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1 EINLEITUNG

1.1 Extrazellulare Matrix

Die vielfdltigen Funktionen tierischer Organismen erfordern ein komplex aufgebautes, an die
jeweiligen gewebespezifischen Anforderungen angepalites Bindegewebe. Zwischen den ein-
zelnen Zellen liegt die extrazellulire Matrix (ECM), ein makromolekulares Netzwerk aus
fibrilldren Proteinen (z.B. Kollagenen, Fibronektin, Laminin), verschiedenen Glykoproteinen
und Proteoglykanen (s. Abb. 1.4, S. 12). Die extrazelluldre Matrix bildet einerseits Strukturen
mit besonderen mechanischen Eigenschaften aus, wie zum Beispiel die Stiitzfunktion des
Gewebes, andererseits ermdglicht sie die Kommunikation der Zellen mit ihrer Umgebung.
Ebenso wird die Zell-Adhision, ein entscheidender Schritt bei der Zellwanderung, durch
ECM-Komponenten vermittelt. Die Bedeutung der extrazelluldren Matrix samt der darin ein-
gebetteten Zellen wird durch ihre Beteiligung an verschiedenen physiologischen und patholo-
gischen Prozessen ersichtlich, wie Wundheilung, Embryonalentwicklung, Knochenwachstum,
rheumatoide Arthritis (Sternlicht & Werb, 2001), Lichtalterung der Haut (s. Abs. 1.3) oder Tu-

morentstehung und Metastasierung (s. Abs. 1.5).

Um notwendige Gewebeverdnderungen im Rahmen physiologischer Prozesse gewéhrleisten
zu konnen, sezernieren die Zellen der extrazelluldren Matrix zahlreiche gewebeabbauende
Enzyme. Da die Integritit der Matrix sowie die physiologischen Prozesse ein fein reguliertes
Gleichgewicht zwischen Katabolismus und Anabolismus erfordern, sind diese Proteasen im
Zusammenspiel mit ihren natiirlichen Inhibitoren fiir viele Vorgénge von zentraler Bedeu-
tung. Zu den vier Hauptklassen proteolytisch wirkender Enzyme, die am Abbau der extrazel-
luldren Matrix beteiligt sind, gehdren die Serinproteasen (z.B. Plasmin), die Cysteinproteasen
(z.B. Kathepsine B, L und H), die Aspartatproteasen (z.B. Kathepsin D) und die Metallopro-
teasen. Zu der letztgenannten Gruppe zdhlen neben den ADAMs (Blobel, 2002) vor allem die
Matrix-Metalloproteasen (MMPs), denen eine besondere Bedeutung zukommt, da sie in der
Lage sind, die meisten Komponenten der extrazelluliren Matrix abzubauen (Birkedal-Hansen

etal., 1993; Johnson et al., 1998).
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1.2 Matrix-Metalloproteinasen

Bereits vor mehreren Jahrzehnten begann mit der Entdeckung einer Protease aus Kaulquap-
pen, die im neutralen pH-Bereich aktiv ist und Bestandteile der extrazelluliren Matrix abbaut
(Gross & Lapiere, 1962), die Erforschung dieser ECM-abbauenden Enzyme. Es zeigte sich,
daB es sich dabei um eine relativ grole Enzymfamilie handelt: die Matrix-Metalloproteinasen
(MMPs) mit bisher insgesamt 24 bei Wirbeltieren entdeckten Mitgliedern, von denen 23 beim

Menschen nachgewiesen wurden (Visse & Nagase, 2003).

MMP Name Literaturangabe
MMP-1 Interstitielle Kollagenase Bauer et al., 1970
MMP-2 Gelatinase A Sellers et al., 1978
MMP-3 Stromelysin-1 Chin et al., 1985
MMP-7 Matrilysin / PUMP Woessner & Taplin, 1988
MMP-8 Neutrophile Kollagenase Hasty et al., 1987
MMP-9 Gelatinase B Murphy et al., 1989

MMP-10 Stromelysin-2 Jung et al., 1990
MMP-11 Stromelysin-3 Basset et al., 1990
MMP-12 Makrophagen-Elastase Shapiro et al., 1992
MMP-13 Kollagenase-3 Freije et al., 1994
MMP-14 MT1-MMP Sato et al., 1994
MMP-15 MT2-MMP Will & Hinzmann, 1995
MMP-16 MT3-MMP Takino et al., 1995
MMP-17 MT4-MMP Puente et al., 1996
MMP-18 Kollagenase-4 Stolow et al., 1996
MMP-19 RASI-1 Pendas et al., 1997
MMP-20 Enamelysin Bartlett et al., 1996
MMP-21 Xenopus-MMP Ahokas et al., 2002
MMP-22 Chicken-MMP Yang & Kurkinen, 1998
MMP-23 Cystein Array-MMP Velasco et al., 1999
MMP-24 MT5-MMP Llano et al., 1999
MMP-25 MT6-MMP Pei, 1999
MMP-26 Matrilysin-2 / Endometase Park et al., 2000
MMP-28 Epilysin Marchenko & Strongin, 2001

Tab. 1: Enzymfamilie der Matrix-Metalloproteinasen
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Diese Proteasen, die hdufig auch als Matrixine bezeichnet werden, bilden eine Familie von
Zn**- und Ca*'- abhingigen Endopeptidasen, die von verschiedenen Zelltypen (zum Beispiel
polymorphkernigen neutrophilen Leukozyten, Makrophagen, Osteoblasten und Fibroblasten)
sezerniert werden. Thre Substrate sind alle Hauptbestandteile der extrazelluliren Matrix, also
beispielsweise Kollagen, Fibronektin, Laminin, Aggrekan oder Elastin. Die meisten MMPs
besitzen neben ihrer Numerierung einen von ihrem Vorkommen oder ihrer Substratspezifitit

abgeleiteten Namen (s. Tab. 1).

1.2.1 Dominenstruktur und Substratspezifitit

Die humanen MMPs lassen sich gemél} ihrer Doménenstruktur (s. Abb. 1.1) und Substrat-
spezifitit in die Untergruppen der Kollagenasen, Gelatinasen, Stromelysine und MT-MMPs
(membrane-type-MMPs) unterteilen (Bode et al., 1999). An das Signalpeptid (ca. 17 Amino-
sduren) schlieBt sich bei sdmtlichen Mitgliedern der MMP-Familie die Prodoméne (ca. 80
Aminoséduren) an, welche die sogenannte ,,Cystein-Switch“-Sequenz (Van Wart & Birkedal-
Hansen, 1990) enthilt. Alle Matrixine verfiigen neben dem Propeptid auch iiber eine kataly-
tische Doméne (ca. 170 Aminosiuren) am N-Terminus, die ein fiir die Substratbindung essen-
tielles Zinkion enthélt. Die katalytische Domaéne ist liber eine sehr flexible, Prolin-reiche
Sequenz, die sogenannte Hinge-Region, mit der C-terminalen Domédne verbunden, die vier
Wiederholungen (ca. 50 Aminosduren) einer Sequenzhomologie mit Himopexin und Vitro-
nectin enthélt und daher auch Hamopexin-dhnliche Domédne genannt wird. Die membran-
stindigen MT-MMPs verfiligen, im Gegensatz zu den 16slichen MMPs, {iber eine zusétzliche
Doméne, durch die eine Verankerung der Enzyme in Membranen ermdglicht wird (Sato et al.,

1994).
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Abb. 1.1: Doménenstruktur der Matrix-Metalloproteinasen [nach (Schréder, 2001)]

Anmerkung: MMP-21 besitzt zusdtzlich zur abgebildeten Struktur eine Vitronektin-Doméne,
wihrend MMP-23 nicht die abgebildete Himopexin-Doméne, dafiir aber eine Cystein-Array-
Region, eine IgG-dhnliche sowie eine Transmembran-Doméne besitzt.

Die Kollagenasen werden von verschiedenen Zellen exprimiert. MMP-1 wird hauptsédchlich
von Fibroblasten und Makrophagen, MMP-8 u.a. von Leukozyten sezerniert, wihrend
MMP-13 von Chondrozyten, Monozyten sowie verschiedenen invasiven malignen Tumor-
zellen exprimiert wird (Ravanti & Kdhdri, 2000). Die Kollagenasen spalten die a-Ketten des
tripelhelikalen fibrilliren Kollagens in charakteristische - und %-Fragmente. Obwohl sie
dhnliche kollagenolytische Eigenschaften besitzen, existieren Unterschiede zwischen den ein-
zelnen Kollagenasen beziiglich ihrer Aktivitit gegeniiber den verschiedenen Kollagen-Typen
(Kdhdri & Saarialho-Kere, 1997). Die Substratspezifitit der Kollagenasen wird vermutlich
durch die Himopexin-dhnliche Doméne bedingt (Murphy & Knduper, 1997).
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MMP-2 (Gelatinase A) wird von mehreren Bindegewebszellen sezerniert, MMP-9 (Gelatinase
B) hauptsidchlich von Leukozyten und Makrophagen. Das bevorzugte Substrat dieser Pro-
teasen ist Gelatin (denaturiertes Kollagen). Tumorzellen produzieren ebenfalls diese beiden
Enzyme, die — im Gegensatz zu den Kollagenasen — das Typ IV-Kollagen der Basalmembran
abbauen konnen. Aus diesem Grund werden die Gelatinasen mit der Invasion und Metastasie-
rung von Tumorzellen in Verbindung gebracht (Duffy, 1996). Stromelysin-1 (MMP-3) und
Stromelysin-2 (MMP-10), die von Fibroblasten und Keratinozyten exprimiert werden, besit-
zen eine breite ECM-Substratspezifitét, ebenso wie das von Monozyten und Tumorzellen se-
zernierte Matrilysin (MMP-7). Alle sechs MT-MMPs konnten auf Tumorzellen nachgewiesen
werden, weshalb eine Beteiligung dieser membranstindigen Protease-Gruppe am Tumorge-

schehen diskutiert wird (Ravanti & Kdhdri, 2000).

Mehrere Mitglieder der MMP-Enzymfamilie lassen sich aufgrund von mangelnder Homo-
logie oder unbekannter Substrate keiner der oben genannten Untergruppen zuordnen. Das
gesamte Spektrum potentieller Substrate der MMPs ist derzeit allerdings noch nicht voll-
staindig bekannt. Zwar wurden grundlegende Zusammenhinge erkannt und bereits zahlreiche
Substrate identifiziert, doch existieren naturgemall Schwierigkeiten, in vivo, also z.B. am
Tumor, die verschiedenen nachweisbaren Degradationsprodukte den einzelnen Proteinasen
zuzuordnen. Eine besondere Problematik bei der Untersuchung der MMP-Spezifititen ergibt
sich hierbei durch die Vielzahl der gleichzeitig im Gewebe nachweisbaren Proteinasen und
der entsprechenden Anzahl an potentiellen Substraten. Daher lassen sich eindeutige Nach-
weise zundchst nur in vitro erbringen, weil nur hier eine genau definierte Beschriankung auf

zuvor definierte Proteasen und Substrate erfolgen kann.

1.2.2 Regulation

Unter physiologischen Bedingungen ist die Expression und Aktivierung der MMPs ein streng
kontrollierter ProzeB3. Die Matrixine werden auf der Ebene der Transkription und Zymogen-
Aktivierung reguliert. Dariiber hinaus kann ihre Aktivitit durch natiirliche spezielle Inhibi-
toren, den sogenannten TIMPs (tissue inhibitors of metalloproteinases) (Tschesche, 1998),

chemische MMP-Inhibitoren (Chambers & Matrisian, 1997) und unspezifische Proteinase-



1 Einleitung Seite 6

Inhibitoren wie a,-Makroglobulin (Woessner, 1999) gehemmt werden. Die fiir MMPs spezifi-
sche TIMP-Familie, von denen bislang vier Mitglieder (TIMP-1, -2, -3 und -4) bekannt sind,
bilden nicht-kovalente, unter physiologischen Bedingungen irreversible Komplexe mit den
MMPs (Bode & Maskos, 2003). Gerdt die Regulation der Matrixine ins Ungleichgewicht, so
kann dies schwerwiegende pathologische Folgen haben (s. Abs. 1.2.3).

Der Expressionslevel der MMPs ist in vivo sehr gering. Die Expression wird unter anderem
durch Cytokine, Wachstumstaktoren und Hormone reguliert. Der Einflul dieser Faktoren auf
die Transkription ist vom Zelltyp und der jeweiligen MMP abhingig (Birkedal-Hansen et al.,
1993, Ries & Petrides, 1995). Beziiglich der Aktivierung der latenten Protease werden fol-
gende Aktivierungsmechanismen fiir die Matrixine diskutiert (Woessner & Nagase, 2000):
die intrazelluldre Aktivierung vor der Sekretion (z.B. durch Furin), die Aktivierung auf der
Zelloberflache durch membranstindige Proteasen sowie die extrazelluldre Aktivierung durch
bereits katalytisch wirksame MMPs oder das Plasminogen-Aktivator-Plasmin-System. Fiir
viele MMPs wurde diese schrittweise extrazelluldre Aktivierung ihrer Proform nachgewiesen,
deren Mechanismus durch die ,,Cystein-switch“-Hypothese (Van Wart & Birkedal-Hansen,
1990) beschrieben wird. Danach besteht eine Wechselwirkung zwischen der Thiolgruppe des
propeptidischen Cysteins und dem Zinkion des aktiven Zentrums. Diese Wechselwirkung
konserviert das inaktive Zymogen, indem sie die fiir die Katalyse notwendige Anlagerung
eines Wassermolekiils an das Zinkion verhindert. Der entscheidende Schritt der Aktivierung
besteht nun darin, diese Wechselwirkung zu schwichen bzw. zu unterbinden, und damit die
Wasseranlagerung zu ermoglichen. Dies kann durch Spaltung des Propeptids (durch Protea-
sen), Modifizierung der Thiolgruppe des Cysteins (durch SH-aktive Substanzen) oder durch
Storung der dreidimensionalen Struktur (durch einige denaturierende Reagenzien) geschehen.
Die dadurch entstehenden, aktivierten MMPs gelangen durch autokatalytische Spaltung der
Prodomine zu ihrer katalytisch aktiven Form (Abb. 1.2). Aus diesen Erkenntnissen ergeben
sich Uberlegungen beziiglich einer proteolytischen Kaskade, deren physiologische Relevanz

weiterer Autkldrung bedarf (Murphy & Knduper, 1997; Nagase, 1997).
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Abb. 1.2: Schrittweise Aktivierung von pro-MMPs [nach (Nagase, 1997)]

1.2.3 Pathologische Prozesse

Der kontrollierte Abbau der extrazelluliren Matrix ist ein essentieller Schritt bei einer Viel-
zahl physiologischer Prozesse, die mit dem Umbau von Bindegewebe einhergehen, wie etwa
der Embryonalentwicklung, der postpartalen Involution, dem Knochenwachstum und -abbau
oder der Wundheilung (Birkedal-Hansen et al., 1993; Armstrong & Jude, 2002). Exzessiver
Bindegewebsabbau aufgrund eines Ungleichgewichts zwischen aktiven MMPs und TIMPs
spielt eine wichtige Rolle bei zahlreichen pathologischen Prozessen, wie zum Beispiel Athero-
sklerose (Galis et al., 1995), Osteo- und rheumatoide Arthritis (Johnson et al., 1998), Fibrose
(Trojanowska et al., 1998), Lungenemphysem (Hautamaki et al., 1997), lichtinduzierte Haut-
alterung (Scharffetter-Kochanek et al., 2000), Melanombildung (Hofmann et al., 2000), asep-
tische Hiiftprothesenlockerung (Takagi, 1996) oder Tumorinvasion und Metastasierung (Sta-
menkovic, 2000; Foda & Zucker, 2001). Ein wesentlicher Einflul der MMPs wird auch bei
Erkrankungen des zentralen Nervensystems (Yong et al., 1998) und der Multiplen Sklerose
(Chandler et al., 1997) diskutiert.
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1.2.4 Kollagenase-3

Eine Untergruppe der MMPs sind die Kollagenasen, zu denen die interstitielle Kollagenase
(MMP-1), die neutrophile Kollagenase (MMP-8), die Kollagenase-3 (MMP-13) sowie die
Kollagenase-4 (MMP-18) gehoren (s. Abb. 1.1, S. 4). Sie katalysieren die Spaltung des tripel-
helikalen Kollagens der Typen I, II und III zwischen Gly’” und Ile’”® in der ol-Kette bzw.

775 und Leu’’ in der 02-Kette, wodurch typische ¥-Fragmente des N-Terminus

zwischen Gly
und Ys-Fragmente des C-Terminus der Tripelhelices entstehen, die bei 37°C spontan zu Gela-
tin denaturieren. Wihrend Kollagen Typ I und II hauptsidchlich von MMP-8 abgebaut wird,
ist Kollagen Typ III das bevorzugte Substrat der MMP-1 (Hasty et al., 1987). Verglichen mit
anderen MMPs besitzt MMP-13 eine auBBerordentlich breite Substratspezifitit und degradiert
vorrangig Kollagen Typ II, aber auch Typ [, III, IV, IX, X und XIV. Weitere Substrate der
Kollagenase-3 sind Gelatin, Fibronektin, Fibrillin, Aggrecan und Kernproteine anderer Pro-

teoglykane (Knduper et al., 1996a).

Die humane Kollagenase-3 wurde zuerst im Gewebe eines Brust-Karzinoms entdeckt. Die
Primérstruktur weist eine 86%-ige Homologie mit der interstitiellen Kollagenase von Ratte
und Maus auf, wihrend die Ubereinstimmung mit der humanen MMP-1 jedoch nur 50% be-
tragt (Freije et al., 1994). Die MMP-13 wird als 60 kDa groBes Proenzym sekretiert und geht
durch Abspaltung des Propeptids in die aktive Form (48 kDa) tliber (Cowell et al., 1998). Akti-
viert wird sie durch MMP-2, MT1-MMP und einige andere Proteasen, wobei deren Bedeutung
fiir die Aktivierung der Kollagenase-3 in vivo teilweise noch genauer untersucht werden mufl
(Knduper et al., 1996b). Sowohl TIMP-1 als auch TIMP-2 hemmen die MMP-13 durch Bil-

dung eines inaktiven Komplexes.

Man kennt bisher nur wenige physiologische Situationen, in denen MMP-13 exprimiert wird.
Kollagenase-3 tritt bei Prozessen wie fetaler Knochenbildung, postnatalem Knochenumbau
(Johansson et al., 1997) und Wundheilung des Zahnfleisches (Ravanti et al., 1999a) auf, in
denen ein schneller und effektiver Umbau von kollagenhaltiger ECM notwendig ist. Auf der
anderen Seite wird MMP-13 in vivo verstérkt unter pathologischen Bedingungen exprimiert,
die durch iiberméfigen Abbau von kollagenreicher ECM charakterisiert sind. Dies sind zum

Beispiel chronische Hautgeschwiire (Saarialho-Kere, 1998), Gelenkentziindungen, rheuma-
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toide Arthritis (Wernicke et al., 1996), Osteoarthritis (Mitchell et al., 1996), arterioskleroti-
sche Plaques (Yoon et al., 2002) und aseptische Hiiftprothesenlockerung (Imai et al., 1998;
Diehl et al., 2003). Die Expression von MMP-13 wird auch bei verschiedenen invasiven, bos-
artigen Tumoren beobachtet (Balbin et al., 1999), wie beispielsweise Brustkrebs (Freije et al.,
1994, Nielsen et al., 2001), Plattenepithelkarzinomen des Kopfes und des Nackens (Kdhdri et
al., 1998), Karzinomen der Basalzellen der Haut (Hattori et al., 2003) oder Darmkrebs (Lee-
man et al., 2002). Aufgrund des in klinischen Studien nachgewiesenen Zusammenhangs zwi-
schen MMP-13-Expression und Tumorinvasion bzw. Metastasierung bei einigen Krebsarten
stellt die Synthese spezifischer MMP-13-Inhibitoren sowie die Inhibierung der Signaltrans-
duktionswege, die die MMP-13-Expression durch Tumorzellen vermitteln, aktuelle Ansitze

zur Krebstherapie dar (Pendas et al., 2000).
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1.3 Lichtalterung der Haut

1.3.1 Aufbau der Haut

Abb. 1.3:

» Epidermis

* Dermis

> Subcutis

Aufbau der Haut (Asmussen & Sollner, 1993):

1 : Hornschicht 8
2 : Coriumpapillen 9
3 . Haarfollikel 10
4 . Talgdriise 11
5 : Kapillarschlinge 12:
6 : Arterie bzw. Arteriole 13:
7 : Vene bzw. Venole 14

: Lymphgefal3

: Nerv

: Vater-Pacini-Tastkorperchen
: MeiBnersches Tastkorperchen

Schweildriise
Subkutanes Fettgewebe

: Bindegewebsstringe
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Die Haut, das grofite Organ des Menschen, muf} vielfdltige Funktionen erfiillen. So schiitzt sie
den Korper beispielsweise vor UV-Strahlen, schidlichen Mikroorganismen, Hitze und Kailte,
reguliert die Korpertemperatur und vermittelt alle von auflen einwirkenden Reize. Man unter-
scheidet drei Gewebeschichten, aus denen die Haut aufgebaut ist (s. Abb. 1.3). Die dullere
Schicht ist die Epidermis, an die sich die Dermis (auch Corium oder Lederhaut genannt) an-
schliet. Die darunterliegende Subcutis enthilt Fett- und lockeres Bindegewebe und stellt die

Verbindung zur angrenzenden glatten Muskulatur dar.

Wihrend sich die Epidermis wiederum aus fiinf Schichten zusammensetzt und sténdig (inner-
halb von 27 Tagen) komplett erneuert, unterscheidet man bei der Dermis, deren Zugfestigkeit
und Elastizitdt auf ihrem hohen Anteil an miteinander verflochtenen Bindegewebstfasern
beruht, histologisch zwei Schichten: die Zapfen- und die Netzschicht. Bindegewebige Papil-
len der Zapfenschicht verzahnen die Dermis mit der Epidermis und stellen deren Erndhrung
durch feine Kapillarschlingen sicher. In dieser Schicht liegen auch Tastsinnesorgane sowie
Wirme- und Kalterezeptoren. Das Bindegewebe besteht neben Kollagen hauptsédchlich aus
Proteoglykanen (z. B. Aggrecan, Decorin, Versican) mit ihren Glykosaminoglykan-Seitenket-
ten. Die dermalen Fibroblasten sind die Orte der Glykosaminoglykan-Produktion sowie der
Kollagen- und Elastinsynthesen. Einzelne Fibroblasten differenzieren sich zu Fibrozyten, die
sich iiber ihre langen Zellausldufer zu einem dreidimensionalen Netz verbinden. Im Intersti-
tium, dem Raum zwischen dem Maschenwerk aus Fibrozyten, kollagenen und elastischen
Bindegewebsfasern, konnen sich Bindegewebszellen, wie z.B. Fibroblasten, Makrophagen,
Mastzellen, Lymphozyten, Plasmazellen und Monozyten, frei bewegen (s. Abb. 1.4). Die
zweite Schicht der Dermis, die Netzschicht, enthélt weniger freie Zellen. Thre Kollagenfasern
bilden ein dichtes Netzwerk, das liberwiegend parallel zur Korperoberflache ausgerichtet ist

(Asmussen & Sollner, 1993).
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Abb. 1.4:

Ausschnitt aus dem lockeren Bindegewebe der Dermis (Corium)
(Asmussen & Séllner, 1993):

Fibrozyten (1) verbinden sich mit ihren langen Fortsédtzen zu einem Maschen-
werk, das zusétzlich von kollagenen und elastischen Bindegewebsfasern (2)
durchzogen wird. Den Raum dazwischen, das Interstitium, fiillt die Inter-
zellularsubstanz (3) aus. Darin konnen sich die freien Bindegewebszellen be-
wegen. Dies sind zum einen die groflen FreBzellen (Makrophagen, 4) mit ihren
unregelméBigen Zellmembranausstiilpungen (Mikrovilli) und den in Membran-
vesikeln eingeschlossenen, aufgenommenen Fremdkorpern, die kleinen Fref3-
zellen (eosinophile Granulozyten, 5) mit ihren kornchenformigen Zellein-
schliissen und die Monozyten (6), kleinere FreBzellen, die die Blutkapillaren
verlassen konnen und somit ein Reservoir fiir die Gewebemakrophagen darstel-
len. AuBBerdem finden sich hier noch Mastzellen (7), die bei Entziindungen u.a.
Heparin, Histamin, Serotonin und Proteinasen ausschiitten, Plasmazellen (8)
sowie B- und T-Lymphozyten (9, 10), die Bestandteil der spezifischen Immun-
abwehr sind. In der angeschnittenen Blutkapillare (11) sind rote Blutkdrper-
chen (12) zu sehen. Rechts im Bild befindet sich ein initiales Lymphgefal3 (13).
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1.3.2 UV-Strahlung

Das Spektrum der Sonnenstrahlung setzt sich aus ultravioletter Strahlung (UVA, UVB und
UVC(C), sichtbarem Licht und infraroter Strahlung zusammen. Wéhrend das sichtbare Licht
etwa den Wellenldngen-Bereich von 400 bis 700 nm umfaflt, an den sich der infrarote Bereich
(A > 700 nm) anschlieBt, ist die UV-Strahlung energiereicher (UVA: 320-400 nm, UVB: 290-
320 nm, UVC: 200-290 nm). Die von der Sonne emittierte komplette UVC- und etwa 90%
der UVB-Strahlung werden in der Ozonschicht absorbiert oder gestreut, so dal neben dem
sichtbaren und infraroten Licht nur UVA- und ein Teil der UVB-Strahlung die Erdoberflédche

erreichen.

In Abhéngigkeit von ihrer Wellenldnge dringen UV-Strahlen in die Haut ein, wo sie mit ver-
schiedenen Zellen in verschiedenen Hautschichten interagieren. Dabei gelangt Strahlung mit
grofBerer Wellenldnge tiefer in die Haut. UVB-Strahlung wird hauptsichlich in der Epidermis
absorbiert, wihrend UV A-Strahlung tiefere Hautzonen erreicht. Dementsprechend beeinfluf3t
UVB vor allem Keratinozyten und andere epidermale Zellen, wohingegen UVA sowohl mit
epidermalen als auch mit dermalen, wie z.B. HDF, in Wechselwirkung treten kann (Krutmann,

2001).

UV-Strahlung hat sowohl positive als auch negative Wirkungen auf die menschliche Haut. So
wird zum Beispiel einerseits Vitamin D; (Calciol) in der Haut durch UV-Strahlung aus dessen
Vorstufe Provitamin D (7-Dehydrocholesterol) gebildet (DeLuca, 1988), andererseits werden
aber auch die Lichtalterung (s. Abs. 1.3.4) sowie die Entstehung von Hautkrebs (Ichihashi et
al., 2003) durch tibermédBige UV-Exposition gefordert. Fiir die Induzierung von Melanomen
wurde bis vor einigen Jahren in erster Linie die UVB-Strahlung verantwortlich gemacht, wo-
bei es hdufig zu Punktmutationen in der DNA, z.B. durch Pyrimidindimere, kommt (Beissert
& Granstein, 1996). Es zeigte sich aber weiterhin, da3 auch UVA durch seine erbgutschédi-
gende und karzinogene Wirkung die Entstehung von Hautkrebs fordert, im Gegensatz zu
UVB allerdings nicht durch charakteristische Punktmutationen im Tumor-Suppressor-Gen

p53, sondern mittels sogenannter reaktiver Sauerstoffspezies als Mediatoren (DeGruijl, 2002).
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1.3.3 Reaktive Sauerstoffspezies

Vor allem durch UV-Strahlung, aber auch durch Luftschadstoffe wie Ozon, entstehen auf der
Hautoberflache sowie in tieferen Hautschichten reaktive Sauerstoffspezies (ROS). Dabei
handelt es sich um reaktive Molekiile, wie beispielsweise Singulett-Sauerstoff ('O5), Super-
oxidanionen (O5"), Peroxidanionen (0,%) bzw. Wasserstoffperoxid (H,0,) und Hydroxylradi-
kale (HO¢). Die Haut besitzt Abwehrmechanismen gegen ROS in Form von enzymatischen
(z.B. Katalase, Superoxiddismutase) und nicht-enzymatischen Antioxidantien (z.B. Ascorbat,
Glutathion, a-Tocopherol, B-Carotin). Trotz dieser Vielzahl antioxidativer Systeme, kann es
bei einem Ubergewicht oxidativer Einfliisse zu ,,oxidativem Stref3* kommen, was zu Veridnde-

rungen von Proteinen, Kohlenhydraten, Lipiden und DNA fiihrt.

Die durch UV-Licht erzeugten ROS konnen Effekte wie die Aktivierung von Transkriptions-
faktoren (Wlaschek et al., 2001), Lipidperoxidation (Brenneisen et al., 1998) sowie DNA-
Einzelstrang-Briiche (Nocentini et al., 2001) hervorrufen. Es gibt auch Anzeichen dafiir, daf3
hauptsichlich Singulett-Sauerstoff und Wasserstoffperoxid diejenigen ROS sind, die an einer
UVA-abhingigen Induzierung von MMPs auf mRNA- und auf Proteinebene beteiligt sind
(Wlaschek et al., 1995; Wenk et al., 1999). Weiterhin schwichen und schidigen ROS sowohl
das enzymatische als auch das nicht-enzymatische antioxidative Abwehrsystem der Haut
(Scharffetter-Kochanek et al., 2000), weshalb sie mit der Entstehung von verschiedensten
Hautschédden in Verbindung gebracht werden (Ichihashi et al., 2003). Aus diesem Grund wird
zur Verringerung von oxidativem Strefl und damit von lichtinduzierten Hautschdden u.a. die
Verwendung der Vitamine A, C und E (Sorg et al., 2001) sowie Zink (Rostan et al., 2002) als
physiologische Antioxidantien diskutiert.
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1.3.4 Photoaging: UV-induzierte Hautalterung

UbermiBige UV-Strahlung kann an der menschlichen Haut vielfiltige schidigende Wirkun-
gen entfalten, die zu einem beschleunigten und vorzeitigen Alterungsprozess der Haut, der
sogenannten Lichtalterung (,,Photoaging®), fiihren konnen. Diese lichtinduzierte vorzeitige
Hautalterung ist durch ausgeprédgte Verdnderungen in der Zusammensetzung der dermalen
extrazelluldren Matrix gekennzeichnet, was Falten, Schlaffheit, Blasenbildung, Rauheit und
Verlust der Hauttonung zur Folge hat (Kligman & Kligman, 1986; Scharffetter-Kochanek et
al., 2000). Die molekularen Ursachen fiir diese Verdanderungen im kutanen Bindegewebe sind
eine Erh6hung der Elastin-, Fibrillin- und Versicanmengen sowie verringerte Mengen an Typ
I-Kollagen und Decorin (Bernstein et al., 1994, Bernstein et al., 1995). Andere Untersuchun-
gen zeigen, daf} Fibrillin-reiche Mikrofibrillen in lichtgealterter Haut vermindert sind (Watson
et al., 1999). Es gibt deutliche Hinweise darauf, dal der Verlust von Typ I-Kollagen in derar-
tig UV-geschadigter Haut sowohl durch dessen Abbau (Fisher et al., 1996) als auch durch
Inhibierung der Synthese von pro-Kollagen (Varani et al., 2001) verursacht wird.

Sowohl die langwelligere UV A-Strahlung als auch die kurzwelligere UVB-Strahlung werden
fiir Photo-Schiaden der Haut verantwortlich gemacht. Um photoprotektive bzw. regenerative
Ansitze zur Prophylaxe und Verminderung der Lichtalterung der menschlichen Haut entwik-
keln zu kénnen, sind genaue Kenntnisse der zugrundeliegenden biochemischen Mechanismen
notwendig. UV A-Strahlung induziert die Expression von MMP-1, MMP-2 und MMP-3 in
humanen dermalen Fibroblasten in vitro und in vivo (Scharffetter et al., 1991; Wlaschek et
al., 1995), wihrend UVB die Expression von MMP-1, MMP-3 und MMP-9 in normaler huma-
ner Epidermis fordert (Fisher et al., 1996, Brenneisen et al., 2002). Sowohl UVA- als auch
UVB-Strahlung haben einen erhéhenden EinfluB3 auf die Expression von MMP-2 und MMP-9
in menschlicher Haut in vivo (Koivukangas et al., 1994). Auch Matrilysin (MMP-7) und die
Makrophagenelastase (MMP-12) scheinen zur Umbildung elastotischer Bereiche sonnenge-
schidigter Haut beizutragen (Saarialho-Kere et al., 1999). Neben der Induzierung von MMPs
filhrt auch die durch UVA-Strahlung ausgeloste Induzierung von Mutationen in mitochon-
drialer DNA zum Photoaging (Krutmann, 2001). Die durch UV-Strahlung erzeugten ROS

scheinen in diesen Prozessen eine entscheidende Rolle als Mediatoren zu spielen.
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1.3.5 Flavonoide

Potentiell schiitzende Agenzien gegen photooxidative Hautschidden konnten moglicherweise
Flavonoide sein (Bonina et al., 1996). Diese Verbindungen bilden eine Klasse natiirlich vor-
kommender Benzo-y-Pyron-Derivate, die in vaskulidren Pflanzen weit verbreitet sind. Indivi-
duelle Unterschiede innerhalb jeder Untergruppe werden durch Variation von Anzahl und
Anordnung der Hydroxylgruppen sowie durch Art und Ausmal} der Alkylierung bestimmt.
Flavonoide besitzen vielfiltige biologische Eigenschaften, zu denen ihre vasoprotektive, anti-
lipidperoxidative, entziindungshemmende, antibakterielle, antimykotische, erbgutschidigende
oder (gegeniiber Tumorzellen) antiproliferative Wirkung gehort (Ames et al., 1993). Einige
Flavonoide, die strukturell den Ostrogenen #hnlich sind, kénnen an den Ostrogen-Rezeptor
binden und somit Ostrogen-Aktivitit oder Anti-Ostrogen-Aktivitit aufweisen (Collins et al.,
1997; LeBail et al., 1998). Antivirale Eigenschaften werden den Flavonoiden zumindest teil-
weise aufgrund ihrer antioxidativen und radikalfangenden Wirkung zugeschrieben (Sichel et

al., 1991; Ko et al., 1998).

OH

HO O

OH O

Abb. 1.5: 8-Prenylnaringenin (8PN)
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Im Rahmen dieser Arbeit wird der EinfluB3 der beiden Flavonoide 8-Prenylnaringenin (8PN)
und o-Glucosylrutin (AGR) sowie der Vitamine C und E auf die MMP- und TIMP-Expres-
sion in HDF nach UV A-Bestrahlung untersucht. 8PN (Abb. 1.5) kommt in Hopfen vor und
besitzt eine starke Ostrogen-Aktivitit, groBer als die aller bekannten pflanzlichen Ostrogene
(Milligan et al., 1999). AGR (Abb. 1.6) ist ein gut wasserlosliches Rutin-Derivat, das in der
alpha-Position glykosyliert ist. Es wechselwirkt nicht mit Ostrogen-Rezeptoren, verhindert
allerdings die durch oxidativen Stre3 induzierte Phosphorylierung intrazelluldrer, protein-
gebundener Tyrosin-Reste und wirkt der Abnahme intrazelluldrer Thiol-Konzentrationen in
menschlichen Hautzellen entgegen (Stib et al., 2000). Topisch applizierte, d.h. auf die Haut
aufgetragene Substanzen konnten einen Teil ihrer in vivo-Effektivitit aufgrund ungeniigender
Penetration oder Bioverfiigbarkeit verlieren. Dennoch kénnen einige angewandte Antioxidan-
tien, wie z.B. AGR, die menschliche Haut signifikant gegen Schéden und Entziindungen

durch UV-Strahlung schiitzen (Hadshiew et al., 1997, Rippke et al., 2001).

OH
OH
HO 0
0
OH O
0
Me OH
Ho—2H OH OH
0
OH
HO
0
OH

Abb. 1.6: o-Glucosylrutin (AGR)
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1.4 Aseptische Hiiftprothesenlockerung

1.4.1 Endoprothese

Der Ersatz des Hiiftgelenkes durch ein kiinstliches Gelenk ist mit etwa 180.000 Eingriffen pro
Jahr in Deutschland eine der hdufigsten Operationen iiberhaupt. Fiir den Ersatz des Hiiftge-
lenkes steht eine Vielzahl verschiedener Endoprothesenmodelle zur Verfiigung. Die mittlere

Lebensdauer der Prothesen betrdgt etwa 15 bis 20 Jahre.

Unter einer Hiift-Totalendoprothese versteht man ein kiinstliches Hiiftgelenk, das wie das
menschliche aus Gelenkpfanne und Gelenkkopf besteht. Die Materialien eines kiinstlichen
Hiiftgelenks miissen zahlreichen Anforderungen geniigen, wie z.B. Korrosionsbestdndigkeit,
Belastbarkeit und ausbleibende Unvertriglichkeitsreaktionen, so dass hierfiir u.a. Titan, Kera-

mik und Spezialkunststoffe zum Einsatz kommen.

Fiir eine solche Totalendoprothese muf3 das kiinstliche Hiiftgelenk mit dem kdrpereigenen
Knochen verbunden werden. Bei den Prothesentypen unterscheidet man grundsitzlich zwi-
schen zementierter und zementfreier Prothese, je nachdem ob die Gelenkpfanne und der Pro-
thesenschaft mit einem speziellen Zement einzementiert oder mit dem Knochen verschraubt

werden, so dal der Knochen langfristig an der Prothesenoberfldche anwiéchst.

1.4.2 MMPs im synovial-dhnlichen Interfacegewebe

Ein Hauptproblem der Endoprothetik sind die aseptischen Prothesenlockerungen, wie neueste
Langzeitstudien gezeigt haben (Sodermann et al., 2001). Bei Hiift-Totalendoprothesen kann
es in einigen Féllen (etwa 1%) zu dieser frithen Lockerung der Prothese kommen. Trotz inten-
siver Forschung konnten die biologischen Mechanismen der aseptischen Hiiftprothesenlocke-

rung bislang nur ansatzweise geklart werden.
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Bei jeder Bewegung des kiinstlichen Hiiftgelenkes entstehen kleinste Verschlei3partikel, die
von Makrophagen und anderen Korperzellen eingefangen und abtransportiert werden. Bei
steigender Partikelbelastung kann ein Mechanismus ausgelost werden, der zu chronisch
granulomatdsen Entziindungen fiihrt, was letztendlich den Knochenabbau um die Prothesen-
komponenten herum und damit die Lockerung zur Folge hat. Bei diesen Entziindungsreaktio-
nen werden die VerschleiB3partikel in das synovial-dhnliche Interfacegewebe, welches Pseudo-
gelenkfliissigkeit produziert, und ins umgebende Pseudokapselgewebe freigesetzt. Histologi-
sche Untersuchungen solcher Gewebe zeigen eine granulomatdse Reaktion durch Monozyten,
Makrophagen, Fibroblasten und vaskulidren Endothelzellen (Harris et al., 1976). Ahnlich wie
die in der Gelenkfliissigkeit enthaltenen MMPs bei der theumatoiden Arthritis und der Osteo-
arthritis werden die von diesen Zelltypen exprimierten proteolytischen Enzyme, vor allem die
MMPs, fiir die aseptische Hiiftprothesenlockerung mitverantwortlich gemacht, da bei diesen
Erkrankungen das Interfacegewebe erhohte mRNA-Mengen an MMP-1, -9, -10, -12 und -13
aufweist (Takagi, 1996). Vor allem der Kollagen-Abbau durch MMP-13, die u.a. von Osteo-
blasten exprimiert wird, scheint der entscheidende Schritt des gesamten Knochenabbaus zu

sein (Uchida et al., 2000).
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1.5 Tumorbildung und Metastasierung

1.5.1 Entstehung von Krebs

Jahrlich erkranken in Deutschland tiber 300.000 Menschen an Krebs, etwa 200.000 sterben an
dieser Krankheit. Die hiufigsten Krebsarten bei Madnnern sind Prostata-, Lungen- und Darm-
krebs, wihrend Frauen hauptsidchlich an Brust- und Darmkrebs erkranken. Der Anteil von
Eierstockkrebs (Ovarialkarzinom) an den gesamten Krebserkrankungen bei Frauen betridgt

etwa 5%, was der flinfthdufigsten Krebsart entspricht (Hanke et al., 2003).

Alle Krebsformen haben das unkontrollierte Wachstum von Zellen eines Organs oder Gewe-
bes, die Umgehung der Apoptose (,,programmierter Zelltod*), die fortwéhrende Angiogenese
(Neubildung von Blutgefdflen), die Selbstversorgung mit Wachstumsfaktoren sowie das
Potential zur Metastasierung gemeinsam (Hanahan & Weinberg, 2000). Eine Gewebemasse
mit unkontrolliert wachsenden Krebszellen nennt man Tumor, ein von der obersten Zell-
schicht des Schleimhautgewebes (Epithel) ausgehender Tumor ist ein Karzinom. Alle Vor-
ginge in Zellen oder Geweben, die bei der Entstehung bosartiger Tumore ablaufen, werden
unter dem Begriff der Karzinogenese zusammengefafit. Die Umwandlung einer normalen,
gesunden Zelle in eine Krebszelle erfolgt in mehreren Schritten und kann Jahre bis Jahrzehnte
dauern. Voraussetzung fiir eine TumorgroBBe von mehr als einem halben Millimeter Durch-
messer ist die Angiogenese (Neal, 2001). Nur durch diese von den Krebszellen induzierte
Neovaskularisierung kann ein Tumor mit geniigend Nahrstoffen und Sauerstoff versorgt
werden, um zu wachsen. Seine Zellen sind in der Lage, bestimmte Signale (z.B. VEGF und

bFGF) auszusenden, um das Einwachsen neuer Blutgefd3e zu veranlassen.

Die natiirlichen Sicherungssysteme der Zelle konnen Fehler in der DNA korrigieren oder
entartete Zellen durch ein in jeder einzelnen Zelle eingebautes genetisches Programm zur
Apoptose treiben (Lawen, 2003). Problematisch wird es daher, wenn diese Sicherungssysteme
selbst geschéddigt werden. Es hat sich gezeigt, dal3 Zellen vor allem dann aus ithrem geregelten
Wachstumsgleichgewicht geraten, wenn zwei bestimmte Gen-Klassen von nicht mehr zu

behebenden Schiden betroffen sind: die sogenannten Onkogene und Tumorsuppressorgene.
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Erbanlagen aus der Klasse der Onkogene sind ,, Wachstumsforderer*, wihrend Tumorsuppres-
sorgene die entgegengesetzte Wirkung haben. Gemeinsam halten sie den natiirlichen Fort-
pflanzungstrieb der Zelle in angemessenen Grenzen. Wenn allerdings Mitglieder aus einer
dieser beiden Klassen mutieren, gerdt der Teilungszyklus der Zelle aus seinem mit dem
Gesamtorganismus harmonisch abgestimmten Wachstumstakt. Eines der Onkogene, das sich
bei sehr vielen Krebsarten des Menschen als mutiert und iiberméBig aktiv herausgestellt hat,
ist das ras-Onkogen. Demgegeniiber tiberwacht das Tumorsuppressorgene pS3 (Oren, 2003)
den Zellteilungszyklus und bewirkt die Apoptose von entarteten Zellen, weshalb es auch als
,Hiiter des Erbguts* bezeichnet wird. Mutierte und dadurch unwirksame p53-Gene wurden

bei der Hilfte aller menschlichen Tumorarten entdeckt.

Neben genetisch bedingten Ungleichgewichten von wichtigen Steuerungsfunktionen der Zelle
konnen auch karzinogene Stoffe (z.B. das Schimmelpilzgift Aflatoxin oder im Tabakrauch
enthaltene Nitrosamine, Benzol und polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe) oder
elektromagnetische Strahlung hoher Energie (UV- und Rontgen-Strahlung) Ausloser fiir die
Entstehung eines Tumors, also fiir die progressive Proliferation der Krebszellen sein. Uber 30
Prozent der Krebserkrankungen werden durch Tabakkonsum verursacht, und ein ebenso
grofler Teil wird einer falschen Erndhrungsweise zugeschrieben, wahrend Vererbung lediglich
fiir fiinf Prozent der Krebserkrankungen verantwortlich gemacht wird (Eberhard-Metzger,
2003). Der nicht unerhebliche Einflul von Krankheitserregern, vor allem von Viren, auf die
Krebsentstehung wird auf etwa 15 bis 20 Prozent geschitzt. So gilt beispielsweise eine
Infektion mit humanen Papillom-Viren als Hauptrisikofaktor fiir den Gebarmutterhalskrebs

(Furumoto & Irahara, 2002).

Die durch Vererbung, Viren, Karzinogene oder andere Ausloser typischerweise stark erhdhte
Wachstumsrate der Krebszellen fiihrt zu einer Dysplasie, einer verdnderten Morphologie des
Gewebes (s. Abb. 1.7). Eine besondere Rolle kommt im weiteren Geschehen den MMPs zu.
Sie sind hierbei fiir den Abbau des Stromas verantwortlich, das den Tumor umgibt und das
aus den verschiedenen Komponenten der ECM besteht, hauptsidchlich aus Kollagen, Laminin
und Fibronektin. Solange die entarteten Zellen die Basalmembran, die aus Kollagen Typ IV
und Glykoproteinen bestehende Barriere zur extrazelluliren Matrix, noch nicht durchdrungen
haben, spricht man von einem gutartigen (benignen) Tumor, wohingegen ein maligner Tumor

die Basalmembran bereits durchbrochen hat, in fremdes Gewebe einwandert und sich dort
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ausbreitet. Fiir eine solche Tumorinvasion mull ein Ungleichgewicht zwischen aktiven
MMPs, vor allem den Gelatinasen, und deren Inhibitoren vorliegen (Stetler-Stevenson, 1990).
Durchbrechen invasive Tumorzellen die Basalmembran und gelangen in Lymph- oder Blut-
gefialle, dann konnen sie entfernte Stellen des Korpers erreichen und im dortigen Gewebe
metastasieren, also Tochtergeschwiire bilden. Invasion und Metastasierung sind die entschei-
denden Kriterien, in denen sich ein benigner von einem malignen Tumor unterscheidet. Die
Korrelation der MMP-Expression mit aggressivem malignen Verhalten und ungilinstigem
klinischen Krankheitsverlauf verdeutlicht die bedeutende Funktion der Matrixine in diesem
Prozef3. Zu denjenigen MMPs, denen eine Schliisselrolle bei der Tumorinvasion, Metastasie-
rung und Angiogenese zugeschrieben wird, gehdren vor allem MMP-1, -2, -3, -9, und -14
(Sternlicht & Bergers, 2000). So ist bekannt, dall hochgradig maligne Zellen weniger aggres-
siv werden, wenn die Konzentration oder Aktivitit der Gelatinasen (MMP-2 und MMP-9)
gesenkt wird, wohingegen relativ gutartige Zellen erhohte Gelatinase-Aktivitit oder vermin-
derte TIMP-Aktivitit aufweisen, sobald sie maligne Eigenschaften erlangen (Sakata et al.,
2000). Auch die Kollagenase-Expression im Tumorgewebe korreliert mit der Aggressivitét
des Tumors (Bachmeier et al., 2000; Etoh et al., 2000). Neben den MMPs werden weitere
tumorassoziierte Proteolysefaktoren fiir die Invasion von Krebszellen in die extrazelluldre
Matrix und Basalmembran verantwortlich gemacht, wie z.B. einige Kathepsine und die Serin-
proteasen Plasmin und uPA (Urokinase-Typ-Plasminogen-Aktivator) sowie dessen Inhibitor

PAI-1 (Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-Type-1) (Schmitt et al., 2000).
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Abb. 1.7:

Die Stadien der Krebsentstehung (Hanke et al., 2002)

I) Initiation: Bedingt durch Strahlung oder krebserzeugende Stoffe entsteht eine
entartete Zelle, deren DNA verédndert ist.

IT) Progression: Die mutierte Zelle teilt sich.

IIT) Dysplasie: Aus einer Reihe genetischer Unfdlle konnen Zellen resultieren,
die sich immer schneller teilen.

IV) Priinvasiver Tumor: Durch seine GroB3e kann der Tumor bereits andere Or-
gane einengen; er ist jedoch immer noch auf das Ursprungsgewebe beschrankt.
Im Falle eines gutartigen Tumors bleibt er dort.

V) Invasiver Tumor: Bei bdsartigen Tumoren zeigen die Krebszellen mit der
Zeit veranderte Formen und produzieren eigene Enzyme. Sie konnen so die an-
grenzende Bindegewebsschicht durchdringen und in benachbartes Gewebe ein-

wachsen.
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1.5.2 Behandlungsmethoden

Die Behandlung eines Tumors kann generell auf drei Ziele ausgerichtet sein: dauerhafte Hei-
lung (kurativ), Verhinderung eines Riickfalls (adjuvant) und lindernd (palliativ). Der Idealfall
der dauerhaften Heilung des Patienten ist nur zu erreichen, wenn der Tumor friihzeitig erkannt
und behandelt wird, solange er noch nicht in umliegendes Gewebe eingewachsen und nicht
metastasiert ist. Beim adjuvanten Therapieansatz wird ergidnzend eine Chemotherapie oder
eine Bestrahlung eingesetzt, damit nach der operativen Entfernung des lokalen Tumors im
gesamten Korper befindliche Krebszellen zerstort werden. Wenn die bosartige Geschwulst be-
reits in Nachbargewebe eingewachsen ist oder Metastasen gebildet wurden, ist eine vollstdn-
dige operative Entfernung und damit auch Heilung nicht mehr mdéglich. In solchen Fillen

wird palliativ therapiert, um die Lebensqualitét des Patienten zu verbessern.

Ist nach einer Operation zu befiirchten, daf} sich bereits Metastasen angesiedelt haben, wird
eine adjuvante medikamentdse Therapie vorgenommen. Dafiir kommen prinzipiell Hormone
(Hormontherapie), Zytokine oder Antikorper (Immuntherapie) sowie Zytostatika (Chemothe-
rapie) in Frage. Die Zytostatika bewirken einen Stillstand des Zellwachstums, indem sie in
verschiedene Mechanismen des Zellzyklus eingreifen und somit das unkontrollierte Wach-
stum der Krebszellen stoppen. Bei der Chemotherapie werden allerdings auch immer gesunde
Zellen geschidigt, weshalb es zu teilweise sehr heftigen Nebenwirkungen (Durchfall, Ubel-
keit, Haarausfall, erhohtes Infektionsrisiko) kommt. Je nachdem, an welcher Stelle Zytostati-
ka in den Zellzyklus eingreifen, werden sie in verschiedene Gruppen eingeteilt. Alkylanzien,
Antimetabolite und Platinabkdmmlinge verdndern die Erbsubstanz im Zellkern so, daf3 sich
die Zelle nicht mehr ordnungsgeméf teilen kann und abstirbt. Camptothecin-Derivate hem-
men die Topoisomerase I, die fiir die Auftrennung des DNA-Doppelstrangs verantwortlich ist,
so dafl die DNA nicht abgelesen und verdoppelt werden kann. Taxane binden an die Mikro-
tubuli und verhindern, daf sich die Chromosomenstringe und damit die Krebszellen teilen

(Dutcher et al., 2000).
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Auch wenn die Inhibierung der MMPs als mogliche Krebstherapie in der klinischen Erpro-
bung bislang wenig erfolgreich verlaufen ist, so bleibt dies dennoch ein interessantes und
durch spezifischere Inhibitoren moglicherweise zukunftstrachtiges Forschungsgebiet (Overall
& Lopez-Otin, 2002). Nicht nur bezogen auf MMPs, sondern ganz allgemein wird daher auch
versucht, die Metastasierung und das Primédrtumorwachstum bei soliden Tumoren durch anti-
metastatische niedermolekulare Wirkstoffe zu blockieren (Sava & Bergamo, 1999, Reuning et
al., 2003). Weitere Ansatzpunkte der gegenwirtigen Krebsforschung sind die Unterbindung
der Angiogenese, also die Blutzufuhr zum Tumor abzuschneiden (Dredge et al., 2003), sowie
die gezielte Induzierung der Apoptose von Krebszellen (Reed, 2003). Ebenso sind die Immun-
und die Gentherapie zwei aktuelle Forschungsschwerpunkte in der Onkologie. Unter dem Be-
griff der Immuntherapie (Ribas et al., 2003) werden verschiedene Therapiestrategien zusam-
mengefalit, bei denen das korpereigene Immunsystem zur Begrenzung des Tumorwachstums
und zur Bekdmpfung bdsartiger Zellen angeregt werden soll. In die Gentherapie, bei der
geschidigte Gene ersetzt werden sollen, werden grofe Hoffnungen gesetzt, auch wenn die

Ergebnisse bislang eher erniichternd waren (St. George, 2003; Zeimet & Marth, 2003).

1.5.3 Ovarialkarzinom

Das Ovarialkarzinom (Eierstockkrebs) ist die fiinfthdufigste Tumorerkrankung bei Frauen in
Industriestaaten. In den letzten Jahren wurde durch radikaleres operatives Vorgehen und adju-
vante Chemotherapien mit Taxol- und Cisplatin-Verbindungen die Uberlebensrate der Patien-
tinnen mit fortgeschrittenem Ovarialkarzinom verbessert. Dennoch liegt die Mortalitétsrate
bei iiber 70% und ist damit eine der hochsten unter allen Tumorarten. Aufgrund des lange Zeit
symptomlosen Krankheitsverlaufs und mangels signifikanter prognostischer Marker wird das
Ovarialkarzinom oft erst in einem fortgeschrittenen Stadium erkannt (Partridge & Barnes,
1999). Ahnlich wie bei anderen Krebsarten befinden sich auch beim Ovarialkarzinom diverse
Behandlungsstrategien in der klinischen Erprobung, insbesondere gen- und immuntherapeu-
tische Ansétze sowie der Einsatz von zielgerichteten Wirkstoffen, welche Wachstums- und
Signaltransduktionsprozesse maligner Zellen beeinflussen, gesunde Zellen dagegen kaum

schiadigen (DiSaia & Bloss, 2003).
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Eine Besonderheit des Ovarialkarzinoms gegeniiber vielen anderen Tumorarten ist die Aus-
breitung in den Bauchraum (Van der Burg, 2001). Das Ausmal} der Tumorausbreitung von
den Eierstocken auf die umliegenden Organe (z.B. Uterus, Diinndarm, Magen, Leber) wird
durch eine Einteilung in verschiedene Stadien (FIGO I-1V) beschrieben (Menczer, 2003).
Tumore der Stadien I und II sind auf die Ovarien bzw. den Beckenraum begrenzt, wéihrend in
den fortgeschrittenen Stadien eine Invasion in den Peritonealraum und/oder Lymphknoten-
befall (Figo III) sowie die Bildung von Fernmetastasen (Figo IV) auftritt. Mit den Peritoneal-
metastasen tritt als Symptom oftmals ein maligner Ergul3, die sogenannte Aszitesfliissigkeit

(Hirabayashi & Graham, 1970), auf.

1.5.4 Tumor- und Prognosemarker

Als Tumormarker werden Proteine bezeichnet, mit deren Hilfe eine Tumorerkrankung besser
und teilweise frither diagnostiziert sowie im weiteren Verlauf iiberwacht werden kann (Bidart
et al., 1999). Sie werden von Krebszellen gebildet und ins Blut abgegeben, oder ihre Bildung
wird durch eine Krebserkrankung ausgeldst. Im Idealfall sollte ein Tumormarker eindeutig
auf eine bestimmte Krebserkrankung hinweisen, was in der Praxis allerdings nicht gegeben
ist. Vollkommen tumorspezifische Marker konnten beim Menschen bisher nicht gefunden
werden, vielmehr sind hédufig eine Vielzahl von Tumormarkern bei unterschiedlichen Krebs-
arten erhoht, fiir manche Krebserkrankungen sogar gar keine bekannt. Zur Stellung einer
Diagnose oder zur Planung einer Behandlung reichen Tumormarkerbestimmungen alleine
nicht aus. Sie kdnnen aber manchmal geeignet sein, um die Wirksamkeit einer Behandlung
oder den Krankheitsverlauf zu beurteilen. Wichtig ist dabei, dal der betreffende Tumormarker
vor Beginn einer Therapie bestimmt wird, um im weiteren Verlauf einen Vergleichswert zu
haben. Weil bei den meisten verfiigbaren Tumormarkern der im Blut gemessene Wert in
einem direkten Verhéltnis zur Tumormasse im Korper steht, kann eine Verdnderung des vor
der Therapie festgestellten Wertes Hinweise auf die Wirksamkeit der Behandlung oder auf
erneutes Tumorwachstum geben: Sinken erhohte Werte nach der Operation des Tumors inner-
halb von etwa vier bis acht Wochen in den Normbereich, spricht dies fiir eine vollstindige
Entfernung der Geschwulst. Weiterhin erhohte oder gar ansteigende Werte deuten auf verblie-

benes Tumorgewebe oder schon bestehende Metastasen hin. Angewandt werden a,;-Fetopro-
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tein (AFP) bei Leberzellkarzinom, Keimzelltumoren von Hoden und Ovar, karzinoembryo-
nales Antigen (CEA) bei Dickdarmkarzinom, Magenkarzinom, Brustkrebs und Lungenkrebs,
prostataspezifisches Antigen (PSA) beim Prostatakarzinom, Plattenepithelkarzinom-Antigen
(SCC) bei Plattenepithelkarzinomen von Gebédrmutterhals, Hals-Nasen-Ohren-Trakt, Lunge,
Speiserohre und Enddarm. Weitere Beispiele fiir Tumormarker sind Choriongonadotropin
(HCG), CA 15-3, CA 19-9, CA 125, Vanillinmandelsiure, 5-Hydroxyindolessigsdure sowie

Calcitonin.

Wie der Verlauf einer Krebserkrankung einzuschétzen ist, kann mittels Prognosefaktoren ab-
geschitzt werden. Aufgrund der Komplexitit des Tumorprogressions-Prozesses dienen diese
Marker lediglich als Anhaltspunkte und koénnen letztendlich keine genaue Vorhersage erlau-
ben. Vorrangig werden sie dazu genutzt, den optimalen Therapieansatz auszuwéhlen (Burke
& Henson, 1998). Zu diesen Prognosefaktoren gehéren die Tumorgréfle und -ausdehnung, der
Lymphknotenbefall (hohe Anzahl befallener Lymphknoten bedeutet schlechte Prognose), der
Differenzierungsgrad der Zellen (Grad 1 hat die beste Prognose, Grade 3 und 4 neigen zur
Metastasierung) sowie die Hormonrezeptoren fiir Ostrogen und Progesteron (beide Rezeptoren
verbessern die Prognose aufgrund der Mdoglichkeit einer Hormontherapie). Ebenso finden die
Protease uPA und deren Inhibitor PAI-1 als Prognosefaktoren beim Ovarialkarzinom (Schmal-

feldt et al., 2001) sowie beim Brustkrebs (Harbeck et al., 2002) Verwendung.
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1.6 Zusammenfassung der Arbeit

Ausgehend von einem etablierten E.coli-Expressionssystem wurde die Proform der katalyti-

%) exprimiert und ein bestehendes Isolierungs-

schen Domine der Kollagenase-3 (Leu'-Gly
und Reinigungsverfahren verwendet (Oberpichler, 1999). Das auf diese Weise gereinigte Pro-
tein diente als Antigen zur Herstellung mono- und polyklonaler Antikérper. Diese Antikorper
stellten ihre hohe Spezifitit bei der Isolierung nativer MMP-13 aus Aszitesfliissigkeit von Pa-
tientinnen mit fortgeschrittenem Ovarialkarzinom mittels einer neuentwickelten, universell

einsetzbaren Affinitdtschromatographie unter Beweis. Die Identifizierung der isolierten Kolla-

genase-3 erfolgte durch Western-Blot und MALDI-TOF-Massenspektrometrie.

Im Mittelpunkt dieser Arbeit stand die Entwicklung eines MMP-13-ELISAs. Mit Hilfe der
mono- und polyklonalen MMP-13-Antikorper konnte ein Sandwich-ELISA-System aufgebaut
werden, dessen Zuverldssigkeit durch eine Reihe statistischer Tests nachgewiesen wurde. Mit
einer Sensitivitit von 0,5 ng/ml wurde der ELISA erfolgreich zur Bestimmung der Konzentra-
tion dieser Protease in Gewebe bzw. Gewebefliissigkeiten bei verschiedenen pathologischen
Prozessen eingesetzt. Wahrend bei einem Kollektiv von Brusttumorgewebe keine Korrelation
der klinischen Symptome mit der MMP-13-Konzentration gefunden wurde, zeigte sich ein
Zusammenhang zwischen dem Krankheitsbild und der Konzentration dieses Enzyms in pro-
thesenahem Gewebe bei aseptischer Hiiftprothesenlockerung (Diehl et al., 2003) ebenso wie
in Aszitesfliissigkeit von Patientinnen mit Ovarialkarzinom (Hantke et al., 2003). Bei der letzt-
genannten Untersuchung wurden die polyklonalen MMP-13-Antikérper weiterhin zur Laser-
Scanning-Mikroskopie von Tumorzellen in der Aszitesfliissigkeit eingesetzt. Da ein signifi-
kanter Zusammenhang zwischen der MMP-13-Konzentration in der Aszitesfliissigkeit und
der Uberlebenszeit der Patientinnen zu bestehen scheint, der jedoch anhand eines groBeren
Kollektivs noch zweifelsfrei nachgewiesen werden muf, 146t sich diskutieren, ob MMP-13 als

prognostischer Marker in Aszitesfliissigkeit beim Ovarialkarzinom dienen kann.
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Eine weitere Anwendung fand der MMP-13-ELISA bei einer in vitro-Untersuchung zur licht-
induzierten Hautalterung. Dabei wurde die MMP- und TIMP-Expression humaner dermaler
Fibroblasten (HDF), die sowohl in Monolayern als auch eingebettet in einem Kollagen-Gel
kultiviert wurden, nach UV A-Strahlung untersucht (Hantke et al., 2002). Unter dem Einfluf}
der zugesetzten Vitamine C und E sowie der Flavonoide AGR (a-Glucosylrutin) und 8PN (8-
Prenylnaringenin) wurden die Genexpression von MMP-1 und TIMP-1, die Proteinexpression
von MMP-1, -2, -8, -9, -12, -13, TIMP-1 und TIMP-2 sowie die Enzymaktivitdt von MMP-1
und MMP-2 bestimmt. Dabei wurden MMP-8, -9, -12 und MMP-13 von den HDF allerdings
unter keiner der gewédhlten Versuchsbedingungen exprimiert. Fiir MMP-1 und MMP-2 zeigte
sich, da3 sowohl die Vitamine C und E als auch AGR die Expression und Aktivitit dieser bei-
den Proteasen nach UVA-Bestrahlung deutlich reduzierten, wihrend 8PN interessanterweise
den gegenteiligen Effekt erzielte. Dabei verdnderte keine der zugesetzten Substanzen die
TIMP-Konzentrationen signifikant. Somit bietet neben den Vitaminen C und E vor allem
AGR, das die Kollagenase-Expression der bestrahlten HDF um 60% reduzierte, eine gute
Moglichkeit, der durch UV-Bestrahlung stark erhohten MMP-Aktivitét in der Haut entgegen-

zuwirken und damit der vorzeitigen Hautalterung vorzubeugen.
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2  METHODEN

Alle verwendeten Chemikalien, Reagenzien und Losungsmittel werden in p.A.-Qualitét ein-
gesetzt. Doppelt deionisiertes Wasser (H;0pigest) Wird durch eine Millipore-Q-Filtrationsanlage

[Millipore, Neu Isenburg] gewonnen.

2.1 Expression der katalytischen Domine der MMP-13

Zur Expression der latenten katalytischen Domine der MMP-13 (Leu'-Gly***), also des Pro-
enzyms ohne Hinge-Region und ohne hemopexindhnliche Doméne, stand in der Biochemie I
(AG Tschesche) der Universitit Bielefeld ein etabliertes Expressionsystem mit pET-Vektoren
zur Verfiigung (Oberpichler, 1999). Ausgangspunkt waren Tiefkiihlkulturen entsprechender
Bakterien mit Antibiotikaresistenz. Alle Arbeiten wurden geméfl Gentechnikgesetz durchge-

fithrt.

2.1.1 Ubernachtkulturen

E.coli-Ubernachtkulturen werden hergestellt, indem man 6 ml LB-Medium (1% Trypton;
0,5% Hefe-Extrakt (Pepton); 1% NaCl) und 6 pl Ampicillin-Lésung (20% Ampicillin [Gibco,
BRL, Life Technologies, Paisley, GB] in 70%-igem Ethanol) mit einem E.coli-Klon aus einer
entsprechenden Tiefkiihlkultur animpft. Dann kultiviert man 16 Stunden bei 37°C im Roll-
inkubator [Eigenbau, Universitét Bielefeld].
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2.1.2 Genexpression

Sechs Fernbachkolben mit jeweils 750 ml LB-Medium und 750 pl Ampicillin-Lésung werden
mit jeweils 7 ml einer Ubernachtkultur angeimpft und im Umluftinkubator [Steri-Cult-Inku-
bator, Labotec, Gottingen] bei 37°C bis zu einer optischen Dichte bei 578 nm von 0,6 kulti-
viert. Dann wird die Proteinexpression durch Zugabe von jeweils 375 pul 1 M IPTG-L&sung
[Sigma, Taufkirchen] induziert. Nach weiteren drei Stunden bei 37°C werden die Zellen fiir

20 Minuten bei 350 g pelletiert und der Uberstand verworfen.

2.1.3 Isolierung der Inclusion-Bodies

Das Bakterienpellet aus 4,5 1 E.coli-Kultur wird in 90 ml Zellyse-Puffer (100 mM Tris/HCI;
pH 8,5; 20 mM EDTA; 2% Lysozym [Sigma, Taufkirchen]) resuspendiert und 20 Minuten
auf Eis inkubiert, bevor es 30 Minuten bei Raumtemperatur geriihrt wird. Es werden 2,6 g
(500 mM) NaCl und 900 pl (entsprechend 1%) Triton X-100 [Sigma] hinzugegeben und 10
Minuten auf Eis geriihrt. Man zentrifugiert 20 Minuten bei 1.200 g und verwirft den Uber-
stand. AnschlieBend werden jeweils 5 g des Pellets in 50 ml Waschpuffer I (50 mM Tris/HCI;
pH 8.,5; 1 M Harnstoff; 1,5% Triton X-100) resuspendiert und mit dem Ultra-Turrax [Typ 18-
10, Jahnke & Kunkel KG, Breisgau] homogenisiert. Das Homogenisat wird 10 Minuten bei
1.200 g und 4°C zentrifugiert und der Uberstand abdekantiert. Das Pellet wird anschlieBend in
50 ml Waschpuffer II (50 mM Tris/HCI; pH 8,5; 1 M Harnstoff) aufgenommen und mit dem
Ultra-Turrax homogenisiert. Es wird erneut fiir 10 Minuten bei 1.200 g und 4°C zentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Das Restpellet resuspendiert man in 70 ml AufschluBpuffer (50
mM Tris/HCL; pH 8,5; 6 M Harnstoff; 200 mM NaCl; 150 mM B-Mercaptoethanol [Merck,
Darmstadt]) und riihrt drei Stunden bei Raumtemperatur. Ungeldste Bestandteile entfernt man
durch Zentrifugation (20 Minuten bei 1.200 g), wihrend der Uberstand bis zur weiteren Auf-
arbeitung (s. Abs. 2.4.5) bei 4°C gelagert werden kann.
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2.1.4 Renaturierung des rekombinanten Proteins

Die im Anschluf3 an die Expression durch Ionenaustauschchromatographie (s. Abs. 2.4.5) ge-
reinigte katalytische Domédne der MMP-13 wird durch Dialyse renaturiert. Dazu dialysiert
man 50 ml der MMP-13-Losung geringer Konzentration in NaCl-freiem AufschluBpuffer (50
mM Tris/HCIL; pH 8,5; 6 M Harnstoff; 0,15 M 2-Mercaptoethanol) bei 4°C dreimal fiir jeweils
drei Stunden gegen 5 1 Faltungspuffer (20 mM Tris/HCI; pH 7,5; 0,5 M NaCl; 5 mM CaCly;
0,5 mM ZnCl,).



2 Methoden Seite 33

2.2 Kultivierung und UVA-Bestrahlung von HDF

Ausgehend von Haut-Biopsien der Schulter eines ménnlichen sowie des oberen Augenlids
eines weiblichen Spenders (beide Photo-Typ II, iiber 50 Jahre alt und keine Erkrankungen)
wurden von der Beiersdorf AG (Hamburg) Kulturen humaner dermaler Fibroblasten (HDF)
nach gingigem Verfahren (Stib et al., 2000) erhalten. Fiir Untersuchungen im Rahmen dieser
Arbeit wurden HDF von der Schulter zwischen der 17. und 20. Passage sowie vom oberen
Augenlid aus der 4. Passage verwendet. Fiir alle in den folgenden Abschnitten (Abs. 2.2.1 bis
2.2.7) beschriebenen Arbeiten wurden Laborgerdte und Materialien von der Beiersdorf AG

zur Verfligung gestellt.

Das als Additiv verwendete Flavonoid 8-Prenylnaringenin (8PN) wurde von der Biochemie I
(AG Tschesche) der Universitit Bielefeld nach einem literaturbekannten Verfahren (Tahara,

et al., 1994) hergestellt.

2.2.1 HDF in Monolayern

Fiir die Monolayer-Kulturen werden trypsinierte HDF von der Schulter mit einer Zelldichte
von 5 x 10* Zellen/ml in Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) [Gibco, BRL, Life
Technologies, Paisley, GB], versetzt mit 2 mM Glutamin [Gibco], 50 pg/ml Gentamicin [Gib-
co] und 10% fetalem Kélberserum [Boehringer, Mannheim], verwendet. Die Zellen werden in
einer Atmosphére mit hoher Luftfeuchtigkeit und 7% CO, bei 37°C inkubiert und bis zu einer

Konfluenz von etwa 80% wachsen gelassen.
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2.2.2 HDF in Kollagen-Gelen

Kollagen-Typ I aus Kélberhaut [ICN, Eschwege] wird in 0,1%-iger Essigsdure gelost, so da3
man eine Lsung von 3,5 mg/ml erhilt. Fiir jedes Kollagen-Gel werden 3 x 10° trypsinierte
Zellen sowohl von der Schulter als auch vom Augenlid mit Kollagen-Puffer (0,01 ml 2 M
HEPES-Puffer; pH 7,4; 0,1 ml 10-fach konzentriertem DMEM; 0,09 ml 0,75 M NaHCOs-
Losung; 0,8 ml der zuvor angesetzten Kollagen-Losung) auf Eis vermischt. Diese Zellsuspen-
sion, die somit eine Kollagen-Konzentration von 2,8 mg/ml besitzt, wird dann in ein Well (35
mm Durchmesser) einer 6-Well-Platte [Greiner, Frickenhausen] gegeben. Die Gele polymeri-
sieren bei 37°C in 45 Minuten und werden mit 3 ml DMEM (inkl. oben genannter Zuséitze)

iiberschichtet. Die Kultivierung erfolgt analog zu der der Monolayer-Kulturen.

2.2.3 Cytotox-Assay fiir 8PN und DMSO

Cytotox-Assays fiir 8PN und DMSO werden mit kultivierten HDF sowie mit der humanen
Keratinozyten-Zellinie HaCaT [Beiersdorf, Hamburg] durchgefiihrt. 24 Stunden nach der In-
kubation mit verschiedenen Konzentrationen von 8PN bzw. DMSO wird die Lebensfdhigkeit
der Zellen gemessen. Dazu wird Neutral-Rot [Merck, Darmstadt] geméf den Herstelleranwei-
sungen verwendet, um die lebenden Zellen zu detektieren. Dieser Farbstoff wird von Lysoso-
men lebender Zellen aufgenommen und kann mittels essigsaurer Fixierlosung wieder extra-
hiert werden. Die Cytotoxitét ergibt sich als Prozentsatz der Neutral-Rot-Konzentration in den
mit 8PN bzw. DMSO behandelten Zellen im Vergleich zur Konzentration in unbehandelten
Zellen.
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2.2.4 Inkubation mit Additiven

Geeignete Konzentrationen von AGR [Beiersdorf, Hamburg], Vitamin C und E [beide Sigma,
Taufkirchen] fiir entsprechende Zell-Untersuchungen sind literaturbekannt (Stib et al., 2000).
Stammldsungen von jeweils 200 mg/ml erstellt man fiir AGR und Vitamin C in DMEM sowie
fiir Vitamin E in Ethanol. Das Flavonoid 8PN wird in DMSO geldst, so da3 man eine 100
mM Stammldsung erhilt. Die HDF in Monolayern und in Kollagen-Gelen werden 24 Stunden
vor der UV A-Bestrahlung mit AGR (150 uM), 8PN (30 uM), Vitamin C (150 uM) bzw. Vita-
min E (150 uM) in DMEM (versetzt mit Glutamin, Gentamicin und fetalem Kilberserum) in-
kubiert (s. Abs. 2.2.1).

2.2.5 UVA-Bestrahlung

Vor der UVA-Bestrahlung der HDF werden die Monolayer-Kulturen und die Kollagen-Gele
mit PBS-Puffer [Gibco, BRL, Life Technologies, Paisley, GB] gewaschen. Alle Bestrahlungen
werden unter einer Schicht von 3 ml PBS-Puffer pro Well durchgefiihrt. Die Zellen werden
mit einer UVA-Quelle hoher Intensitit [Uvaspot 400, Dr. Honle, Grifelfing], die mit UVB-
und UVC-Filtern [Blacklight, Dr. Honle] mit einem Wellenldngenbereich von 315-400 nm
(Maximum-Peak: 365 nm) ausgestattet ist, mit 10 J/cm® bestrahlt. Die UV-Intensitit wird
durch einen Strahlungsmesser [IL-1700 Radiometer, International Light, Newburyport, USA]
bestimmt. Die zu errechnende Bestrahlungsdauer der Kollagen-Gele wird um den Prozentsatz
verldngert, um den sich die Strahlungsintensitit beim Durchgang durch ein halbes Gel (0,5
ml) verringert hat (etwa 5%), um auch in Kollagen-Gelen eine mittlere UV A-Bestrahlung der

Zellen von 10 J/cm? zu gewihrleisten.
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2.2.6 Bestimmung der Zellzahl

Um die HDF ab- bzw. herauszulosen, werden die Monolayer trypsiniert und die Kollagen-
Gele mit 3 mg/ml Typ-I-Kollagenase [ICN, Eschwege] in DMEM bei Raumtemperatur eine
Stunde unter periodischem Vortexen [Vortex-Genie, Bender-Hobein AG, Ziirich, Schweiz]
verdaut. Die Zellen werden dann fiir 10 Minuten bei 300 g abzentrifugiert. Die Bestimmung
der Zellzahl wird jeweils vierfach durchgefiihrt und erfolgt in einer Fuchs-Rosenthal-Zahl-

kammer [Brand, Wertheim] mit einem Axiovert 25 [Carl Zeiss, Oberkochen].

2.27 TaqMan-RT-PCR

Die gesamte RNA wird mit RNAzol B [WAK Chemie Medical, Steinbach] gemil3 den Her-
stelleranweisungen isoliert. Die Konzentration und Reinheit der isolierten RNA wird dann
durch ein GeneQuant-Spektrophotometer [Pharmacia, LKB Biochrom, Milton Keynes, GB]
bestimmt. Die Quantifizierung der mRNA-Expression von MMP-1, TIMP-1 sowie des House-
keeping-Gens GAPDH erfolgt damit nach einem literaturbekannten Verfahren (Lahmann et
al., 2001). Zusétzlich werden einige der lysierten Zellen stichprobenartig ausgewdhlt und zen-

trifugiert (2.000 g fiir 10 Minuten), um die Uberstinde mittels ELISA zu untersuchen.
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2.3 Proteinanalytik

2.3.1 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur SDS-PAGE werden je nach Grofe der zu trennenden Proteine 10-15%-ige Polyacryl-
amid-Gele verwendet, die in einer radikalischen Polymerisation des Acrylamids mit N,N’-
Methylenbisacrylamid [Roth, Karlsruhe] als Quervernetzer (Mischungsverhéltnis 75 : 2) her-
gestellt werden. Die Polymerisation wird durch Zugabe von Ammoniumperoxodisulfat (APS)
zu dem gepufferten (1 M Tris/HCL; pH 9.,4; 0,5% SDS; 0,25% TEMED) Acrylamidgemisch
gestartet. Die zu untersuchenden Proteingemische versetzt man mit Limmli-Puffer (25 mM
Tris/HCI; pH 6,8; 1% SDS; 8 M Harnstoff; 25 mM NaCl; 1% -Mercaptoethanol; 0,5% BPB)
und erhitzt fiir eine Minute auf 100°C, damit die Proben denaturiert und vorhandene Disulfid-
briicken reduziert werden (Lammli, 1970). Die Trennung der Makromolekiile erfolgt bei kon-
stanter Stromstidrke von 35 mA in vertikalen Gelkammern [Eigenbau, Universitéit Bielefeld]
in Elektrodenpuffer (25 mM Tris/HCI; pH 8,5; 190 mM Glycin; 0,1% SDS). Zur GroBenab-
schiatzung wird eine Mischung von Eichproteinen [LMW-Marker, Amersham Pharmacia,
Freiburg] als Standard verwendet, in der folgende Proteine enthalten sind: Phosphorylase B
(94 kDa), Rinderserumalbumin (67 kDa), Ovalbumin (43 kDa), Carboanhydrase (30 kDa),
Sojabohnen-Trypsin-Inhibitor (20,1 kDa) und a-Lactalbumin (14,4 kDa).

Der Nachweis der Proteine erfolgt je nach erforderlicher Sensitivitdt entweder mit Coomassie
Brilliant Blue R250 [Serva, Heidelberg] oder Silbernitrat (Heukeshoven & Dernick, 1988).
Bei der Coomassie-Farbung wird das Gel nach der Elektrophorese 30 Minuten in Coomassie-
Losung (0,2%) inkubiert und anschlieBend in Entfarber-Losung (Ethanol, Wasser, Essigsidure
im Volumenverhéltnis 5 : 5 : 1) gewaschen. Fiir die sensitivere Farbemethode mit Silbernitrat
werden die Proteine im Gel nach der Elektrophorese etwa 20 Minuten in Entfarber-Losung
fixiert. Nach Inkubation mit ,,Farmers Reducer* (1,6% Na,S,03-5H,0; 1% K;3[Fe(CN)s]) fiir
drei Minuten, ausgiebigem Waschen, 30-miniitiger Inkubation mit 0,1% AgNOs-Losung,
erneutem kurzen Waschen sowie Inkubation mit 2,5% Na,COs-Losung fiir 30 Sekunden
erfolgt die Farbung durch Zugabe von etwa 100 pl konzentrierter Formaldehyd-Losung. Die

Reaktion wird nach dem Entwickeln der Proteinbanden mit 10%-iger Essigsdure gestoppt.
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2.3.2 Western-Blot

Nach erfolgter SDS-PAGE (s. Abs. 2.3.1) und 15-miniitiger Inkubation der Gele in Blotpuffer
(50 mM Borsdure/NaOH; pH 9,0; 20% Ethanol) werden die im Gel aufgetrennten Proteine im
Semi-Dry-Verfahren durch Anlegen eines elektrischen Feldes mit einer Blotting-Apparatur
[Fastblot, Biometra, Gottingen] gemil3 der Herstelleranweisung aus der Gelmatrix auf eine
PVDF-Membran [Millipore, Bedford, USA] iibertragen. Bei einer Stromstérke von 150 mA
gilt dabei als Richtwert fiir die Dauer des ,,Blottings* eine Minute pro kDa des zu iiberfiihren-

den Proteins.

Zum immunologischen Nachweis der Proteine wird die Membran bei Raumtemperatur mit
2% RSA [PAA Laboratories, Linz, Osterreich] in TBST-Puffer (20 mM Tris/HCI; pH 7,5;
500 mM NaCl; 0,05% Tween 20) fiir 30 Minuten abgeséttigt und anschliefend mit dem Pri-
marantikorper — je nach Anwendung entweder monoklonaler Maus-anti-MMP-13-Antikrper
IVD128 [BioCheck, Miinster] oder polyklonaler Kaninchen-anti-MMP-13-Antikérper PK3
[BioCheck] — in TBST-Puffer (1 pg/ml) zwei Stunden inkubiert. Nicht gebundene Antikorper
werden durch dreimaliges Waschen mit TBST-Puffer entfernt. Nach zweistiindiger Inkuba-
tion bei Raumtemperatur mit dem Detektionsantikorper (Ziege-anti-Kaninchen bzw. Ziege-
anti-Maus [Sigma, Taufkirchen]), der mit alkalischer Phosphatase konjugiert und mit TBST-
Pufter (1 :2.000) verdiinnt ist, wird mit WB-Puffer (100 mM Tris/HCI; pH 9,5; 100 mM NaCl;
0,1% MgCl,) dreimal gewaschen. Fiir die enzymatische Nachweisreaktion wird BCIP/NBT-
Férbelosung [Sigma, Taufkirchen] verwendet und die Farbung gemill den Herstellerangaben

bis zur gewiinschten Intensitit durchgefiihrt.
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2.3.3 Protein-Sequenzierung

Die schrittweise N-terminale Aminosédure-Sequenzierung erfolgt durch einen automatisierten
Fliissigphasen-Sequenzer [Typ 810/910, Knauer, Berlin] mittels Edman-Abbau (Edman &
Begg, 1967). Dabei wird die zu analysierende Probe auf einer Membran in den Eluatreaktor
eingebracht und dort gemdl den Herstellerangaben mit Phenylisothiocyanat umgesetzt. Die
am Ende eines jeden Zyklus vom Restpeptid abgespaltene Aminosdure wird als Phenylthio-
hydantoin-Derivat in einem angeschlossenen HPLC-System aufgetrennt und durch Vergleich

mit Standards identifiziert (Fischer, 1992).

2.3.4 MALDI-TOF-Massenspektrometrie

Von der aus Aszitesfliissigkeit isolierten MMP-13 (s. Abs. 2.4.2) werden 10 pl (entsprechend
etwa 50 ng) zur SDS-PAGE verwendet. Die nach der Gelelektrophorese Coomassie-gefarbte
Bande der latenten MMP-13 (ca. 60 kDa) wird aus dem Gel ausgeschnitten und zunédchst mit
250 pl eines Acetonitril-Wasser-Gemisches (50% CH3;CN / 50% H,0O) gewaschen, gefolgt
von zwei weiteren Waschschritten mit jeweils 250 pl eines Acetonitril-Ammoniumhydrogen-
carbonat-Gemisches (zundchst 50% CH3;CN / 50 mM NH4HCO3;, dann 50% CH3;CN / 10 mM
NH4HCO:s3). Das getrocknete Gelstiick wird mit 15 pl einer 10 mM Ammoniumhydrogencar-
bonat-Losung, die 6,7 pg/ml modifiziertes Trypsin [Promega, Mannheim] enthilt, {iber Nacht
bei 37°C inkubiert. Nach der Digestion werden die Peptide durch Ultraschall (10 Minuten bei
4°C) aus dem Gel herausgeldst, wobei einige Mikroliter des Uberstandes zur Massenspektro-
metrie durch das Bruker-Biflex IlI-Massenspektrometer [Bruker Daltonic, Bremen] gemal
Herstelleranleitung dienen. Eine externe Kalibrierung erfolgt durch die Standardproteine An-
giotensin II, Substanz P und das adrenocorticotrope Hormonfragment 1-17 [Sigma, Taufkir-

chen].
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Ein ,,Peptide-Mass-Fingerprint* der erhaltenen Massen wird mit der Mascot-Software [ Matrix
Science Ltd., London, GB] unter Verwendung der NCBInr-Datenbank durchgefiihrt (Perkins
et al., 1999). Dabei verwendete Mowse-Scores (Pappin et al., 1993) geben die Wahrschein-
lichkeit an, da3 das erhaltene Spektrum mit dem theoretischen iibereinstimmt, da3 das zu un-
tersuchende Protein also mit dem Vergleichsprotein aus der Datenbank identisch ist. Mowse-

Score-Werte iiber 64 sind signifikant (p < 0,05).

2.3.5 Bestimmung der Proteingesamtkonzentration

Die Konzentration an Proteinen in einer Losung (Proteingesamtkonzentration) wird durch
Messung der Absorption bei 280 nm [UltroSpec 4000, Pharmacia, Freiburg] ermittelt. Fiir die
Proform der katalytischen Doméne der MMP-13 (Leu'-Gly***) erhilt man einen molaren Ex-
tinktionskoeffizienten von €50 = 32.400 M'cm™, der sich aufgrund der Anzahl von Tyrosin-
und Tryptophan-Resten im Protein ergibt. Uber das Lambert-Beersche Gesetz wird daraus die

Proteinkonzentration berechnet.

Die Proteingesamtkonzentration 146t sich weiterhin durch einen BCA-Test [Pierce, Rochford,
USA] bestimmen. Dabei wird eine Stammldsung von 2 mg/ml RSA [PAA Laboratories, Linz,
Osterreich] in einer Mikrotiterplatte [MaxiSorp F96, Nunc, Wiesbaden] soweit 1 : 1 verdiinnt,
daB3 man einen Standardbereich von 50 bis 2.000 pg/ml erhilt. Diese Proteinstandards und die
zu untersuchenden Proben werden auf die Platte aufgetragen und mit den Reagenzien (Kupfer
und Bicinchonininsédure) des Testsystems gemdfl den Herstelleranweisungen versetzt. Die Mi-
krotiterplatte wird fiir 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Anschlieend mifit man die Absorption
bei 560 nm mit dem Spectrafluor Plus-Reader [Tecan, Crailsheim] und bestimmt die jeweili-

gen Proteinkonzentrationen mit der Software X-Fluor [Tecan].
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2.3.6 ELISA-Messungen

Zu untersuchende Zelliiberstande bzw. Gewebefliissigkeiten (Aszitesfliissigkeit u.a.) werden
zunéchst fiir 10 Minuten bei 2.000 g zentrifugiert, um eine klare Losung, frei von Zellfrag-
menten, zu erhalten. Die Bestimmung der Konzentrationen von MMP-2, TIMP-1 und TIMP-2
wird mittels kommerzieller ELISA-Assays [Amersham Pharmacia, Freiburg] gemil3 den Her-
stellerprotokollen durchgefiihrt. Diese Tests ermitteln spezifisch die entsprechenden Protein-

mengen an latenter MMP-2, gesamtem TIMP-1 bzw. gesamtem TIMP-2.

Zur Bestimmung der MMP-1 wurde ein Sandwich-ELISA-System nach bekanntem Verfahren
(Birkedal-Hansen et al., 1988, Lyons et al., 1993) aufgebaut und angewandt, ebenso wie fiir
MMP-8 und MMP-9 (Bergmann et al, 1989). Die Konzentrationsbestimmung der MMP-12
wurde mittels eines kompetitiven ELISAs (Kocourek, 2002) durchgefiihrt. Alle diese ELISAs
sind sowohl fiir die aktive als auch fiir die latente Form des jeweiligen Enzyms spezifisch. Die
Féarbung der ELISA-Platten erfolgte gemal3 den Herstellerangaben bzw. den in der o.g. Litera-
tur angegebenen Protokollvorschriften. Die Absorbtion bei 405 bzw. 450 nm wurde mit dem
Spectrafluor Plus-Reader [Tecan, Crailsheim] gemessen und der dazugehorigen Software X-

Fluor [Tecan] ausgewertet.

Der im Rahmen dieser Arbeit entwickelte MMP-13-ELISA basiert auf dem Sandwich-System
mit mono- und polyklonalen Antikérpern gegen die katalytische Doméne der rekombinanten
Kollagenase-3. Zur Durchfithrung des ELISAs werden die Wells einer ELISA-Platte [Maxi-
Sorp F96, Nunc, Wiesbaden] mit 100 pl einer Losung, die 4 pg/ml des monoklonalen Maus-
Anti-MMP-13-Antikorpers IVD128 [BioCheck, Miinster] in Carbonatpuffer (1,6% Na,COs;
2,9% NaHCOs; pH 9,6) enthilt, iber Nacht bei 4°C inkubiert. Es folgt eine 90-miniitige Inku-
bation bei 37°C mit je Well 230 ul PBST-Puffer (180 mM Na,HPO,/NaH,POy; pH 7,4; 150
mM NaCl; 0,05% Tween-20), der 2% RSA [PAA Laboratories, Linz, Osterreich] enthilt. Nach
viermaligem Waschen mit PBST-Puffer werden je 100 pul der entsprechenden Losungen (Stan-
dard und Proben) in die Wells gefiillt. Nach Inkubation {iber Nacht bei 4°C wird erneut vier-
mal mit PBST-Puffer gewaschen. Die Wells werden mit 100 pl einer Losung des polyklona-
len Kaninchen-anti-MMP-13-Antikorpers PK3 [BioCheck, Miinster] befiillt (4 pg/ml in PBS-

Puffer). Nach drei Stunden bei Raumtemperatur wird viermal mit PBST-Puffer gewaschen.
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Der mit Peroxidase (HPO) konjugierte Detektions-Antikorper Ziege-anti-Kaninchen-IgG [Dia-
nova, Hamburg] wird in PBS-Puffer verdiinnt (1 : 5.000), wovon je 100 ul pro Well eingesetzt
werden. Nach zweistiindiger Inkubation bei Raumtemperatur wird sechsmal mit PBST-Puffer
gewaschen. Die enzymatische Farbentwicklung erfolgt mit TMB [KPL, Maryland, USA] ge-
mal der Protokollvorschrift des Herstellers fiir 15 bis 30 Minuten, je nach Geschwindigkeit
der Féarbung. Dann wird die Substratreaktion durch Zugabe von 100 ul 1 M Schwefelsidure
gestoppt, die Absorption bei 450 nm mit dem Spectrafluor Plus-Reader [Tecan, Crailsheim]

gemessen.

Zur Auswertung der ELISA-MeBdaten dient die Standardkurve (Abb. 3.6, S. 55), bei der die
fiir die Standardwerte gemessene Absorption gegen die jeweilige Konzentration (in der Regel
zwischen 0,5 und 100 ng/ml) aufgetragen ist. Anhand dieser Kurve lassen sich die Konzentra-
tionen der gemessenen Proben aus der optischen Dichte errechnen. Die Umwandlung der ge-
messenen OD-Werte in entsprechende Konzentrationen erfolgt mittels eines Vier-Parameter-

Fits (Peterman & Butler, 1989) gemil folgender Gleichung:

D-A

l+exp[B(C-logc)]

(A, B, C, D = Parameter; OD; = OD-Wert bei MeBpunkt i; ¢; = Konzentration bei MeBpunkt 1)

Die Parameter dienen als Startpunkt fiir eine Optimierung. Die Ausgangskurve wird durch
iterative Ndherungen verbessert. Aus den angepaliten Parametern werden die Konzentrationen
der entsprechenden OD-Werte errechnet. Voraussetzung fiir eine solche Vier-Parameter-Inter-
polation ist ein sigmoider Verlauf der Standarddaten — bezogen auf die Konzentration, die

logarithmisch aufgetragen wird.

Je nach Zusammenhang wird die mittels ELISA in ,,ng/ml* gemessene Konzentration auf die
durch einen BCA-Test (s. Abs. 2.3.5) ermittelte Gesamtproteinmenge bezogen und in ,,ng/mg"
angegeben (z.B. bei MMP-Konzentrationen in Aszitesfliissigkeit). Fiir statistische Analysen
werden das Software-Paket SPSS [Version 8.0, SPSS, Chicago, USA] sowie das Software-
Programm S-Plus [MathSoft 98, MathSoft Engineering & Education, Seattle, USA] verwen-

det. Zur Beurteilung, ob eine Veranderung von MMP- oder TIMP-Konzentrationen statistisch
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signifikant ist oder nicht, wird ein Wilcoxon-Test fiir verbundene Stichproben (Lumley et al.,
2002) durchgefiihrt bzw. der Spearman-Korrelationskoeffizient (Zou et al., 2003) ermittelt. Fiir
univariate Analysen des Gesamtiiberlebens wird zu einem bestimmten Signifikanzniveau eine

Kaplan-Meier-Kurve (Nieto & Coresh, 1996) erstellt.

2.3.7 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie von Tumorzellen, die aus Aszitesfliissigkeit von Pa-
tientinnen mit fortgeschrittenem Ovarialkarzinom stammen, wurde in der Frauenklinik der
TU Miinchen (Klinische Forschergruppe) nach einem literaturbekannten Verfahren durchge-

fiihrt (Noack et al., 1999).

Die Tumorzellen werden fiir zehn Minuten mit normalem Mausserum inkubiert, um unspezi-
fische Bindungsstellen abzuséttigen. Der polyklonale Antikorper PK3 [BioCheck, Miinster]
aus Kaninchen, gerichtet gegen die katalytische Domine der rekombinanten MMP-13 (s. Abs.
2.1.1 bis 2.1.4), dient in einer Konzentration von 99 pg pro ml PBS-Puffer (180 mM Na,HPO./
NaH,POy; pH 7,4; 150 mM NaCl) als Primérantikdrper. Entsprechende Detektionsantikdrper
sind mit fluoreszierendem Farbstoff gekoppelte Anti-Kaninchen-IgG-Antikorper [Alexa Fluor
488, Molecular Probes, Leiden, Niederlande], die mit PBS-Puffer auf eine Endkonzentration
von 5 pg/ml verdiinnt werden. AnschlieBend werden die Zellen mit PBS-Puffer gewaschen.
Negativkontrolle erfolgt durch Auslassen des Inkubationsschrittes mit dem Primérantikorper,
Positivkontrolle durch Farbung von HaCaT-Zellen. Die konfokale Laser-Scanning-Mikros-
kopie wird mit einem Axiovert 35 [Carl Zeiss, Oberkochen] gemédll Herstelleranweisungen
durchgefiihrt, welche eine Falschfarbendarstellung liefert. Diese Darstellungsweise zeigt stei-
gende Konzentrationen durch verschiedene Farben an — von Blau (geringste) nach Rot (hdchste

Konzentration).
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2.4 Proteinisolierung und -reinigung

2.4.1 Klinische Daten zur Aszitesfliissigkeit

Die Untersuchungen der Proteinmengen erfolgten in Aszitesfliissigkeiten eines Kollektivs von
30 Patientinnen mit fortgeschrittenem Ovarialkarzinom (davon eine im Stadium FIGO Illa,
eine im Stadium FIGO IIIb, 17 im Stadium FIGO Illc und elf im Stadium FIGO IV), die in
der Frauenklinik der TU Miinchen, Abteilung fiir Geburtshilfe und Gynékologie, behandelt
wurden. Alle Patientinnen wiesen zum Zeitpunkt der Diagnose mehr als 500 ml Aszitesfliissig-
keit auf. Die Therapie fiir alle Patientinnen mit invasivem Eierstockkrebs bestand aus einem
chirurgischen Eingriff zum Zwecke der kompletten Resektion des Tumors, gefolgt von einer
Chemotherapie mit Platin-Verbindungen und/oder mit Paclitaxel. Das mediane Alter betrug
64 Jahre, wobei sich der Altersbereich von 32 bis 83 Jahre erstreckte. 18 Patientinnen starben
an der Krankheit innerhalb des Beobachtungszeitraums, bei den verbleibenden zwolf wurde
der Krankheitsverlauf sechs bis 69 Monate (Median 20,5 Monate) verfolgt. Nach Abschlufl
der Operation waren in fiinf Féllen keine makroskopisch sichtbaren Resttumore vorhanden,
bei den 25 anderen Patientinnen waren sie vorhanden. Die histopathologische Untersuchung
des Tumorgewebes ergab bei 26 Patientinnen einen papillar serosen Tumor, bei einer Patien-
tin einen muzindsen Tumor, bei einer einen endometroiden Tumor und bei zwei Patientinnen
einen Miillerschen Mischtumor des Ovars (Karzinomsarkom). Acht Tumore wurden dem Dif-
ferenzierungsgrad 1 oder 2 zugeordnet, wihrend der Grad 3 oder 4 auf 22 Tumore zutraf. Die
Aszitestliissigkeit wurde wéhrend der Operation erhalten. Als Kontrolle diente Aszitesfliissig-

keit zweier Patientinnen mit Leberzirrhose.
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2.4.2 Affinititschromatographie mit MaxiSorp-Granulat

Von der Nunc GmbH (Wiesbaden) wurde ein Granulat als Prototyp zur Verfiigung gestellt,
das Proteine unspezifisch binden kann. Dabei handelt es sich um mit MaxiSorp beschichtete,
zylinderférmige Teilchen mit einer Oberfldche von jeweils etwa 0,4 cm?. Thre Bindungseigen-
schaften basieren auf den gleichen nicht-kovalenten Wechselwirkungen, wie sie auch bei den

im ELISA eingesetzten Mikrotiterplatten vorhanden sind.

Etwa 150 ml des MaxiSorp-Granulats werden mit einer Losung, die 8 pg/ml des monoklona-
len Maus-Anti-MMP-13-Antikorpers IVD128 [BioCheck, Miinster] in Carbonatpuffer (1,6%
Na,COs; 2,9% NaHCOs; pH 9,6) enthilt, tiber Nacht bei 4°C inkubiert. Es folgt bei 37°C eine
90-miniitige Inkubation mit PBST-Puffer (180 mM Na,HPO4/NaH,PO,; pH 7,4; 0,15 M NacCl,;
0,05% Tween-20), der 2% RSA [PAA Laboratories, Linz, Osterreich] enthilt. Nach viermali-
gem Waschen mit PBST-Puffer erfolgt eine Inkubation im Batch-Verfahren mit 200 ml MMP-
13-haltiger Losung (Stammlosung verschiedener Konzentrationen bzw. bei 2.000 g fiir 10 min
zentrifugierte Aszitesfliissigkeit) fiir 120 Minuten bei 4°C. Es wird erneut viermal mit PBST-
Puffer gewaschen und die Antigen-Antikorper-Bindung durch Inkubation mit Glycin-Puffer
(0,2 M Glycin/HCI; pH 2,7) fiir drei Minuten bei Raumtemperatur gelost. Das MMP-13-halti-
ge Eluat wird direkt mit der fiinffachen Menge PBST-Puffer neutralisiert und anschlieBend
durch Ultrafiltration (AusschluBgrenze M = 10 kDa) bei 4°C konzentriert (s. Abs. 2.4.4).

2.4.3 Affinitatschromatographie mit einem Hydroxamat-Inhibitor

Im Gegensatz zur gezielten Isolierung der MMP-13 mittels an MaxiSorp-Granulat gebunde-
nen spezifischen Antikorpern (s. Abs. 2.4.2) wird bei diesem Batch-Verfahren Sdulenmaterial,
das mit einem Hydroxamat-Inhibitor [Bachem, Heidelberg] gekoppelt ist, zur Isolierung ver-
schiedener MMPs aus Gewebefliissigkeiten angewandt (Moore & Spilburg, 1986). Dazu ver-
mischt man gleiche Teile von Sdulenmaterial mit Gewebefliissigkeit und vortext [Vortex-
Genie, Bender-Hobein AG, Ziirich, Schweiz] 30 Minuten bei 4°C. Der Uberstand wird abge-
nommen und das Séulenmaterial fiinfmal mit Hydroxamat-Puffer (50 mM Tris/HCI; pH 7,5;

1 mM CaCl,; 0,2 mM ZnCl,) gewaschen. Dann wird das Sdulenmaterial mit dem gleichen
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Volumen Hydroxamat-Puffer (versetzt mit 1 M NaCl) fiir 15 Minuten bei 4°C unter Vortexen
inkubiert. Der Uberstand wird abgenommen, wihrend man das Siulenmaterial dreimal mit
Hydroxamat-Puffer wischt und mit Regenerierungs-Puffer (50 mM EDTA/NaOH; pH 7.5;
0,5 M NaCl) regeneriert.

2.4.4 Ultrafiltration

Unter gleichbleibenden Pufferbedingungen werden geldste Proteine konzentriert, indem die
Proteinlosung bei 4°C durch einen Stickstoffiiberdruck von 3 bar {iber eine asymmetrische
Membran [Amicon, Beverly, USA] filtriert wird. Alternativ werden geringe Volumina einer
Proteinldsung in einer Zentrifuge bei 1.000 g mittels Centricons [Amicon, Beverly, USA] kon-
zentriert. Bei beiden Verfahren richtet sich die Wahl der Ausschlulgrenzen nach der GroBe

des aufzuarbeitenden Proteins.

2.4.5 Ionenaustauschchromatographie

Das Saulenmaterial Q-Sepharose [Pharmacia, Freiburg] wird gemal3 der Herstelleranweisung
mit 0,3 M HCI regeneriert und anschlieBend einmal mit Puffer B (50 mM Tris/HCI; pH 8,5;
6 M Harnstoff; 1,0 M NaCl; 50 mM B-Mercaptoethanol), dann dreimal mit Puffer A (50 mM
Tris/HCI; pH 8,5; 6 M Harnstoff; 50 mM [B-Mercaptoethanol) gewaschen. Die bei der MMP-
13-Expression isolierten und resuspendierten Inclusion-Bodies (s. Abs. 2.1.3) werden 1 : 4 mit
Puffer A verdiinnt und zur Inkubation des Sdulenmaterials unter Schiitteln bei 4°C {iber Nacht
verwendet. Das inkubierte Material wird in den Sdulenkdrper gefiillt und mit dem dreifachen
Volumen an Puffer A gespiilt. Die gebundenen Proteine werden durch steigende Salzkonzen-
tration (von 100% Puffer A bis 100% Puffer B) mit einem definierten Stufengradienten (0,5
ml/min; alle 90 min 5 Prozentpunkte weniger Puffer A und mehr Puffer B) vom Sidulenmate-
rial eluiert [Pump-1, GradiFrac, Pharmacia, Freiburg]. Das Eluat wird fraktioniert (je 10 ml)
gesammelt [2211 Superrac, LKB, Miinchen].
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2.4.6 Gelfiltration

Das Sdulenmaterial Sephacryl S-100 [Pharmacia, Freiburg] wird gemal3 der Herstelleranwei-
sung regeneriert, mit S-100-Puffer (20 mM Tris/HCI; pH 7,5; 0,5 M NaCl; 5 mM CaCl,) drei-
mal gewaschen und in eine Chromatographiesdule (1 m Lange, 6 cm Durchmesser) gefiillt.
Man trigt 10 ml Proteinlésung auf die dquilibrierte Sdule und fiihrt die Gelfiltration bei 4°C
und 0,5 ml/min durch [Pump-1, GradiFrac, Pharmacia, Freiburg]. Das Eluat wird fraktioniert

(je 10 ml) gesammelt [2211 Superrac, LKB, Miinchen].

2.4.7 Reversed-Phase-HPLC

Die Reversed-Phase-HPLC wird mit einer hydrophoben RP-C18-Sdule [T.J. Baker, Phillips-
burg, USA] gemél der Herstelleranweisung durchgefiihrt. Die Substanzen werden in HPLC-
Puffer A (0,1% Trifluoressigsdure) auf die Sdule gebracht und durch einen linearen Gradienten
bis zu 100% HPLC-Puffer B (0,09% Trifluoressigsdure; 80% Acetonitril) eluiert [LaChrome,
UV-Detektor L-7400, Merck-Hitachi]. Die Elutionsbedingungen miissen bei jeder Anwendung

optimiert werden.
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2.5 Enzymaktivitit

2.5.1 Aktivierung mit Quecksilber(II)-chlorid

Zur Aktivierung der latenten katalytischen Doméine der MMP-13 (Leu'-Gly***) wird das Pro-
tein in gewiinschter Konzentration fiir zwei Stunden mit 5 mM HgCl, in Aktivierungs-Puffer

(50 mM Tris/HCIL; pH 7,5; 300 mM NaCl; 5 mM CaCl,; 0,5 mM ZnCl,) inkubiert.

2.5.2 Zymographie

Zur Herstellung des Substratgels werden 12 mg Gelatin in 7 ml Gelpuftfer (1 M Tris/HCI; pH
9.4; 0,5% SDS; 0,25% TEMED) in der Wérme (etwa 60°C) geldst. Nach dem Abkiihlen der
Losung fiihrt man eine Gelelektrophorese (s. Abs. 2.3.1) durch, jedoch ohne die Proben auf
100°C zu erhitzen und ohne -Mercaptoethanol und Harnstoff zuzusetzen. Stattdessen werden
die Proben mit Zymogramm-Puffer (40 mM Tris/HCI; pH 6,8; 5% SDS; 0,03% BPB; 20%
Glycerin) versetzt. Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine wird das Gel eine
Stunde in einer 2,5%-igen Losung von Triton X-100 [Sigma, Tauftkirchen] inkubiert. Es wird
dreimal fiir jeweils eine Minute gewaschen. Dann erfolgt eine Inkubation {iber Nacht bei 37°C
in Faltungpuffer (20 mM Tris/HCI; pH 7,5; 0,5 M NaCl; 5 mM CaCly; 0,5 mM ZnCl,). Nach
zweimaligem Waschen fiir jeweils drei Minuten erfolgt die Farbung mit Coomassie Brilliant

Blue R250 [Serva, Heidelberg] (s. Abs. 2.3.1).
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2.5.3 Aktivititstest mit dem Mca-Peptid

Zur Untersuchung der MMP-Aktivitidt wird das synthetische Substrat (7-Methoxycoumarin-
4-yl)-acetyl-Pro-Leu-Gly-Leu-(3-[2,4-dinitrophenyl]-L-2,3-diaminopropionyl)-Ala-Arg-NH,,
das sog. Mca-Peptid [Calbiochem, Bad Soden], verwendet, dessen Gly-Leu-Bindung durch
verschiedene MMPs gespalten wird (Knight et al., 1992). Die Messung erfolgt mit dem Fluo-
reszenzphotometer LS 50 B [Perkin Elmer, Uberlingen] bei einer Anregungswellenlinge von
328 nm. Die Enzymaktivitdt wird durch die Zunahme der Intensitdt der Emissionswellenlénge
von 398 nm {iiber einen Zeitraum von 90 Sekunden nachgewiesen. Enzymkonzentrationen
werden im nanomolaren, Substratkonzentrationen im mikromolaren Bereich eingesetzt. Die
erhaltenen relativen Fluoreszenzwerte werden durch Aufnahme einer Eichgeraden mit Mca-
Pro-Leu-NH; in absolute Substratkonzentrationen umgerechnet. Die Messungen werden im
Mca-Puffer (25 mM Tris/HCI; pH 7,0; 100 mM NaCl; 5 mM CaCly; 0,1 mM ZnCl,) bei 25°C
durchgefiihrt.

2.5.4 Spezifische Aktivitits-Assays

Sowohl die Bestimmung der MMP-1- und MMP-2-Aktivitit in den Fibroblasten-Uberstéinden
als auch die MMP-13-Aktivitét in Aszitesfliissigkeit wird durch spezifische Aktivitéits-Assays
fir MMP-1, MMP-2 bzw. MMP-13 [BioTrak, Amersham Pharmacia, Freiburg] geméal3 den
Herstelleranweisungen bestimmt. Dazu werden die zu untersuchenden Losungen bei 2.000 g
fiir 10 Minuten bei 4°C zentrifugiert, um einen klaren Uberstand zu erhalten. In Analogie zu
einem ELISA bindet der Test im ersten Schritt spezifisch MMP-1, MMP-2 bzw. MMP-13.
Durch die jeweilige aktive MMP wird die in dem Test verwendete Proform eines Enzyms
(Urokinase) aktiviert, was zur Spaltung eines spezifischen chromogenen Peptid-Substrats fiihrt
(Verheijen et al., 1997). Zur Detektion des freigesetzten Chromophors wird die Absorption
bei 405 nm mit dem Spectrafluor Plus-Reader [Tecan, Crailsheim] gemessen und mit der dazu-
gehorigen Software X-Fluor [Tecan] ausgewertet. Statistische Analysen werden mit dem Soft-
ware-Paket SPSS [Version 8.0, SPSS, Chicago, USA] sowie dem Software-Programm S-Plus
[MathSoft 98, MathSoft Engineering & Education, Seattle, USA] durchgefiihrt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Expression der katalytischen Doméane der MMP-13

3.1.1 Expression in E.coli

Die Proform der katalytischen Doméne der MMP-13 (Leu'-Gly***) wurde nach einem in der
Biochemie I (AG Tschesche) der Universitdt Bielefeld etablierten Verfahren (Oberpichler,
1999) in E.coli exprimiert. Ausgangspunkt waren Tiefkiihlkulturen entsprechender transfor-
mierter Bakterien mit Antibiotikaresistenz. Die Expressionskontrolle (s. Abb. 3.1) durch SDS-
PAGE zeigte die mit der Expressionsdauer zunehmende Bande der MMP-13 bei etwa 30 kDa,

die bereits drei Stunden nach der Induzierung mit IPTG ihr Maximum erreichte.

1 2 3 4 5
67 kDa -
43kDa| -
g
30kDa | s e ! 5
21 kDa
14 kDa |

Abb. 3.1: Gelelektrophorese zur Kontrolle der MMP-13-Expression
1: LMW-Marker 2-5: Expression nach 1, 2, 3 bzw. 4 h
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3.1.2 Renaturierung und Reinigung

Die aufgearbeiteten Inclusion-Bodies wurden zunédchst durch lonenaustauschchromatographie
mit Q-Sepharose gereinigt, wobei mit einem Stufengradienten von 0 bis 1.000 mM NacCl elu-

iert wurde (s. Abb. 3.2).

NaCl [mM]

OD (280 nm) B I;)(?(())
4— L 800
— L 700
3— L 600
— L 500
2— L 400
— L 300
- L 200
| — 100
0 ||||w||‘1||,|\|||y“

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 Fraktionen

Abb. 3.2: Elutionsprofil der Ionenaustauschchromatographie
An Q-Sepharose gebundene MMP-13 aus IB-Aufschlull wurde mit NaCl eluiert.

Die lonenaustauschchromatographie lieferte drei deutlich voneinander getrennte Proteinfrak-
tionen. Wie sich durch SDS-PAGE (s. Abb. 3.3) zeigte, wurde die MMP-13 (Leu'-Gly**®) bei
einer Salzkonzentration von 350-400 mM NaCl eluiert, was der mittleren, grolen Fraktion ent-
spricht. Neben der Proform (30 kDa) erkennt man im Gel noch einige Verunreinigungen. Als
zusitzliche Kontrolle fiir die routineméBige Expression diente eine Leitfahigkeitsmessung der
einzelnen Fraktionen, mit deren Hilfe die Elution der MMP-13 im Bereich von 5,0 bis 6,5 mS

verfolgt werden konnte.
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94 kDa
67 kDa
43 kDa  —

- Proform
30kDa | v _— der MMP-13
21 kDa - aktive

MMP-13
14kDa | e
Abb. 3.3: Gelelektrophorese verschiedener Fraktionen der Ionenaustausch-

Chromatographie zur Reinigung der MMP-13
1: LMW-Marker 2: leer 3-9: Fraktionen 5, 10, 20, 30, 33, 36 bzw. 40

Vor einer weiteren Reinigung des Proteins mittels Gelfiltration wurde die MMP-13 zunéchst
durch Dialyse renaturiert, wobei ein Teil des Proteins (ca. 30%) aufgrund von Fehlfaltung und
Proteinaggregat-Bildung verlorenging. Die Funktionalitdt der exprimierten katalytischen Do-
méne der MMP-13 wurde nach Aktivierung mit HgCl, sowohl mit dem Mca-Peptid als auch
mit dem Aktivitits-Assay bestétigt. Im letztgenannten Test wurde fiir die eingesetzte latente
MMP-13 (Leu'-Gly**) bei einer Konzentration von 30 ng/ml (1,0 nM) nach Aktivierung ein
Wert von 0,7 pmol/ml aktiver MMP-13 erhalten. Durch die Aktivierung mit HgCl, wurden

also etwa 70% des inaktiven Enzyms in die aktive Form iibergefiihrt.

Die anschlieende Gelfiltrationschromatographie mit Sephacryl S-100 diente der vollstaindigen
Reinigung der exprimierten MMP-13. Die hohe Trennleistung der Gelfiltration zeigte sich bei
einer Gelelektrophorese der entsprechenden vereinigten Fraktionen mit anschlieBender Silber-
farbung (s. Abb. 3.4). Neben der Bande der latenten Kollagenase-3 (Leu'-Gly**) sind bei der
verwendeten Konzentration keine weiteren Proteine im Gel erkennbar. Es wurden weiterhin
Western-Blots (s. Abb. 3.5) mit mono- und polyklonalen Antikérpern gegen die katalytische
Domine der MMP-13 erstellt. Dabei wurde zusétzlich zur Proform auch die durch HgCl, akti-
vierte MMP-13 eingesetzt und detektiert.



3 Ergebnisse Seite 53

Abb. 3.4: Gelelektrophorese der durch Gelfiltration gereinigten MMP-13
1: LMW-Marker
2: vereinigte Fraktionen ohne MMP-13
3-4:  vereinigte Fraktionen mit geringer bzw. hoher MMP-13-Konzentration

94 kDa
67 kDa

43 kDa

30 kDa

21 kDa

Abb. 3.5: Western-Blot der durch Gelfiltration gereinigten MMP-13 mit
polyklonalen (1-4) und monoklonalen (5-8) Antikérpern
1/5:  katalytische Domine der MMP-13, latente Form (500 ng)
2/6:  katalytische Domine der MMP-13, latente Form (5 pg)
3/7:  katalytische Doméane der MMP-13, aktiviert mit HgCl, (500 ng)
4/8:  katalytische Domadne der MMP-13, aktiviert mit HgCl, (5 pg)
9: LMW-Marker
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Durch N-terminale Sequenzierung konnte das abschlieBend mittels HPLC-Chromatographie
gereinigte Protein als Proform der katalytischen Doméne der MMP-13 (Leu'-Gly***) anhand
der ersten 15 Aminosduren identifiziert werden, da diese Sequenz mit der in der Literatur be-

schriebenen (Freije et al., 1994) vollstindig libereinstimmte:

HN-L-P-L-P-S-G-G-D-E-D-D-L-S-E-E-



3 Ergebnisse Seite 55

3.2 Entwicklung und Anwendung eines MMP-13-ELISAs

3.2.1 Entwicklung des ELISAs

Nach Abschlufl zahlreicher Tests, in denen Bindungseigenschaften, Antikorper-Konjugate,
Inkubationszeiten und mehrere andere ELISA-spezifische Parameter in kompetitiven sowie in
Sandwich-Systemen untersucht wurden, erwies sich der beschriebene MMP-13-ELISA (s.
Abs. 2.3.6, S. 41) fir die im folgenden aufgefiihrten Anwendungen aufgrund seiner hohen
Sensitivitdt und Reproduzierbarkeit als am besten geeignet. Er basierte auf dem Sandwich-
System mit einem monoklonalen Maus-Antikorper als Primérantikdrper sowie einem polyklo-
nalen Kaninchen-Antikorper als Sekundirantikorper, die beide gegen die Proform der kataly-
tischen Doméne der MMP-13 (Leu'-Gly**®) gerichtet sind. Ein mit Peroxidase konjugierter
Ziege-anti-Kaninchen-Antikorper detektierte den Kaninchen-Antikérper und setzte das Sub-
strat TMB um, so dal} die entsprechende Konzentration durch Absorptionsmessung bei 450
nm bestimmt wurde. Bei Verwendung der katalytischen Domine der MMP-13 als Standard
mit einer Konzentration von 0 bis 100 ng/ml erhielt man eine Standardkurve (s. Abb. 3.6), die

den ELISA-typischen sigmoiden Verlauf aufwies.

oD MMP-13-ELISA

3,0 —

1,8 —

1,2 —

0,6 —
Konz. [ng/ml]

0,0 = T I
0,01 0,10 1,00 10,00 100,00

Abb. 3.6: Standardkurve des MMP-13-ELISAs
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Der entwickelte MMP-13-ELISA erkennt sowohl die aktive als auch die Proform der Kolla-
genase-3. Der ideale MefBbereich liegt im linearen Bereich von 2 bis 32 ng/ml, die Sensitivi-
tatsgrenze bei 0,5 ng/ml. Die Kreuzreaktivitdt mit anderen MMPs ist mit weniger als 3% fiir

alle getesteten MMPs (MMP-1, -2, -8, -9, -12 und -14) sehr gering.

3.2.2 Qualitétstests

Zur Untersuchung der Reproduzierbarkeit des MMP-13-ELISAs wurden einige Tests durch-
gefiihrt. Dabei handelte es sich einerseits um standardméfBige Verfahren zur Priifung der
Reproduzierbarkeit des ELISAs (z.B. Intra- und Inter-Assays), andererseits um Qualitétstests,
die speziellen Fragestellungen nachgehen, wie etwa dem EinfluB der Dauer des Probenauf-

trags (und dadurch unterschiedliche Inkubationszeiten) auf das MeBergebnis (Hantke, 2002).

Fiir den Intra-Assay wurden zehn Spalten einer ELISA-Platte mit MMP-13 in den Konzentra-
tionen von 2 bis 32 ng/ml inkubiert und gemessen, also wie eine zehnfache Standardauftra-
gung. Analog wurden fiir den Inter-Assay auf zehn verschiedenen ELISA-Platten zu verschie-
denen Zeitpunkten in jeweils einer Spalte die gleichen MMP-13-Konzentrationen aufgetragen
und anschlieBend gemessen. Dabei ergaben sich Standardabweichungen von 5-12% fiir den
Intra-Assay und von 17-25% fiir den Inter-Assay, in Abhédngigkeit von der verwendeten Kon-
zentration (2 bis 32 ng/ml). Ein weiteres Qualititsmerkmal eines ELISAs ist die Recovery-
Rate. Dabei wird untersucht, wieviel Prozent des entsprechenden Antigens, das verschiedenen
Losungen unterschiedlicher Zusammensetzung zugesetzt wurde, durch den ELISA detektiert
werden. Die Recovery-Rate der zugesetzten MMP-13 sowohl in serumfreiem Medium als auch
in Aszitesfliissigkeit einer Patientin mit Leberzirrhose wurde mit diesem ELISA fiinffach be-

stimmt und lag jedesmal zwischen 85 und 105%.

Neben diesen beiden standardmiBigen Untersuchungen zur Reproduzierbarkeit eines ELISAs
wurde weiterhin der Einflul der Fiillhohe der ELISA-Wells untersucht. Es sollte die Frage
geklart werden, inwieweit Abweichungen beim Befiillen der Wells, und damit die MMP-13-

Absolutmenge und nicht die Konzentration, fiir das MefBlergebnis entscheidend sind. Dazu
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wurde ein ELISA mit unterschiedlichen Fiillhohen des MMP-13-Standards von 50 bis 150ul
durchgefiihrt (s. Abb. 3.7), wobei die Fiillhohe gemal der Protokollvorschrift 100 pl betragt
(s. Abs. 2.3.6, S. 41). Diese Messung erfolgte fiir zwei verschiedene MMP-13-Konzentrationen
(3 und 10 ng/ml) jeweils in Vierfach-Bestimmung. Man erkennt deutlich einen Zusammen-
hang zwischen der gemessenen Absorption und der Fiillhohe der Wells, der in grober Néhe-

rung linear ist.

oD — 10 ng/ml — 3 ng/ml ‘

2,0

1,6 /
1’4 /

12 +=—
1,0 A

08 /
0,6

0;4 k"-";_’/

0,2

0,0 T T T T T T T T T U T T T T
50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 Fiillhohe [pul]

Abb. 3.7: Abhiingigkeit der optischen Dichte von der Fiillhohe der Wells des
MMP-13-ELISAs

Abschlielend sollte der Zeitfaktor beim Probenauftrag untersucht werden. Dabei ging es um
die Fragestellung, wie groB3 der EinfluB von Zeitverzogerungen beim Auftragen der Proben
und damit unterschiedlichen Inkubationszeiten ist. Dazu wurden fiir verschiedene Konzentra-
tionen (zwischen 0 und 100 ng/ml) ELISAs in Vierfach-Bestimmung so durchgefiihrt, daf3
nach dem letzten Waschschritt die Proben sofort und dann in Abstdnden von jeweils fiinf
Minuten (bis zu 90 Minuten nach dem Waschen) aufgetragen wurden. Als Ergebnis zeigte
sich, dal — mit Ausnahme der MMP-13-freien Blindprobe — die gemessene OD bei allen Kon-
zentrationen bereits nach fiinf Minuten um knapp 3% zuriickgeht. Nach 90 Minuten macht
dieser Riickgang dann sogar iiber 40% aus, d.h. die Absorption hat sich annidhernd halbiert (s.
Abb. 3.8). Diese zeitliche Abnahme der OD-Werte scheint unabhingig von der Konzentration

Zu sein.
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Abb. 3.8: Abhingigkeit der optischen Dichte von der Dauer des Probenauftrags
beim MMP-13-ELISA

3.2.3 ELISA-Messungen bei verschiedenen pathophysiologischen Prozessen

Der entwickelte MMP-13-ELISA wurde zur Bestimmung der Konzentration dieser Protease
in Gewebe bzw. Gewebefliissigkeiten bei verschiedenen pathophysiologischen Prozessen ein-
gesetzt. Wahrend MMP-13 von UV-bestrahlten Fibroblasten unter den gewéhlten Versuchs-
bedingungen nicht exprimiert wurde (s. Abs. 3.6.6), konnte mit dem ELISA die Konzentration
der Kollagenase-3 in einem Kollektiv von Brusttumorgewebe (St. Vincent's Hospital, Dublin,
Irland) bestimmt werden. In diesem Fall wurde jedoch keine Korrelation der verschiedenen
Patientinnen- bzw. Tumoreigenschaften (Alter, Gesamtiiberleben, uPA/PAI-1-Konzentration,
Grad des Tumors, usw.) mit der vorhandenen MMP-13-Menge festgestellt, weshalb die Mel3-

werte im folgenden nicht explizit aufgefiihrt sind.
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Untersuchungen der MMP-13-Konzentration in Aszitesfliissigkeit von Patientinnen mit fort-
geschrittenem Ovarialkarzinom (Klinische Forschergruppe, Frauenklinik der TU Miinchen,
Miinchen) legten die Vermutung nahe, daB3 ein Zusammenhang zwischen der Konzentration
dieser Protease in der Aszitesfliissigkeit und der Uberlebenszeit der Patientinnen besteht (s.
Abs. 3.3.2). Weiterhin wurde bei einer Untersuchung von aseptischen Hiiftprothesenlockerun-
gen (Klinik und Poliklinik fiir Orthopéddie und Sportorthopidie, Abteilung fiir Orthopédische
Chirurgie, TU Miinchen, Miinchen) durch Einsatz des MMP-13-ELISAs ein Zusammenhang
zwischen dem Krankheitsbild und der Konzentration dieses Enzyms in prothesenahem Gewe-

be nachgewiesen (s. Abs. 3.5).



3 Ergebnisse Seite 60

3.3 MMPs und TIMPs in Aszitesfliissigkeit — Korrelation mit dem

Kklinischen Verlauf beim Ovarialkarzinom

Die Untersuchung der Proteinmengen erfolgte in Aszitesfliissigkeiten eines Kollektivs von 30
Patientinnen mit fortgeschrittenem Ovarialkarzinom (davon eine im Stadium FIGO Illa, eine
im Stadium FIGO IIIb, 17 im Stadium FIGO IlIIc und elf im Stadium FIGO 1V), die in der
Frauenklinik der TU Miinchen, Abteilung fiir Geburtshilfe und Gynikologie, behandelt wur-
den. Alle weiteren klinischen Daten sind im Methodenteil dieser Arbeit (s. Abs. 2.4.1, S. 44)
aufgefiihrt.

3.3.1 Bestimmung von MMPs und TIMPs in Aszitesfliissigkeit
Als ein erster Test der proteolytischen Aktivitdt wurde von einigen Aszitesfliissigkeiten eine
Gelatin-Zymographie durchgefiihrt. Fiir alle getesteten Proben zeigte sich in etwa das gleiche

Bandenmuster (s. Abb. 3.9): zwei deutliche Banden bei etwa 60 bzw. 90 kDa, von denen sich

die erstgenannte nach der Affinitdtschromatographie (Hydroxamat-Inhibitor) verstirkt hatte.

94 kDa

67 kDa

43 kDa

30 kDa

Abb. 3.9: Zymogramm der Aszitesfliissigkeit vor (3) und nach (4) der Affinitits-
Chromatographie mit Hydroxamat-Inhibitor
(1: LMW-Marker 2: fetales Kélberserum)



3 Ergebnisse Seite 61

FIGO III |]MMP-1MMP-2| akt. -2 | MMP-8 MMP-9| akt. -9 MMP-13|akt. -13  TIMP-1{TIMP-2|Protein
Aszites-Nr.| [ng/ml] | [ng/ml] | [ng/ml]| [ng/ml] | [ng/ml] |[ng/ml]| [ng/ml] | [ng/ml] | [ng/ml] | [ng/ml] |[mg/ml]
26024 8,2 2660 0,3 1350 0,9 0,0 0,0 0,0 1160 93 18,3
27231 4,9 3815 0,5 2095 1,8 0,0 6,1 0,6 1450 134 24,5
27288 8,9 3295 0,4 1690 2,0 0,0 0,5 0,6 1780 118 21,1
27459 6,4 1815 0,4 1550 1,5 0,0 1,7 0,8 1360 273 27,6
27492 5,0 2530 0,5 965 1,1 0,6 0,0 0,0 2840 101 28,8

27958 6,6 2890 0,4 1690 2,1 0,4 3,3 1,0 2230 130 22,8
27968 7,0 3155 0,3 2105 1,2 0,0 11,3 0,0 1340 82 26,0
27992 6,1 2950 0,3 2355 6,5 0,4 3,1 0,0 1270 127 29,0

28514 11,0 | 5575 0,5 1390 3,2 0,0 0,5 0,3 2790 249 18,5
28541 19,3 | 4925 1,1 1265 1,4 0,0 1,6 0,7 1720 235 25,7
28542 5,7 3560 0,5 2365 2,3 0,0 4,8 1,8 1520 142 20,9
28662 7,5 4175 0,4 8500 1,1 0,0 1,4 0,9 4180 57 27,1
28758 6,8 4085 0,2 3415 3,5 0,0 37,4 1,1 3330 189 18,0
28868 27,9 | 4240 0,4 2270 6,5 0,0 1,1 0,4 3410 146 25,8
29065 9,7 7505 0,3 2450 1,0 0,0 1,8 1,3 3780 96 27,8
29192 16,2 | 7480 0,4 2305 1,0 0,0 5,2 0,6 1800 231 29,1
29198 19,1 2575 0,4 5870 | 125,0 1,0 35,5 2,2 4530 224 16,9
29235 10,1 2345 0,7 6450 | 31,1 0,0 1,5 1,2 3450 266 11,0
29250 4,1 3640 0,4 2650 1,7 0,0 1,5 1,9 1490 88 16,8
Mittelwert| 10,4 | 3865 0,4 2782 | 10,7 0,1 6,5 0,8 2441 161 23,7
Std.-Abw. | 6,3 1623 0,2 2050 | 294 0,3 11,2 0,6 1107 69 4,9

FIGO IV |MMP-1MMP-2| akt. -2 [ MMP-8 MMP-9| akt. -9 MMP-13|akt. -13 [ TIMP-1|TIMP-2|Protein
Aszites-Nr.| [ng/ml] | [ng/ml] | [ng/ml]| [ng/ml] | [ng/ml] |[ng/ml]| [ng/ml] | [ng/ml] | [ng/ml] | [ng/ml] |[mg/ml]
27013 17,3 | 2990 0,3 5790 | 41,5 1,2 3,7 0,7 4640 163 31,5
27563 18,8 | 7160 0,2 2010 0,9 0,0 19,9 1,0 4760 60 30,1
27603 46,5 | 3025 0,2 4650 6,8 0,0 13,9 0,9 6420 115 26,6
27692 9,1 7010 1,1 1335 1,2 0,3 3,5 0,9 2590 57 29,8
27822 15,6 | 5535 0,3 3535 4,9 0,0 0,7 0,3 4980 204 18,4
27903 11,2 | 4895 0,2 2125 2,5 0,0 55,8 1,3 5850 185 17,5
27940 21,6 | 6250 0,3 3650 5,8 0,4 28,8 1,4 3830 220 33,6

28028 8,8 3955 0,4 4410 6,0 0,5 1,4 1,1 4240 145 33,1
28158 30,3 | 2270 0,5 6250 19,3 0,4 12,8 3,2 2600 271 17,9
28196 5,3 2205 0,4 1990 2,4 0,3 2,8 1,3 1830 210 20,2
28676 12,4 | 5665 0,3 5860 8,2 0,0 1,7 1,2 4500 196 24,6

Mittelwert| 17,9 | 4633 | 04 | 3782 | 9,0 | 03 | 13,2 1,0 | 4204 | 166 | 28,2
Std.-Abw. | 11,8 | 1839 | 03 | 1754 | 11,9 | 04 | 168 03 | 1406 | 67 4.4

Tab. 3.1: MMP- und TIMP-Konzentrationen in Aszitesfliissigkeit von Patientinnen
mit fortgeschrittenem Ovarialkarzinom, gemessen mittels Aktivitits-Assays,
ELISAs bzw. BCA-Test (Gesamtproteingehalt)
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In der Aszitesfliissigkeit aller 30 Patientinnen wurden mittels ELISAs, Aktivitdts-Assays und
BCA-Test die Konzentration von MMP-1, MMP-2, MMP-8, MMP-9, MMP-13, TIMP-1 und
TIMP-2 sowie der Gesamtproteingehalt bestimmt (s. Tab. 3.1). Alle Konzentrationen wurden

auf den Gesamtproteingehalt bezogen und sind daher im folgenden in ng/mg angegeben.

3.3.2 Korrelation mit den klinischen Daten

Mogliche Korrelationen zwischen verschiedenen MMPs/TIMPs sowie jene zwischen MMPs/
TIMPs und klinischen Faktoren (Alter der Patientinnen, FIGO-Stadium, Differenzierungsgrad
und GroBe des Tumors, PAI-1/uPA-Werte usw.) wurden mit dem Korrelationskoeftfizienten
nach Spearman (Zou et al., 2003) untersucht. Nimmt dieser einen Wert zwischen 0 und +1 an,
so zeigt das einen gleichsinnigen Zusammenhang an (je hoher die Werte der einen Variable,
desto hoher auch die Werte der anderen Variable). Die MMP-8-Konzentration korreliert posi-
tiv mit der Menge der MMP-9 (p = 0,045; Spearman-Koeffizient: 0,679). Weiterhin ergaben
sich Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen der Menge an aktiver MMP-2 und dem
Differenzierungsgrad des Tumors (p = 0,072; Spearman-Koeffizient: 0,489), d.h. je hoher die
Konzentration des aktiven Enzyms, desto hoher der Grad (1 bis 4) der Differenzierung. Eben-
so scheint ein Zusammenhang zwischen der TIMP-1-Konzentration und den Gesamtmengen

an MMP-1 (Spearman-Koeffizient: 0,580), MMP-8 (0,525) und MMP-9 (0,521) zu bestehen.

Die MMP-13-Proteinmengen in den Aszitesfliissigkeiten beliefen sich auf 0-2,08 ng/mg
Gesamtprotein fiir FIGO III (Median 0,38) bzw. auf 0,04-3,18 ng/mg fiir FIGO IV (Median
0,73). Der Median beider Stadien betrug 0,50 ng/mg. Fiir die aktive MMP-13 lagen die
entsprechenden Werte bei 0-0,13 ng/mg fiir FIGO III (Median 0,04) bzw. bei 0,02-0,16 ng/mg
fiir FIGO IV (Median 0,09), wihrend sich der Median beider Stadien auf 0,07 ng/mg belief.
Die mediane Nachverfolgungszeit flir die Patientinnen, die zum Zeitpunkt der Untersuchung
noch lebten, betrug 24 Monate. Der Median von 0,5 ng/mg Gesamtprotein fiir beide Stadien
(FIGO I und IV) wurde als Cut-off-Grenze gewaihlt. In univariaten Analysen wurde eine
erhohte MMP-13-Expression mit dem Gesamtiiberleben bei grenzwertiger Signifikanz (p =
0,065) in Verbindung gebracht. Wie aus einer Kaplan-Meier-Kurve (s. Abb. 3.10) hervorgeht,
haben Patientinnen mit hoher MMP-13-Expression (> 0,5 ng/mg Gesamtprotein) eine mediane
Uberlebenszeit von 20,5 Monaten, verglichen mit 36,5 Monaten fiir jene mit geringer Expres-

sion der Kollagenase-3 (< 0,5 ng/mg Gesamtprotein).
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Abb. 3.10:  Kaplan-Meyer-Kurve der Uberlebenswahrscheinlichkeit von Patientinnen
mit fortgeschrittenem Ovarialkarzinom in Anhéngigkeit von der MMP-13-
Konzentration in Aszitesfliissigkeit (zum Signifikanzniveau von p = 0,065)

3.3.3 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie von Tumorzellen

Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie von MMP-13 in Tumorzellen, die aus Aszitesfliissig-
keit von zwei verschiedenen Patientinnen mit fortgeschrittenem Ovarialkarzinom stammen,
wurde in der Klinischen Forschergruppe der Frauenklinik der TU Miinchen durchgefiihrt (s.
Abb. 3.11, A und B). Die Farbung der Tumorzellmembran ist deutlich sichtbar. Geringe, aber
klar erkennbare Bindung der MMP-13-Antikorper ist ebenso fiir nicht-maligne Zellen vorhan-
den. Als Negativkontrolle diente das Auslassen des Inkubationsschrittes mit dem Priméranti-
korper, wobei keine Farbung auftrat. HaCaT-Zellen dienten als Positivkontrolle (s. Abb. 3.11,

C). Starke zytoplasmatische und Membran-Féarbung ist dabei deutlich zu sehen.
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Abb. 3.11:

Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie von Tumorzellen aus
Aszitesfliissigkeit mit polyklonalen Anti-MMP-13-Antikorpern
Aszitesfliissigkeiten zweier Patientinnen (A und B), HaCaT-Zellen
als Positivkontrolle (C) (Hantke et al., 2003)
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3.4 Isolierung nativer MMP-13 aus Aszitesfliissigkeit

3.4.1 Optimale Bedingungen fiir die Affinititschromatographie

Zur Proteinisolierung stand ein MaxiSorp-beschichtetes Polystyrol-Granulat zur Verfiigung,
dessen Funktionalitit in Vorversuchen ermittelt wurde. Dabei wurde zunéchst untersucht, mit
welcher optimalen Konzentration des monoklonalen MMP-13-Antikoérpers IVD128 das Gra-
nulat beschichtet werden sollte, um eine optimale Antikorper-Sattigung der MaxiSorp-Ober-
fliche zu erreichen. Dazu wurden jeweils gleiche Granulatmengen mit fiinf verschiedenen
Antikorperkonzentrationen zwischen 0,1 und 30 pg/ml beschichtet. Nach Absittigung mit
RSA erfolgte die Detektion der Menge an gebundenem Beschichtungs-Antikorper durch Zu-
gabe eines Peroxidase(HPO)-gekoppelten Anti-Maus-Antikorpers mit anschlieBender TMB-
Farbung. Da jeweils die gleiche Anzahl an Granulat-Teilchen und somit (in etwa) gleiche
Oberflidchen eingesetzt wurden, konnte durch die gemessene Absorption auf die Menge des
HPO-gekoppelten Antikorpers bzw. auf die Menge des an das Granulat gebundenen IVD128-
Antikdrpers geschlossen werden (s. Abb. 3.12). Es zeigte sich, da3 die Menge an gebundenem
Antikorper mit steigender Antikorper-Konzentration in der Beschichtungslosung zunahm. Ab
einem Wert von 10 pg/mL setzte jedoch eine Sittigung der gebundenen Antikdrpermenge ein.
Eine Erhohung der Konzentration dariiber hinaus fiihrte nur zu einer geringen Zunahme der

Antikorperdichte auf der Oberfldche des Granulats.

Um zu klédren, wieviel MMP-13 an das Antikorper-beschichtete Granulat binden kann, wurde
mit 10 ug/mL IVD128 inkubiertes Granulat mit einer Losung der katalytischen MMP-13-
Doméne hoher Konzentration (20 pg/ml) inkubiert. Nach Elution mit einer definierten Menge
Glycin-Puffer wurde fiir die MMP-13-Konzentration des PBST-gepufferten Eluates mit dem
entwickelten ELISA (s. Abs. 3.2.1, S. 55) ein Wert von 11,3 ng/ml bestimmt. Fiir das mit den
Antikorpern beschichtete Granulat ergibt sich daraus eine maximale Bindungskapazitit von

2,5 ng MMP-13 pro cm? Oberfldche.



3 Ergebnisse Seite 66

Beschichtungstest
OD

3,5
3,0
2,5
2,0
1,5 -
1,0
0,5 -
oo+

0 5 10 15 20 25 30
anti-MMP-13 IVD128 [ug/ml]

Abb. 3.12:  Zusammenhang zwischen der Antikorper-Konzentration der Granulat-
Beschichtungslosung und der Anzahl gebundener Sekundiarantikorper
(OD-Messung des HPO-Substratumsatzes)

Durch erneute Inkubation des bereits einmal verwendeten Granulats mit MMP-13, anschlie-
Bende Elution mit Glycin-Puffer und ELISA-Messung wurde bestimmt, inwieweit mit den
monoklonalen Antikorpern beschichtetes Granulat mehrfach zur Isolierung von MMP-13 ein-
gesetzt werden kann. Die Inkubation mit 20 pg/ml fiihrte zu einer MMP-13-Konzentration im
Eluat von 8,1 ng/mL, eine weitere Inkubation des bereits (zweimal) verwendeten Granulats zu
5,5 ng/mL. Es wurden also bei der Wiederverwendung des Granulats, d.h. ohne erneute Inku-
bation mit IVD128-Antikorpern, nur etwa 70% der MMP-13-Menge erhalten, die man mit
neubeschichtetem Granulat isolieren kann. Bei der darauffolgenden, dritten Verwendung lag
die Ausbeute nur bei knapp 50% im Vergleich zum erneut mit Antikorpern beschichteten
Granulat. Somit wurden durch jede erneute Wiederverwendung jeweils etwa 30% weniger

Protein gebunden bzw. isoliert.
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3.4.2 Proteinisolierung aus Aszitesfliissigkeit

Die zuvor ermittelten Bedingungen zur Proteinisolierung mittels MaxiSorp-Granulat (s. Abs.
3.4.1) wurden zur Isolierung nativer Kollagenase-3 aus Aszitesfliissigkeit von Patientinnen
mit Ovarialkarzinom angewandt. Als Ausgangsmaterial diente dabei die Aszitesfliissigkeit
mit der hochsten MMP-13-Konzentration (55,8 ng/ml bzw. 2,54 ng/mg, Patienten-Nr. 27903,
Stadium FIGO IV), was mit Hilfe des entwickelten ELISAs bestimmt wurde (s. Tab. 3.1, S.
61). Mit Hilfe dieser Technik, der Affinitidtschromatographie mit MaxiSorp-Granulat, konnte
native MMP-13 erfolgreich aus Gewebefliissigkeit isoliert werden. Nach Beschichtung des
Granulats mit dem monoklonalen Antikdrper (8 pg/ml), Inkubation mit der Aszitesfliissigkeit
und Elution mit Glycin-Puffer wurde das Eluat durch Ultrafiltration konzentriert. Dieses Ver-
fahren wurde mehrfach wiederholt, um eine fiir weitere Untersuchungen ausreichende Menge
an nativer MMP-13 zu erhalten. Die anschlieBende Identifizierung und Charakterisierung er-

folgte durch Western-Blot und MALDI-TOF Massenspektrometrie (s. Abs. 3.4.3).

3.4.3 Identifizierung des isolierten Proteins

Der Nachweis, dal} es sich bei dem aus der Aszitesfliissigkeit isolierten Protein um MMP-13
handelt, erfolgte u.a. durch Western-Blot mit polyklonalen Antikérpern (s. Abb. 3.13), wobei
die rekombinante katalytische Doméne der MMP-13 (Leu'-Gly**) als Positivkontrolle diente.
Neben der latenten Form (ca. 60 kDa) erkennt man auch die Bande des aktiven Enzyms (ca.
48 kDa). Weiterhin erfolgte eine Charakterisierung der nativen MMP-13 durch MALDI-TOF-
Massenspektrometrie (s. Abb. 3.14). Der Vergleich des erhaltenen Spektrums mit einem theo-
retisch erwarteten MMP-13-Spektrum (NCBInr- Datenbank) bestitigte, dal es sich bei dem
isolierten Protein um humane Kollagenase-3 handelt. Von der verwendeten Mascot-Software
unter Verwendung der NCBInr-Datenbank gelieferte Mowse Score-Werte grof3er als 64 gelten
dabei als signifikant (p < 0,05). Die Mascot-Suche mit dem Spektrum des isolierten Proteins
(Annahmen: Trypsin-Verdau, monoisotopische Massen, keine fehlenden Spaltungen erlaubt,

Massen-Toleranz des Peptids + 0.04 %) ergab einen Wert von 90 (Accession code: 4505209).
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A B

Abb. 3.13:  Western-Blot der rekombinanten katalytischen Domiine der MMP-13 (A)
und der isolierten nativen MMP-13 (B)
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Abb. 3.14: MALDI-TOF-Massenspektrum der aus Aszitesfliissigkeit isolierten MMP-13
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3.5 Erhohter MMP-13-Gehalt bei aseptischer Hiftprothesenlockerung

17 Patienten, die sich aufgrund aseptischer Hiiftprothesenlockerung einer operativen Uberprii-
fung ihres kiinstlichen Hiiftgelenkes unterziehen mufBiten, waren Teil einer Studie der Klinik
und Poliklinik fiir Orthopddie und Sportorthopédie, Abteilung fiir Orthopéddische Chirurgie,
der TU Miinchen (Diehl et al., 2003). Sechs der Patienten waren ménnlich, elf weiblich. Das
mediane Alter betrug 68 Jahre, wobei sich der Altersbereich von 56 bis 83 Jahre erstreckte.

Neben mehreren weiteren, in dem o.g. Institut untersuchten Faktoren (z.B. uPA- und PAI-1-
Konzentration, zementierte bzw. zementfreier Prothese) wurde die MMP-13-Konzentration
mit Hilfe des im Rahmen dieser Arbeit entwickelten ELISA bestimmt, um einen moglichen
EinfluB3 dieser Protease auf die aseptische Ablosung kiinstlicher Hiiftgelenke aufzeigen zu
konnen. Dazu wurde bei den Patienten in Gewebeproben von Interfacegewebe zwischen Kno-
chen und Prothese (flinf Proben) sowie in Pseudokapselgewebe (zwolf Proben), welches das
kiinstliche Hiiftgelenk umgibt, die MMP-13-Konzentration gemessen. Die MeBwerte reichten
von 0,05 ng/mg bis 12,3 ng/mg, wobei der Median 0,40 ng/mg betrug. Als Kontrolle dienten
elf Patienten mit Osteoarthritis, denen ein kiinstliches Hiiftgelenk eingesetzt wurde. Bei dieser
Gruppe wurden MMP-13-Werte von 0,05 ng/mg bis 3,61 ng/mg gemessen, als Median erhielt
man 0,10 ng/mg. So konnte flir die MMP-13-Konzentration in (Pseudo-)Kapselgewebe bzw.
Interfacegewebe ein signifikanter Unterschied zwischen der Patientengruppe mit Osteoarthri-
tis (n = 11) und den Patienten, denen aufgrund der Hiiftprothesenlockerung ein neues Gelenk

eingesetzt werden muflte (n = 17), nachgewiesen werden (p = 0,048).



3 Ergebnisse Seite 70

3.6 Einflu3 von Flavonoiden und Vitaminen auf die MMP- und TIMP-

Expression dermaler Fibroblasten nach UV-Bestrahlung

3.6.1 Kultivierung von HDF

Ausgehend von Haut-Biopsien der Schulter eines méannlichen sowie des oberen Augenlids
eines weiblichen Spenders (beide Photo-Typ II, iiber 50 Jahre alt und keine Erkrankungen)
wurden von der Beiersdorf AG Kulturen humaner dermaler Fibroblasten (HDF) erhalten. Fiir
die Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit wurden HDF von der Schulter zwischen der 17.
und 20. Passage sowie vom oberen Augenlid aus der 4. Passage verwendet, die sowohl als

Monolayer als auch eingebettet in Kollagen-Gele kultiviert wurden.

3.6.2 Cytotox-Assays

Die Lebensfahigkeit der Zellen bei Behandlung mit 8PN und DMSO wurde durch Cytotox-
Assays untersucht. Dabei zeigte sich, daB3 die in dieser Arbeit eingesetzten Konzentrationen
nicht toxisch waren. Hohere DMSO-Konzentrationen (grofler als 5 mM) lieBen die Lebens-
fahigkeit von HDF und HaCaT-Zellen jedoch deutlich sinken. So konnte 8PN, das in DMSO
gelost wurde, nicht in hoheren Konzentrationen als 30 pM eingesetzt werden, da dies bereits
einer DMSO-Konzentration von 4,2 mM entsprach. Fiir die anderen Additive wurden keine
Cytotox-Tests durchgefiihrt, da entsprechende Daten bekannt waren und bei den eingesetzten

Konzentrationen keine Beeintrachtigung der Lebensfahigkeit der Zellen zu erwarten war.
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3.6.3 Inkubation mit Flavonoiden und Vitaminen

24 Stunden vor der UV A-Bestrahlung wurden die HDF in Monolayern und in Kollagen-Gelen
mit AGR (150 uM), 8PN (30 uM), Vitamin C (150 uM) bzw. Vitamin E (150 uM) inkubiert.
Die Zellzahl und die Zellmorphologie in den Experimenten mit 8PN blieb im Vergleich zur
Negativ- (unbestrahlte Zellen ohne Additive) und zur Positivkontrolle (UV A-bestrahlte Zellen
ohne Additive) annidhernd unveridndert. Lediglich im Fall von HDF, die in Monolayern kulti-
viert und mit Vitamin E inkubiert worden waren, zeigte sich ein Riickgang der Zellzahl um
etwa 20%, wobei die Zellmorphologie keine offensichtlichen Verdnderungen aufwies. In allen
weiteren Fillen waren keine Verdnderungen der Zellzahl oder der Zellmorphologie zu erken-

nen.

3.6.4 UVA-Bestrahlung

Die die Oberfliche der Monolayer erreichende Strahlungsdosis betrug 4,72 mW/cm?, woraus
sich die entsprechende Bestrahlungsdauer (35 Minuten und 19 Sekunden) ermitteln lieB3, so
daB die Zellen mit 10 J/cm®> UVA bestrahlt wurden. Bei den Kollagen-Gelen betrug die Strah-
lungsdosis nach Durchgang durch ein halbes Gel (0,5 ml) 4,45 mW/cm?, weshalb die Bestrah-
lungsdauer der Gele entsprechend um 2 Minuten und 8 Sekunden verlédngert wurde, um auch

in Kollagen-Gelen eine mittlere UVA-Bestrahlung der Zellen von 10 J/cm* zu gewihrleisten.

Durch die UVA-Strahlung wurden die Zellzahl und Zellmorphologie deutlich beeintrichtigt.
Nach Auszédhlen der HDF zeigte sich, daB die Zellzahl um etwa 10% zuriickging. Man konnte
weiterhin erkennen, dafl der Zellverband der Fibroblasten deutlich ausgediinnt war und einige

Zellen abgeldst an der Oberfliche des Uberstandes trieben (s. Abb. 3.15).
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Abb. 3.15:  Abbildung der kultivierten HDF-Monolayer vor (A) und sechs Stunden
nach (B) der UVA-Bestrahlung
Einige abgestorbene Zellen haben sich nach UV A-Bestrahlung abgeldst und
sind deutlich als helle Punkte erkennbar (B)

3.6.5 Aktivititsmessungen

Zunichst wurde die Aktivitit der HDF-Uberstéinde vor und nach der UVA-Bestrahlung sowie
nach Inkubation mit Vitamin E durch Gelatin-Zymographie untersucht (s. Abb. 3.16). In dem
Substratgel lieen sich Proteinbanden mit deutlicher gelatinolytischer Aktivitit bei etwa 40,
60 und 90 kDa erkennen, deren Intensitit nach UVA-Bestrahlung zunahm. Die Inkubation mit

Vitamin E fiihrte zu einer geringen Abnahme dieser Aktivitat.

Weiterhin wurden zur Konzentrationsbestimmung aktiver MMP-1, MMP-2 und MMP-13 spe-
zifische Aktivitits-Assays eingesetzt. Diese Ergebnisse werden im folgenden zusammen mit

denen der ELISA-Messungen dargestellt (s. Abs. 3.6.6).
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Abb. 3.16:  Zymogramm von unbehandelten (3), nur UVA-bestrahlten (4) sowie
UVA-bestrahlten und mit Vitamin E inkubierten (5) HDF-Uberstinden
sowie LMW-Marker (1) und fetales Kélberserum (2)

3.6.6 Bestimmung von MMPs und TIMPs

Die Untersuchungen wurden in Monolayern entweder dreifach (mit 8PN) oder sechsfach (mit
allen anderen Substanzen) durchgefiihrt, in Kollagen-Gelen allesamt dreifach. Zur Kontrolle
wurden HDF mit Additiven ohne UV A-Bestrahlung unter allen verschiedenen Bedingungen
inkubiert. ELISAs und Aktivitdts-Assays wurden in Doppelbestimmung, Untersuchungen mit
TagMan-RT-PCR in Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Die Standardabweichungen (SD) und
die Standardfehler des Mittelwerts (SEM) fiir jedes Experiment (bzw. fiir jede Gruppe von
Experimenten) wurden bestimmt. Die angegebenen Fehlerbalken von +2 SEM decken das
95%-Konfidenzintervall ab (s. Abb. 3.17, 3.18 und 3.19). Um beurteilen zu kénnen, ob eine
bestimmte Verdnderung der MMP- oder TIMP-Expression signifikant ist oder nicht, wurde
ein Wilcoxon-Test fiir verbundene Stichproben durchgefiihrt.
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[pg/Zelle] A) MMP-1- und MMP-2-Expression von HDF (Schulter) in Monolayern
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Abb. 3.17: mRNA- und Protein-Expression von HDF (Schulter), kultiviert in Mono-
layern und teilweise UVA (10 J/cm®) bestrahlt bzw. mit den aufgefiihrten
Additiven inkubiert. A) Expression von MMP-1 und -2, B) Expression von
TIMP-1 und -2
Proteinmengen sind in pg/Zelle, die Mengen der mRNA in relativen Einheiten
angegeben. Die Balken sind jeweils Mittelwerte (= 2 SEM) der Messungen.
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Protein: [pg/Zelle] A) MMP-1- und MMP-2-Expression von HDF (Schulter) in Kollagen-Gelen
mRNA: rel. Einheit
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B) TIMP-1- und TIMP-2-Expression von HDF (Schulter) in Kollagen-Gelen
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Abb. 3.18: mRNA- und Protein-Expression von HDF (Schulter), kultiviert in Kollagen-
Gelen und teilweise UVA (10 J/cm?®) bestrahlt bzw. mit den aufgefiihrten
Additiven inkubiert. A) Expression von MMP-1 und -2, B) Expression von
TIMP-1 und -2
Proteinmengen sind in pg/Zelle, die Mengen der mRNA in relativen Einheiten
angegeben. Die Balken sind jeweils Mittelwerte (= 2 SEM) der Messungen.
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Protein: [pg/Zelle]
mRNA: rel. Einheit

A) MMP-1- und MMP-2-Expression von HDF (Oberlid) in Kollagen-Gelen
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Negativ-Kontrolle UVA UVA + AGR UVA + Vit. C UVA + Vit E

H TIMP-1 OTIMP-1, mRNA O TIMP-2 (100-fach)
mRNA- und Protein-Expression von HDF (oberes Augenlid), kultiviert in

Kollagen-Gelen und teilweise UVA (10 J/cmz) bestrahlt bzw. mit den auf-
gefithrten Additiven inkubiert. A) Expression von MMP-1 und MMP-2, B)
Expression von TIMP-1 und TIMP-2

Proteinmengen sind in pg/Zelle, die Mengen der mRNA in relativen Einheiten
angegeben. Die Balken sind jeweils Mittelwerte (= 2 SEM) der Messungen.
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Die Mengen aktiver und latenter Proteasen (gemessen in ng/ml) in den Uberstinden eines
Wells der Kultivierungsplatten wurden auf die Zellzahl des entsprechenden Wells bezogen
und somit in pg Protein pro Zelle angegeben. Zur besseren Vergleichbarkeit der Protein- und
der mRNA-Messungen, wurde die mRNA-Menge der MMP-1 bei der Positivkontrolle (UVA-
bestrahlte Zellen ohne Zusétze) der MMP-1-Proteinmenge gleichgesetzt und als Relativwert
angegeben. Das gleiche Vorgehen wurde fiir die TIMP-1-Daten gewihlt. Aus diesem Grund
enthalten die Diagramme fiir die bestrahlten Fibroblasten ohne Additive keine Fehlerbalken

fiir die mRNA-Mengen von MMP-1 und TIMP-1 (s. Abb. 3.18 und 3.19).

Die Ergebnisse der ELISA-Messungen, Aktivitits-Assays und der Untersuchungen mittels
TagMan-RT-PCR sind fiir HDF von der Schulter in Monolayern (s. Abb. 3.17), fiir HDF von
der Schulter in Kollagen-Gelen (s. Abb. 3.18) sowie fiir HDF vom oberen Augenlid in Kolla-
gen-Gelen (s. Abb. 3.19) gezeigt. Untersuchungen mittels TagMan-RT-PCR wurden in den
Kollagen-Gelen (s. Abb. 3.18 und 3.19) durchgefiihrt. Das Additiv 8PN wurde ausschlieSlich
in HDF-Monolayern getestet (s. Abb. 3.17), wihrend mit Vitamin C nur HDF vom Augenlid
in Kollagen-Gelen inkubiert wurden (s. Abb. 3.19). Alle weiteren Untersuchungen mit ELISAs
und Aktivitdts-Assays bzgl. MMP-8, -9, -12 und -13 waren negativ, die jeweiligen Proteine
konnten weder in den Zelliiberstinden noch im Lysat der HDF nachgewiesen werden. Fetales
Kélberserum, DMEM sowie die zum Kollagen-Abbau der Gele verwendete bakterielle Typ-1-
Kollagenase ergaben keine Hintergrundsignale in den eingesetzten ELISAs, ebensowenig ver-
anderten fetales Kélberserum oder DMEM die Ergebnisse der Aktivitits-Assays. Weiterhin
zeigte sich, dal die verdauten Kollagen-Gele in etwa die gleichen MMP- und TIMP-Protein-

konzentrationen wie die entsprechenden Uberstiinde enthielten.

Betrachtet man die drei verschiedenen experimentellen Bedingungen (s. Abb. 3.17, 3.18 und
3.19), so unterscheiden sich die MMP- und TIMP-Konzentrationen deutlich voneinander. Die
HDF von der Schulter in Kollagen-Gelen (s. Abb. 3.18) exprimierten etwa zweimal so viel
der untersuchten MMPs und TIMPs wie die HDF in Kollagen-Gelen, die vom oberen Augen-
lid stammen (s. Abb. 3.19). Die MMP- und TIMP-Proteinmengen der als Monolayer kultivier-
ten HDF (s. Abb. 3.17) wurden im Vergleich zu den Fibroblasten im Kollagen-Gel (s. Abb.
3.19) sogar verdreifacht. Ohne UV A-Bestrahlung beeinfluflite keines der Additive (einschliel3-
lich DMSO) die MMP- oder TIMP-Expression signifikant (weniger als 2,5% Abweichung fiir
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alle Substanzen) — mit Ausnahme von 8PN (s. Abb. 3.17). Dieses Flavonoid erhohte die Ge-
samtproteinmengen von MMP-1 und TIMP-2 signifikant (p <0,01) ohne UV A-Bestrahlung,
jedoch nicht die von MMP-2 und TIMP-1. Mit UV A-Bestrahlung stiegen die Proteinmengen
von MMP-1, MMP-2, TIMP-1 und TIMP-2 in Gegenwart von 8PN um deutlich mehr als 10%
(p <0,05). Im Gegensatz zu 8PN reduzierten die anderen Additive (AGR, Vitamin C und E)
die Expression von MMP-1 und MMP-2 nach UVA-Bestrahlung signifikant, wihrend sie die
TIMP-Mengen nur leicht verdnderten. Die TIMP-1-Expression war insgesamt etwa 100-fach
hoher als die von TIMP-2.

UVA-Bestrahlung bewirkte den gleichen Effekt und sogar im gleichen Ausmal} bei beiden
HDF-Typen, sowohl in Monolayern als auch in Kollagen-Gelen. Der Einflu von UVA ver-
doppelte ndherungsweise die exprimierten Proteinmengen von MMP-1 und TIMP-2. Die Ex-
pression von MMP-2 wurde nur in einem relativ geringen Ausmal} erhoht, wohingegen der
Prozentsatz des aktiven Enzyms durch UVA extrem erhoht wurde. Vitamin C reduzierte die
MMP-1- und MMP-2-Expression um etwa 20% (p < 0.01), wihrend es die TIMP-Expression
unverdandert lie (s. Abb. 3.19). Vitamin E verringerte deutlich die mRNA- und Proteinmenge
der MMP-1 (p <0,01), beeinfluBBte dabei aber weder die Gesamtproteinmenge der TIMPs noch
die der MMP-2. Die Konzentration der aktiven Form der MMP-2 wurde durch Vitamin E
allerdings um 70% reduziert (p < 0,05) (s. Abb. 3.18). Das Flavonoid AGR erwies sich als die
effektivste Substanz, um die Proteinexpression der Kollagenase-1 zu senken, da AGR diese
um 60% vermindern konnte (p < 0,005). Weiter reduzierte dieses Additiv die Proteinmengen
der gesamten MMP-2 um mehr als 10% (p < 0,05) und die der aktiven MMP-2 um etwa 20%
(p<0,01) (s. Abb. 3.18 und 3.19). Die Konzentrationen der TIMPs wurden dagegen von AGR

kaum beeinflufit.
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4  DISKUSSION

4.1 Von der Expression zum ELISA

4.1.1 Expression und Reinigung der katalytischen Domiine

Die Expression der Proform der katalytischen Domine der MMP-13 (Leu'-Gly**®) in E.coli
konnte erfolgreich nach einem etablierten Verfahren (Oberpichler, 1999) durchgefiihrt wer-
den. Die Expressionskontrolle, weitere SDS-Gelelektrophoresen wihrend der chromatogra-
phischen Aufarbeitung, Western-Blot und N-terminale Sequenzierung lieferten den Nachweis,
das gewiinschte Protein in reiner Form vorliegen zu haben (s. Abb. 3.1 bis 3.5, S. 50-54). Die
entsprechenden Fraktionen der lonenaustauschchromatographie (Abb. 3.3, S. 52) beinhalteten
neben der katalytischen Domédne der MMP-13 noch ein C-terminal verkiirztes Fragment (ca.
26 kDa), das bei dieser Expression bereits hdufiger beobachtet wurde (Oberpichler, 1999).
Insgesamt zeigte sich, dal mit lediglich zwei Chromatographie-Schritten, der lonenaustausch-
chromatographie und der anschlieBenden Gelfiltration, optimale Reinigungsergebnisse zu er-
zielen sind. Daher wurde dieses Verfahren unveréndert zur Expression und Reinigung groferer
MMP-13-Mengen angewandt. Die latente MMP-13 wurde weiterhin durch Inkubation mit

HgCl, aktiviert, so dal} ihre Funktionalitdt mittels Mca-Peptid nachgewiesen werden konnte.

4.1.2 Isolierung nativer MMP-13 aus Aszitesfliissigkeit

Mit Hilfe der Affinitdtschromatographie mit MaxiSorp-Granulat konnte native MMP-13 erst-
malig aus Gewebefliissigkeit isoliert werden. Die optimalen Bedingungen zur Proteinisolie-
rung mittels MaxiSorp-Granulat (s. Abs. 3.4.1, S. 65) sollten zur Isolierung nativer MMP-13
aus Aszitesfliissigkeit von Patientinnen mit Ovarialkarzinom angewandt werden, um sowohl
die Vorteile dieser neuen Methode aufzuzeigen als auch die Spezifitiat der monoklonalen Anti-
korper IVD128 gegeniiber der natiirlich vorkommenden Kollagenase-3 nachzuweisen, zumal

dieser Antikdrper als Primérantikdrper im ELISA verwendet wurde.
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Ab einer Granulat-Beschichtungskonzentration von ca. 10 pg/ml setzte eine Séttigung der ge-
bundenen Antikorpermenge ein, eine Erhohung der Konzentration iiber 10 pg/ml fiihrte nur
zu einer geringen Zunahme der Antikorperdichte auf der Oberfldche des Granulats (s. Abb.
3.12, S. 66). Auch im Hinblick auf die Vermeidung einer iiberladenen Oberfliche war eine
Beschichtung mit 8 - 10 pg/ml sinnvoll. Setzt man Beschichtungslosungen hoherer Antikdrper-
konzentrationen ein, kommt es zur Ausbildung von Multilayern. Die Antikérper der dulleren
Schichten binden zwar auch das Antigen, sie konnen sich jedoch beim Waschen leicht von
der Platte 16sen, so dafl weniger Antigen detektiert wird, als in der Probe vorhanden war.
Unter diesen optimalen Bedingungen konnte native MMP-13 im Batch-Verfahren erfolgreich
an das RSA-gesittigte Granulat gebunden und anschlieBend im sauren Milieu eluiert werden.
Die Identifizierung und Charakterisierung erfolgte durch Western-Blot (s. Abb. 3.13, S. 68)
und durch MALDI-TOF-Massenspektrometrie (s. Abb. 3.14, S. 68). Im Western-Blot wurden
die aktive (48 kDa) und die latente (60 kDa) Form der MMP-13 gleichzeitig detektiert, was
mit dem literaturbekannten Molekulargewicht fiir die MMP-13 (Cowell et al., 1998) liberein-
stimmt. Ein Vergleich des erhaltenen Spektrums mit dem theoretisch zu erwartenden MMP-
13-Spektrum lieferte den Nachweis, da3 es sich um humane Kollagenase-3 handelte. Eine
zusitzliche Analyse durch Gelelektrophorese mit Silberfairbung war aufgrund der geringen
Menge isolierter MMP-13 nicht moglich, ebensowenig wie weitere Untersuchungen zur Akti-

vitdt oder zum moglichen Glykosylierungsgrad.

Die neuentwickelte Isolierungsmethode besitzt mit 2,5 ng pro cm? zwar eine relativ geringe
Bindungskapazitit, bietet jedoch aufgrund der Affinitdtstechnik mit immobilisierten Antikor-
pern eine einfache und universelle Moglichkeit, verschiedene Proteine mit geringem Zeitauf-
wand aus verschiedensten Gewebefliissigkeiten zu extrahieren. Das Granulat kann weiterhin
mehrfach verwendet werden, ohne mit Antikorpern erneut beschichtet werden zu miissen.
Dabei gehen allerdings jeweils etwa 30% des gebundenen Proteins im Vergleich zu neube-

schichtetem Granulat verloren.
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4.1.3 MMP-13-ELISA

Neben dem monoklonalen Antikdrper IVD128, der zuvor erfolgreich zur Isolierung nativer
MMP-13 aus Aszitesfliissigkeit verwendet worden war, diente der polyklonale Antikorper
PK3 zur Etablierung eines Sandwich-ELISAs, um den Gehalt dieser Kollagenase in Sekreten
bei verschiedenen pathophysiologischen Prozessen bestimmen zu konnen. Der ELISA, mit
einem linearen MefBbereich von 2 bis 32 ng/ml und einer Sensitivititsgrenze von 0,5 ng/ml,
zeigte eine ideale Standardkurve (s. Abb. 3.6, S. 55) sowie gute Werte fiir Spezifitit, Repro-
duzierbarkeit sowie Recovery-Rate. Die Standardabweichungen waren minimal, was fiir die
Genauigkeit der Methodik sprach. Beim Intra-Assay lagen die Standardabweichungen etwas
niedriger als beim Inter-Assay, was auf verschiedene Faktoren, wie etwa Beschaffenheit der
ELISA-Platten oder Variation bei der Handhabung, zuriickzufiihren sein diirfte, da der Inter-

Assay auf verschiedenen Platten und zu verschiedenen Zeitpunkten durchgefiihrt wurde.

Neben diesen standardmaBigen Untersuchungen zur Reproduzierbarkeit des ELISAs wurde
auch der EinfluB der Fiillhohe der Wells sowie der Zeitfaktor beim Probenauftrag untersucht.
Die Angabe der mittels ELISA bestimmten Konzentration in ,,ng/ml* legt die Vermutung
nahe, da3 das MeBergebnis von der Absolutmenge, also der Fiillhohe des Wells, unabhédngig
wire und somit lediglich die Konzentration entscheidend ist. Es zeigte sich jedoch, da3 dies
nicht der Fall ist. Stattdessen scheint ein linearer Zusammenhang zwischen der Fiillhohe und
der resultierenden Absorption zu bestehen (s. Abb. 3.7, S. 57), was die Bedeutung einer exak-
ten Befiillung der Wells (im Regelfall mit 100 pl) verdeutlicht. AbschlieBend sollte der Zeit-
faktor beim Probenauftrag untersucht werden. Dabei ging es um die Fragestellung, wie grof3
der Einflufl von Zeitverzogerungen beim Auftragen der Proben und damit unterschiedlichen
Inkubationszeiten ist. Bei einem ELISA mit bis zu 80 zu messenden Proben kommt es hdufig
vor, da3 zwischen erstem und letzten Probenauftrag bis zu iiber einer Stunde vergeht. Auch
hier zeigte sich, wie entscheidend eine akkurate und reproduzierbare Vorgehensweise ist. Be-
reits ein um flinf Minuten verzdgerter Probenauftrag flihrte zu einem Absorptionsriickgang um
3%, der mit 90 Minuten Verzégerung sogar iiber 40% betrug. Der Grund fiir diesen negativen
Einflu8 der Dauer des Probenauftrags liegt vermutlich in einem Austrocknen der Antikorper.
Ein unmittelbares Auftragen der zu untersuchenden Proben bzw. ein eventueller Schutz der

Antikorper-Beschichtung mit Polyethylenglykol oder Zuckern ist somit unerléBlich.
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Der entwickelte ELISA ist bzgl. Anwendung, Spezifitit und Durchfiihrung vergleichbar mit
einem kommerziellen, sehr sensitiven MMP-13-ELISA-System (Tamei et al., 1998) und wur-
de erfolgreich zur Bestimmung der Kollagenase-3 im Zusammenhang mit der Lockerung von
Hiiftprothesen eingesetzt (s. Abs. 4.2.2, S. 85). AuBlerdem diente der ELISA der Bestimmung
des MMP-13-Gehaltes in Aszitesfliissigkeit von Patientinnen mit fortgeschrittenem Ovarial-

karzinom (s. Abs. 4.2.1, S. 83).
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4.2 MMP-13 in pathologischen Prozessen

4.2.1 Moglicher prognostischer Marker beim Ovarialkarzinom

Aufgrund ihrer ECM-abbauenden Aktivitit geht man bislang davon aus, dafl die MMPs einen
wesentlichen Beitrag zur Proliferation, Invasion und Metastasierung von Tumorzellen leisten,
indem sie die angrenzende ECM-Barriere abbauen. Weiterhin sind Matrixine fiir die tumor-
induzierte Angiogenese erforderlich. Daher sollte die Inhibierung der MMPs in Tumoren deren
Aggressivitit abschwichen. Vor diesem Hintergrund wurden verschiedene synthetische MMP-
Inhibitoren entwickelt und erfolgreich beziiglich ihrer hemmenden Wirkung in vitro getestet.
Dagegen blieben klinische Studien mit diesen MMP-Inhibitoren jedoch weitestgehend erfolg-
los (Coussens et al., 2002). Eine Moglichkeit, warum diese Inhibitoren keine oder nur geringe
Effektivitit gegeniiber dem Wachstum und der Metastasierung menschlicher Tumore besitzen,
konnte auf die stark unterschiedliche Beteiligung der MMPs je nach Stadium der Tumorent-
wicklung zuriickzufiihren sein (Seiki, 2003). Die Aktivitit der MMPs scheint grundsétzlich
eher fiir schnelles Wachstum und Tumorinvasion erforderlich zu sein als fiir die Weiter-
entwicklung bereits vorhandener, groflerer Tumore, mit denen aber die meisten der klinischen
Studien durchgefiihrt wurden. Auch in Tierversuchen zeigte sich, da3 MMP-Inhibitoren nur
in der Blockierung der Angiogenese mit sich anschlieBendem Tumorwachstum erfolgreich
sind, die GroBe eines Tumors im spiten Stadium jedoch nicht reduzieren kdnnen (Bergers et
al., 1999). Auch wenn die Verwendung von MMP-Inhibitoren in der Krebstherapie bislang in
der klinischen Erprobung wenig erfolgreich verlaufen ist, so bleibt ihr Einsatz dennoch ein
sehr interessantes und durch spezifischere Inhibitoren moglicherweise auch zukunftstrichtiges

Forschungsgebiet (Overall & Lopez-Otin, 2002).

Letztendlich ist es die Féhigkeit zur Invasion und Metastasierung von Tumorzellen, die die
Krebsprognose determiniert. Zu den entscheidenden, daran beteiligten Gruppen von Molekii-
len zédhlen die Proteasen, wie uPA, Kathepsin B, D und L sowie zahlreiche MMPs, weshalb
sie neue Prognosemarker fiir Krebserkrankungen sein konnten. Eines der besten Beispiele fiir
eine Korrelation zwischen hoher Protease-Konzentration im Primartumor und schlechter Prog-
nose ist uPA beim Brustkrebs (Harbeck et al., 2002). In dhnlicher Weise konnten Kathepsine
oder MMPs als Prognosemarker dienen. Erste, noch vorldufige Ergebnisse auf diesem Gebiet

sind fiir einige Proteasen bei verschiedenen Krebsarten bereits bekannt (Duffy, 1996).
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Aufgrund des lange Zeit symptomlosen Krankheitsverlaufs und mangels signifikanter prog-
nostischer Marker wird das Ovarialkarzinom oft erst in einem fortgeschrittenen Stadium
erkannt, wéhrend sich der Verlauf dieser Krebserkrankung beispielsweise mit dem CA 125
relativ zuverldssig iiberwachen 148t (Maggino & Gadducci, 2000). Auch PAI-1, der Inhibitor
des uPA, wird mit der Aggressivitit vieler Tumore in Verbindung gebracht, was einen weite-
ren Hinweis fiir die Bedeutung von uPA und PAI-1 beim Eierstockkrebs darstellt (Schmalfeldt
et al., 1995). PAI-1 wird ferner als der zuverldssigste prognostische Faktor neben der Beurtei-
lung des Tumors angesehen, um die Uberlebenswahrscheinlichkeit von Patientinnen mit fort-

geschrittenem Ovarialkarzinom zu bestimmen (Kuhn et al., 1999).

Der in dieser Arbeit entwickelte MMP-13-ELISA und die verwendeten Aktivitéts-Assays, die
nur freies und kein TIMP-komplexiertes Enzym detektieren, zeigten, da3 die Aktivitit der
MMP-13 in der Aszitesfliissigkeit von Patientinnen mit fortgeschrittenem Ovarialkarzinom
offensichtlich recht niedrig ist, was sich durch die hohen TIMP-1-Werte (s. Tab. 3.1, S. 61)
erkldren 146t, mit einem Median von 137 ng/mg fiir FIGO III bzw. 245 ng/mg fiir FIGO IV.
Diese Ergebnisse stimmen mit Untersuchungen von anderen MMPs iiberein, bei denen nur
ein geringer Anteil der Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 in Ovarialkarzinom-Gewebe aktiv
waren (Schmalfeldt et al., 2001). Weiterhin zeigte diese Studie, daB MMP-9 nur als Proenzym
vorlag, seine aktive Form konnte mittels Gelatin-Zymographie nicht nachgewiesen werden.

Dies ist in Ubereinstimmung mit den hier dargestellten Aktivititsmessungen.

Die Proteinmengen von MMP-8 und MMP-9 korrelieren stark, ebenso die Konzentration von
TIMP-1 mit den Gesamtmengen an MMP-1, MMP-8 und MMP-9. Betrachtet man die aktiven
Enzyme, so zeigte sich ein Zusammenhang zwischen aktiver MMP-2 und dem Differenzie-
rungsgrad des Tumors, wenn auch die Konzentration an aktiver Protease sehr gering war. Es
wurde eine hohere MMP-2-Aktivitdt in Aszitesfliissigkeit von schwach differenzierten Tumo-
ren (Grad 3 und 4) gefunden als in der von stark differenzierten (Grad 1 und 2). Dies ist ein
Hinweis darauf, da8 die Aktivierung von MMP-2 in die Entwicklung maligner Ovarialkarzi-

nome involviert ist, was auch durch andere Studien bestétigt wurde (Schmalfeldt et al., 2001).
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Im Rahmen der Untersuchungen der Aszitesfliissigkeiten von Patientinnen mit Eierstockkrebs
wurden die polyklonalen Antikorper gegen MMP-13 auch zur konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskopie von Tumorzellen aus der Aszitesfliissigkeit eingesetzt (s. Abb. 3.11, S. 64). Es
zeigte sich dabei eine starke Farbung der Tumorzellmembran, ebenso aber auch eine geringe

Bindung der MMP-13-Antikdrper fiir nicht-maligne Zellen.

Die MMP-13-Konzentrationen, die in den verschiedenen Aszitesfliissigkeiten gefunden wur-
den, sind im Verhiltnis zu den anderen MMP-Konzentrationen beim Ovarialkarzinom relativ
gering. Trotzdem scheinen die Mengen an MMP-13 in Aszitesfliissigkeiten von prognosti-
scher Relevanz fiir das Uberleben der Patientinnen zu sein, wie aus der Kaplan-Meier-Kurve
(s. Abb. 3.10, S. 63) fiir geringe (< 0,5 ng/mg) und hoéhere (> 0,5 ng/mg) Konzentrationen der
Kollagenase-3 hervorgeht, wenn auch nur mit schwacher Signifikanz. Diese interessanten,
jedoch nur vorldufigen Ergebnisse miissen in einem grofleren Patientinnenkollektiv validiert
werden. Die Bestimmung der MMP-13-Konzentration in Aszitesfliissigkeit von Patientinnen
mit fortgeschrittenem Ovarialkarzinom in den FIGO-Stadien III und IV kann dazu beitragen,
die Rolle dieser Protease im Krebsgeschehen weiter zu klidren, und koénnte moglicherweise,
zusitzlich zu den gegenwirtig angewandten uPA und PAI-1 (Schmalfeldt et al., 2001) sowie
uPA-Rezeptor (Borgfeldt et al., 2003), als prognostischer Marker dienen.

4.2.2 Einflu} auf die aseptische Hiiftprothesenlockerung

Bei Hiift-Totalendoprothesen besteht generell die Gefahr einer vorzeitigen, durch chronisch
granulomatdse Entziindungen hervorgerufenen Lockerung. Histologische Untersuchungen von
Interface- und Pseudokapselgewebe zeigen eine derartige Entziindungsreaktion durch Mono-
zyten, Makrophagen, Fibroblasten und vaskuldren Endothelzellen (Harris et al., 1976). Neben
anderen Faktoren werden besonders proteolytische Enzyme, wie MMP-13, uPA und PAI-1,
mit der aseptischen Hiiftprothesenlockerung in Verbindung gebracht (Takagi, 1996, Uchida
et al., 2000).
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Im Rahmen einer Studie an der Klinik und Poliklinik fiir Orthopédie und Sportorthopidie der
TU Miinchen wurde die MMP-13-Konzentration bei 17 Patienten mit aseptischer Hiiftpro-
thesenlockerung sowie elf Patienten mit Osteoarthritis bestimmt (Diehl et al., 2003). Dabei
wurde in (Pseudo-)Kapselgewebe bzw. Interfacegewebe ein signifikanter Unterschied zwi-
schen der Patientengruppe mit Osteoarthritis (geringere MMP-13-Menge) und den Patienten
mit Lockerung der Hiiftprothese (hohere Menge) nachgewiesen. Lokal produzierte MMP-13
wird durch Gelenkfliissigkeit weitertransportiert (7Takei et al., 1999) und gelangt so ins Inter-

face zwischen Knochen und Prothese, von wo sie fiir die ELISA-Messung entnommen wurde.

Die Aktivierung der MMP-13 beruht auf dem Plasminogen-Aktivierungs-System, welches
wiederum durch uPA in die aktive Form umgewandelt wird. Fiir uPA und dessen Inhibitor
PAI-1 erhélt man einen &hnlichen signifikanten Unterschied beim Vergleich der beiden o.g.
Patientengruppen (Diehl et al., 2003). Dies verdeutlicht das Zusammenspiel dieser Proteasen.
Somit scheinen MMP-13, uPA und PAI-1 am Prozef3 der aseptischen Lockerung von Hiiftpro-

thesen entscheidend beteiligt zu sein.
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4.3 Beeinflussung der MMP-Aktivitit UV-bestrahlter HDF

4.3.1 Kultivierung und UV-Bestrahlung von HDF

Die ausgehend von Biopsien der Schulter bzw. des oberen Augenlids kultivierten Fibroblasten
wurden fiir Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit erfolgreich verwendet. Dabei war es
duflerst hilfreich, die Proteinmengen auf die Zellzahl (anstatt auf das Volumen) zu beziehen,
um verschiedene Proteinmessungen vergleichen zu kénnen. Dies schien allgemein ein ange-
messenes Verfahren fiir derartige Untersuchungen zu sein, zumal die Standardabweichungen
der ausgezdhlten Zellzahlen gering waren. Weiterhin ergab sich durch das Zahlen der Zellen
der Vorteil, da3 ein Absterben oder andere Verdnderungen der Zellen beriicksichtigt werden
konnten. So wurde beispielsweise festgestellt, dal durch die UV A-Strahlung ohne Additive

die Zellzahl um etwa 10% zuriickgegangen war.

Die HDF-Uberstinde wurden vor und nach der Bestrahlung mit UVA sowie nach Inkubation
mit Vitamin E durch Zymographie untersucht (s. Abb. 3.16, S. 73), um einen ersten Eindruck
der durch die UVA-Strahlung verénderten gelatinolytischen Aktivitdt zu bekommen. Dabei
zeigte sich, dal} die Aktivitdt dreier Proteinbanden (ca. 40, 60 und 90 kDa) durch UVA zu-
nahm, wihrend sie durch vorherige Inkubation mit Vitamin E geringfiigig zuriickging. Es liel3
sich nicht abschlieend kldren, welche Proteasen fiir das Bandenmuster verantwortlich waren.
Aufgrund der im folgenden diskutierten Ergebnisse, die den Einflu3 der verwendeten Zusitze
auf die MMP- und TIMP-Expression der HDF detaillierter beschreiben und exakte Angaben
zur jewelils exprimierten Proteinmenge liefern, konnte vermutet werden, daf3 es sich bei zwei

der drei Banden um MMP-1 bzw. MMP-2 handelt.



4 Diskussion Seite 88

4.3.2 EinfluB} von Flavonoiden und Vitaminen

Eine Vielzahl von Studien, die den EinfluB von UV-Strahlung auf Zellen untersuchten, hat
sich ausschlieBlich auf die Gen-Expression beschrinkt. Nur wenige dieser Studien bestimm-
ten zusitzlich die Protein-Expression oder sogar die entsprechenden Mengen an aktiviertem
Enzym. Um den EinfluB3 von zwei Flavonoiden und zwei Vitaminen auf die MMP- und TIMP-
Expression von HDF nach UV-Bestrahlung zu untersuchen, wurden sowohl Protein- als auch
mRNA-Mengen verschiedener MMPs und TIMPs mit ELISAs, Aktivitétstests sowie TagMan-
RT-PCR bestimmt. Beim Vergleich der ermittelten ELISA-Ergebnisse mit den Messungen
durch TagMan-RT-PCR lieB sich eine gute Ubereinstimmung zwischen mRNA- und Protein-
Konzentrationen deutlich erkennen. Auch wenn diese Untersuchungen nur mit zwei verschie-
denen Zelltypen (HDF von der Schulter und vom oberen Augenlid) durchgefiihrt wurden, um
die Anzahl der Experimente in einem angemessenen Rahmen zu halten, so wird man dennoch
vergleichbare Effekte durch die verwendeten Zusitze auf die MMP- und TIMP-Expression

bei anderen HDF-Typen erwarten konnen.

Wihrend Vitamin E bereits in einer Konzentration von 25 uM in vergleichbaren Studien er-
folgreich eingesetzt wurde (Berneburg et al., 1999), wurden fiir diese Untersuchungen sowohl
AGR als auch Vitamin C und E in einer Konzentration von jeweils 150 uM eingesetzt, um
maximale Effekte zu erzielen. Aus fritheren Cytotox-Assays war bekannt, da3 Vitamin E in
100-facher Verdiinnung von Fibroblasten toleriert wird. Trotz dieser Verdiinnung ging die
Zellzahl der in Monolayer kultivierten und mit Vitamin E behandelten HDF um etwa 20%
zuriick. Dieses Ergebnis unterstreicht die enorme Wichtigkeit der Bestimmung der Zellzahl
im Rahmen derartiger Experimente. Der beobachtete Riickgang der Lebensfahigkeit lie§ sich
allerdings kaum der Ethanol-Konzentration zuschreiben, da die Zellzahl durch Zusatz von
Vitamin E unbeeinflu3t blieb. In den cytotoxischen Tests mit DMSO zeigte sich bereits bei
Konzentrationen von etwa 5 mM ein Riickgang der Lebensfahigkeit der Zellen, was deutlich
weniger als der literaturbekannte Wert von 30 mM (Brenneisen et al., 1998) ist. Aufgrund die-
ser Konzentrationsabhidngigkeit von DMSO, einem der besten Losungsmittel fiir 8PN, war es
nicht moglich, dieses Flavonoid in hoheren Konzentrationen einzusetzen, und damit seinen
Einflul auf die MMP- und TIMP-Expression detaillierter zu untersuchen. In der eingesetzten

Konzentration von 30 uM erhdhte 8PN nach Bestrahlung mit UVA iiberraschenderweise die
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Proteinmengen von MMP-1, MMP-2, TIMP-1 und TIMP-2 um mehr als 10%. Auch der
Anteil an aktivem Enzym wurde unter diesen Bedingungen gesteigert, wihrend 8PN die Ex-
pression dieser Proteine ohne UVA nur geringfiigig beeinflulte (s. Abb. 3.17, S.74). Dieser
Effekt konnte nicht durch DMSO hervorgerufen worden sein, da DMSO alleine die MMP-
und TIMP-Expression nicht signifikant verdnderte. AGR sowie Vitamin C und E reduzierten,
im Gegensatz zu 8PN, die MMP-Expression deutlich, ohne dabei die TIMP-Mengen entschei-
dend zu verdndern. Vitamin C senkte die Gesamtmenge sowohl von MMP-1 als auch von
MMP-2 auf etwa 80%. Besonders Vitamin E zeigte interessante Moglichkeiten, den Anteil
aktiver Proteinase entscheidend herabzusetzen, und reduzierte die proteolytische Aktivitét
unter diesen Bedingungen am stérksten. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit anderen Ar-
beiten, die die Fahigkeit der Vitamine C und E, den Anstieg von MMP-1 mRNA nach UVA-
Bestrahlung unterdriicken zu kénnen, nachgewiesen haben (Offort et al., 2002). Im Fall von
AGR zeigte sich, daB3 diese Substanz die durch UVA-Bestrahlung normalerweise erhdhte
Menge an Kollagenase mit einem Riickgang von ca. 40% stérker als alle anderen verwendeten
Additive verminderte, sein Einflul auf die Reduzierung der Gelatinasen jedoch schwicher als
der der Vitamine war. Zusammengefalit 146t sich somit festhalten, dal man durch Auswahl
geeigneter Additive selektiv Einflu3 auf die MMP-1- oder die MMP-2-Expression unter Be-

dingungen von UV-Bestrahlung nehmen kann.

Flavonoide besitzen als Radikalfdnger einige spezielle Eigenschaften. Das fiir die Radikal-
Absorption wichtigste Strukturmerkmal ist die Catechol (L-arabinopyranosid)-Gruppe. Uber
die 4-oxo-Funktion in Verbindung mit der 2,3-Doppelbindung ist eine Elektronendelokalisa-
tion moglich, und das zusédtzliche Vorhandensein der 3’- und 5’-Hydroxy-Gruppen bewirkt
eine starke Radikal-Absorption und maximales Radikalfanger-Potential. AGR mit der Querce-
tin (3,3°,4°,5,7-pentahydroxyflavone)-Gruppe als Flavonoid-Struktur (Abb. 1.6, S. 17) besitzt
alle diese Eigenschaften und ist somit ein sehr starker Radikalfdnger. Im Gegensatz dazu fehlt
beim 8PN die Catechol-Struktur im Ring B sowie die 2,3-Doppelbindung. Daher sollte 8PN
keine Radikalfanger-Aktivitdt aufweisen, was erkldren kann, warum dieses Additiv die MMP-
reduzierende Eigenschaft vermissen 1d6t. Es erklért allerdings nicht dessen Effekt, die MMP-
Expression sogar zu erhohen. Dieses Flavonoid konnte moglicherweise als ein Photosensitizer
operieren und ROS generieren, die nicht nur TIMPs inaktivieren, sondern auch die Synthese

und Aktivierung von MMPs vermitteln (Scharffetter-Kochanek et al., 2000).
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4.3.3 Schutz der Haut vor lichtinduzierter Hautalterung

UVA-Strahlung kann die Dermis erreichen und dort sowohl mit epidermalen als auch mit der-
malen Zellen interagieren (Krutmann, 2001). Um die physiologische Strahendosis eines kurzen
Sonnenbades zu simulieren (Kligman & Kligman, 1986), wurden fiir diese Untersuchungen
HDF mit einer UVA-Dosis von 10 J/cm® bestrahlt. Ein Teil der Zellen wurde in Kollagen-
Gelen kultiviert, um ein Aquivalent zu den in der Dermis eingebetteten Fibroblasten zu schaf-
fen (Pascual-LeTallec et al., 1998). Aufgrund ihrer mechanischen Krifte begannen die HDF,
die Gele zusammenzuziehen, bevor diese dann zum Ende der Experimente verdaut wurden.
Andere Studien zeigten eine in Kollagen-Gelen erhohte MMP-Expression ohne UV-Strahlung
im Vergleich zu Monolayern (Ravanti et al., 1999b). Diese Ergebnisse konnten iiberraschen-
derweise nicht bestitigt werden. Die Monolayer wiesen hohere Konzentrationen von MMPs
und TIMPs pro Zelle auf als die Kollagen-Gele (s. Abb. 3.17 und 3.18, S. 74-75). Weil die
Gele im Vergleich zu den Monolayern die sechsfache Zellzahl besitzen, konnte dieser Effekt
auf die hohere Zelldichte zuriickzufiihren sein, die die Zellproliferation und die Expression
beeinflult. Weiterhin ist bislang unbekannt, ob hohe Mengen von MMPs (und TIMPs) ihre
extrazelluldren Konzentrationen moglicherweise durch einen Feedback-Mechanismus regulie-
ren. Ein weiteres Ergebnis, das sich unter diesen Bedingungen nicht bestétigen lie3, betrifft
MMP-13. Wihrend in der Literatur die mRNA-Induktion der MMP-13 unter vergleichbaren
Bedingungen beschrieben wird (Ravanti et al., 1999b), konnte dieses Protein in den Unter-
suchungen dieser Arbeit weder in Monolayern noch in Gelen nachgewiesen werden. MMP-13
wird von fetalen Hautfibroblasten wihrend der normalen Wundheilung in vivo exprimiert,
was einen verstirkten Umsatz von Kollagen bedingt (Ravanti et al., 2001). In Ubereinstim-
mung mit den Literaturdaten (Ravanti & Kdhdri, 2000) konnten unter den hier angewandten
Bedingungen MMP-8, MMP-9, und MMP-12 weder in Monolayern noch in Kollagen-Gelen

nachgewiesen werden.

Es zeigte sich, daB UVA-Strahlung die MMP-Expression verstérkt, teilweise sogar mehr als
verdoppelt (s. Abb. 3.19, S. 76). Zusitzlich zu dieser verstirkten Expression wird auch die
MMP-Aktivierung auslost. So vergroBerte sich im Fall von MMP-2 der Anteil an aktivem
Enzym um etwa 50%, was sowohl durch Aktivitdts-Assays (s. Abb. 3.17, 3.18 und 3.19, S.
74-76) als auch durch Zymographie (s. Abb. 3.16, S. 73) gezeigt werden konnte, wobei im
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letzteren Fall die Zuordnung der Proteinbanden im Zymogramm nicht zweifelsfrei geklért
werden konnte. Im Gegensatz dazu war die Expression von TIMP-1 im allgemeinen nicht
erhoht, so dall TIMPs diese verstirkte MMP-Aktivitit nicht ausgleichen konnten, was auch
im Einklang mit anderen Ergebnissen steht (Offort et al., 2002). Wihrend die Kollagenasen
(MMP-1, MMP-8 und MMP-13) natives fibrilldres Kollagen-Typ I, II und III spalten kdnnen,
verdauen die Gelatinasen (MMP-2 und MMP-9) verschiedene andere Kollagen-Typen und
viele andere Substrate (Ravanti & Kdhdri, 2000). Daher kommt den Gelatinasen auch eine
wichtige Rolle beim weiteren Abbau von fibrillirem Kollagen zu, nachdem es von Kollage-
nasen anfdnglich gespalten wurde. Gelatinasen sind daher mitentscheidend fiir den Kollagen-
Turnover. Dennoch scheinen durch UV-Bestrahlung erh6hte Mengen von (aktiver) Gelatinase
A aufgrund ihrer elastotischen Aktivitit (Birkedal-Hansen et al., 1993) und ihrer Féahigkeit,
natives Typ [-Kollagen in einem gewissen Ausmal} abbauen zu konnen (4dimes & Quigley,
1995), nicht wiinschenswert zu sein. Es bleibt zu diskutieren, wie weit unter physiologischen
Bedingungen auf MMP-Konzentrationen Einflul genommen werden sollte, wie stark diese
also verandert werden diirfen. Der Versuch, MMP-Aktivitdt moglichst vollstdndig zu inhibie-
ren (Denis & Verweij, 1997), scheint nur bei sehr schweren Erkrankungen angemessen zu
sein, wie zum Beispiel bei der Metastasierung von Krebszellen (Overall & Lopez-Otin, 2002).
Fiir Anwendungen bei lichtinduzierter Hautalterung sind solche Additive gesucht, die eine mit
dem unbestrahlten Zustand vergleichbare Situation erhalten oder wiederherstellen. Vitamin E
hat beispielsweise seine antioxidative und MMP-reduzierende Wirkung nach Bestrahlung mit
UVA unter Beweis gestellt, bietet jedoch fiir eine hautschiitzende Anwendung nicht nur wiin-
schenswerte Eigenschaften. So resultierte ein Zusatz von Vitamin E zu kultivierten HDF in
einer erhohten Anfalligkeit fiir DNA-Schiden nach UV A-Bestrahlung (Nocentini et al., 2001).
Aus diesem Grund miissen die Bedingungen, unter denen Additive wie Vitamin E die Haut
schiitzen konnen, in weiteren Studien exakt untersucht werden. Dennoch scheinen sowohl
Vitamin C und E als auch AGR, das die Kollagenase-Expression um bis zu 40% senkte, viel-
versprechende Kandidaten zum Ausgleichen einer erh6hten MMP-Aktivitéit in der Haut nach

UVA-Bestrahlung zu sein.
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