betrifft, wurde in der vorliegenden Arbeit noch nicht hinreichend
analysiert. Auch wenn im Rsk2-defizienten Osteosarkom-Gewebe bereits eine erhohte Apoptoserate
(erhohter Anteil TUNEL-positiver Zellen; David et al. 2005) nachgewiesen wurde, muss der Vorgang
der Apoptose noch detaillierter auf zellularer und molekularer Ebene analysiert werden. Fiir eine
umfassende Charakterisierung des protektiven Effekts der Rsk2-Inakvierung auf die Osteosarkom-
Entstehung ist es im weiteren Verlauf dieses Projekts von besonderer Bedeutung, die pro-onkogene
Rolle von Rsk2 wahrend der Replikation der OS-Zellen genauer zu beschreiben. Dies umfasst vor
allem die Identifizierung von Rsk2-Substrate sowie die Untersuchung des Einflusses jener Substrate
auf die Proliferation der Tumorzellen. Zusammenfassend belegten die in vitro Untersuchungen der
0OS-Zelllinien eindeutig einen Mitose-Defekt c-fos-transgener Osteosarkomzellen in Abwesenheit von
Rsk2. Auch wenn die genauen molekularen Regulationsmechanismen noch genauer untersucht
werden missen, erfiillen die dargestellten Beobachtungen in Rsk2-defizienten OS-Zellen die

wesentlichen morphologischen Charakteristika der mitotischen Katastrophe.

4.2.3 Rsk2 als potentielles Zielmolekiil zur Eliminierung von Osteosarkomzellen
durch Induktion der mitotischen Katastrophe

Die medikamentdése Tumortherapie stellt neben der Chirurgie und der Bestrahlung eine der
wichtigsten Saulen in der Behandlung von Krebserkrankungen dar. Hierbei unterscheidet man die
tumorspezifisch wirksame zielgerichtete Therapie (targeted therapy) von der konventionellen
Chemotherapie, die unspezifisch auf alle stark-proliferierenden Gewebe wirkt (Freissmuth 2012).
Erstere richtet sich gegen bestimmte Komponenten von Signalwegen — wie Liganden, Rezeptoren
oder Signalmolekile — die verstarkt im Tumorgewebe exprimiert bzw. aktiviert werden. Wahrend
jene Therapeutika vor allem zytostatische (wachstumshemmende) Eigenschaften haben, wirken die
Medikamente der Chemotherapie vorwiegend zytotoxisch (zellschadigend). Chemotherapeutika
erzielen ihre Wirkung u.a. durch Interaktion mit der DNA bzw. mit DNA-Bausteinen sowie deren
Synthese. Bei der Therapie des Osteosarkoms kommen aktuell eine Kombination aus Folsdure-
Antagonisten in Form von Methotrexat; Anthracyclin-Antibiotika in Form von Doxorubicin sowie

DNA-Replikationshemmern in Form von Cisplatin zum Einsatz (Kansara et al. 2014).
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Ein weiterer therapeutischer Ansatzpunkt, der bei vielen Krebsformen erfolgreich adressiert
wird, ist die Hemmung der Mitose-Phase. Jene zytotoxischen Spindelgifte inhibieren entweder die
Polymerisation oder die Depolymerisation der Mikrotubuli, die den Spindelapparat bilden
(Freissmuth 2012). Mitosehemmstoffe zeichnen sich einerseits durch eine extrem hohe Wirksamkeit
auf schnell-proliferierende Zellen aus, andererseits bedingen sie aus eben diesem Grund auch ein
haufiges Auftreten starker Nebenwirkungen (u.a. Neurotoxizitit). Daher liegt die Uberlegung nahe,
ob eine gezielte (targeted) aber gleichzeitig auch zytotoxische Therapie entarteter Zellen moglich ist.
Als Angriffspunkt eignet sich hier wiederum besonders die Mitose, da sie die vulnerabelste Phase des
Zellzyklus darstellt (Chan et al. 2012). Interessanterweise sind Tumorzellen aufgrund ihrer erhéhten
genomischen Instabilitdt wesentlicher anfélliger fiir die Induktion des Zelltodes durch mitotische
Katastrophe als nicht transformierte Zellen (Janssen et al. 2009). So zielen neuere Untersuchungen
der medikamentésen Tumortherapie auf die Identifizierung von Signalwegen bzw. Signalmolekilen
ab, Uber die ein solcher spezifischer onkosuppressiver Mechanismus initiiert werden kann. Unter den
bisher identifizierten potentiellen Targets befindet sich beispielsweise die Mikrotubuli-assoziierte
Aurora Kinase A, die vor allem an der Regulation des Eintritts in die Mitose beteiligt ist (Marumoto et
al. 2002) und in vielen Krebsarten Uberexprimiert vorliegt. Alisertib, ein potenter und selektiver
Inhibitor dieser Kinase, ist bereits in Phase Ill Studien bei der Therapie des peripheren T-Zell-

Lymphoms in der klinischen Erprobung (Malumbres und de Castro 2014, Kobayashi et al. 2015).
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5 Zusammenfassung

Das Osteosarkom (OS) — ein dulerst aggressiver primarer Knochentumor — zahlt zu den haufigsten
malignen soliden Tumoren im Kindes- und Jugendalter. Da sich die Prognose dieser Erkrankung in
den letzten 30 Jahren kaum verbessert hat und nach wie vor trotz Therapie mehr als 30 % der
Patienten versterben, ist die Identifizierung krankheitsspezifischer Zielmolekiile zur Entwicklung
neuer Therapieansatze von zentraler Bedeutung. In der vorliegenden Arbeit sollte die Rolle der
Rezeptor-Proteintyrosinphosphatase Rptpl sowie der Ribosomalen S6 Kinase Rsk2 bei der
Pathogenese des Osteosarkoms untersucht werden.

Wie durch Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe bereits gezeigt wurde, handelt es sich bei Rptpl
(kodiert von Ptprz1) um einen Marker terminal differenzierter Osteoblasten, der in vitro einen
hemmenden Einfluss auf die Proliferation dieser Zellen hat. Es stellte sich demnach die Frage, ob
Rptpl auch in vivo als negativer Regulator der Osteoblastenproliferation fungiert und somit als
Tumorsuppressor die Entstehung von Osteosarkomen verhindert. Daher wurden Ptprzl-defiziente
Mause mit Tieren, die aufgrund einer heterozygoten Trp53-Deletion zur Tumorbildung neigen,
verpaart und mittels Kontaktradiographie im Alter von 52 Wochen analysiert. Tatsachlich lief§ sich in
Abhangigkeit des Ptprz1-Genotyps die Bildung von Osteosarkomen nachweisen. Wahrend keine der
Trp53+/' Kontrolltiere skelettale Auffilligkeiten zeigten, konnten in 5 % der Trp53+/'/Ptprzl+/' sowie in
19 % der Trp53*/Ptprz1”- Miuse Knochentumoren identifiziert werden. Diese traten sowohl am
Rippenbogen als auch an der Wirbelsdule und im Réhrenknochen auf. uCT- und histologische
Analysen der Tumoren bestatigten das Vorliegen von Osteosarkomen und ermoglichten deren
histologische Klassifizierung als , osteoblastisch”. Zudem erbrachte die Analyse von Zelllinien, die aus
verschiedenen Osteosarkomen (Trp53”/Ptprz1*” und Trp53"/Ptprz1”") etabliert worden waren, dass
das osteogene Differenzierungspotential dieser Zellen auch ex vivo vorhanden war. Die putative
Tumorsuppressorfunktion von Ptprzl wurde weiterhin durch vergleichende Analysen beider OS-
Zelllinien aufgezeigt. So konnte in den Ptprzl-defizienten Zellen eine signifikant hohere zelluldre
Proliferationsrate sowie eine verstarkte Tyrosinphosphorylierung spezifischer intrazelluldrer
Substrate nachgewiesen werden. Weiterhin belegten Proliferationsanalysen in Anwesenheit des
Rptpl-Antagonisten Midkine (Mdk), dass durch dessen Zugabe ausschlieflich die Proliferation der
Ptprz1-heterozygoten Zelllinie gesteigert wurde. Dies implizierte, dass der proliferationsférdernde
Effekt von Mdk auf die OS-Zelllinien von der Interaktion mit Rptp{ abhangt, was insofern relevant ist,
als dass MDK im humanen Osteosarkom haufig Gberexprimiert wird. Bei Untersuchungen zur Rolle
von Rptpl im Osteosarkom des Menschen blieben Datensatzanalysen zur Identifizierung von
Kopienzahlveranderungen oder etwaigen Mutationen im humanen PTPRZ1-Gen bislang erfolglos.
Mittels Datenanalyse 17 Exom-sequenzierter humaner OS-Gewebe konnte zwar eine heterozygote

Keimbahnmutation im PTPRZ1-Gen identifiziert werden, jedoch zeigten darauffolgende in vitro
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Untersuchungen, dass jene Mutation keine funktionelle Beeintrachtigung der antiproliferativen
Aktivitdt des RptpZ-Proteins zur Folge hatte. Nichtsdestotrotz handelt es sich bei Rptpl um ein
Membranprotein, das gewebespezifisch exprimiert wird. So konnte es als Zielmolekil fir die
Entwicklung von OS-Therapieansatzen dennoch von Bedeutung sein, z.B. durch eine gezielte

Antagonisierung seiner Interaktion mit Mdk.

Fiir die Untersuchung der Rolle von Rsk2 bei der Tumorgenese des Osteosarkoms wurde ein anderes
Mausmodell herangezogen — das c-fos-transgene Modell. Die Uberexpression dieses Transkriptions-
faktors fiihrt in den Tieren zur Entwicklung von Osteosarkomen. Vorarbeiten zeigten, dass das
Osteosarkom-Wachstum bei gleichzeitiger genetischer Inaktivierung von Rsk2 - einer Kinase, die in
vitro die Stabilitdt von c-Fos moduliert - deutlich gestort ist. Es stellte sich daher die Frage, lber
welchen molekularen Mechanismus dieser protektive Effekt der Rsk2-Deletion vermittelt wird. Der
von unserer Arbeitsgruppe postulierte Mechanismus ist die ,Mitotische Katastrophe”. Erste Hinweise
hierfiir ergaben sich aus Genexpressionsanalysen, die eine erhdhte Expression von mitotischen
Genen in  Rsk2-defizienten c-fos-transgenen  Osteosarkomen  zeigten. Proliferations-,
Immunfluoreszenz- und Zellzyklusanalysen von Zelllinien, die aus Tumoren c-fos-transgener Mause
mit bzw. ohne Rsk2-Defizienz etabliert worden waren, erbrachten, dass die Abwesenheit der Kinase
mit einem drastischen Proliferationsdefekt sowie mit dem vermehrten Auftreten multinukledrer
polyploider Zellen assoziiert war. Zudem lieRen sich in jenen Zellen atypische multipolare
Mitosefiguren beobachten. Als wichtiger Aspekt dieser Arbeit sollte weiterhin ermittelt werden, ob
jener Phanotyp ebenso durch eine pharmakologische Rsk2-Inhibition reproduziert werden kann. In
der Tat bestéatigten dquivalente in vitro Versuche mit c-fos-transgenen Zellen in Anwesenheit des Rsk-
Inhibitors BI-D1870 die Ergebnisse der genetischen Rsk2-Inaktivierung. Der wachstumshemmende
Effekt von BI-D1870 konnte weiterhin in der humanen 0S-Zelllinie U20S sowie in den o.g. Trp53-
heterozygoten Zelllinien nachgewiesen werden. Zusammenfassend implizierten diese Daten, dass
transformierte OS-Zellen in Folge einer Rsk2-Inaktivierung fehlerhafte Mitosen durchlaufen, die zur
Bildung mehrkerniger Zellen mit einem von der Norm abweichenden DNA-Gehalt flhren. Letztlich
resultieren diese Defekte in einer verminderten Zellproliferation bzw. in der Apoptose. Die Induktion
dieses als , mitotische Katastrophe” bezeichneten onkosuppresiven Schutzmechanismus durch die
gezielte Inhibition der Rsk2 Kinase stellt demnach einen vielversprechend Ansatz zur Eliminierung

von OS-Tumorzellen dar.
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6 Summary

Osteosarcoma (OS) — a highly aggressive primary bone tumor — belongs to the most common
malignant solid tumors in childhood and adolescence. As the prognosis has not improved significantly
over the last 30 years and more than 30 % of the treated patients still die of this disease, the
identification of specific molecular targets for novel therapies is highly relevant. This thesis focused
on the implication of the receptor protein tyrosine phosphatase RptpZ and the ribosomal S6 Kinase
Rsk2 in the pathogenesis of osteosarcoma.

Our group previously identified RptpZ (encoded by Ptprz1) as a marker of terminally differentiated
osteoblasts which negatively regulates their proliferation in vitro. The question which has been
addressed in this thesis is, whether Rptpl can function as a tumor suppressor protein inhibiting OS
development in vivo. We therefore crossed Ptprzl-deficient mice with tumor-prone Trp53-
heterozygous mice and analyzed the skeletal phenotype by contact radiography at the age of 52
weeks. By screening a large number of mice we did detect OS development depending on the
genotype of Ptprzl. While none of the Trp53” littermates displayed skeletal abnormalities, OS
development was detected in 5 % of Trp53”/Ptprz1*” and in 19 % of the Trp53*/Ptprz1” mice. The
skeletal tumors were located in ribs, spine and long bones. uCT- and histological analyses confirmed
the presence of osteosarcoma and allowed their histological subclassification as "osteoblastic OS".
Additionally, cell lines derived from different tumors (Trp53"/Ptprz1*”" and Trp53"/Ptprz1”") were
able to undergo osteogenic differentiation ex vivo. The putative tumor suppressor function of Ptprz1
was further demonstrated by a comparison of the two OS cell lines. Importantly, Ptprzl-deficient
cells displayed a significant increase in proliferation together with a higher abundance of tyrosine-
phosphorylated substrates. Further analyses revealed that Midkine (Mdk), an antagonist of Rptpt,
exclusively enhanced the proliferation of the Ptprz1 heterozygous cell line. This implied that the pro-
proliferative influence of Mdk on the OS cell lines depends on Rptp interaction, which is potentially
relevant, as MDK is over-expressed in human OS. To address the question, if Rptpl would also act as
a tumor suppressor in human OS we performed datasets analyses to identify copy number variations
or mutations in the PTPRZ1 gene, yet we did not detect any specific chromosomal or mutational
changes. Although the data analysis of 17 human OS samples revealed one heterozygous germline
mutation in the PTPRZ1 gene, subsequent in vitro studies showed that it did not interfere with the
anti-proliferative activity of the Rptpl protein. However, RptpC is a transmembrane protein with
restricted expression pattern. Since it is principally targetable for treatment, it may be important for

OS therapy, for example by antagonizing its interaction with Mdk.
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The role of Rsk2 in OS pathogenesis was studied in the c-fos transgenic mouse model. Mice over-
expressing the transcription factor c-Fos develop osteosarcomas. However, it was recently shown
that c-Fos-induced OS development is impaired in mice additionally lacking Rsk2, a kinase modulating
c-Fos stability in vitro. This suggested a protective role of Rsk2 inactivation against c-Fos-induced
osteosarcoma. Based on the results “mitotic catastrophe” was proposed to be the underlying
molecular mechanism was. First indications were obtained by gene expression analyses showing an
up-regulation of mitotic genes in c-fos-transgenic tumors lacking Rsk2. Proliferation,
immunofluorescence and cell cycle analyses of cell lines established from tumors of c-fos -transgenic
mice with or without Rsk2-deficiency, revealed an dramatic growth defect and an increased
frequency of multinuclear polyploid cells in the absence of Rsk2. In addition, disorganized multipolar
mitotic figures were observed in Rsk2-deficient cells. An important aspect of this project was to
analyze whether the genetic inactivation of Rsk2 can be phenocopied by pharmacological inhibition.
In fact, respective in vitro experiments performed with c-fos transgenic cells in the presence of the
Rsk inhibitor BI-D1870 proved the occurrence of the described phenotype. The growth inhibiting
effect of BI-D1870 was also observed in the human OS cell line U20S as well as in the above-
mentioned Trp53-heterozygous cell lines. In summary, these data implied that transformed OS cells
undergo incomplete mitosis in the absence of Rsk2, leading to the formation of polynuclear cells with
deviant DNA contents. Consequently, these defects result in decreased proliferation and apoptotic
cell death. The induction of the so called "mitotic catastrophe" as an onco-suppressive protection
mechanism via targeted inhibition of Rsk2 kinase represents a promising approach for the

elimination of OS-tumor cells.
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8 Anhang

8.1 Material

8.1.1 Gerate

Produkt Hersteller
Analysenwaage (CPA224S) Sartorius
Autotechnikon (2050) Bavimed Laborgerate
C0,/0, Brutschrank (B 6200) Heraeus

Durchflusszytometer (FACS Calibur)

Becton, Dickinson and Co.

Elektrophorese-Spannungsgerat

Bio-Rad Laboratories

Filmentwickler (Optimax 1170-1-0000)

Protec

Filmscanner (Scanjet G4050)

Hewlett-Packard Company

Fluoreszenzmikroskop

Zeiss Axiolab

Gel-Dokumentationsanlage (Universal Hood 75S)

Bio-Rad Laboratories

Gelelektrophoresekammer (Sub-Cell, SDS/PAGE Mini Protean)

Bio-Rad Laboratories

Homogenisierer (Ultra-Turrax T25)

IKA®-Werke

Inkubationsschttler (Innova 4000)

New Brunswick Scientific

Konfokales Laser-Scanning Mikroskop (TCS SP5)

Leica Microsystems

Kontakt-Rontgenapparat (Faxitron Xray Sterile)

Faxitron Xray

Leica TCS SP5 Il Konfokal-Mikroskop

Leica Camera

Lichtmikroskop (Axioskop) Carl Zeiss
Lichtmikroskop (1X50) Olympus
Mikropipetten (Research Plus) Eppendorf
Mikroskopkamera (Axiocam) Carl Zeiss
Mikroskopkamera (DP72) Olympus

Mikrotiterplatten-Lesegerat (Versamax)

Molecular Devices,

Neubauer Zdhlkammer

Glaswarenfabrik Karl Hecht

PCR-System (Mastercycler pro S) Eppendorf

pH Meter WTW

Pipettierhilfe (Pipetboy acu) INTEGRA Biosciences
Prazisionswaage (Talent TE2101) Sartorius

Real-Time PCR System (StepOnePlus)

Applied Biosystems

Rontgen-Mikrocomputertomograf (LCT 40)

Scanco Medical

Rotationsmikrotom (Reichert-Jung Mod.1140/Autocut)

Cambridge Instruments

Schleifgerat (Pheonix Alpha) Buehler
Sicherheitswerkbank (HS12) Heraeus
Spektralphotometer (Nanodrop ND1000) Thermo Fisher Scientific
Spektralphotometer (Ultrospec 2100 pro) Biochrom
Spiegelreflexkamera (EOS 10D) Canon

Thermoblock (Thermomixer Comfort) Eppendorf
Tischzentrifuge (5415D, 5430R) Eppendorf

Vortexer (Certomat MV)

B.Braun Biotechnologie International

Wasserbad

GFL Gesellschaft fur Labortechnik

Wiegeschuttler (Duomax 1030)

Heidolph Instruments

Zentrifuge (GS-6)

Beckman Coulter

8.1.2 Verbrauchsmaterial

Produkt

Hersteller

Deckglaser

Carl Roth

Durchflusszytometrierhrchen

Becton, Dickinson and Co.

Einweg-Untersuchungshandschuhe

Supermax Healthcare

Filterspitzen

Sarstedt

Flaschenaufsatzfilter

Thermo Fisher Scientific
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Gewebekulturschale (6-Well, 12-Well, 24-Well, 96-Well)

Becton, Dickinson and Co.

Kanulen (0, 60 x 25 mm; 0, 40 x 20 mm)

B. Braun Melsungen

Kivetten (10 x 4 x 45 mm)

Brand

MikroreaktionsgefaRe (1,5 ml; 2 ml)

Eppendorf

Objekttrager

Glaswarenfabrik Karl Hecht

Parafilm

Pechiney Plastic Packaging

PCR Reaktionsgefalie

Biozym Scientific

Pipettenspitzen (10 pl, 100 pl, 1000 pl)

Eppendorf

Prazisionswischtiicher

Kimberly-Clark

gRT-PCR Dichtfolie

Thermo Fisher Scientific

gRT-PCR Reaktionsplatte

Thermo Fisher Scientific

ReaktionsgefdRe (15 ml, 50 ml)

Greiner Bio-One International

Rontgenfilme

Agfa-Gevaert

Rundbodenréhrchen

Greiner Bio-One International

Serologische Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)

Becton, Dickinson and Co.

Skalpellklingen

C. Bruno Bayha

Spritzen B. Braun Melsungen
Sterilfilter Becton, Dickinson and Co.
Zellkulturflaschen (T-25, T-75, T-175) Sarstedt

Zellschaber Sarstedt

Zellsieb (70 um, 100 um)

Becton, Dickinson and Co.

8.1.3 Chemikalien und Substanzen

Produkt Abkiirzung

Hersteller

CAS-Nummer

H- und P-Satze

Adefofix

Adefo-Chemie

Agarose (SeaKem® LE)

Lonza Group

Albumin Standard (2 mg/ml) BSA

Thermo Fisher Scientific

1336-21-6

Ammoniumhydroxid Sigma-Aldrich H: 272-302-315-319-335-334-317
P: 273-280-305+351+338-309+310
69-53-4

Ampicillin Amp Sigma-Aldrich H: 315-317-319-334-335
P:261-280-305+351+338-342+311
94-36-0

Benzoylperoxid BPO Merck H:242-319-317
P:210-220-280-305+351+338-302+352

BI-D1870 BI Calbiochem

Bradford-Reagenz Bio-Rad Laboratories
7788-99-0

Chrom(lll)-kaliumsulfat Chromalaun Merck H:315-319
P:302+352-305+351+338
1609-47-8

Diethylpyrocarbonat DEPC Sigma-Aldrich H: 302-315-319-335
P:261-305+351+338

Dimethylsulfoxid DMSO Carl Roth

Di-Natriumhydrogenphosphat Sigma-Aldrich
7634-42-6

Dithiothreitol DTT Sigma-Aldrich H: 302-315-319

P:302+352-305+351+338

DNA-Ladder, GeneRuler™ 1 kb

Thermo Fisher Scientific

dNTP Mix, 10mM Each

Thermo Fisher Scientific

DPX Eindeckmittel Sigma-Aldrich
64-17-5
Ethanol Merck H: 225
P:210
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60-00-4
Ethylendiamintetraacetat EDTA Merck H: 319
P:305+351+338
FACSClean Becton, Dickinson and Co
FACSFlow Becton, Dickinson and Co
FACSRinse Becton, Dickinson and Co
;ﬁ;;;lof)l (Hyclone, Thermo Fisher Scientific
FKS fiir Ocl (Gibco, 41G8512K) Thermo Fisher Scientific
Fluoroshild™ . .
DAPI Eindeckmedium Sigma-Aldrich
Formafix 3,5 % Grimm med. Logistik
50-00-0
.. . . H:351-331-311-301-314-317
Formaldehyd (37 % Losung) Sigma-Aldrich P: 301+310-303+361+353-305+351+338
320-361-405-501
GIBCO® DUI?ECCO'S Phosphate- PBS Thermo Fisher Scientific
Buffered Saline)
67-63-0
Isopropanol Carl Roth H:225-319-336
P:210-233-305+351+338
Kaliumchlorid KCl Merck
Kaliumhydrogenphosphat Merck
124-38-9
Kohlendioxid TMG H: 280
P: 410+403
L-Ascorbinsdure Asc Sigma-Aldrich
LB-Agar Invitrogen
LB-Pulver Invitrogen
McCoy’s 5A Medium Thermo Fisher Scientific
67-56-1
Methanol MeOH Carl Roth H:225-331-311-301-370
P:210-233-280-302+352
80-62-6
Methylmethacrylat MMA Merck H: 225-335-315-317
P:210-262-280-301+310-315
Minimum Essential Medium . .
Eagle Alpha Modification Sigma-Aldrich
111-76-2
. . H:311-331-302-315-319
Monoglycol-Butylether Sigma-Aldrich P: 261-270-280-301+312-302+352-305
+351+338
99-97-8
N,N Dimethyl-p-Toluidin DMT Merck H:301+311+331-373-412
P:261-273-280-301+310-311
. . 130-22-3
:IZE:C')“'Z“ai:‘hf;:‘e':zz‘(f:nﬁ AlizarinRotS | Chroma H: 315-319-335
P: 261-305+351+338
497-19-8
Natriumcarbonat Carl Roth H: 319
P: 260-305+351+338
Natriumchlorid NaCl Sigma-Aldrich
Natriumdihydrogenphosphat Sigma-Aldrich
7681-49-4
Natriumfluorid NaF Sigma-Aldrich H:301-319-315
P: 305+351+338-302+352-309-310
Natriumhydrogencarbonat Merck

Natriumhydroxid

Avantor Performance
Materials

1310-73-2

H:314-290
P:280-301+330+331-309+310-305+351
+338
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Natriumorthovanadat Sigma-Aldrich
Natriumpervanadat Merck
Natriumpyrophosphat Sigma-Aldrich
Nonylphenyl- NPG Sigma-Aldrich
polyethyleneglykol-acetat
118-53-6
. . e H: 315-317-320-334-335-361
Penicillin Pen Thermo Fisher Scientific P: 264-304+340-305+3514338-312-337
+313-332+313
108-95-2
H: 341-331-311-301-373-314
Phenol Carl Roth P: 280-302+352-301+330+331-309-310
-305+351+338
329-98-6
Phenylmethylsulfonylfluorid PMSF Sigma-Aldrich H:301-314

P: 280-305+351+338-310

Phosphatase-Inhibitor,

Roche Applied Science

PhosSTOP
88-89-1
Pikrinsaure Sigma-Aldrich H:201-331-311-301
P:210-280-301+310-312
Polyoxyethylen(20)-sorbitan- Polysorbat 20 Carl Roth
monolaurat
Propan-1,2,3-triol Glycerin Merck
25535-16-4
Propidiumiodid Pl Sigma-Aldrich H:315-319-335
P:261-305+351+338
Protease Inhibitor, complete
Protease Inhibitor Cocktail Roche Applied Science
Tablets
Rot|®-P/C/! (!’henol{Chlororom Carl Roth
DNA Aufreinigungslésung)
Rotiphorese Gel 30
(30 '; Acrylamidldsung) Carl Roth
Salpetersdure (65 % Losung) Sigma-Aldrich
7647-01-0
- . . H: 290-314-335
Salzsure Sigma-Aldrich P:234-260-304+340-303+361+353
-305+351+338-309+311-501
3244-88-0
Saurefuchsin Merck H:315-319-335
P: 261-305+351+338
7761-88-8
Silbernitrat Merck H: 272-314-410
P:273-280-301+330+331-305+351+338
-309+310
7727-37-9
Stickstoff T™MG H: 280
P: 403
Streptomycin Strep Thermo Fisher Scientific
SYBR® Green PCR Master Mix Applied Biosystems
54827-17-7
Tetramethylbenzidin TMB GE Healthcare H:315-319-335
P: 261-305+351+338
92-31-9
Toluidinblau O Sigma-Aldrich H: 302-315-351-373
P:302+352-314
Trichlormethan Chloroform Sigma-Aldrich 67-66-3

H: 302-315-351-373
P:302+352-314
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is(hvd hvl . 77-86-1
I}:’:rg ydroxymethyl)aminome- Tris Base Sigma-Aldrich H: 315-319-335
P:261-305+351+338
. . 1185-53-1
;::(]hky'%?;msmam.nome- Tris/HCl Sigma-Aldrich H: 315-319-335
P:261-305+351+338
Triton X-100 Sigma-Aldrich
TRIzol® Reagent Invitrogen
Trypsin/EDTA Gibco/Invitrogen
7722-84-1
Wasserstoffperoxid Merck H:271-332-302-314
P:220-261-280-305+351+338-310
B-Glycerolphosphat B-Gly Sigma-Aldrich
60-24-2
. . H: 301-310-330-315-318-410
B-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich P:280-273-302+352-304+340-305+351
+338-309-310
1,4-Dimethylbenzol p-Xylol Merck
10x DreamTaq Green Buffer Thermo Fisher Scientific
32222-06-3
1a,25-Dihydroxyvitamin-D3 Vitamin-D3 Sigma-Aldrich H: 300-310-330-361
P: 260-264-280-284-301+310-302+350
89-83-8
2-Isopropyl-5-methylphenol Thymol Sigma-Aldrich H: 302-314-411
P:273-301+330+331-305+351+338-309
110-49-6
2-Methoxyethylacetat Merck H: 302-312-332-360FD
P:201-280-308+313
521-31-3
3-Aminophthalhydrazid Luminol Sigma-Aldrich H:315-319-335
P:261-305+351+338
59-14-3
5-Brom-2‘-desoxyuridin BrdU H: 340-360D

P:201-281-308+313-405

6x DNA Loading Dye

Thermo Fisher Scientific

8.1.4 Kits

Bezeichnung

Hersteller

Cell Proliferation Biotrak™ Version 2 ELISA

GE Healthcare

ECL Western Blotting Detection Reagents

GE Healthcare

EndoFree® Plasmid Maxi Kit

Qiagen

Lipofectamine™ 2000 reagent

Invitrogen

Nucleospin® Gel & PCR Cleanup

Macherey-Nagel

Nucleospin® RNA II

Macherey-Nagel

Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase Kit

Thermo Fisher Scientific

QlAprep Spin® Miniprep Kit

Qiagen

QuikChange Lightning Multi Site-Directed Mutagenesis | Agilent Technologies

Verso cDNA Kit

Thermo Fisher Scientific
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8.1.5 Enzyme und Proteine

Name Hersteller

Aprotinin Sigma-Aldrich
Collagenase la from C.histolyticum Sigma-Aldrich

Dispase Il Roche Applied Science
DNA-DreamTag-Polymerase aus Thermus aquaticus | Thermo Fisher Scientific
LA Tag® DNA Polymerase Takara Bio

msRANKL Peprotech
Rekombinantes M-CSF Peprotech
Rekombinantes murines Midkine Peprotech

RNaseA

Roche Applied Science

8.1.6 Antikorper und andere Farbstoffe

Ziel Antikorper Isotyp Verdiinnung | Hersteller
g - ® ;
a-Tubulin a-Tubulin Alexa Fluor®488 Konjugat Maus IgG1 1:500 Cell Signaling
(monoklonal)
F-Aktin Phalloidin Alexa Fluor®546 Konjugat Toxin yon . 1:40 Molecular Probes
Amanita phalloides
: ° -
Phosphotyrosin Phosphotyrosin Klon 4G10%, HRP Konjugat Maus IgG2b 1:25000 Merck Millipore
(monoklonal)
R-Actin R-Actin (13E5) (monoklonal) Kaninchen IgG 1:1000 Cell Signaling
Sekundérantikorper | Ziege-anti-Kaninchen 1gG — HRP 1:5000 Santa Cruz
8.1.7 Oligonukleotide
Die verwendeten Oligonukleotid-Primer wurden mit dem Programm NCBI Primer-BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) bzw. dem QuikChange Primer Design Tool

(http://www.genomics.agilent.com/primerDesignProgram.jsp) entworfen und von der Firma Eurofins

Genomics GmbH synthetisiert.

8.1.7.1 Primer

fiir die Genotypisierung

Gen Primersequenz (5->3¢) FragmentgroRe (bp)
For: AGTCTGGCCTGCGGGTCTC

c-fos 600
Rev: GTCGGCTGGGGAATGGTAGTAGG
For: TAACCCAGGTTTTACCCCTA 360 (WT)

Mdk Rev:  GTTGCAGGGCACCTTGCAATGGAC
For: TAACCCAGGTTTTACCCC 400 (KO)
Rev: GAGAACCTGCGTGCAATCCAT
For: AGATCCATTCGTCTTGCAGCCTCC 400 (WT)
Rev: CACCTGCCTGGAAAACTTGTACTG

Ptprzl

P For: GAAAAGCGCCTCCCCTACCCGGTAGAATTGAC 650 (KO)

Rev:  CCAGACATGACACCCCAATGCCTGAACATCTC

Rsk2 For: TTGTTGGTTTACTTTCTTTCGGTCTG 230 (WT)
Rev:  AAGATGATTGCTTTGCTTAGTTTA 320 (KO)
For: ACAGCGTGGTGGTACCTTAT 450 (WT)

Trp53 Rev 1: TATACTCAGAGCCGGCCT 650 KO)
Rev 2: CTATCAGGACATAGCGTTGG
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8.1.7.2 Primer fiir qRT-PCR

Gen Primersequenz (5->3¢) FragmentgroBe (bp)

c-fos For: CGGGTTTCAACGCCGACTAC 206
Rev:  CAGGTCTGGGCTGGTGGAGA

Gapdh For: GACATCAAGAAGGTGGTGAAGCAG 196
P Rev:  CCAGACCCCCATAATAACAGGAG

Ptorzi For:  TGGTGGTTATGATTCCAGATGGTC 200
P Rev:  AAGTTCCTGCTGTTACTCCCCCG

8.1.7.3 Mutagenese-Primer

Name Primersequenz (5‘->3¢) Anwendung

Einfigen des Nukleotidaustausches
G->C an Position 3218 des humanen
Ptprz1-Gens (NM_001206838.1)
(Rptpl Mutation: C1073S)

G3218C | CTGTTGTCGTCCACTCCAGTGCTGGAGTTGG

Einfligen des Nukleotidaustausches

G->T an Position 3227 des humanen
G3227T | GTCCACTGCAGTGCTGTAGTTGGAAGAACAGGC Ptprz1-Gens (NM_001206838.1)

(Rptpl Mutation: G1076V)

8.1.7.4 Primer fiir die Sequenzierung

Name Primersequenz (5‘->3°) Anwendung
Seq Mut For: CAGGGATCCCCAAAGCATGTTGCAGAT Verifizierung der ausgetauschten
9 Rev: GTTGGTGCATAAGGGTTGTCAG Nukleotide G3218C und G3227T

8.1.8 TagMan® Gene Expression Assays

Alle verwendeten Reagenzien wurden von der der Firma Applied Biosystems bezogen und nach
Angaben des Herstellers verwendet.

TagMan® Gene Expression Master Mix #4369016

Gen TagMan®-Sonde Gen TagMan®-Sonde
Acp5 MmO00475698_m1 Cdkn2a MmO00494449_m1
Aurkb Mm01718146_g1 Cdkn2b MmO00483241_m1
Bglap (human) Hs00609452_m1 Chek1 Mm01176757_m1
Bglap (murin) Mm03413826_mH Chek2 MmO00443844_m1
Ccnb1 Mm00838401_g1 E2F2 Mm00624964_m1
Cend1 MmO00432359_m1 Foxm1 Mm00514924 m1
Ccnd2 Mm00438070_m1 Gapdh (human) 433764
Cdc6 MmO03048221_m1 Gapdh (murin) 4308313
Cdcas MmO01233533_m1 Ibsp MmO00492555_m1
Cdk1 MmO00772472_m1 Phex MmO00475698 m1
Cdk2 MmO00443947_m1 Ptprz1 (human) Hs00960146_m1
Cdknla Mm00432448_m1 Racgapi Mm00488847_m1
Cdkn1b MmO00438168 _m1l Setd8 Mm01201497_m1
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8.1.9 Plasmide

Name Beschreibung

Quelle

pRK5 Expressionsvektor fiir die Expression der

Freundlicherweise zur Verfligung gestellt

PRK5-Rptpl kurzen humanen RptpT Variante | von Frau Dr. Sheila Harroch (Institut
(NM_001206838.1); Amp-R Pasteuer, Paris, FRA)
. . . Freundlicherweise zur Verfligung gestellt
pCMV-GFP Z(EIF\)/-I\;rE’xpi;essmnsvektor fiir die Expression von von Frau Dr. Doreen Stimpel (Institut fur
! P experimentelle Pharmakologie, UKE,DE)
8.1.10Bakterien
E.coli Stamme Beschreibung Quelle
F-, mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC), $80lacZAM15,
TOP10 AlacX74, deoR, recAl, araD139, A(ara-leu)7697, | Thermo Fisher Scientific
galU, galK, rpsL(StrR), endAl, nupG
recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44,
XL1 blue relAL,lac [F'proAB laclgZAM15 Tn10 (TetR)] Stratagene

8.1.11 Puffer und Losungen

Acrylat GieRlosung

0,33 %
11%

Benzoylperoxid
Nonylphenyl-polyethyleneglykol-acetat
ad Methylmethacrylat (entstabilisiert)

Acrylat Infiltrationslésung |

0,33 %

Benzoylperoxid
ad Methylmethacrylat (entstabilisiert)

Acrylat Infiltrationslésung Il

0,33 %
11%

Benzoylperoxid
Nonylphenyl-polyethyleneglykol-acetat
ad Methylmethacrylat (entstabilisiert)

Alizarinrot Farbelésung

40 mM

Alizarinrot S
ad Hzo
pH 4,2

Ascorbat-Stammldsung

10 mg/ml

L-Ascorbinsaure
ad H20

Biopsie-Lysis-Puffer

100 mM

50 mM

100 mM

1%

EDTA
Tris Base
NaCl
SDS

ad H,0
pH 8,0

BI-Stammlsung

10 mM

BI-D1780
ad DMSO

Chromalaun-Gelatine

10%
4%

60 Stk/I

Gelatine

Chromalaun Losung
kleine Thymol Kristalle
ad H,0

Chromalaun-Lésung

4%

Chromalaun
ad Hzo

DEPC-H,0

0,2%

DEPC
ad Hzo
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Immunfluoreszenz-Blockpuffer

10%

FKS
ad PBS

Immunfluoreszenz-
Permeabilisationspuffer

0,1%

Triton X-100
ad PBS

KLB-Puffer

150 mM
25 mM
5mM
1%

10%
1mM

0,2 mg/ml
10 mM
0,1 mMm
1mM

NaCl
Tris/HCI
EDTA

Triton X-100
Glycerol
PMSF
Aprotinin
NAF
Natriumpervanadat
DTT

ad H,0

pH 7,4

PI-L8sung

25 pg/ml
0,1 mg/ml
0,05 %

Pl

Rnase A
Triton X-100
ad PBS

PI-Stammldsung

2,5 mg/ml

Pl
ad PBS

Proteinase-K-Stammldsung

10 mg/ml

Proteinase-K
ad Hzo

RANKL-Stamml&sung

10 pg/ml

msRANKL
ad Hzo

RIPA-Puffer

1%

1%
0,1%
150 mM
2 mM
10 mM

NP-40
Natriumdesoxycholat
SDS

NaCl

EDTA
Natriumphosphat

ad H,0

pH 7,4

Natriumthiosulfatlésung

5%

Natriumthiosulfat
ad Hzo

PBS-Puffer (1x)

10 mM
137 mM
2,7 mM

2mM

Di-Natriumhydrogenphosphat
NaCl

KCl

Kaliumhydrogenphosphat

ad H,0

pH 7,4

M-CSF Stamml&sung

10 pg/ml

M-CSF
ad Hzo

Rnase A Stamml&sung

5 mg/ml

Rnase A
ad Hzo

Schneideldsung

0,1%

Polysorbat 20
ad Hzo

Sodaformolldsung

473 mM
24,8 %

Natriumcarbonat
37 % Formaldehydldsung
ad Hzo
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Strecklésung 80 % Isopropanol
1 Tropfen/l Monoglykol-Butylether

ad Hzo

TAE-Puffer (50x) 2 M Tris/HCI
50 mM EDTA

ad H,0 pH 7,8

TE-Puffer 10 mM Tris Base
1mM EDTA

ad Hzo

pH 8,0
Toluidin-Farbel6sung 32,7 mM Toluidinblau O

ad H20

pH 4,5
Van Gieson-Farbeldsung 4,27 mM  Saurefuchsin

10% Glycerin
0,5% 65 % Salpetersdure

ad gesattigte Pikrinsdure
Vitamin-D; Stammldsung 10 uM Vitamin-D3

ad EtOH
Von Kossa-Farbeldsung 194 mM Silbernitrat

ad H20
B-Glycerophosphat-Stamml&sung 2 M B-Glycerophosphat

ad H20

8.1.12 Bakterien- und Zellkulturmedien

Medium Zusammensetzung Zusatze Kultivierte Zellen
Minimalmedium 32,5 g/l a-MEM Pulver
2,2 g/l NaHCO3

ad Hzo

pH 7,4
Osteoblasten- Minimalmedium 10% FKS (Obl) Primare murine Osteoblasten
medium 100 U/ml Penicillin/Streptomycin Murine Osteosarkom-Zelllinien
Osteoblasten- Osteoblastenmedium 50 ug/ml Ascorbinsdure Primare murine Osteoblasten
Differenzierungs- 10 mM B-Glycerophosphat
medium
Osteoklasten- Minimalmedium 10% FKS (Ocl) Primare Osteoklasten
medium 100 U/ml Penicillin/Streptomycin
Osteoklasten- Osteoklastenmedium 10 nM Vitamin-D; Priméare Osteoklasten
Differenzierungs- 20 ng/ml M-CSF
medium 40 ng/ml msRANKL
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Vollmedium fiir Mc Coy's 5A Medium 10% FKS (Obl) U20S Zellen
humane OS- 100 U/ml Penicillin/Streptomycin
Zelllinien
20% FKS (Obl) Sa0S-2-Zellen
100 U/ml Penicillin/Streptomycin

Fertigmedium fiir humane Osteoblastenkulturen
Osteoblasten-Wachstumsmedium (PromoCell, C-27001)
Osteoblasten-Mineralisierungssmedium (PromoCell, C-27020)

Primé&re humane Osteoblasten

LB-Medium 32 g/l LB-Pulver
ad H20
LB/Amp-Medium LB-Medium 286 UM Ampicilin E.coli (TOP10)
E.coli (XL1 blue)
SOC Medium E.coli -Transformation
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8.2 Sicherheit und Entsorgung

Alle Versuche wurden in Laboren der Sicherheitsstufe 1 durchgefiihrt. Der Umgang mit Chemikalien

erfolgte unter Beachtung der jeweiligen Sicherheitsdatenblatter. Alle Chemikalien, Losungen und

Puffer sowie Komponenten der Versuchstiere wurden entsprechend der Entsorgungsrichtlinien des

UKE entsorgt. Die Sicherheitsinformationen zu den verwendeten Chemikalien und Substanzen sind in

Kapitel 8.1.3 aufgefiihrt.

Bedeutung der H- und P-Sitze

H-Satz | Gefdhrdung P-Satz | Sicherheitshinweis
201 Explosiv, Gefahr der Massenexplosion 201 Vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen
L . . Von Hitze / Funken / offener Flamme / heiRen
225 Flussigkeit und Dampf leicht entziindbar 210 Oberflachen fernhalten. Nicht rauchen
226 Flissigkeit und Dampf entziindba 220 Von Kleidung / brennbaren Materialien fernhalten
/entfernt aufbewahren
242 Erwarmung kann Brand verursachen 233 Behalter dicht verschlossen halten
271 Kar.m B.rand <.)der Explosion verursachen; starkes 234 Nur im Originalbehélter aufbewahren
Oxidationsmittel
272 Kann Brand verstarken; Oxidationsmittel 260 SFan / Rauch / Gas / Nebel / Dampf / Aerosol nicht
einatmen
280 Enthdlt Gas unter Druck; kann bei Erwdrmung 261 Einatmen von Staub / Rauch / Gas / Nebel / Dampf /
explodieren Aerosol vermeiden
290 Kann gegeniiber Metallen korrosiv sein 262 Nicht in die Augen, auf die Haut oder auf die Kleidung
gelangen lassen
300 Lebensgefahr bei Verschlucken 264 Nach Gebrauch griindlich waschen
301 Giftig bei Verschlucken 270 Bei Gebrauch nicht essen, trinken oder rauchen
302 Gesundheitsschadlich bei Verschlucken 273 Freisetzung in die Umwelt vermeiden
310 Lebensgefahr bei Hautkontakt 280 Schl..ltzhandschuhe / Schutzkleidung / Augenschutz /
Gesichtsschutz tragen
311 Giftig bei Hautkontakt 284 Atemschutz tragen
312 Gesundheitsschadlich bei Hautkontakt 301 Bei Verschlucken:
314 Verursacht schwerfe Veratzungen der Haut und 302 Bei Beriihrung mit der Haut:
schwere Augenschdden
315 Verursacht Hautreizungen 303 Bei Berlihrung mit der Haut (oder dem Haar):
317 Kann allergische Hautreaktionen verursachen 304 Bei Einatmen:
318 Verursacht schwere Augenschaden 305 Bei Kontakt mit den Augen:
319 Verursacht schwere Augenreizung 307 Bei Exposition
320 Verursacht Augenreizung 308 Bei Exposition oder falls betroffen:
330 Lebensgefahr bei Einatmen 309 Bei Exposition oder Unwohlsein:
331 Giftig bei Einatmen 310 Sofort Giftinformationszentrum oder Arzt anrufen
332 Gesundheitsschadlich bei Einatmen 311 Giftinformationszentrum oder Arzt anrufen
Kann bei Einatmen Allergie, asthmaartige Bei Unwohlsein Giftinformationszentrum oder Arzt
334 312
Symptome oder Atembeschwerden verursachen anrufen
335 Kann die Atemwege reizen 313 Arztlichen Rat einholen / arztliche Hilfe hinzuziehen
136 Kann Schlafrigkeit und Benommenheit 314 Bei Unwohlsein &rztlichen Rat einholen / &rztliche Hilfe
verursachen hinzuziehen
340 Kann genetische Defekte verursachen 315 Sofort arztlichen Rat einholen / drztliche Hilfe hinzuziehen
341 Kann vermutlich genetische Defekte 320 Besondere Behandlung dringend erforderlich
verursachen
350 Kann Krebs erzeugen 330 Mund ausspilen
351 Kann vermutlich Krebs erzeugen 331 Kein Erbrechen herbeifiihren
360D Kann das Kind im Mutterleib schadigen 332 Bei Hautreizung:
360F Kann die Fruchtbarkeit beeintrachtigen 337 Bei anhaltender Augenreizung:
361 Ezzatréch\éieg;nr:u?cir dasdlKeind in:rul\;r:tlfc::(;g 138 Eventuell vorhandene .I-<ontaktlinsen nach Maoglichkeit
. entfernen. Weiter ausspiilen.
schadigen
361f Kann vermutlich die Fruchtbarkeit 340 Die betroffene Person an die frische Luft bringen und in

beeintrachtigen

einer Position ruhigstellen, die das Atmen erleichtert
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Material

370 Schadigt die Organe 342 Bei Symptomen der Atemwege:
372 Sc.hadlgt die Or.g.ane bei langerer  oder 350 Behutsam mit viel Wasser und Seife waschen
wiederholter Exposition
K die O hadi bei 1a d
373 aTnn e Jrgane sc adigen bel langerer oder 351 Einige Minuten lang behutsam mit Wasser ausspiilen
wiederholter Exposition
410 Sehr . glftlg . fur  Wasserorganismen  mit 352 Mit viel Wasser und Seife waschen
langfristiger Wirkung
411 Glftlg fur Wasserorganismen, mit langfristiger 353 Haut mit Wasser abwaschen / duschen
Wirkung
412 Schad.llc.h ff'lr Wasserorganismen, mit 361 Alle kontaminierten Kleidungsstiicke sofort ausziehen
langfristiger Wirkung
403 An einem gut beliifteten Ort aufbewahren
405 Unter Verschluss aufbewahren
410 Vor Sonnenbestrahlung schiitzen
501 Inhalt / Behilter der entsprechenden Entsorgung

zufiihren
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Abkiirzungsverzeichnis

8.3 Abkiirzungsverzeichnis

In diesem Verzeichnis nicht aufgefihrt sind:
- im DUDEN zu findende Abkiirzungen

- SI-Einheiten, deren Symbole sowie Zeichen und Kiirzel aus chemischen Formeln

- Kurzbezeichnungen der verwendeten Chemikalien und Substanzen. Diese werden in Kapitel 8.1.3

erlautert.

uCT

Acp5
ANOVA
ASBMR
ATCC

Aurkb

Bglap

bp

C/S Mutante
Ccnbl
Ccndl
Ccnd2

Cdc6

Cdca5
Cdk1,2
Cdknla (p21)
Cdknib (p27)
Cdkn2a (p16)
Cdkn2b (p15)
cDNA

c-Fos
Chek1,2
DNA

dNTP

E2F2

FACS

FGF

FKS

For

Foxm1

G/V Mutante
G,, G,-Phase
Gapdh
gDNA

GFP

hObl

HRP

Mikro Computertomographie

Acid phosphatase 5 = kodierendes Gen fiir TRAP

Analysis of Variance, Varianzanalyse

American Society for Bone and Mineral Research
American Type Culture Collection

Aurora kinase B

Bone gamma carboxyglutamate protein, kodierendes Gen fiir Osteocalcin
Base pairs, Basenpaare

Aminosaureaustausch C1073S (Austausch von Cystein nach Serin an Position 1073)
Cyclin b1

Cyclin d1

Cyclin d2

Cell division cycle 6

Cell division cycle associated 5

Cyclin-dependent kinase

Cyclin-dependent kinase inhibitor p21

Cyclin-dependent kinase inhibitor p27

Cyclin-dependent kinase inhibitor p16

Cyclin-dependent kinase inhibitor p15

Complementary DNA, komplementidre DNA

FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog
checkpoint kinase 1,2

Deoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonukleosidtriphosphate

E2F transcription factor 2

Fluorescence-activated cell corting, Durchflusszytometrie
Fibroblast Growth Factor

Fotales Kdlberserum

5°-3"Primer (Forward)

Forkhead box M1

Aminosaureaustausch G1076V (Austausch von Glycin nach Valin an Position 1076)
Gap-Phasen des Zellzyklus
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase

genomische DNA

Green fluorescence protein, Griin fluoreszierendes Protein
humane Osteoblasten

Horse raddish peroxidase, Meerrettichperoxidase

97



Abkiirzungsverzeichnis

lbsp Integrin binding sialoprotein

LOH Loss of heterozygosity

M-CSF Macrophage colony-stimulating factor

Mdk Midkine

M-Phase Mitose-Phase des Zellzyklus

n Anzahl der untersuchten Proben, biologische Replikate

SNP Single nucleotide polymorphism

n.d. Nicht detektierbar

0.B. Ohne Befund

Obl Osteoblast

Ocl Osteoklast

oS Osteosarkom

PCR Polymerase chain reaction, Polymerase Kettenreaktion

Phex Phosphate regulating endopeptidase homolog, X-linked

PTH Parathormon

PTK Protein-Tyrosinkinasen

PTP Protein-Tyrosinphosphatasen

Ptprzl Protein Tyrosin Phosphatase, Rezeptor-Typ zeta, Polypeptid 1, kodierendes Gen fir
Rptpg

gRT-PCR Quantitative Real Time PCR

r.E. Relative Expression

Racgapl Rac GTPase activating protein 1

RANKL Receptor activator of NF-kB ligand

RB1 Retinoblastoma 1

Rev 3’-5'Primer (Reverse)

rH Relative Humidity, Relative Luftfeuchtigkeit

rpm Rounds per minute, Umdrehungen pro Minute

Rptpl Rezeptor-Proteintyrosinphosphatase

Rsk2 Ribosomal protein S6 kinase, 90kDa, polypeptide 2

RT Raumtemperatur

Runx2 Runt-related transcription factor 2

SD Standard deviation, Standardabweichung

Setd8 SET domain containing (lysine methyltransferase) 8

SH2 Src-Homology 2

S-Phase Synthese-Phase des Zellzyklus

TP53 Tumor protein 53; kodierendes Gen flir humanes p53

TRAP Tartrate-resistant acid phosphatase

Trp53 Transformation related protein 53; kodierendes Gen fiir murines p53

UKE Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf

VTH Zentrale Versuchstierhaltung

WHO World Health Organization, Weltgesundheitsorganisation

) Wirbelsdule

WT Wildtyp
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