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1 Einleitung

Knochendestruktion durch Osteolysen ist ein Phdnomen zahlreicher maligner Erkrankungen.
Das multiple Myelom fungiert in diesem Zusammenhang als eine Modellerkrankung. So weist es
die hochste Inzidenz von Knochendestruktionen unter den nicht-primdar am Knochen
manifestierten malignen Erkrankungen auf [Dahlin 1978]. Im Rontgenbild lassen sich
osteolytische Areale zum einen als lokalisierte Defekte zum anderen als eine generalisierte
Knochenresorption darstellen. Letztere imponiert im Rontgenbild wie eine diffus generalisierte

Osteoporose.

Im Verlauf der Erkrankungen kommt es zu einem Ungleichgewicht im Knochenumbauprozess
(bone remodeling) durch eine Aktivititszunahme von knochenresorbierenden Osteoklasten
sowie einer Aktivititsabnahme von knochenaufbauenden Osteoblasten. Die Konsequenzen sind
therapeutisch schwer beherrschbare Knochenschmerzen, pathologische Frakturen sowie eine
Hyperkalzamie. Haufig sind die im Rahmen des Krankheitsprozesses auftretenden Wirbel-
korperfrakturen ein Grund fiir die Entstehung von Kompressionssyndromen, die wiederholt eine

chirurgische Intervention notwendig machen.

1.1 Die Entdeckung des RANKL-RANK-OPG-Systems und seine Bedeutung in der
Systemerkrankung multiples Myelom

Der receptor activator of nuclear factor kappa B ligand (RANKL) wurde als Mitglied der tumor
necrosis factor (TNF) ligand-Superfamilie entdeckt und erhielt infolge der zeitgleichen
Entdeckung durch mehrere Arbeitsgruppen zunichst unterschiedliche Bezeichnungen wie
osteoclast differentiation factor (ODF), osteoprotegerin ligand (OPGL) und TNF-related
activation-induced cytokine (TRANCE) [Anderson et al. 1997, Tan et al. 1997, Lacey et al.
1998, Kong et al. 1999]. Im menschlichen Korper kommt dieser im Knochenmark vorrangig in
einer membrangebundenen und auflerhalb des Knochenmarks in einer 16slichen Form (sSRANKL
fir soluble RANKL) vor. Der RANKL-Rezeptor (RANK) wird unter anderem auf
Osteoklastenvorldufern und Osteoklasten exprimiert und aktiviert unter Vermittlung von TNF-
receptor associated factor 6 (TRAF6) die Transkriptionsfaktoren NF-xB, activator protein 1
(AP-1) und p38 [Lee et al. 2003]. Dadurch kommt es zur vermehrten Differenzierung von
Osteoklastenvorldufern und verstirkten Aktivierung reifer Osteoklasten. Zusitzlich fiihrt die
RANKL-RANK-Interaktion zu einem verlingerten Uberleben von unreifen Vorstufen und reifen

Osteoklasten.
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Ein weiterer 10slicher Rezeptor fiir RANKL ist das Osteoprotegerin (OPG), welches ohne
transmembranire Doméne als sezernierter TNF-Rezeptor im Korper vorliegt. Osteoclastogenesis
inhibitory factor (OCIF), TNF-receptor-like molecule 1 (TR1) und Osteoprotegerin werden in
der medizinischen Fachliteratur synonym gebraucht [Akatsu et al. 1998, Kwon et al. 1998].

Als Gegenspieler der Knochenresorption durch Osteoklasten neutralisiert es RANKL durch die
Bildung eines 16slichen Ligand-Rezeptor-Komplexes, der eine Bindung von RANKL an RANK
verhindert. Unter physiologischen Bedingungen findet sich ein ausgewogenes Verhiltnis dieser

Partner, die ein Gleichgewicht zwischen Knochenaufbau und Knochenabbau gewihrleisten.

Myelomzellen exprimieren den RANK-Liganden auf ihrer Oberfliche [Sezer et al. 2002a, Sezer
et al. 2002b]. Durch die Uberexpression von RANKL im Knochenmark kommt es zu einer
verstirkten Differenzierung der Vorldufer von Osteoklasten zu vielkernigen Riesenzellen, d.h. zu
Osteoklasten. Diese ausdifferenzierten Zellen fithren zu einem vermehrten Abbau von
Knochenmatrix [Roodman 2004]. Des Weiteren reduzieren Myelomzellen den Bestand von
OPG. Durch dessen Bindung an Syndecan, bekannt als CDI138, auf der Oberfliche von
Myelomzellen erfolgt die Aufnahme und der lysosomale Abbau von OPG [Sezer et al. 2003,
Goranov et al. 2004].

Dariiber hinaus modulieren andere Zytokine das RANKL-RANK-OPG-System. Macrophage
inhibitory protein-1ac (MIP-1at), sezerniert von Myelomzellen, kann das Gleichgewicht
zugunsten von RANKL verschieben und somit wesentlich zur Osteoklastenaktivierung beitragen
[Choi et al. 2000, Han et al. 2001, Abe et al. 2002, Terpos et al. 2003]. Interleukin-1[ (IL-1B),
Interleukin-6 (IL-6) und insulin-like growth factor-1 (IGF-1), die einerseits von Stromazellen des
Knochenmarks und Osteoblasten aber auch von Myelomzellen freigesetzt werden, fithren zur
Proliferation von malignen Plasmazellen und verhindern den Ubergang in die Apoptose [Bataille
et al. 1989, Cozzolino et al. 1989, Ge et al. 2000, Sezer et al. 2003]. Der Wachstumsfaktor IGF-1
wirkt zusitzlich als ein chemotaktischer Botenstoff auf Myelomzellen, was folglich zu einer
verstirkten Adhidsion und Invasion der malignen Zellen fiihrt [Qiang et al. 2004]. Zudem
bewirken eine gleichzeitige Bindung von einigen Zytokinen, wie IL-6 und IGF an ihre
Rezeptoren auf entarteten Myelomzellen einen synergistischen Effekt beziiglich der

Proliferationsinduktion [Roodman 2002, Abroun et al. 2004].

Interessant ist diesbeziiglich das Zusammenspiel von Myelomzellen, Stromazellen des

Knochenmarks (bone marrow stroma cells, BMSCs) und Osteoklasten.



1 Einleitung 3

Die Produktion von IL-1B, IL-6, IGF-1 und TNF-a durch Myelomzellen und BMSCs fiihrt zur
Expression zahlreicher Adhisionsmolekiile wie den myelomzellstindigen VLA4 und LFAl
sowie ihren Bindungspartnern VCAMI1 und ICAMI, die sich auf Stromazellen befinden
[Ludwig 2005, Zavrski et al. 2007]. Diese bewirken einen engen Kontakt von Myelomzellen und

den sie umgebenden Stromazellen.

Die genannten Faktoren einerseits und die Interaktion iiber Adhidsionsmolekiile andererseits
veranlassen eine Aktivierung intrazelluldr gelegener NF-kB-abhingiger Signalwege, die
wiederum zur Produktion von IL-1B, IGF-1, IL-6 und TNF-q fiihren und damit eine erneute
Expression von Adhdsionsmolekiilen bewirkt. Die Zytokine IL-1pB, IGF-1, IL-6, TNF-a zédhlen
dariiber hinaus zu den Osteoklasten-aktivierenden Faktoren (OAFs), die die RANKL-Sekretion
sowie die Expression des Liganden auf Myelomzellen erhohen [Bataille et al. 1997, Giuliani et

al. 2001, Chng et al. 2005].

Die Befunde zeigen, dass beim multiplen Myelom nicht nur eine einseitige Beeinflussung von
Osteoklasten durch Myelomzellen stattfindet, sondern vielmehr eine gegenseitige Stimulation in
Form eines Circulus vitiosus zur Entstehung und zum Fortschreiten der Knochendestruktion im

Verlauf der Erkrankung fiihrt.

1.2  M-CSF und RANKL - Kofaktoren bei Differenzierung und Aktivierung von
Osteoklasten

Osteoklasten sind vielkernige Riesenzellen, die auf die Resorption von Knochenmatrix
spezialisiert sind. 2-10 Zellkerne enthalten die Zellen bei einer durchschnittlichen Grée von 50-
100 um. Sie konnen sich aus der pluripotenten myelopoetischen Stammzelle (colony forming

unit--GEMM, CFU-GEMM) iiber die Monozyten/Makrophagen-Zellreihe entwickeln.
Uber die CFU-GEMM und die darauf folgende CFU-GM, die gemeinsame Stammzelle der

Granulozyten- und Monozyten-Makrophagen-Reihe schlagen die Zellen unter dem Einfluss von
Wachstumsfaktoren die jeweilige Differenzierungsrichtung ein [Kurihara et al. 1990]. Eine
entscheidende Rolle spielt dabei der von Osteoblasten sezernierte macrophage colony stimula-
ting factor (M-CSF), Synonym CSF-1 [Hattersley et al. 1991, Hodge et al. 2004]. Nach Bindung
an seinen Rezeptor c-Fms (Synonym CSF-1R), ein Rezeptor der auf allen Vorliduferzellen zu

finden ist, kommt es zum Eintritt in die Monozyten-Makrophagen-Reihe [Suda et al. 1999].
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Die Zellen durchlaufen zusammengefasst die Stufen CFU-GEMM — CFU-GM — Monoblast/
Promonozyt — Monozyt — Makrophage.

Zudem fiihrt die M-CSF-c-Fms-Interaktion zur Erhohung der Expression von RANK, dem
RANKL-Rezeptor [Miyamoto et al. 2003, Kitaura et al. 2005, Ross 2006].

Kommt es nun zur Stimulation durch RANKL-RANK-Interaktion so kann sich aus einer
definierten monozytdren Vorlduferzelle ein Osteoklast entwickeln: (CFU-GEMM) — CFU-GM
— monozytdrer Priakursor — Priosteoklast — Osteoklast [Roodman 1996, Matsuo et al. 2004].
Die CFU-GM konnte als fritheste Form von Osteoklastenvorliduferzellen identifiziert werden
[Ross 2006]. RANKL bewirkt nach Bindung an den RANK-Rezeptor die Expression von tartrat-
resistant acid phosphatase (TRAP), cathepsin K (CTSK, CATK), calcitonin receptor (CTR) und
owPBs-Integrin (Vitronektin-Rezeptor), die typischerweise die Osteoklastenreihe charakterisieren

(Abbildung 1) [Suda et al. 1999, Boyle et al. 2003].

Proliferation Differenzierung Uberleben & Fusion Aktivierung
® -3 - —— O
CFU-GM Zellen der Préosteoklast Ruhender Aktivierter
Monozyten- Osteoklast Osteoklast

Makrophagen-Reihe
(monozytarer Prakursor)

TRAP (-) TRAP (+) TRAP (+) TRAP (+)
CTR(}) CTR (+) CTR (+) CTR (+)
By () By () 0By (+) o3 (+)

M-CSF M-CSF RANKL
M-CSF
RANKL
RANKL

Abb. 1: Osteoklastenentwicklung aus der Vorlauferzelle der Granulozyten- und Monozyten/Makro-
phagen-Zellreihe (modifiziert nach Suda et al. Endocr Rev 1999, Boyle et al. Nature 2003). M-CSF:
macrophage colony stimulating factor. RANKL: receptor activator of nuclear factor kappa B. TRAP:
tartrat-resistant acid phosphatase. CTR: calcitonin receptor. o, B3: Vitronektin-Rezeptor

Neben der kontinuierlichen Entwicklung aus der Knochenmarkstammezelle fiihrt eine Stimulation
mononukledrer Zellen (MNZ) bzw. Monozyten des peripheren Blutes mit M-CSF und sSRANKL
zur Fusion und zur Ausbildung von Osteoklasten [Udagawa et al. 1990]. In den etablierten In-
vitro-Modellen zur Anziichtung von Osteoklasten zeigen stimulierte Monozyten bereits nach 6-8

Tagen (Pridosteoklasten) eine leichte, nach 10 Tagen eine deutliche TRAP- und CTSK-Aktivitit.
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Nach dem 10.-12. Tag bilden sich bereits erste mehrkernige Zellen, die deutlich groBer

erscheinen als die sie umgebenden Vorldufer [Karsdal et al. 2003].

1.3  NF-xB - Steigerung der Osteoklastogenese und Aktivierung reifer Osteoklasten

Die Differenzierung zwischen Osteoklast oder Makrophage kann als Bifurkation innerhalb der
myeloiden Reihe dhnlich der Ausreifung eines B- oder T-Lymphozyten in der lymphoiden Reihe
angesehen werden. Der Transkriptionsfaktor nuclear factor kappa B (NF-xB) bildet, gemeinsam
mit AP-1, in myeloiden Vorlduferzellen eine Schnittstelle der Differenzierung. Allein die
Interaktion der iibergeordneten Ligand-Rezeptor-Interaktion entscheidet iiber die Weiter-
entwicklung in einen Osteoklasten oder Makrophagen. Die Bindung von RANKL an RANK
wiirde dabei zur Differenzierung in einen Osteoklasten fithren. Hingegen wiirde die Interaktion
eines pathogen-associated molecular patterns (PAMPs), wie dem Lipopolysaccharid von
gramnegativen Bakterien, an den 7Toll-like receptor 4 (TLR4) die Entwicklung zum
Makrophagen nach sich ziehen [Matsuo et al. 2004]. Unabhéngiger Kofaktor scheint dabei stets
M-CSF zu sein [Wiktor-Jedrzejczak et al. 1990, Dai et al. 2002, Feng et al. 2002, Tolar et al.
2004]. Dendritische Zellen bilden eine weitere Moglichkeit der Differenzierung. Diese sind
charakterisiert durch die Expression von RANK- und TLR-Rezeptoren. Entscheidender
Unterschied ist bei diesem Differenzierungsarm die Notwendigkeit des Kofaktors granulocyte

macrophage colony stimulating factor (GM-CSF) [Miyamoto et al. 2001].

NF-kB steht als ein Uberbegriff fiir die 5 Untereinheiten Rel (c-Rel), RelA (p65), RelB, NF-kB1
(p50) und NF-xB2 (p52) und deren Dimerisierung [Sha 1998]. Vor allem das Heterodimer
RelA/p50, der Vertreter des klassischen Weges, fiihrt im Rahmen der Osteoklasten-
differenzierung zur Expression der typischen Osteoklastenprodukte TRAP, CTSK und dem
Calcitoninrezeptor. Diese Marker der Osteoklastendifferenzierung werden jedoch nicht nur in
Vorldufern durch den Einfluss von NF-kB gebildet. Auch in ausgereiften Zellen kann der
Transkriptionsfaktor iiber Nachfolgesignale die Produktion der Enzyme und Proteine induzieren
und die Zellen zur vermehrten Resorption anregen. Zudem ist NF-xkB mafgeblich fiir ein

verlingertes Uberleben von Osteoklasten verantwortlich [Lee et al. 2003].
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Als Folge der RANKL-RANK-Bindung kommt es zur Aktivierung von TNF-receptor associated
factors (TRAFs), wobei der Subtyp TRAF6 als vorrangiges Ziel des RANK-Molekiils in
Osteoklasten gilt. Uber TGF-f-activated kinase 1 (TAK1) wird ein I&B kinase (IKK)-Komplex
induziert, der den inhibitor of NF-xB (IxkB) an den Serinresten 32 und 36 phosphoryliert
(phospho-IkB, p-IkB) [Traenckner et al. 1995b, Chen et al. 1998, Wang et al. 2001]. Die
Phosphorylierung von IkB allein ist jedoch nicht ausreichend, um zu einer Aktivierung von NF-
kB zu fiihren. Die Phosphorylierung wird vielmehr als Voraussetzung fiir die Degradation von

IkB angesehen.

Erst die Ubiquitinylierung und der anschlieBende Abbau von p-IkB fiihren zur Freisetzung und
damit zur Aktivierung von NF-kB. Bereits durchgefiihrte Untersuchungen mit Proteasom-
inhibitoren in HeLa-Zellen lieBen den Schlufl zu, dass nach der Phosphorylierung von IxB ein
NF-xB-p-IxkB-Komplex vorliegen muss, der bei Stabilisierung von p-IkB zu einer Hemmung
von NF-kB fiihrt [Traenckner et al. 1995a]. Der dargestellte Weg wird als klassischer Signalweg
bezeichnet (Abbildung 2).

NF-xB-Signalweg
¢

Zelloberflache

RelA = p65

p50 = NF-kB1

p52 = NF-kB2

p100 = Prakursor of p52

Serin- '

phosphorylieru p100 @

Alterngtiver Klassischer

Weg Weg
Pﬁ@‘ﬁ’ ‘Re\B p52 ‘ ‘ RelA // pso ‘
S R

Nuecleus

Abb. 2: Darstellung des klassischen und alternativen NF-kB-Signalweges
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Im klassischen NF-kB-Signalweg besteht der IKK-Komplex aus den Untereinheiten IKK-o,
IKK-B sowie der regulatorischen Komponente IKK-y [Karin et al. 2004]. Vor allem die Unter-
einheit IKK-B aus dem IKK-Komplex scheint fiir die IxB-Phosphorylierung in Osteoklasten zu
sorgen [Ruocco et al. 2005].

IkB als Inhibitor des klassischen Weges verfiigt iiber 6-8 Ankyrin-Reste, mit Hilfe derer er an
die zur DNA-Zielsequenzerkennung notwendige c-Rel homology domaine (RHD) der NF-xB-
Molekiile bindet. In unphosphorylierter Form maskiert er dabei die nuclear localization signals
(NLSs) und verhindert die Translokation des Transkriptionsfaktors in den Zellkern. Jedoch
konnte man zeigen, dass der Komplex aus RelA/p50/IkB, wenn auch in deutlich geringerer
Menge, im Kern vorkommt. Vermutlich, so lautet die Erkldrung, ist IkB in der Lage, nur das

NLS einer NF-kB-Untereinheit, also entweder die von RelA oder die von p50, zu blockieren.

Damit besteht trotz unphosphoryliertem IkB die Moglichkeit des Komplexes, in den Kern zu
translozieren. Der Gegenspieler des NLS, die nuclear export sequence (NES), ist ein Abschnitt,
der sich innerhalb des IkB-Molekiils, insbesondere der Hauptisoform IkB-a, finden ldsst und
eine wesentlich hohere Aktivitit aufweist. NES sorgt dafiir, dass das Gleichgewicht zugunsten
des auswirtsgerichteten Transports iiber CRM1, ein Transportmolekiil der nukledren Membran,
verschoben wird und sich somit eine weitaus groBere Zahl des RelA/p50/IxkB-Komplexes im
Zytosol befindet. Das Verhiltnis von intrazytoplasmatischem zu intranukleirem NF-kB-IxB
betridgt 10:1 [Carlotti et al. 2000]. In der Literatur wird der Prozess des Im- und Exports von
NF-xB-IkB-Komplexen als dynamic shuttling bezeichnet [Ghosh et al. 2002]. Obwohl
zahlreiche Forschungsgruppen diesen Vorgang demonstrieren konnten, bleibt die Frage be-
stehen, ob er im menschlichen Korper allgegenwértig ist. Bisher konnte er vor allem in
epithelialen Zellen und glatten Muskelzellen nachgewiesen werden [Johnson et al. 1999, Carlotti

et al. 2000, Huang et al. 2000].

Zusitzlich zum klassischen Weg existiert ein alternativer NF-kB-Signalweg. Dieser spielt, wie
man kiirzlich herausfand, in Osteoklasten vorrangig eine modulatorische Rolle, kann jedoch auch
als ein Reserveweg zur klassischen NF-kB-aktivierung in Pridosteoklasten dienen [Novack et al.
2003, Ruocco et al. 2005]. Er ist charakterisiert durch die Anwesenheit eines IKK-Komplexes,

der aus einem Homodimer von IKK-o Untereinheiten besteht.
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Nur diesem Komplex ist es erlaubt, den Priakursor p100 zu aktivieren. P100 liegt im Zytosol der
Zelle als eine p52-Untereinheit vor, die neben der RHD eine autoinhibitorische IkB-dhnliche
Domaine besitzt. Nach Phosphorylierung durch IKK-ow wird der Vorldufer dem 26S-Proteasom
zugefiihrt, aus dem er, befreit von seinem autoinhibitorischen Partner, als p52 heraustritt. P100
dient somit zum einen als Reservoir fiir p52 und zum anderen als ein IkB-Molekiil, welches im

Zytosol RelA oder RelB inhibiert [Karin et al. 2004].

1.4  Das Proteasom und der Ubiquitin-Proteasom-Signalweg (UPS)

Die exakte Kontrolle des Proteinhaushalts ist essentiell fiir die Funktionalitit und das Uberleben
einer Zelle. In Eukaryoten iibernimmt ein intrazellulidr gelegener multikatalytischer Proteinase-
komplex, das Proteasom, die Aufgabe des Proteinabbaus und sorgt so fiir ein an die An-
forderungen der Zelle angepasstes Proteinmilieu. Mehrere Formen von Proteasomen wurden
bereits in eukaryotischen Zellen entdeckt. Jedoch ist das 26S Proteasom der Vertreter, der im
Ubiquitin-Proteasom-Signalweg (UPS) die Hauptrolle einnimmt. 2 Untereinheiten bilden das
26S Proteasom. Die zentrale 20S-core-Einheit, bestehend aus 4 Ringen, besitzt proteolytische

Aktivitit. Die jeweils an den Enden sitzenden 19S-Einheiten haben eine regulatorische Aufgabe.

Die 4 Ringe der core-Einheit lassen sich in eine zentrale B-Einheit und 2 periphere o-Einheiten
unterteilen. Diese Einheiten bestehen wiederum aus 7 Untereinheiten (ol-a7, B1-B7), die
Ahnlichkeiten mit verschiedenen Enzymen aufweisen. B2 besitzt trypsin-shnliche, B5 chymo-
trypsin-dhnliche und B1 post-glutamyl-peptidyl-hydrolytische (PGPH) Aktivitit [Hershko et al.
1998]. Diesen Untereinheiten konnten Schnittpreferenzen an der Carbonylgruppe von basischen,

hydrophoben und sauren Aminosiduren nachgewiesen werden [Somasundaram et al. 2002].

Bevor es zum proteasomalen Abbau kommen kann, muf} ein Protein mittels Ubiquitin (Ub), das
aus 76 Aminosduren besteht, gekennzeichnet werden. Dies geschieht durch ATP-abhingige
Ubiquitinylierung im UPS. Nacheinander wirken ein E1 Ub-aktivierendes Enzym, ein E2 Ub-
konjugierendes Enzym und eine E3 Ub-Ligase, welche zum Aufbau und Konjugation einer
Polyubiquitinkette an das Zielprotein fithren. Die 19S-Untereinheit des Proteasoms erkennt diese
Markierung, 16st die Kette wieder ab und iibergibt das entfaltete Protein an die 20S-Untereinheit.
Diese sorgt darauthin fiir die Spaltung des Proteins in Peptide von 3-12 Aminoséduren Linge
[Goldberg et al. 1997, Hershko et al. 1998]. Der Bestand von 80% der intrazellulidr gelegenen

Proteine wird so durch das Proteasom reguliert.
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Es folgt nach Ubiquitinylierung der Abbau von IkB, c-Fos, c-Jun, p44/p42 MAPK (ERK 1/2),
den cyclin-abhingige Kinaseinhibitoren p21 und p27, dem Tumorsuppressor p53 und dem
proapoptotischen Faktor Bax im katalytischen Zentrum des Proteinasekomplexes [Salvat et al.
1999, Ludwig 2005, Zavrski et al. 2007]. Gemeinsam ist diesen Faktoren und Enzymen, dass sie

wesentlich zur Differenzierung, Proliferation und Apoptosesuppression von Zellen beitragen.

1.5 Medikamentdse Beeinflussungsmoglichkeiten

1.5.1 Proteasominhibition mittels MG-132, MG-262 und Bortezomib (Velcade, PS-341)

Betrachtet man die zentrale Stellung des Proteasoms innerhalb einer Zelle, dridngt sich der
Gedanke auf, dass eine Hemmung des ubiquitidr vorkommenden Komplexes unweigerlich und in
kiirzester Zeit zum Tod jeder Zelle eines gesunden oder kranken Organismus fithren wiirde.
Jedoch ist dies nicht der Fall. Eine gesunde ausdifferenzierte Zelle scheint im Gegensatz zu einer
transformierten Krebszelle weniger empfindlich gegeniiber einer Proteasominhibition zu sein.
Die Erklarung dafiir ist, dass in Krebszellen ein weitaus hoherer Proteinumsatz herrscht und die
Prozesse Differenzierung und Proliferation in einem gesteigerten Tempo ablaufen. Dies fiihrt zu
einer Zunahme der Proteasomaktivitit. Durch den vermehrten Abbau von Tumor-
suppressorproteinen und Apoptoseinduktoren mit Hilfe des Proteasoms entziehen sich diese
Zellen der natiirlichen Proliferationsinhibition und Zelltodinduktion [Cavo 2006, Dahlmann

2007].

Eine Hemmung des Proteasoms wiirde also nicht nur zur Einschriankung des Tumorwachstums
sondern auch zum Untergang bereits vorhandenen Tumorgewebes fiihren. Beide Vorginge
konnten unter Verwendung von Proteasominhibitoren bereits in Zelllinien des multiplen

Myeloms demonstriert werden [Zavrski et al. 2003].

Neben der Wachstumshemmung und der Apoptoseinduktion von malignen Zellen scheinen
Proteasominhibitoren, auch gesunde proliferierende Zellen mit hohem Proteinumsatz zu
beeinflussen. Vor allem die intrazellulire Herunterregulation von NF-kB und der Einfluss von
Bortezomib auf MAPK-Kaskaden fiihrten zu der Annahme, dass eine Beeinflussung der

Differenzierung und Funktion von Osteoklasten moglich ist.

Als Substanzen zur Hemmung des Proteasoms existieren derzeit das natiirlich vorkommende,
aus Streptomyceten stammende Lactacystin und die synthetisch hergestellten Inhibitoren MG-

132, MG-262 und Bortezomib, welches sich bereits in klinischer Anwendung befindet.
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Das Tripeptidaldehyd MG-132 hemmt reversibel f1- und f2-Untereinheiten des Proteasoms und
wirkt zusétzlich auf andere Proteasen der Zelle, wie Calpain und Cathepsin B. Es gilt als ein
unspezifischer und biologisch instabiler Inhibitor [Crawford et al. 2006]. Die Vertreter der
nichsten Generation, die Boronsduredipeptide MG-262 und Bortezomib, wirken wesentlich
spezifischer. Beide binden reversibel vor allem an die 5-Untereinheit des Proteasoms [Goldberg

et al. 1997].

Bortezomib zeigte in Versuchen sowohl gegen solide als auch gegen hdmatologische Tumor-
erkrankungen deutliche Antitumoraktivitit. Unter der Behandlung verschiedenster Zelllinien
kam es nicht nur zu einem Wachstumsriickgang, sondern gleichzeitig zur Apoptoseinduktion.
Dies betraf insbesondere als therapieresistent geltende Zellstimme [Orlowski et al. 2006]. Dabei
sind diese malignen Zellen 20-40mal sensitiver gegeniiber der Apoptoseinduktion durch

Bortezomib als gesunde mononukleédre Zellen aus peripherem Blut [Hideshima et al. 2001].

Erwihnenswert ist, dass auch die fiir die Progredienz der Tumormasse entscheidende Angio-
genese durch Bortezomib gehemmt wird [Hideshima et al. 2003]. Dariiber hinaus erhoht
Bortezomib die Sensibilitdit von Tumorzellen gegeniiber anderen Zytostatika [Ma et al. 2003,

Voorhees et al. 2003, Chauhan et al. 2005].

Die Effekte sind vor allem auf die Inhibition des IkB-Abbaus zuriickzufiihren, die zu einer
Abnahme des intrazelluldr wirksamen NF-xB fiihrt [Traenckner et al. 1994]. Bestitigung findet
diese Annahme durch den Nachweis einer erhohten NF-kB-Aktivitit innerhalb therapieresis-
tenter Zellstaimme [Voorhees et al. 2003]. Neben der Stabilisierung von IkB scheint Bortezomib

den Abbau von c-Fos- und c-Jun , Mitglieder der AP-1-Familie, zu beeinflussen [Stancovski et

al. 1995].

Die hier aufgefiihrten Vorteile von Bortezomib und die Vielzahl von Ergebnissen priklinischer
Untersuchungen fiihrten zur Anwendung der Substanz bei soliden Tumoren und hima-
tologischen Tumorerkrankungen im Rahmen von Phase I- und Phase II-Studien [Orlowski et al.
2002]. Bei Patienten mit fortgeschrittenem multiplen Myelom konnte unter der alleinigen
Therapie mit Bortezomib die mediane Zeit bis zum Fortschreiten der Erkrankung von 3 Monaten
auf mehr als das Doppelte gesteigert werden [Richardson et al. 2003]. Die Ergebnisse dieser
Studie veranlassten die FDA (Food and Drug Administration) bereits zur Zulassung von

Bortezomib bei Patienten mit rezidiviertem multiplen Myelom.
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1.5.2 Das Polyphenol Curcumin (Diferuloylmethan)

Die Analyse der Ernihrung wird zunehmend fiir die Klirung der Atiologie sowie der
Priventionsmoglichkeiten bestimmter Tumorentititen eingesetzt. Der asiatische Raum ist dabei
von besonderem Interesse. Verglichen mit westlichen Landern ist in diesem Teil der Welt eine
weitaus geringere Inzidenz von bestimmten Krebserkrankungen nachweisbar. Es fiel auf, dass
unter der Beibehaltung traditioneller Erndhrungsgewohnheiten deutlich weniger kolorektale

Tumoren, Prostata- und Lungenkarzinome auftraten [Sinha et al. 2003].

Indien besitzt eine auf der Welt einzigartige Erndhrungszusammenstellung. Stindig werden dort
neue Inhaltsstoffe entdeckt, die das Interesse von Medizinern und Pharmakologen wecken. Eines
dieser Inhaltsstoffe ist Curcumin. Als Bestandteil von Curry, einem in Indien weit verbreiteten
Gewiirz aus der Pflanze Curcuma longa (Zingiberaceae), wird Curcumin hierzulande aufgrund
seiner intensiven gelben Farbe als E100 zur Farbakzentuierung in der Lebensmittel- und

Kosmetikindustrie verwendet.

Aus pharmazeutischer Sicht besitzt Curcumin mehrere Eigenschaften und Wirkungen, die es
mehr und mehr als Therapeutikum in den Vordergrund der westlichen Medizin riicken lédsst. So
induziert es Apoptose in verschiedenen Tumorzelllinien [Chen et al. 1998, Deeb et al. 2003],
verhindert die chemische Karzinogenese durch Benzpyrene in Mausepidermiszellen [Conney et
al. 1991], wirkt als antiinflammatorische Substanz durch Hemmung der Cyclooxygenase II

[Zhang et al. 1999] und Lipoxygenase [Huang et al. 1991, Aggarwal et al. 2003].

Curcumin inhibiert dariiber hinaus die Proteinkinase C (als Phosphatidylserinanalogon),
Xanthinoxidase [Lin et al. 1997, Abroun et al. 2004] und die inducible nitric oxide synthase
(INOS) [Ito et al. 2006] und moduliert die Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies (reactive
oxygen species, ROS) [Somasundaram et al. 2002, Balasubramanyam et al. 2003, Chan et al.
2003, Zhu et al. 2004, Chan et al. 2005, Sharma et al. 2005]. Des Weiteren interagiert Curcumin
stark mit dem NF-xB [Bharti et al. 2003, Aggarwal et al. 2005, Singh et al. 2006]- und AP-1-
Weg [Huang et al. 1991, Sharma et al. 2004, Fullbeck et al. 2005].

Das sind Tatsachen, welche diese Substanz auch zur Erforschung neuer Beeinflussungs-
moglichkeiten von Osteoklasten interessant machen. Ziele innerhalb der Signalwege sind der
IKK-Komplex, die JNK und die AP-1-DNA-Sequenz, an die Curcumin komplementir bindet
[Huang et al. 1995, Chen et al. 1998, Lin et al. 2001, Jana et al. 2004]. Erwidhnenswert ist auch,
dass Curcumin scheinbar mit dem Ubiquitin-Proteasom-Signalweg und dem Proteasom in

Kontakt tritt [Wyke et al. 2004].
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Dabei wirkt es, so die Vermutung, entweder direkt auf die 20S-core-Einheit des Proteasoms oder
indirekt iiber die Inhibition einer Ubiquitin-Isopeptidase, welche fiir die Freisetzung von
Ubiqutin-Monomeren aus beim Proteinabbau iibrig gebliebenen Polyubiquitinketten sorgt. Ein
Uberangebot von Polyubiquitinketten innerhalb der Zelle hemmt das Proteasom und bahnt in

sich schnell differenzierenden Zellen den Weg in die Apoptose [Jana et al. 2004].
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1.6 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist es, die Wirkung moderner Therapeutika auf die Genese und Funktion von
humanen Osteoklasten darzustellen. MG-132, MG-262 und Bortezomib aus der Gruppe der
Proteasominhibitoren sowie Curcumin werden dabei zur Behandlung eingesetzt. Besonderes
Augenmerk wird in der vorliegenden Arbeit auf das Polyphenol Curcumin und den
Proteasominhibitor Bortezomib gerichtet, welcher sich in der Therapie des rezidivierenden

multiplen Myeloms bereits als mdgliche Behandlungsoption ausweisen konnte.

Zur Klirung der Wirkungsmechanismen der Substanzen werden die Effekte auf die fiir
Differenzierung und Aktivierung von Osteoklasten entscheidende NF-kB-Aktivitit untersucht.
Die Basis der Untersuchuchungen sollen einen sowohl qualitativen Vergleich als auch
lichtmikroskopische Zidhlungen von humanen Osteoklasten und deren Resorptionslakunen
beinhalten. Parallel dazu werden die NF-kB-Aktivitdten innerhalb der Osteoklasten mit Hilfe

eines ELISA-Verfahrens ermittelt.

Die Erfassung des NF-xB-Inhibtors IkB und seiner phosphorylierten Form p-IkB in einer
Western-Blot-Analyse sollen Riickschliisse auf Angriffspunkte von Bortezomib und Curcumin
geben. Es soll auf diese Weise festgestellt werden, ob eine Beeinflussung von NF-kB-

Aktivatoren wie zum Beispiel der IKK vorliegt.

Die erhobenen Befunde werden sich auf Beobachtungen von Kulturen zur Anziichtung von
Osteoklasten aus humanen Osteoklastenvorlduferzellen der Monozyten-Makrophagen-Zellreihe
beziehen. Die Isolierung moglicher Vorlduferzellen aus peripherem Blut gesunder Probanden
wird dabei einerseits iiber Adhision, andererseits iiber Selektion CD14-positiver Zellen erfolgen.
Ein Vergleich dieser beiden Methoden soll kurz dargestellt und deren jeweilige Vorziige bzw.
Nachteile aufgezeigt werden. Beobachtungsergebnisse aus unbehandelten Kulturen werden
einzeln und im Vergleich zu behandelten Kulturen analysiert. So sollen die Eckpunkte der
humanen Osteoklastenentwicklung aufgezeigt und die Wirkung der Stimulation mit M-CSF und

RANKL anhand mikroskopischer Verinderungen der Zellkulturen dargestellt werden.
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2 Materialien und Methoden

Die Experimente wurden in Ubereinstimmung mit den Inhalten der Deklaration von Helsinki
von der Ethikkomission des Universitétsklinikums Charité der Humboldt-Universitit zu Berlin

iiberwacht.

2.1 Zellen und Materialien

2.1.1 Zellen

Die Gewinnung der mononukledren Zellen/Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMCs) aus
Vollblut erfolgte durch Entnahme von 120-160 ml Blut mittels Punktion einer peripheren Vene
weiblicher und maéannlicher gesunder Probanden im Alter zwischen 27 und 35 Jahren.

Einverstiandniserkldrungen zu der Punktion wurden durch die Probanden erteilt.

2.1.2 Gerate
Gerét Firma
HERAsafe (Laminarbank) Heraeus, Hanau, Deutschland
FACSCalibur (DurchfluBzytometer) Becton Dickinson, San Jose, CA USA

Anthos ht 2 (Multiwellspektrophotometer) Anthos, Salzburg, Osterreich
Fluoreszenzspektrophotometer F2000 Hitachi Ltd., Tokio, Japan

IKA KS 130 basic (Tischschdttler) IKA, Staufen, Deutschland

Tischwaage LE 2100 Sartorius AG, Géttingen, Deutschland
Universal 30F (Zentrifuge) Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Biofuge fresco (Zentrifuge) Heraeus, Hanau, Deutschland
Elekrophoresekammer Bio Rad-Laboratories, Hercules, CA USA
Power Pac 200 Bio Rad-Laboratories, Hercules, CA USA
Trans-Blot SD Bio Rad-Laboratories, Hercules, CA USA
pH-Meter WTW, Weilheim, Deutschland
Knochensage Exakt 36/79 Apparatebau GmbH Norderstedt, Deutschland
Mikrolasermikroskop, P.A.L.M. Carl Zeiss Mikroskopie, Jena, Deutschland
Mikroskop Leica, Wetzlar, Deutschland

Neubauer-Zahlkammer Zeiss, Jena, Deutschland
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Canon Digital IXUS 300
Canon Remote Capture 2.7.5.

Canon, Krefeld, Deutschland

Canon, Krefeld, Deutschland

2.1.3 Verbrauchsmaterialien
Produkt Hersteller
6-, 12-, 96-well-Platten Falcon, Becton Dickinson, CA USA
24-well-Platten Falcon, Becton Dickinson, CA USA
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland
Petrischalen (Durchmesser 10 cm) Falcon, Becton Dickinson, CA USA
Leucosep-Rdhrchen 50 ml Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich
MACS-Saulen Miltenyi, Bergisch-Gladbach, Deutschland
Elfenbein/Dentin Muskuloskeletales Forschungszentrum
Prof. Duda, Berlin, Deutschland
2.1.4 Pharmaka/Chemikalien/Farbelésungen

Substanz

Testsubstanzen
MG-132

MG-262
Curcumin
Bortezomib
Zellkultur
M-CSF

RANKL

Biocoll Separation Sol. (¢ = 1,077 g/ml)
MEM Eagle Alpha Modification (a-MEM)
Fetales Kalberserum (FKS)

Penicillin 10.000 I.E.

Hersteller

Biomol, Hamburg, Deutschland
Biomol, Hamburg, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Millennium Pharm., Cambridge, MA USA

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Peprotech, Rockhill, NJ USA
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Peprotech, Rockhill, NJ USA

Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Biochrom AG, Berlin, Deutschland
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Streptomycin 10.000 pg/ml
PBS

DMSO

Trypsin/EDTA 10X (0,5/0,2%)

Accutase 1X
Natriumhypochlorit
DCFDA
Toluidinblau

Trypanblau (0,5%)

Western Blot

Lysispuffer

Stripping Buffer

Ladepuffer (4 X)

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

PAA Laboratories, Célbe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Chemicon/Millipore Ochsenhausen, Deutschland

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany

Substanz Menge
Tris 20 mM
NaCl 137 mM
Glycerol 10% (W/v)
Triton X-100 1% (W/v)
EDTA 2mMm
Sodiumorthovanadat 1 mM
1 x Complete Protease Inhibitor | 1 Tablette

Substanz Menge
B-Mercaptoethanol 100 mM
SDS 2% (W/V)
Tris-HCI pH 6,7 62,5 mM
Substanz Menge
Tris-HCI pH 6,8 100 mM
Glycerin 20% (w/v)
SDS 4% (w/v)
Bromphenolblau 0,2% (w/v)
DTT 200 mM




2 Materialien und Methoden

17

Elektrophoresepuffer (10 X)/ Substanz Menge
Laufpuffer Tris-Base 250 mM
Glycin 1920 mM
SDS 1% (W/v)
Transferpuffer Substanz Menge
Tris-Base 250 mM
Glycin 1920 mM
SDS 1% (w/v)
Methanol 10% (v/v)
Trenngele 10% 12%
Aqua dest. 5,9 5,0
30% Acrylamide Mix (Roti-Phorese 30) 5,0 6,0
1,5 M Tris-HCI pH 8,8 3,8 3,8
10% SDS 0,15 0,15
10% APS 0,15 0,15
TEMED 0,006 | 0,006
Angaben in ml
Superblotto Substanz Menge
Tris-HCI pH 8,0 10 mM
NaCl 150 mM
Tween 20 0,1% (v/v)
NP40 (Igepal®) 0,5% (V/V)
BSA Fraktion V 0,5% (w/v)
Milchpulver 2,5% (w/v)
PBST PAA, Colbe, Deutschland

TBST

PAA, Colbe, Deutschland
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Tween 20

Rotiphorese Gel 30
TEMED

Ponceau S Lésung
Coomassie Lésung
ECL Detektionsreagenz
Luminol

Entwickler

Fixierer

Fotopapier

NP40 (Igepal®)

Re Blot Plus (Stripping Solution)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Amersham Biosciences, Piscataway, NJ USA
Santa Cruz Europe, Heidelberg, Deutschland
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Kodak, Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Chemicon/Millipore, Ochsenhausen, Deutschland

Antikérper

Produkt

CD14-Selektion tiber MACS-Séaule
Anti-CD14 MicroBeads
FACS-Analyse
Anti-CD14/CD45-Antibody

Isotypic Control (IgG1-PE), Mouse
Priméarantikérper

Anti-lxB-o. Antibody, Rabbit
Anti-phospho-IxB-a (Ser 32), Rabbit
Anti-Actin (I-19), Goat
Sekundarantikérper

Bovine Anti-Rabbit IgG HRP

Rabbit Anti-Goat IgG HRP

Hersteller

Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, Deutschland

Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Immunotech, Marseille, Frankreich

Santa Cruz Europe, Heildelberg, Deutschland
Cell Signaling, Danvers, MA USA

Santa Cruz Europe, Heidelberg, Deutschland

Santa Cruz Europe, Heidelberg, Deutschland

Dako, Hamburg, Deutschland
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2.1.6 Gebrauchsfertige Lésungen / Kits

Produkt Hersteller

Acid Leucocytephosphatase Kit Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
TransAM NF«B p65/NF«B p50- Actif Motif, Rixensart, Belgien
Transcription Factor Assay Kit

Nuclear Extract Kit Actif Motif, Rixensart, Belgien

BCA -Assay Pierce, Rockford, IL USA

MTT labeling reagent 1 & 2 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

2.2 Methoden

Die folgenden Versuchsaufbauten sowie die Versuchsdurchfithrung wurden aus Arbeiten
entnommen, die Hinweise zur Kultivierung von Primérkulturen geben [Lindl et al. 1994]. Zum
anderen wurden Protokolle aus Arbeiten verwendet, die die Anziichtung von humanen Osteo-
klasten aus peripheren Blutmonozyten zum Gegenstand haben [Flanagan et al. 2003, Karsdal et

al. 2003, Sabokbar et al. 2003, Schilling et al. 2004].

2.2.1 Vorbereitung von Osteoklastenmedium

Als Medium zur Ziichtung von humanen Osteoklasten diente Minimum Essential Medium —
Alpha Modification (a-MEM), dem fetales Kilberserum (FKS) 1:10, 100 U/ml Penicillin und
100 pg/ml Streptomycin hinzugefiigt wurden. In den hier aufgefiihrten Experimenten wurde stets

diese Mediummixtur verwendet und als Osteoklastenmedium bezeichnet.
Es wurde lediglich die Stimulation bzw. die Behandlung der Zellen verindert. Verdnderungen,
die die Stimulation von Zellen betreffen, werden zu jedem Experiment explizit angegeben.

Dariiber hinaus werden hinzugefiigte Testsubstanzen und ihre Konzentration angegeben.

2.2.2 Gewinnung von mononukledren Zellen

Von weiblichen und ménnlichen gesunden Probanden im Alter zwischen 27-35 wurde zunéchst
120-160 ml Venenblut entnommen. Um die Gerinnungsfihigkeit des Blutes herabzusetzen

wurden 250 LE. Liquemin (Heparin-Natrium) pro ml Vollblut verwendet.
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Das heparinisierte Vollblut wurde auf Biocoll seperation solution (Ficoll) mit einer Dichte von
¢ = 1,077 g/ml in 50 ml Leucosep-Rohrchen gegeben und eine Dichtegradientenzentrifugation
bei 1000g fiir 10 min bei Raumtemperatur (RT) durchgefiihrt. Leucosep-Rohrchen enthalten eine
hochtransparente Polypropylenscheibe, die die mononukleédre Zellen in Form eines so genannten
buffy coats von Ficoll und den restlichen Zellen trennt. Dies ermdéglicht das einfache Dekantieren
der mononukledren Zellfraktion in separate Rohrchen. Die gewonnene Zellsuspension enthilt
v.a. T- und B-Lymphozyten, NK-Zellen sowie Monozyten. AbschlieBend wurden die Zellen
dreimal mit PBS mittels Zentrifugation bei 120g fiir 10 min bei RT gewaschen.

2.2.3 Gewinnung von adharenten mononuklearen Zellen

Die gewonnenen Zellen wurden in Osteoklastenmedium resuspendiert und in einer Dichte von
2 x 10° Zellen/cm? in Petrischalen (Durchmesser = 10 cm) ausgesit. Es folgte das Hinzufiigen
der Wachstumsfaktoren M-CSF (25 ng/ml) und RANKL (25 ng/ml). Die Dosierung der
Wachstumsfaktoren wurde aus Vorarbeiten und Vorversuchen entnommen, die die Kultivierung
von humanen Osteoklasten zum Thema haben. Es wurde darauf geachtet, dass einheitliche
Monolayer-Kulturen (einschichtige Kulturen) mit physiologischen Zellzwischenrdaumen ent-
stehen. Die Kultivierung erfolgte in einem Brutschrank bei 37°C, 5% CO; und 95% relativer
Luftfeuchtigkeit.

Nach 24 Stunden wurden die Kulturen mit Hilfe von PBS durch vorsichtiges Auf- und
Abpipettieren 3 x 2 min bei RT gewaschen und so von nicht adhédrenten Zellen getrennt. Auf die
am Boden der Petrischalen haftenden Zellen wurde Accutase bzw. Trypsin-EDTA gegeben, und

diese Ansitze wurden im Brutschrank fir etwa 6 min inkubiert.

Nach Ablauf der Zeit erfolgten die Reduktion der Trypsinaktivitit durch Hinzufiigen von FKS
und die vorsichtige Ablosung der Zellen von ihrer Unterlage mittels Zellschaber. Die Zellen
wurden dreimalig mit PBS gewaschen. Die Zentrifugation erfolgte dabei jeweils mit 120g fiir 10

min bei RT.

Anschliefend wurden die Zellen in 37°C warmen Oseoklastenmedium resuspendiert. Die Zahl
und Vitalidt der Zellen wurden danach mit Hilfe einer Trypanblau-Fédrbung in einer Neubauer-
Zihlkammer bestimmt. Dazu erfolgte das Mischen der Zellsuspension mit 0,5%igem Trypanblau
im Verhiltnis 1:2. Zur Bestimmung der Zahlen lebender und toter Zellen wurden alle
Quadranten der Neubauer-ziahlkammer ausgezédhlt und der Mittelwert pro Quadrant bestimmt.

Ein Quadrant enthélt 100 pl Zellsuspension.
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Die gewonnenenen adhidrenten mononukledren Zellen wurden in den Versuchsreihen zur
Untersuchung von MG-132, MG-262 und Curcumin in einer Dichte von 2 x 10° Zellen/cm?

ausgesat.

2.2.4 Isolierung CD14-positiver Zellen

Mononukledre Zellen wurden zundchst bei 120g fiir 10 min bei RT abzentrifugiert und
anschliefend mit der in der Gebrauchsanweisung indizierten Menge Anti-CD14 MicroBeads
(eisenmarkierte Anti-CD14-Antikérper) und PBS-EDTA versetzt. Auf einem Schiittler
inkubierten die Zellen 15-20 min bei 4°C. Nach dieser Zeit folgte eine Zentrifugation bei 120g
fiir 12 min bei 4°C. Danach wurde der Uberstand mit den nicht-gebundenen Antikorpern
verworfen, die Zellen in PBS aufgenommen, zur Vereinzelung iiber ein Zellsieb und schlie3lich
iiber eine Sdule des magnetic-activated cell sorters (MACS) gegeben. Bei dieser Prozedur
verblieben alle markierten Zellen, in diesem Fall alle CD14-positiven Zellen, in der Siule.
Nachdem zweimal mit PBS nachgespiilt worden war, wurde die Saule aus dem Magnetfeld

entfernt und die Zellen aus der Sdule mittels PBS-Spiilung gelst.

Die Zellen wurden unter Zuhilfenahme der Trypanblau-Firbung gezihlt, und es wurde deren
Vitalitdt bestimmt. Nach Reinheitsbestimmung der Zellpopulation wurden die Zellen bei 120g
fiir 10 min bei RT zentrifugiert, anschlieBend in Medium aufgenommen und in einer Zelldichte

von 2 x 10° Zellen/cm? in Kultur gegeben.

2.2.5 Reinheitsbestimmung der CD14*-Zellpopulation

Die Bestimmung der Reinheit der Zellpopulation nach CD14-Selektion mittels MACS-Séulen
erfolgte durch eine durchfluBzytometrische Analyse mit Hilfe eines fluorescens-activated cell

sorters (FACS)-Gerites der Firma Becton Dickinson.

Dabei wurden die Zellen zunichst dreimal mit PBS gewaschen und danach mit 10 pl Anti-
CD14-Antikorpern, die mit dem Fluorenzfarbstoff R-Phycoerythrin (PE) markiert waren, bei
4°C laut Herstellerangaben fiir 20 min inkubiert. Die Antikorper binden an unbesetzte CD14-
Molekiile der Zelloberfliche und markieren die Zelle so als CD14-positiv. Als Negativkontrolle
diente ein Isotypenantikorper (100 pg/ml), der mit den Proben 1:4 verdiinnt und anschlie3end bei

4°C laut Hersteller fiir 20 min inkubiert wurde.
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Zur Anwendung kam dabei ein IgG1-Antikorper der Spezies Maus, der gegen Proteine gerichtet
ist, die nicht auf humanen Zellen exprimiert werden. Das Ergebnis der Messung ergab den
sogenannten Leerwert der Probe. Dieser wurde spiter vom Resultat der Zahlung CD14-positiver

Zellen abgezogen.

2.2.6 Vorbereitung der Testsubstanzen

MG-132 und MG-262 wurden laut Herstellerangaben in DMSO gelost und anschlieBend als
1 mM Stamml6sung in Eppendorf-Gefille tiberfiihrt. Die Aliquote wurden bei -80°C aufbewahrt.
Zur Erstellung der in dieser Arbeit verwendeten Dosierungen wurden die entsprechenden
Mengen der Stammlosung mit o-MEM verdiinnt. MG-132 wurde in den Konzentrationen

0,01 uM und 0,1 uM verwendet, MG-262 in den Dosierungen 0,001 uM und 0,01 uM.

PS 341 wurde gemil Herstellerangaben in DMSO gel6st und anschlieend in 1 uM und 10 uM
Stammlosungen bei -80°C eingefroren. Zur Erstellung von Verdiinnungsreihen wurde a-MEM
verwendet. PS 341 wurde in den Versuchen in den Konzentrationen 0,1 nM und 1 nM ein-

gesetzt.

Curcumin wurde laut Herstellerangaben in DMSO gelost und anschlieBend als 200 mM
Stammlosung in Eppendorf-Gefille iiberfiihrt. Die Stammlosung wurde bei -80°C aufbewahrt
und zur Behandlung mittels Verdiinnung mit o-MEM die gewiinschte Konzentration hergestellt.
Curcumin wurde bei den hier dargestellten Versuchen in den Konzentrationen 1 uM und 10 uM

verwendet.

2.2.7 MTT-Test zur Bestimmung der vitalen Zellfraktion

Der MTT-Test beruht auf der Umwandlung von gelb erscheinendem 3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yD)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT, Reagenz 1) in dunkelblaue Fromazankristalle.

Dieser Vorgang wird durch NAD(P)H-abhédngige Enzyme des endoplasmatischen Retikulums
sowie eine mitochondriale Succinatdehydrogenase in gesunden Zellen katalysiert [Berridge et al.
1993, Berridge et al. 2005]. Die anschlieBend hinzugefiigte Solubilisierungslosung (Reagenz 2)
filhrte zur Lyse der Zellen. Die Formazankristalle gehen in Losung. Nach der indizierten
Kultivierungsdauer wurden jedem Well 10 ul MTT Reagenz hinzugefiigt und die Kulturen fiir
4 h zuriick in den Brutschrank gestellt. AnschlieBend erhielt jedes Well 100 ul der Reagenz 2.
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Die Platten wurden danach iiber Nacht im Brutschrank bei 37°C, 5% CO, und 95% relativer
Luftfeuchtigkeit aufbewahrt.

2.2.8 Dosisbestimmung/zytotoxischer Effekt der Proteasominhibitoren MG-132 und MG-262

Die Dosierungen der Proteasominhibitoren MG-132 und MG-262 wurden aus Vorarbeiten

entnommen.

Um die toxische Grenze fiir die in dieser Arbeit verwendeten Zelltypus zu ermitteln, wurde
zusitzlich ein MTT-Test durchgefiihrt. Adhidrente humane mononukledre Zellen in Osteo-
klastenmedium wurden in einer Dichte von 2 x 10° Zellen/cm® (90 ul pro Well) in 96-well-
Platten ausgesit. Den Kulturen wurden zusitzlich die Wachstumsfaktoren M-CSF und RANKL
(jeweils 25 ng/ml) hinzugefiigt.

Am 1. Tag nach Adhidsion wurden die Zellen mit 0,1 und 0,01 uM MG 132 sowie 0,01 und
0,001 uM MG 262 jeweils in sechsfachem Ansatz iiber 3 Tage im Brutschrank bei 37°C, 5%
CO; angereicherter Raumluft und 95% relativer Luftfeuchtigkeit behandelt. AnschlieBend wurde
ein wie in Material und Methoden 2.2.7 dargestellter MTT-Test durchgefiihrt. Die Auswertung
erfolgte mit Hilfe eines Multiwellspektrophotometers fiir 96-well-Platten bei einer Wellenldnge

von 550 nm.

2.2.9 Dosisbestimmung/zytotoxischer Effekt von Curcumin

Vor Beginn der Versuchsreihen wurde das zytotoxische Potential von Curcumin ermittelt. Es
folgte dazu die Aufnahme von adhirenten mononukledren Zellen in Osteoklastenmedium mit
den Wachstumsfaktoren M-CSF (25 ng/ml) und RANKL (25 ng/ml). Die Zellen wurden danach
in sechsfachem Ansatz auf 96-well-Platten in einer Dichte von 2 x 10° Zellen/cm? ausgesit. Fiir
Curcumin wurde eine Verdiinnungsreihe von 0,1-100 uM erstellt, die auf die einzelnen Platten
pipettiert wurde.

Die Kultivierung erfolgte stets fiir 96 h bei 37°C, 5% CO, und 95%iger relativer Luftfeuchtigkeit
im Brutschrank. AnschlieBend wurde ein MTT-Test durchgefiihrt, wie er unter 2.2.7 im Teil
Material und Methoden beschrieben wurde. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe eines Multi-

wellspektrophotometers fiir 96-well-Platten bei einer Wellenldnge von 550 nm.
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2.2.10 Vorversuch 1: Osteoklastendifferenzierung

Zunichst wurden gewonnene adhirente mononukleédre Zellen in einer Dichte von 2 x 10° Zellen/
cm? in 24-well-Platten ausgesidt und die Kultivierung mit Osteoklastenmedium und den
hinzugefiigten Wachstumsfaktoren M-CSF und RANKL fiir 28 Tage durchgefiihrt. Die
Konzentration des Wachstumsfaktors M-CSF und des Wachstumsfaktors RANKL betrug je

25 ng pro ml Osteoklastenmedium.

Wihrend der Kultivierung erfolgten nach jeweils 2 Tagen die Entfernung der Hilfte des
Mediums und der Ersatz durch neu angesetztes Osteoklastenmedium mit den hinzugefiigten
Wachstumsfaktoren. Nach 28 Tagen erfolgte die Auswertung. Nach dieser Zeit wurde das
gesamte Medium entfernt. Auf den Platten folgten die Anfiarbung der tartrat-resistenten sauren
Phosphatase (Tartrat-resistant acid phophatase (TRAP)) und die anschlieBende manuelle

Auszidhlung der multinukledren TRAP-positiven Zellen/Osteoklasten.

2.2.11 TRAP (Tartrat-resistant acid phosphatase)-Farbung

Zum Nachweis von TRAP-Aktivitit wurde ein Kit zur Bestimmung der sauren Leukozyten-
phosphatase der Firma Sigma Aldrich genutzt. Nach beigefiigtem Protokoll erfolgte die An-
farbung innerhalb der 24-well-Platten. Die Zellen wurden dreimal mit PBS gewaschen. Danach
folgte die Fixierung der Zellen mit Hilfe der mitgelieferten Fixierlosung. Die Anfirbung wurde
anschliefend mit der im Kit empfohlenen Rezeptur aus Fast Garnet GBC Standardlésung,

Naphthol AS-BI Phosphorsédureldsung, L(+)-Tartratpuffer und Azetatpuffer durchgefiihrt.

Das nach enzymatischer Hydrolyse entstandene Naphthol AS-BI und Fast Garnet GBC bildeten

hierbei unldsliche rot-braune Farbablagerungen. Die Kernfidrbung erfolgte mit Hamatoxylin.

2.2.12 Vorversuch 2: Osteoklastenfunktion

Zur Bestimmung der Osteoklastenaktivitét liel sich die Eigenschaft der Osteoklasten nutzen,
Knochen zu resorbieren. Auf mit Medium iiberschichtete Elfenbeinchips wurde adhirenten

mononukledren Zellen das Wachstum und die Differenzierung zu Osteoklasten ermoglicht.

Zunachst wurden 1,2 bis 1,4 mm dicke Elfenbeinchips, in der Grofle einer Kavitit einer 24-well-
Platte, mit Hilfe einer elektrischen Knochensige angefertigt. Uber Nacht folgte deren Inkubation
in 96%igem Alkohol. Anschlieend wurden die Chips vierfach mit PBS gewaschen und in eine
24-well-Platte gelegt.
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Zum Nachweis der Sterilitit eignete sich die Uberschichtung der Chips mit Medium, dem FKS
hinzufiigt worden war. Fiir 3 Tage wurde dieser Ansatz im Brutschrank bei 37°C und 5% CO,
inkubiert. Damit sollte ein Wachstum noch vorhandener Zellen/Keime ermoglicht werden, und
das im Medium ent-haltene Phenolrot sollte durch einen Farbumschlag als Indikator fiir eine

Kontamination dienen.

Zur Durchfiithrung der Versuche erfolgte die Aussaat adhidrenter mononukleédrer Zellen in einer
Dichte von 2 x 10° Zellen/cm? in Osteoklastenmedium mit M-CSF und RANKL (jeweils
25 ng/ml). Es wurde nach jeweils 2 Tagen ein Mediumwechsel durchgefiihrt, bei dem die Hilfte

des alten durch neues Osteoklastenmedium mit Wachstumsfaktoren ersetzt wurde.

2.2.13 Quantitative Erfassung von TRAP-positiven Zellen

Die Bestimmung der Zahl TRAP-positiver Zellen erfolgt nach Firbung mittels
lichtmikroskopischer Auszéhlung auf 24-well-Platten. Dazu wurde ein Mikrolasermikroskop,
P.A.L.M. der Firma Carl Zeiss Jena verwendet. Die Apparatur ermdglichte in dem hier dar-
gestellten Versuchsaufbau, jedes Well durchlichtmikroskopisch zu durchfahren und jede TRAP-
positive Zelle manuell zu erfassen. Als Kriterien galten hierbei eine Kernanzahl von iiber 3

Zellkernen pro Zelle sowie eine braun-rote Farbung des Zytoplasmas der Zellen (Abbildung 3a).

Abb. 3a: TRAP-positiver Osteoklast. Abb. 3b: Lakunen mit Toluidin-
Ausschnittsvergr. von x40 blau. Ausschnittsvergr. von x10

2.2.14 Quantitative Erfassung von Resorptionslakunen

Die Dentinchips wurden zundchst von anhaftenden Zellen und Mediumriickstinden mittels
12%igem Natriumhypochlorit bei einer Inkubationsdauer von 1 h befreit. Viermaliges Waschen

mit Aqua dest. schloss den Reinigungsprozess der Chips ab.
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Darauf folgte die Firbung der Lakunen durch Eintauchen der Chips in 1%ige
Toluidinblauldsung iiber 5 s. Nach manueller Reinigung wurden die Chips lichtmikroskopisch
ausgewertet. Dazu diente ein Mikrolasermikroskop, P.A.L.M der Firma Carl Zeiss Jena. Jede

Lakune wurde manuell erfasst und in die Auswertung aufgenommen (Abbildung 3b).

Bei Versuchen, bei denen eine Auszdhlung nicht moglich war, wurde die Fliche von Re-

sorptionsbezirken durch Umrandung der Bereiche mittels Ellipsen bzw. Kreisen bestimmt.

Dabei wurde darauf geachtet, dass nur eines der Verfahren, d.h. entweder Auszdhlung oder
Flichenbestimmung, pro Versuchsanordnung Verwendung fand, um die Vergleichbarkeit der

Ergebnisse zu gewihrleisten.

2.2.15 NF-xB-ELISA

Die Bestimmung der NF-xB-Aktivitit wurde mit Hilfe eines auf ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay)-Technik beruhenden Kits der Firma Actif Motif, Belgien, durchgefiihrt.

Die Handhabung erfolgte anhand des beigefiigten Protokolls.

Lysepuffer (complete lysis buffer), Waschpuffer (washing buffer), Bindungspuffer (antibody
binding buffer), Entwickler (developing solution) und Stopplosung (stop solution) wurden laut

Herstellerangaben aufbewahrt und zum Versuchsbeginn vorbereitet.

Die Zellen wurden zundchst innerhalb der Multiwellplatten durch vorsichtiges Auf- und Ab-
pipettieren mit PBS (4°C) gewaschen und anschlieBend auf Eis und Schiittler iiber die indizierten
Zeiten lysiert. Zum einen wurden Gesamtzelllysate durch die Verwendung des dem Kit
beigefiigten complete lysis buffer (sieche Material und Methoden 2.3.3), zum anderen
Zellkernlysate (siehe Material und Methoden 2.3.9) durch die Verwendung des nuclear extract
kits der Firma Actif Motif gebildet. Letztere Lysetechnik fithrte zu deutlicher
Materialeinsparung. Zudem war es moglich, parallel die Expression von unterschiedlichen
Proteinen zu untersuchen. Es wurde strikt darauf geachtet, nur Proben, die im gleichen Verfahren

hergestellt worden waren, untereinander zu vergleichen.

Um in allen Proben eine dquivalente Menge an Gesamtprotein zu erhalten, wurden von den
Lysaten zu Beginn des Versuchs 2 ul abgenommen und eine Proteingesamtbestimmung mittels
eines BCA-Assay Kits der Firma Pierce durchgefiihrt. Die Leerwertkontrolle enthielt den jeweils

verwendeten Lysepuffer.
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Die Ausgangsproteinmenge wurde je nach Versuchsaufbau auf 20 oder 50 pg pro Ansatz
festgelegt. Diese Proben wurden mit Lysepuffer auf eine definierte Menge Losung aufgefiillt und

in zweifachem Ansatz auf die dem Kit beigefiigten 96-well-Platten iiberfiihrt.

Fiir das NF-xB-ELISA Kit enthielt jedes Well auf diesen Platten immobilisierte Oligonukleotide
mit der Sequenz 5°-GGGACTTTCC-3’. Die NF-xB-Komplexe binden spezifisch an diese

Sequenz.

Die Platte wurde abgedeckt und fiir 1h auf einem Tischschiittler bei RT inkubiert. Nach dieser

Zeit wurden die Wells durch Ausschiitten geleert.

Jedes Well wurde dreimal mit 200 ul des im Kit enthaltenen Waschpuffers gewaschen.
Anschlieend wurde der mitgelieferte Anti-p65-Antikorper 1:1000 mit Bindungspuffer verdiinnt.
100 pl der jeweiligen Antikorperldsung wurden verwendet. Es folgte die Inkubation der Platte
fiir 1 h bei RT. Nichtgebundene Antikorper wurden durch dreimaliges Waschen mit Waschpuffer
von der Platte entfernt und es folgte die Inkubation der Platte mit dem mitgelieferten HRP
(horseradish peroxidase)-konjugierten Sekundirantikdrper. Dieser wurde ebenfalls 1:1000 mit
Bindungspuffer verdiinnt und 100 pl davon in jedes Well gegeben. Die Platte wurde
anschliefend fiir 1 h bei RT inkubiert. Es folgte viermaliges Waschen mit 200 ul Waschpuffer
pro Well.

Anschlieend wurden 100 pl Entwickler in jedes Well gegeben, und es wurde bei RT der
Farbumschlag von farblos zu blau abgewartet. Nach dem Farbumschlag erfolgte das Hinzufiigen
von 100 pl Stopplosung pro Well. Eine Farbverdnderung von blau zu gelb konnte nun registriert
werden. Die Messung erfolgte innerhalb von 5 min nach Farbumschlag mittels eines

Multiwellspektrophotometers bei 450 nm Wellenldnge.

2.2.16 Western Blot

Die Zellen wurden zunéchst innerhalb der Multiwellplatten bzw. Petrischalen dreimal mit PBS
(4°C) durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren gewaschen und anschlieend lysiert. Dazu

wurde ein nach oben genannter Rezeptur hergestellter Lysepuffer verwendet.
Die Inkubation erfolgte auf Eis und Schiittler fiir 30 min. Die Lysate wurden in Eppendorf-

ReaktionsgefiBe tiberfiihrt und fiir 20 min bei 16.000g und 4°C zentrifugiert. Die Aufbewahrung
der Uberstiinde erfolgte bei -80°C.
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Um in allen Proben eine dquivalente Menge an Gesamtprotein zu erhalten, wurde von den
Lysaten zu Beginn des Versuchs 2 ul abgenommen und eine Proteingesamtbestimmung mittels
BCA-Assay Kit der Firma Pierce durchgefiihrt. Als Leerwertkontrolle diente der verwendete

Lysepuffer.

Je nach Versuchsaufbau wurde allen Proben 30 oder 60 ug Protein entnommen und diese mit
handelsiiblichem Ladepuffer (B-Mercaptoethanol:Ladepuffer = 1:5) und handelsiiblichem 2 x
Sodiumdodecylsulfat (B-Mercaptoethanol: 2 x SDS = 1:50) auf die gewiinschte Menge

eingestellt.

Der Probenlauf erfolgte nach dem Prinzip der SDS-PAGE (Polyacrylamid-Gelektrophorese) in
Elektrophoresekammern von Ammersham Bioscience/BioRad. Als Trenngele dienten hierbei

10-12%ige Acrylamid-Gele.

Die Beladung der Gele erfolgte mittels Hamilton-Spritzen sowie Eppendorf-Pipetten. Bei jedem
Lauf wurde ein Proteinmarker der Firma BioRad mitgefiihrt. Nach Beladung erfolgte der
Elektrophoreselauf bei 100 V und 25 mA fiir 2 h. Anschliefend wurden die Gele entnommen,
die jeweilige Seite markiert und in Transferpuffer iiberfithrt. Der Blot erfolgte im semi-dry-
Verfahren auf PVDF-Membranen, die zuvor 30 s in Methanol inkubiert worden waren, bei 15 V

und 2 A fiir 30 min.

Zur Kontrolle der Blotergebnisse wurden die Membranen fiir 5 min in Ponceaurot (Ponceau S
Solution) und die Gele fiir 30 min mit Coomasieblau (Coomassie Solution) gefarbt. Die
Membranen wurden anschlieBend in PBST kurz gewaschen. Es folgte die Blockierung
unspezifischer Bindungen auf den Membranen mittels Superblotto fiir 2 h auf einem Tisch-

schiittler.

Die Membranen wurden mit dem Primirantikorper in Superblotto, welches in diesem Schritt 1:2
mit TBST verdiinnt worden war, iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Damit erreichte man eine
besonders spezifische Bindung des Antikorpers an Proteine der Membranen. Die Dosierung der
Antikorper erfolgte laut Beschreibung der Hersteller. AnschlieBend wurden die Membranen fiir

4 x 5 min auf dem Schiittler bei RT mit PBST gewaschen.

Die Inkubation des Sekunddrantikorpers erfolgte fiir 2 h bei RT auf dem Schiittler, um eine
gleichmiBige Verteilung des Antikorpers auf den Membranen zu erzielen. AnschlieBend folgte

das Waschen der Membranen mittels PBST fiir 4 x 5 min bei RT.

Zur Darstellung der Banden wurde entweder ECL Detektionsreagenz oder Luminol laut

Herstellerangaben verwendet.
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Die Membranen wurden fiir 1 min bei RT in der jeweiligen Losung belassen und anschliefend in
Folien auf den Film gelegt. Die Belichtungsdauer betrug 2-10 min. Zur Entwicklung wurden die
Filme in Fertigentwickler und Fertigfixierer jeweils 2 min gelegt. Zwischen den einzelnen

Entwicklungsstufen erfolgte die Spiilung der Filme mit Leitungswasser.

2.3 Versuchsaufbau

2.3.1 Osteoklastendifferenzierung unter dem Einfluss von MG-132, MG-262 und Curcumin

Um Unterschiede und etwaige Variabilititsfehler von Primérkulturen in den Versuchen so gering
wie moglich zu halten, wurden die in Osteoklastenmedium suspendierten adhirenten
mononukledren Zellen in dreifachem Ansatz auf 24-well-Platten in einer Dichte von
2 x 10’ Zellen/cm® ausgesiit. Zusitzlich zu den Ansiitzen der Testsubstanzen erfolgte die Auf-
nahme von Zellen, deren Medium nur M-CSF enthielt, als Negativkontrolle und Zellen, deren
Medium M-CSF und RANKL ohne Testsubstanzen aufwies, als Positivkontrolle. Auch dabei

wurde jeweils ein dreifacher Ansatz verwendet.

Jeden 2. Tag wurde die Hilfte des Mediums entfernt und durch frisches Osteoklastenmedium
ersetzt. Dabei wurde darauf geachtet, die Konzentrationen der Wachstumsfaktoren und
Testsubstanzen beizubehalten. Vor dem Mediumwechsel wurde jedes Well lichtmikroskopisch
kontrolliert, so dass ein sofortiger Abbruch des Versuchs bei mikroskopisch erkennbaren

Wachstums-unterschieden moglich war.

Aufgrund der erworbenen Erkenntnisse aus den Vorversuchen erfolgte die Auswertung nach 28
Tagen. Die Zellen wurden durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren dreimal mit PBS
gewaschen und anschlieBend eine TRAP-Fiarbung, wie in Material und Methoden 2.2.11
beschrieben, durchgefiihrt.

Die Zellzahl wurde durchlichtmikroskopisch bestimmt und in die Auswertung aufgenommen.

Die Quantifizierung erfolgte wie in Material und Methoden 2.2.13 beschrieben.

2.3.2 Osteoklastenaktivitat unter dem Einfluss von MG-132, MG-262 und Curcumin

Zur Untersuchung der Osteoklastenfunktion wurden Dentinchips in alle Kavititen einer 24-well-
Platte gelegt. In Osteoklastenmedium mit den Wachstumsfaktoren M-CSF (25 ng/ml) und
RANKL (25 ng/ml) suspendierte adhdrente mononukledre Zellen wurden in einer Dichte von

2 x 10° Zellen/cm? auf diesen Platten ausgesit.
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Es folgte die RANKL-Stimulation der Kulturen zur Erzeugung von Osteoklasten im Brutschrank
bei 37°C, 5% CO; und 95% relativer Luftfeuchtigkeit bis zum Tag 28. Das Hinzufiigen der
Testsubstanzen erfolgte von Beginn dieser Kultivierungszeit an. Ein Ansatz mit Zellen, die nur
mit M-CSF (25 ng/ml) stimuliert wurden, bildete die Negativkontrolle. Die Positivkontrolle
enthielt zusdtzlich 25 ng/ml RANKL. Wihrend der gesamten Kultivierungszeit wurde ein
Mediumwechsel jeden 2.Tag durchgefiihrt, wobei die Hilfte des Mediums verworfen wurde, und
es durch frisches Osteoklastenmedium mit Wachstumsfaktoren und ggf. den Testsubstanzen in

den indizierten Konzentrationen ersetzt wurde.

Die Auswertung erfolgte am 28. Tag. Zur Befreiung der Chips von Zell- und Mediumriick-
stinden wurden diese mit 12%igem Natriumhypochlorit iiberschichtet und fiir 1 h bei RT
inkubiert. AnschlieBend folgten viermaliges Waschen mit Aqua dest. und die Fiarbung der Chips
mit 1%iger Toluidinblaulosung fiir 5 s. Die Zahl der Lakunen bzw. deren Ausbreitung wurde
durchlichtmikroskopisch bestimmt und in die Auswertung aufgenommen. Die Quantifizierung

erfolgte wie in Material und Methoden unter 2.2.14 beschrieben.

2.3.3 NF-xB-Aktivitat unter dem Einfluss von MG-132, MG-262 und Curcumin

Zur Messung der NF-xkB-Aktivitit wurden in Osteoklastenmedium suspendierte adhirente
mononukleiire Zellen in 24-well-Platten in einer Dichte von 2 x 10° Zellen/cm” ausgesit und bis
zum 28. Tag mit MG-132, MG-262 und Curcumin in den indizierten Dosierungen behandelt. Die
Kultivierung erfolgte in einem Brutschrank bei 37°C, 5% CO, und 95% relativer Luft-
feuchtigkeit. Ein Ansatz mit Zellen, die nur mit M-CSF (25 ng/ml) stimuliert wurden, bildete die
Negativkontrolle. Die Positivkontrolle enthielt zusitzlich 25 ng/ml RANKL. Ein Medium-
wechsel, bei dem auch die Testsubstanzen frisch substituiert wurden, erfolgte jeweils am 2.Tag.
Dabei wurde jeweils die Hilfte des alten Mediums verworfen und durch neues Osteo-
klastenmedium ersetzt.

Nach 28 Tagen erfolgte die Auswertung. Die Zellen wurden mit neuem Osteoklastenmedium,
welches nur RANKL in der Dosierung 25 ng/ml enthielt, fiir 30 min im Brutschrank bei 37°C,
5% CO; und 95% relativer Luftfeuchtigkeit inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen innerhalb
der 24-well-Platten durch vorsichtiges Auf-und Abpipettieren dreimal mit PBS (4°C) gewaschen.
Es folgten die Lyse der Zellen, Proteinbestimmung sowie NF-kB-ELISA gemill dem Vorgehen

wie in Materialien und Methoden unter 2.2.15 beschrieben.
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2.3.4 IkB-a- und phospho-IkB-o—Expression nach Behandlung mit Curcumin

Die IkB-o und phospho-IkB-a-Expression wurde in einem Western Blot-Verfahren bestimmt

und visualisiert.

Zunéchst wurden durch Adhidsion gewonnene mononukledre Zellen in Osteoklastenmedium auf
6-well-Platten in einer Dichte von 2 x 10°/cm? ausgesit. Jedem Ansatz wurden anschlieend
25 ng/ml M-CSF und 25 ng/ml RANKL hinzugefiigt. Die Kultivierung wurde bei 37°C, 5% CO,
und 95% relativer Luftfeuchtigkeit bis zum Tag 28 durchgefiihrt. Jeden zweiten Tag wurde die
Hilfte des Mediums entfernt und durch neues Osteoklastenmedium ersetzt. Nach jedem
Mediumwechsel wurden jedem Well 25 ng/ml M-CSF und 25 ng/ml RANKL hinzugefiigt. Am
28. Tag wurde das gesamte Medium entfernt. Es folgte das Hinzufiigen von 6 ml PBS in jedes

Well. Durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren wurden die Zellen dreimal gewaschen.

AnschlieBend wurden die Zellen mit Medium, welches M-CSF (25 ng/ ml) und 100 uM
Curcumin enthielt fiir 60 Minuten behandelt und anschliefend mit RANKL (150 ng/ ml) iiber 0,
5, 15, 30 und 60 Minuten stimuliert. Als Kontrolle diente ein Ansatz mit Zellen, die ohne
Vorbehandlung mit Curcumin iiber den gleichen Zeitraum mit RANKL (150 ng/ml) stimuliert

wurden.

Es folgte die Vorbereitung der Zellen fiir die Durchfithrung eines Western Blots gemill der

Beschreibung in Materialien und Methoden unter 2.2.16.

Als Primérantikorper wurden ein Anti-IkB-o-Antikérper der Firma Santa Cruz in der Ver-
diinnung 1:1000 und ein Anti-phospho-IkB-o-Antikorper der Firma Cell Signaling in der Ver-
diinnung 1:2000 eingesetzt. Die Beladungskontrolle wurde mit Hilfe eines Anti-Actin-Anti-
korpers der Firma Santa Cruz durchgefiihrt. Dieser wurde mit Blockierungspuffer 1:2000 ver-
diinnt. Als Sekundérantikorper kamen ein Rabbit Anti-goat IgG HRP-Antikorper von Dako in
der Verdiinnung 1:2000 und ein Bovine Anti-Rabbit [gG HRP-Antikoérper von Santa Cruz in der

Verdiinnung 1:2000 zum Einsatz.

2.3.5 Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)-Bestimmung nach Curcuminbehandlung

Adhirente mononukleire Zellen wurden in einer Dichte von 2 x 10° Zellen/cm® in 96-well-
Platten ausgesit. Es folgte die Stimulation dieser Zellen mit M-CSF (25 ng/ml) und RANKL
(25 ng/ml). Die Kultivierung erfolgte im Brutschrank bei 37°C, 5% CO; und 95% relativer
Luftfeuchtigkeit iiber 28 Tage.
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Nach jeweils 2 Tagen erfolgten die Entfernung der Hilfte des Mediums, der Ersatz durch
frisches Osteoklastenmedium und das Hinzufiigen der Wachstumsfaktoren. Nach 28 Tagen
wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und alle Ansitze erhielten frisches Osteo-
klastenmedium. Es folgte die Behandlung mit 10 uM und 100 uM Curcumin in Triplets. Die
Inkubation wurde bei 37°C, 5%igem CO, und 95% relativer Luftfeuchtigkeit im Brutschrank fiir
1 h durchgefiihrt. Die Negativkontrolle enthielt nur M-CSF (25 ng/ml), die Positivkontrolle
zusitzlich RANKL (25 ng/ml).

Nach einer Stunde wurden alle Ansitze mit RANKL (150 ng/ml) stimuliert und fiir 15 bzw. 45
min unter den oben genannten Bedingungen im Brutschrank inkubiert. Alle Ansédtze wurden
dann dreimal mit PBS gewaschen und mit 2’,7’-Dichlorofluorescindiacetat (DCFDA) verdiinnt

in PBS versetzt.

Die Endkonzentration pro Well betrug 100 uM. DCFDA ist eine nicht fluorezierende und nicht
polare chemische Substanz, die in Zellen aufgenommen wird und dort verbleibt. Durch das Vor-
handensein von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) wird DCFDA in den fluoreszierenden Stoff

Dichlorofluorescein (DCF) umgewandelt.

Es folgte die Inkubation fiir 1 h bei den oben genannten Bedingungen im Brutschrank. Un-
mittelbar nach dieser Inkubationszeit folgte mittels eines Fluoreszenzspektrophotometers die
Auswertung bei einer Anregungswellenldnge von 480 nm und einer Detektionswellenldnge von

530 nm. Die beschriebenen Versuche wurden unter strengem Lichtabschluf3 durchgefiihrt.

2.3.6 Dosisermittlung/zytotoxischer Effekt von Bortezomib

Zunichst wurde eine CD14-Selektion von PBMCs wie in Material und Methoden unter 2.2.4
beschrieben durchgefiihrt. CD14-positive Zellen wurden in Osteoklastenmedium aufgenommen
und in einer Dichte von 2 x 10° Zellen/cm? in sechsfachem Ansatz auf 96-well-Platten ausgesiit.
Dem Medium wurden die Wachstumsfaktoren M-CSF (25 ng/ml) und RANKL (25 ng/ml)
hinzugefiigt. Nach 3 Tagen der Kultivierung bei 37°C, 5% CO; und 95% relativer Luftfeuch-
tigkeit folgte die Auswertung mittels MTT-Test, wie unter 2.2.7 beschrieben. Die Auswertung

wurde mit Hilfe eines Multiwellspektrometers bei einer Wellenldnge von 550 nm durchgefiihrt.
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2.3.7 Osteoklastendifferenzierung unter dem Einfluss von Bortezomib

CD14-positive Zellen wurden wie im Teil Materialien und Methoden unter 2.2.4 beschrieben
gewonnen. Diese Zellen wurden in Osteoklastenmedium in einer Dichte von 2 x 10° Zellen/cm?

auf 96-well-Platten ausgesiit.

Dem Medium wurden die Wachstumsfaktoren M-CSF (25 ng/ml) und RANKL (25 ng/ml)
hinzugefiigt. Die Kultivierung erfolgte danach bei 37°C, 5% CO, und 95%iger relativer Luft-
feuchtigkeit. Die Kultivierungszeit betrug 7 Tage fiir die Erzeugung von Priosteoklasten und 28
Tage fiir die Erzeugung von reifen Osteoklasten. An den Tagen 1, 8 und 21 wurde die

Behandlung mit Bortezomib in dreifachem Ansatz begonnen.

Jeden 2. Tag folgte ein Mediumwechsel, wobei die Hilfte des Mediums verworfen und durch
frisches Osteoklastenmedium ersetzt wurde. Die Wachstumsfaktoren und Testsubstanzen in den
indizierten Konzentrationen wurden anschlieend frisch hinzugefiigt. Nach 28 Tagen erfolgte die
TRAP-Farbung der Zellen wie unter 2.2.11 beschrieben. Die Quantifizierung erfolgte nach der in
Material und Methoden unter 2.2.13 beschriebenen Methode.

2.3.8 Osteoklastenfunktion unter dem Einfluss von Bortezomib

Zur Untersuchung der Osteoklastenfunktion wurden Dentinchips in alle Kavititen einer 24-well-
Platte gelegt. In Osteoklastenmedium suspendierte CD14-positive Zellen wurden in einer Dichte
von 2 x 10°/cm” ausgesit. Es folgte die Ausdifferenzierung der Zellen mit Hilfe der Wachs-
tumsfaktoren M-CSF (25 ng/ml) und RANKL (25 ng/ml) zu Osteoklasten bis zum Tag 21.
AnschlieBend erfolgte das Hinzufiigen der Testsubstanz Bortezomib fiir 7 Tage. Wéhrend der

gesamten Kultivierungszeit wurde ein Mediumwechsel jeden 2. Tag durchgefiihrt.

Dabei wurden gleichzeitig Wachstumsfaktoren und ggf. die Testsubstanz (nach Tag 21) in den
indizierten Konzentrationen frisch hinzugefiigt. Es wurde stets das alte Medium zur Hilfte

entfernt und durch frisches Osteoklastenmedium ersetzt.

Die Auswertung erfolgte am 28. Tag. Zur Befreiung der Chips von Zell- und Medium-
riickstinden wurden sie mit 12%igem Natriumhypochlorit iiberschichtet und fiir 1h bei RT
inkubiert. AnschlieBend erfolgten viermaliges Waschen mit Aqua dest. und die Farbung der

Chips mit 1%iger Toluidinblauldsung fiir 5 s.
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Die Zahl der Lakunen bzw. deren Ausbreitung wurde durchlichtmikroskopisch bestimmt und in
die Auswertung aufgenommen. Die Quantifizierung erfolgte wie in Materialien und Methoden

2.2.14 beschrieben.

2.3.9 NF-xB-Aktivitat unter dem Einfluss von Bortezomib

In Osteoklastenmedium suspendierte CDI14-positive Zellen wurden in Petrischalen
(Durchmesser 10 cm) in einer Dichte von 2 x 10° Zellen/cm? ausgesit. Die Kultivierung erfolgte
bis Tag 21 bei 37°C, 5% CO, und 95% relativer Luftfeuchtigkeit im Brutschrank. Ein
Mediumwechsel wurde alle 2 Tage durchgefiihrt, wobei die Wachstumsfaktoren M-CSF
(25 ng/ml) und RANKL (25 ng/ml) frisch hinzugefiigt wurden. Es wurde jeweils die Hélfte des

alten Mediums verworfen und druch frisches Osteoklastenmedium ersetzt.

Nach 21 Tagen wurden die Platten zunédchst mit 5 uM Bortezomib fiir 60 min behandelt und
anschlieend mit RANKL (150 ng/ml) fiir 15 min stimuliert.

Als Positivkontrolle dienten Platten, die ohne voherige Behandlung mit Bortezomib mit RANKL
(150 ng/ml) iiber 15 min stimuliert wurden. Die Inkubationen der Platten wurden stets bei 37°C,

5% CO, und 95% relativer Luftfeuchtigkeit durchgefiihrt.

Zur Extraktion von Proteinen wurden Zellkernlysate und Lysate der zytoplasmatischen

Zellfraktion mit Hilfe des nuclear extract kits der Firma Active Motif erzeugt.

Zur Erzeugung von Zellkernlysaten wurden die Zellen innerhalb der Petrischalen durch
vorsichtiges Auf- und Abpipettieren einmal mit PBS/Phosphataseinhibitor (4°C) gewaschen und
anschliefend mit dem im Kit enthaltenen hypotonem Puffer (hypotonic buffer) tiberschichtet und
fir 15 min auf Eis auf einem Tischschiittler inkubiert. AnschlieBend wurde das Lysat in

Eppendorf-Reaktionsgefille tiberfiihrt und bei 14.000g und 4°C fiir 30 s zentrifugiert.

Der Uberstand bildete die zytoplasmatische Fraktion. Dieser wurde entnommen und bei -80°C
asserviert. Die Zellkernfraktion wurde in dem im Kit enthaltenen Lysepuffer (complete lysis
buffer) resuspendiert. Fiir 30 min wurde dieser Ansatz auf einem Tischschiittler auf Eis inkubiert.
AnschlieBend folgte eine Zentrifugation fiir 10 min bei 14.000g und 4°C. Die Protein-
quantifizierung sowie die Durchfithrung des NF-kB-ELISA erfolgten wie in Materialien und
Methoden 2.2.15 beschrieben.
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2.3.10 IkB-a- und phospho-lkB-o—Expression nach Behandlung mit Bortezomib

Die IkB-o- und phospho-IkB-o-Expression wurden in einem Western Blot Verfahren bestimmt
und visualisiert. Zunidchst wurden CD14-positive Zellen in Osteoklastenmedium aufgenommen
und in einer Dichte von 2 x 10° Zellen/cm? ausgesit. Jedem Ansatz wurden anschlieBend

25 ng/ml M-CSF und 25 ng/ml RANKL hinzugefiigt.

Die Kultivierung wurde bei 37°C, 5% CO, und 95% relativer Luftfeuchtigkeit bis zum Tag 21
durchgefiihrt.

Jeden 2. Tag wurde die Hilfte des Mediums entfernt und durch neues Osteoklastenmedium
ersetzt. Nach jedem Mediumwechsel wurden jedem Well 25 ng/ml M-CSF und 25 ng/ml
RANKL hinzugefiigt. Durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren wurden am Ende der

Kultivierungszeitraums die Zellen dreimal mit PBS gewaschen.

AnschlieBend wurden die Zellen mit Medium, welches 5 uM Bortezomib enthielt fiir 60 Minuten

behandelt und anschlieBend mit RANKL (150ng/ml) iiber 15 Minuten stimuliert.

Als Kontrolle dienten Ansitze, die ohne Vorbehandlung mit Bortezomib iiber den gleichen
Zeitraum mit RANKL (150 ng/ml) stimuliert worden waren. Es folgten die Lyse der Zellen und
die Proteinbestimmung mit Hilfe eines BCA-Assays der Firma Pierce. Zur Durchfiihrung des
Western Blots wurden die Lysate der zytoplasmatischen Zellfraktion verwendet. Jeweils 30 ug

Protein der Proben wurden dabei eingesetzt.

Als Primérantikorper wurden ein Anti-IkB-o-Antikdrper in der Verdiinnung 1:1000 und ein
Anti-phospho-IkB-o-Antikorper in der Verdiinnung 1:2000 eingesetzt. Die Beladungskontrolle
wurde jeweils mit Hilfe eines Anti-Actin-Antikorpers der Firma Santa Cruz durchgefiihrt. Dieser
wurde 1:2000 verdiinnt.

Als Sekunddrantikorper kamen ein Rabbit Anti-goat IgG HRP-Antikdrper von Dako in der
Verdiinnung 1:2000 und ein Bovine Anti-Rabbit IgG HRP-Antikorper von Santa Cruz in der

Verdiinnung 1:2000 zum Einsatz.

2.4  Graphische Auswertung

Die Erfassung erfolgte mit Hilfe einer Kleinbildkamera der Firma Leica sowie in spiteren
Versuchen mit einer Digitalkamera der Firma Canon. Die Bildbearbeitung und graphische

Auswertung wurden mit Adobe Photoshop 7.0 durchgefiihrt.
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2.5  Statistische Auswertung

Die quantitative Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe des Statistikprogramms SPSS in den
Versionen 13.0 und 16.0. Diagramme dieser Arbeit wurden in Sigma Plot 10.0 der Firma SPSS

Inc. erstellt. Dieses Programm basiert auf den statistischen Auswertungsprinzipien von SPSS.

Um die Zusammenfassung der Versuchsdaten fiir Osteoklastendifferenzierung und -aktivitit zu
ermoglichen, wurden innerhalb der Versuchsreihen die Prozentwerte berechnet. Als Bezugs-
grofle diente dabei die Positivkontrolle, die 100% gesetzt wurde. Zuvor wurde die
Vergleichbarkeit der Versuchsreihen durch eine Spearman-Rho-Rangkorrelationsanalyse der
Absolutmittelwerte bestimmt. Es wurden jeweils die dazugehorigen Signifikanzniveaus

angegeben.

Fiir NF-xB- und ROS-Bestimmung wurden die ermittelten Extinktionswerte in die Auswertung
aufgenommen. Mittelwerte, geschiitzte Standardabweichungen und Konfidenzintervalle wurden
von den erhobenen Stichprobenwerten durch explorative Datenanalyse in SPSS ermittelt. Alle
dariiber hinaus dargestellten Diagramme enthalten stets die prozentualen Mittelwerte der
Stichproben. Fehlerbalken innerhalb der Diagramme geben die einfache Standardabweichung
der Mittelwerte an. Im Text erfolgt die Angabe der berechneten Mittelwerte sowie das

dazugehorige Konfidenzintervall in eckigen Klammern.

Um das Signifikanzniveau zu ermitteln, wurde jeweils ein Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test zum

Vergleich von zwei unabhéngigen Stichproben durchgefiihrt.

Es wurden stets die prozentualen oder absoluten Stichprobenwerte eines Behandlungsansatzes
mit den Stichprobenwerten der Positivkontrolle verglichen und deren p-Werte ermittelt. Es
diente dazu das Statistikprogramm SPSS in der Version 16.0, welches die Berechnung der hier

dargestellten zweiseitig exakten p-Werte ermoglichte.

In allen Diagrammen erfolgte die Angabe des Signifikantsniveaus mit * fiir einen signifikanten

Unterschied (p < 0.05) und ** fiir einen hochsignifikanten Unterschied (p < 0.005).
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3 Ergebnisse

Zur Untersuchung von Osteoklastendifferenzierung, Osteoklastenaktivitit, NF-kB-aktivitit,
IkB-0- und phospho-IkB-a-Expression sowie des ROS-Vorkommens in reifen Osteoklasten
unter dem Einfluss der hier vorgestellten Testsubstanzen wurden die Ergebnisse dreifach in
voneinander unabhédngigen Versuchen reproduziert. Ein erster Versuch diente zunichst einer
qualitativen Erfassung von Unterschieden. Zur Quantifizierung der Ergebnisse wurden
anschliefend zumindest voneinander unabhingige Doppelversuche durchgefiihrt. Innerhalb der
Versuchsreihen wurden dreifache oder sechsfache Ansdtze verwendet. Obligat in jedem

Versuchsteil war die Mitfithrung einer Negativ- und einer Positivkontrolle.

Bei der Aufnahme der Daten wurde stets auf gleiche Bedingungen geachtet und die Auswertung

nach bestem Wissen und Gewissen durchgefiihrt.

3.1 Reinheit der isolierten CD14-positiven Zellen

PBMCs wurden einer CD14-Selektion mittels MACS-Sidule zugefiihrt. Angereicherte CD14-
positive Zellen wurden mit einem monoklonalen Anti-CD14/CD45 Antikorper inkubiert.

Anschlielend erfolgte die durchfluBzytometrische Bestimmung der Reinheit.

Mit Hilfe der unter Materialien und Methoden 2.2.4 beschriebenen Isolierungsmethode konnte
eine Reinheit CD14-positiver Zellen von iiber 97% erreicht werden. Vor der Anreicherung
handelte es sich dabei um eine groBe Fraktion CD45/CD14-Zellen und eine kleine Fraktion
CD45"/CD14"-Zellen. Nach Anreicherung waren fast ausschlieBlich CD45"/CD14"-Zellen
nachweisbar (Abbildung 5).

Counts
0 20 40 60 20100

w0 0! 108 ¥ qpd
D14 PE

Abb. 4: Reinheit nach Isolierung von CD14-

postiven Zellen. griine Kurve: vor Isolation. blaue

Kurve: nach Isolation

Das Ergebnis bestitigte das Vorliegen einer homogenen Zellpopulation. Gleichzeitig charak-

terisierte das CD14-Merkmal Vorlduferzellen der Monozyten-Makrophagen-Zellreihe.
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3.2  Osteoklastenziichtung

3.2.1 TRAP-Expression nach alleiniger Stimulation mit M-CSF

Mononukledre Zellen des peripheren Blutes wurden iiber Adhidsion wie in Material und
Methoden unter 2.2.3 beschrieben gewonnen. AnschlieBend wurden diese in Anwesenheit von
M-CSF (25 ng/ml) in Triplets auf 24-well-Platten iiber 28 Tage behandelt. Alle Kulturansitze
wiesen vergleichbare Wachstumsdichten auf. Nach der Kultivierungszeit folgte die Anfirbung

der intrazelluldren sauren Phosphatase mittels eines TRAP-Kits.

Es konnten eine rote bis rot-braune Zellanfirbungen nachgewiesen werden. Zum groBten Teil
handelte es sich dabei um mononukleire Zellen, deren intrazellulidr gelegene unspezifische saure
Phosphatase eine rote Fiarbung des Zytoplasmas ergab (Abbildung 5). Zu einem geringen

Prozensatz waren multinukleire rot-braune Zellen nachweisbar (siehe auch Ergebnisse 3.2.2).
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Abb. 5: Farbung der intrazellularen sauren Phosphatase ad-
harenter mononuklearer Zellen nach 28 Tagen unter der
alleinigen Stimulation mit M-CSF. VergréBerung x 10.

3.2.2 Osteoklastendifferenzierung nach Stimulation mit M-CSF und RANKL

Mononukledre Zellen des peripheren Blutes wurden iiber Adhidsion wie in Materialien und
Methoden unter 2.2.3 beschrieben gewonnen. AnschlieBend wurden diese Zellen zum einen mit
M-CSF (25 ng/ml) zum anderen in der Kombination M-CSF (25 ng/ml) und RANKL (25 ng/ml)
in Triplets auf 24-well-Platten iiber 28 Tage stimuliert. Alle Kulturansitze wiesen vergleichbare

Wachstumsdichten auf.
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Nach 28 Tagen folgte die Anfiarbung der intrazelluldren sauren Phosphatase mittels eines TRAP-
Kits. Auch in Ansidtzen, deren Medium nur den Wachstumsfaktor M-CSF enthielt, waren

multinukledre TRAP-positive Zellen nachweisbar (Tabelle 1).

Tab. 1: Multinukleare TRAP-positive Zellen/Osteoklasten. Auswertung der Einzel-
versuchsreihen nach Stimulation mit M-CSF und der Kombination M-CSF und
RANKL. MW: Mittelwert in Prozent. SD: Standardabweichung der Prozentwerte

Versuchsreihe 1 Versuchsreihe 2
N MW SD N MW SD
+ M-CSF 3 13,1 2,5 3 17,5 2.4
+ M-CSF
3 100,0 8,0 3 100,0 0,0
+ RANKL

In dem mit M-CSF stimulierten Ansatz konnten zu 13,1% bzw. 17,5% Osteoklasten pro Well
nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu konnte nach M-CSF- und RANKL-Stimulation eine
deutliche Steigerung der Osteoklastenzahl erreicht werden. Durch die zusétzliche Stimulation
mit RANKL konnte in den vorliegenden Versuchsreihen die Anzahl an humanen multinukleédren

TRAP-positiven Zellen/Osteoklasten um das sechs- bis siebenfache gesteigert werden.

Die Spearman-Rho-Rangkorrelationsanalyse der Absolutwerte, d.h. der pro Well manuell
erfassten Osteoklastenzahlen, zwischen den Versuchsreihen ergab den Wert 0,833. Dieses

Ergebnis war mit p < 0,05 signifikant.

3.2.3 Osteoklastenaktivitat nach Stimulation mit M-CSF und RANKL

Mononukledre Zellen des peripheren Blutes wurden iiber Adhidsion wie in Materialien und
Methoden unter 2.2.3 beschrieben gewonnen. Diese wurden zum einen in Anwesenheit von
M-CSF (25 ng/ml) zum anderen in Anwesenheit von M-CSF (25 ng/ml) und RANKL (25 ng/ml)
in Triplets auf 24-well-Platten mit Elfenbeinchips iiber 28 Tage gefiihrt. Die Auswertung

erfolgte wie in Materialien und Methoden unter 2.2.14 beschrieben.

Es zeigte sich, dass es auch unter alleiniger Stimulation mit M-CSF zu einer Resorption von

Elfenbein kommt (Tabelle 2, Seite 40).
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Tab. 2: Lakunendichte. Auswertung der Einzelversuchsreihen nach Stimulation mit
M-CSF und der Kombination M-CSF und RANKL. MW: Mittelwert in Prozent. SD: Stan-
dardabweichung der Prozentwerte

Versuchsreihe 1 Versuchsreihe 2
N Mw SD N Mw SD
+ M-CSF 3 0,6 0,9 3 2,0 0,4
+ M-CSF
3 100 18,0 3 100 8,9
+ RANKL

Diese Resorptionsdichte war mit 0,6% bis 2% im Vergleich zur Positivkontrolle als
vernachlédssigbar gering einzuschitzen. Die Stimulation mit RANKL fiihrte bei den in Kultur
befindlichen humanen mononukleédren Zellen zu einer bis zu 100fachen Steigerung der Resorp-

tionslakunendichte.

Die Spearman-Rho-Rangkorrelationsanalyse der Absolutwerte, d.h. der manuell erfassten Resor-
ptionslakunendichte, zwischen den Versuchsreihen ergab den Wert 0,916. Das Ergebnis war mit

p < 0,05 signifikant.

3.3 Dosisbestimmung/Zytotoxizitat von MG-132, MG-262 und Curcumin

Zur Ermittlung des zytotoxischen Effekts der Testsubstanzen Curcumin, MG-132 und MG-262
wurde ein MTT-Test, wie in Materialien und Methoden unter 2.2.7, 2.2.8 und 2.2.9 beschrieben,
durchgefiihrt. Als Positivkontrolle dienten Zellen, die ohne Hinzufiigen von Testsubstanzen mit
M-CSF und RANKL (25 ng/ml) iiber den indizierten Zeitraum stimuliert worden waren. Die
Negativ-kontrolle wurde allein mit M-CSF (25 ng/ml) stimuliert. Curcumin wurde in den
Dosierungen 1 uM und 10 uM, MG-132 in den Dosierungen 0,01 uM und 0,1 pM und MG-262
in den Dosierungen 0,001 uM und 0,01 uM eingesetzt.

Die Ansitze, denen Testsubstanzen hinzugefiigt worden waren, zeigten in den angegeben
Dosierungen nach 96 h keinen relevanten zytotoxischen Effekt gegeniiber der Positivkontrolle.
Die Auswertung zur Bestimmung der Zellvitalitdt ergaben stets Vitalititen zwischen 90-100%
ohne signifikanten Unterschied im prozentualen Vergleich zur Positivkontrolle (Abbildung 6,

Seite 41).
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Abb. 6: Zellvitalitat in MTT-Test nach Behandlung mit MG-132,
MG-262 und Curcumin Uber 96 h. Negativ: M-CSF. Positiv:
M-CSF und RANKL. Alle Behandlungsanséatze enthielten
M-CSF und RANKL

3.4  Untersuchungen mit den Proteasominhibitoren MG-132 und MG-262

In diesem Abschnitt erfolgt die Beschreibung der Ergebnisse aus der Untersuchung der
Osteoklastendifferenzierung/-generierung, der Resorptionsfihigkeit von Osteoklasten und der
NF-kB-Aktivitdt unter dem Einfluss der Proteasominhibitoren MG-132 und MG-262. Der
Versuchsautbau sowie der Ablauf der Versuche sind im Teil Materialien und Methoden unter

2.3.1,2.3.2 und 2.3.3 dargestellt.

3.4.1 Osteoklastendifferenzierung unter Behandlung mit MG-132 und MG-262

Nach 28 Tagen wiesen alle Kulturansitze eine vergleichbare Wachstumsdichte auf. Kulturen von
RANKL-stimulierten adhédrenten mononukledren Zellen zeigten unter der Behandlung mit
MG-132 und MG-262 einen geringeren Anteil an Osteoklasten als die RANKL-stimulierte
Positivkontrolle. Adhidrente mononukledre Zellen, die nur mit M-CSF stimuliert worden waren,
bildeten hierbei die Negativkontrolle. Ausgewertet wurden die mittels Lichtmikroskopie manuell

erfassten Zellzahlen im prozentualen Vergleich zur Positivkontrolle.

Die Spearman-Rho-Rangkorrelationsanalyse der Absolutwerte, d.h. der manuell erfassten
Osteoklastenzallen pro Well, zwischen den Einzelversuchsreihen ergab eine Korrelation von

0,833 bei einer zweiseitigen Signifikanz von p < 0,05.
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Beim Vergleich der Einzelversuchsreihen zeigte sich eine einedeutige Reproduzierbarkeit

der Ergebnisse (Tabelle 3).

Tab. 3: Multinukledre TRAP-positive Zellen/Osteoklasten. Auswertung der Einzelver-
suchsreihen zur Untersuchung des Einflusses von MG-132 und MG-262 auf die
Osteoklastogenese. MW: Mittelwert in Prozent. SD: Standardabweichung der Prozent-

werte
Versuchsreihe 1 Versuchsreihe 2

N MW SD N MwW SD
+ M-CSF 3 13,1 2,5 3 17,5 2,4
+ M-CSF + RANKL 3 100,0 8,0 3 100,0 0,0
+ M-CSF + RANKL 3 15,7 31| 3 45,8 8,1
+ MG-132 0,01 pM ’ ’ ’ ’
+ M-CSF + RANKL

3 11,9 1,8 3 36,3 2,4
+ MG-132 0,1 uM
+ M-CSF + RANKL

3 17,3 2,4 3 451 3,7
+ MG-262 0,001 pM
+ M-CSF + RANKL

3 14,8 1,6 3 37,4 2,1
+ MG-262 0,01 pM

Um die Daten in die graphische Auswertung aufnehmen zu konnen, wurden die prozentualen
Mittelwerte beider Versuchsreihen gebildet. Dabei diente die Positivkontrolle (Stimulation mit

M-CSF und RANKL) als Bezugspunkt und wurde auf 100% gesetzt (Abbildung 7).
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Abb. 7: Osteoklastenanzahl nach Behandlung mit MG-132
und MG-262. Alle Ansétze enthielten M-CSF. (*) entspricht
p < 0.05 im Vergleich zur Positivkontrolle
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Fiir die Ansitze zuziiglich 0,01 puM MG-132 ergab sich eine Reduktion der Osteoklastenzahl auf
30,7% [12,5-49,0; p = 0,01], fiir 0,1 uM MG-132 auf 21,7% [4,9-38.,4; p = 0,01], verglichen mit
der Positivkontrolle, die auf 100,0% [89,7-110,3] festgesetzt worden war. Fiir die Ansétze, die
0,001 uM MG-262 enthielten, konnte eine Reduktion der Anzahl Osteoklasten auf 31,2%
[14,9-47,4; p = 0,02] gezeigt werden. In den Ansitzen, die mit 0,01 uM MG-262 behandelt
worden waren, konnten 23,9% [8,4-39,3; p < 0,02] Osteoklasten ermittelt werden. Diese Pro-
zentangaben beziehen sich auf die Positivkontrolle mit 100,0% [89,7-110,3]. Die Unterschiede in
der Oseoklastenanzahl innerhalb der Ansitze nach Behandlung mit den Proteasominhibitoren
MG-132 und MG-262 gegeniiber der unbehandelten Positivkontrolle konnten mit p < 0,05 als

signifikant gewertet werden.

3.4.2 Osteoklastenaktivitat unter der Behandlung mit MG-132 und MG-262

Kulturen von RANKL-stimulierten adhidrenten mononukleédren Zellen auf Elfenbeinchips zeigten
unter der Behandlung mit MG-132 und MG-262 eine geringere Dichte an Resorptionslakunen
als die RANKL-stimulierte Positivkontrolle. Adhirente mononukledre Zellen, die nur mit
M-CSF stimuliert worden waren, bildeten hierbei die Negativkontrolle. Ausgewertet wurde die
mittels Lichtmikroskopie manuell erfasste Dichte von Resorptionslakunen im prozentualen

Vergleich zur Positivkontrolle.

Zur Lakunendichtebestimmung innerhalb der Versuchsreihen wurde das in Materialien und
Methoden unter 2.2.14 beschriebene Mikrolasermikroskop mit integrierter Software verwendet.

Diese Apparatur ermoglichte es, Resorptionslakunen und Resorptionsbezirke zu quantifizieren.

Zur Uberpriifung, ob beide Versuchsreihen in einen gemeinsamen Datensatz aufgenommen
werden konnen, wurde eine Spearman-Rho-Rangkorrelationsanalyse durchgefiihrt. Zwischen
den Absolutmittelwerten der Versuchsreihen lag eine Korrelation von 0,916 bei einer zwei-

seitigen Signifikanz von p < 0,05 vor.

Beim Vergleich der Absolutmittelwerte der Einzelversuchsreihen zeigte sich eine eindeutige

Reproduzierbarkeit der Ergebnisse (Tabelle 4, Seite 44).
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Tab. 4: Lakunendichte. Auswertung der Einzelversuchsreihen zur Untersuchung des
Einflusses von MG-132 und MG-262 auf die Osteoklastenaktivitdt. MW: Mittelwert in
Prozent. SD: Standardabweichung der Prozentwerte

Versuchsreihe 1 Versuchsreihe 2

N Mw SD N Mw SD
+ M-CSF 3 0,6 09| 3 2,0 0,4
+ M-CSF

3 100,0 18,0 | 3 100,0 8,9
+ RANKL
+ M-CSF + RANKL 3 458 36| 3 33,0 28
+ MG-132 0,01 pM ’ : : :
+ M-CSF + RANKL

3 1,2 21| 3 11,3 0,8
+MG-1320,1 pM
+ M-CSF + RANKL 3 5,2 30| 3 20,3 2,2
+ MG-262 0,001 uM ’ ’ ’ ’
+ M-CSF + RANKL

3 0,0 00| 3 55 0,6
+ MG-262 0,01 pM

Um die Daten in die graphische Auswertung aufnehmen zu kénnen, wurden die prozentualen
Mittelwerte beider Versuchsreihen gebildet. Dabei diente die Positivkontrolle (Stimulation mit

M-CSF und RANKL) als Bezugspunkt und wurde auf 100% gesetzt (Abbildung 8).
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Abb. 8: Resorptionslakunendichte nach Behandlung mit
MG-132 und MG-262. Alle Anséatze enthielten M-CSF.
(**) entspricht p < 0.005 im Vergleich zur Positivkontrolle

In mit 0,01 uM MG-132 behandelten Ansitzen zeigte sich eine Reduktion der Resorptionslaku-
nendichte auf 39,4% [31,5-47,3; p = 0,002], fiir 0,1 pM MG-132 auf 6,3% [0,3-12,3; p = 0,002],
verglichen mit der Positivkontrolle, die auf 100,0% [86,7-113,3] festgesetzt worden war.
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Eine Behandlung mit 0,001 uM MG-262 fiihrte zu einer Reduktion der Dichte von
Resorptionslakunen auf 12,7% [3,7-21,8; p = 0,002]. In den Ansétzen, denen 0,01 uM MG-262
hinzugefiigt worden war, konnten 2,8% [0,0-6,0; p = 0,002] Resorptionslakunen registriert
werden. Diese Prozentangaben beziehen sich auf die Positivkontrolle mit 100,0% [86,7-113,3].
Eine Dosisabhingigkeit konnte graphisch fiir MG-132 und MG-262 nachgewiesen werden.
Dariiber hinaus bestand ein hochsignifikanter Unterschied (p < 0,005) in der registrierbaren
Lakunendichte zwischen 0,01 uM MG-132 und 0,1 uM MG-132. Die Unterschiede in der
Resorptionslakunendichte nach Behandlung mit den Proteasominhibitoren MG-132 und
MG-262 gegeniiber der unbehandelten Positivkontrolle konnten mit p < 0,005 als

hochsignifikant gewertet werden.

3.4.3 NF-xB-Aktivitét unter der Behandlung mit MG-132 und MG-262

Kulturen von RANKL-stimulierten adhidrenten mononukledren Zellen zeigten unter der
Behandlung von MG-132 und MG-262 eine geringere NF-kB-Aktivitit als die RANKL-
stimulierte Positivkontrolle. Ausgewertet wurden die Extinktionswerte, die in einem ELISA

erfasst worden waren (Abbildung 9).
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Abb. 9: Extinktionswerte in NF-xB-ELISA nach Behandlung
mit MG-132 und MG-262. Alle Ansatze enthielten M-CSF.
(*) entspricht p < 0.05 verglichen mit der Positivkontrolle.
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Adhidrente mononukledre Zellen, die nur mit M-CSF (25 ng/ml) stimuliert worden waren,

bildeten die Negativkontrolle.

Fiir die Behandlung mit MG-132 in einer Konzentration von 0,01 uM ergab sich eine Abnahme
der Extinktionswerte auf 0,56 [0,18-0,93], fiir 0,1 uM MG-132 auf 0,28 [0,06-0,49; p = 0,01]. In
der Positivkontrolle konnte eine Extinktion von 0,87 [0,35-1,39] registriert werden.

Eine Behandlung mit 0,001 uM MG-262 fiihrte zu einer Reduktion der Extinktionswerte auf
0,63 [0,43-0,83]. In den Ansitze, die mit 0,01 uM MG-262 behandelt worden waren, konnte eine
Extinktion von 0,18 [0,02-0,33; p = 0,01] registriert werden. Auch diese Extinktionen wurden
mit denen der Positivkontrolle mit einem Extinktionswert von 0,87 [0,35-1,39] graphisch ver-
glichen. Die Unterschiede der Extinktionswerte und somit der NF-kB-Aktivitdt nach Behandlung
mit den Proteasominhibitoren MG-132 in der Konzentration 0,1 uM und MG-262 in einer
Konzentration von 0,01 uM konnten mit p < 0,05 gegeniiber der unbehandelten Positivkontrolle
als signifikant gewertet werden. Die Negativkontrolle wies mit einem Extinktionswert von 0,17
[0,00-0,35; p < 0,05] ebenfalls eine signifikant geringere NF-xB-Aktivitit gegeniiber der

Positivkontrolle auf.

3.4.4 Zusammenfassung der Untersuchungen mit MG-132 und MG-262

MG-132 und MG-262 vermindern die RANKL-induzierte Osteoklastogenese und reduzieren die
RANKL-induzierte Aktivierung reifer Osteoklasten. Insgesamt iberwog die Steigerung der Re-
sorptionshemmung gegeniiber der Hemmung der Osteoklastendifferenzierung. Dabei fiel zudem
auf, dass sich Dosiserhéhungen der Proteasominhibitoren MG 132-und MG-262 nur gering auf
die Osteoklastogenese auswirkten. Dagegegen konnte durch die Verwendung der hoheren Dosen

beziiglich der Resorptionsfihigkeit eine deutlich hohere Hemmung erreicht werden.

3.5 Untersuchungen mit Bortezomib (PS-341, Velcade)

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse aus Untersuchungen zur Osteoklastogenese und
Osteoklastenfunktion unter dem Einfluss von Bortezomib dargestellt. Die Untersuchungs-
methodik sowie der Ablauf der Experimente sind im Teil Materialien und Methoden unter 2.3.6

bis 2.3.10 dargestellt.
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3.5.1 Zytotoxizitdtsnachweis — MTT-Test flr Bortezomib

Zur Bestimmung des subapoptotischen Dosisbereichs von Bortezomib wurden 5 Dosen aus
einem Bereich von 0,01 bis 100 nM gewdhlt und an drei unterschiedlichen Ausreifungsstadien

der osteoklastidren Zellreihe untersucht.

Isolierte CD14-positive Zellen wurden mit M-CSF (25 ng/ml) sowie RANKL (25 ng/ml) bis zum
Tag 1, Tag 8 und Tag 21 zu Priosteoklasten bzw. reifen Osteoklasten herangeziichtet und
anschliessend iiber 3 Tage mit Bortezomib in den oben genannten Dosen behandelt. Als
Negativkontrollen dienten Zellen, die nur unter Stimulation mit M-CSF (25 ng/ml) kultiviert
wurden (Negativ). Als Positivkontrolle dienten Zellen, die sowohl mit M-CSF als auch mit
RANKL (jeweils 25 ng/ml) wihrend der Behandlungsperiode kultiviert wurden (Positiv). Alle
Praosteoklasten und Osteoklasten, die einer Behandlung mit Bortezomib zugefiihrt wurden,
erhielten beide Wachstumsfaktoren in der o.g. Dosis. Interessanterweise zeigte die Auswertung,
dass die Toxizitdt des Bortezomibs mit der Zunahme des Differenzierungsgrades abnahm. So
wurde fiir die monozytidren Osteoklastenvorldufern vom Tag 1 ein ICsp-Wert von 9 nM, fiir die
Priaosteoklasten vom Tag 8 ein ICsp-Wert von 32 nM und fiir die reifen Osteoklasten ein ICso-

Wert von 92 nM ermittelt (Abbildung 10).
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Abb. 10: Zellvitalitdt im MTT-Test nach Behandlung mit
Bortezomib. Negativ: M-CSF. Positiv.: M-CSF und RANKL.
Alle Behandlungsansatze enthielten M-CSF und RANKL.
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Fiir die folgenden Versuche zur Untersuchung der Wirkung von Bortezomib auf die RANKL-
stimulierte Osteoklastogenese und Osteoklastenaktivierung wurden zwei subapoptotische Dosen

von 0,1 und 1 nM festgelegt.

3.5.2 Osteoklastogenese unter der Behandlung mit Bortezomib

Die folgenden Experimente wurden durchgefiihrt, um die inhibitorische Wirkung von
Bortezomib auf die Osteoklastendifferenzierung zu untersuchen. Monozytire Osteoklasten-
vorldufer (CD14-positive-Zellen) wurden mit 0,1 nM und mit 1 nM Bortezomib bis zum Tag 28
behandelt. Die Positivkontrolle sowie die Behandlungsansaetze enthielten M-CSF und RANKL
(jeweils 25 ng/ml), fiir die Negativkontrolle wurde auf eine RANKL-Zugabe verzichtet.

Am Ende der Behandlung wurden die Zellen mit Hematoxylin angefirbt und auf ihre TRAP-
Aktivitdt hin untersucht. Die Zugabe von RANKL fiihrte zum Auftreten von multinukleédren

TRAP-positiven Zellen, die als Osteoklasten identifiziert wurden (Abbildung 11).

Abb. 11: Einfluss von Bortezomib auf die RANKL-induzierte Osteoklastogenese. A: Stimulation mit
M-CSF. B: Stimulation mit M-CSF und RANKL. C: Behandlungsansatz mit M-CSF, RANKL und
Bortezomib 0,1 nM. D: Behandlungsansatz mit M-CSF, RANKL und Bortezomib 1 nM. Vergr. x 40
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Die Behandlung mit Bortezomib reduzierte dosisabhingig das Auftreten dieser Zellen und somit
die Osteoklastendifferenzierung. Dieser Effekt konnte durch Auszdhlung der Osteoklasten

quantifiziert und bestétigt werden (Abbildung 12).
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Abb. 12: Anzahl der Osteoklasten nach Behandlung mit
Bortezomib. Alle dargestellten Anséatze enthielten M-CSF.

Es zeigte sich eine dosisabhingige Wirkung. Fiir Bortezomib konnte in einer Dosierung von 0,1
nM eine Reduktion der Osteoklastenanzahl auf 34,2% [0,0-80,5], in einer Dosierung von 1 nM
auf 15,9% [5,1-26,7] erreicht werden. Die Prozentwerte bezogen sich auf die Positivkontrolle,

fiir die ein Wert von 100% festgelegt worden war [76,0-135,7].

3.5.3 Osteoklastenaktivitat unter der Behandlung mit Bortezomib

Ausdifferenzierte Osteoklasten, welche unter Standardbedingungen geziichtet worden waren,
wurden ab dem 21. Tag mit 0,1 nM und 1 nM Bortezomib behandelt. Die Kulturen wurden auf
24-well-Platten, die Elfenbeinchips enthielten, bis zum 28. Tag fortgefiihrt. Uber die Zeit der
Kultivierung erfolgte die Stimulation der Behandlungskulturen mit M-CSF (25 ng/ml) und
RANKL (25 ng/ml). Als Negativkontrolle diente ein Ansatz CD14-positiver Zellen, der iiber den
gesamten Zeitraum nur mit M-CSF (25 ng/ml) stimuliert worden war. Die Positivkontrolle

enthielt zusitzlich RANKL (25 ng/ml).
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Bortezomib inhibiert die RANKL-induzierte Aktivierung von Osteoklasten. Die Wirkung war
dosisabhingig (Abbildung 12).

Abb. 12: Einfluss von Bortezomib auf die RANKL-induzierte Osteoklastenaktivitdt. A: Stimulation
mit M-CSF. B: Stimulation mit M-CSF und RANKL. C: Behandlungsansatz mit M-CSF, RANKL und
Bortezomib 0,1 nM. D: Behandlungsansatz mit M-CSF, RANKL und Bortezomib 1 nM. Vergr. x 10

Die Reduktion der Resorptionsaktivitit der Osteoklasten zeigte bei Quantifizierung eine
Reduktion auf 34,8% [0,0-89,5; p = 0,007] bei dem Einsatz von 0,1 nM Bortezomib und eine
Reduktion auf 20,8% [0,0-42,1; p < 0,005] bei dem Einsatz von 1 nM Bortezomib. Als Bezugs-
punkt diente die Positivkontrolle, die auf 100% [65,7-135,6] gesetzt wurde. Die Unterschiede
konnten fiir Bortezomib in einer Dosierung von 0,1 nM signifikant (p < 0,05) und fiir
Bortezomib in einer Dosierung von 1 nM mit p < 0,005 als hochsignifikant gewertet werden

(Abbildung 13, Seite 51).
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Abb. 13: Resorptionslakunendichte nach Behandlung mit
Bortezomib. Alle dargestellten Ansatze enthielten M-CSF.
(*) entspricht p < 0.05, (**) p < 0.005 verglichen mit der
Positivkontrolle

3.5.4 NF-xB-Aktivitat unter der Behandlung mit Bortezomib

Ausdifferenzierte Osteoklasten wurden am Tag 21 mit 5 uM Bortezomib iiber einen Zeitraum
von 60 min behandelt und anschlieBend mit RANKL in einer Dosierung von 150 ng/ml iiber 15
min stimuliert. Als Negativkontrolle dienten Osteoklasten, denen lediglich 25 ng/ml M-CSF
hinzugefiigt wurde, und als Positivkontrolle Osteoklasten, die zuerst 25 ng/ml M-CSF erhielten
und anschliessend mit 150 ng/ml RANKL stimuliert wurden. Am Ende der Inkubationszeit
folgten die Prédparation nukledrer Extrakte (Materialien und Methoden 2.3.9) und die
Durchfiihrung eines NF-kB-ELISA (Material und Methoden 2.2.15).

Mit Hilfe dieses Versuchs konnte gezeigt werden, dass Bortezomib die RANKL-induzierte
Aktivierung von NF-kB reduzierte. Es zeigte sich eine Reduktion der NF-kB-Aktivitidt unter der
Behandlung mit Bortezomib auf 52,9% [39,1-66,6] im Vergleich zur RANKL-stimulierten
Positivkontrolle, die auf 100% [95,0-104,0] festgesetzt worden war. Der Unterschied konnte mit
p = 0,029 als signifikant gewertet werden. In der Negativkontrolle konnte 65,3% [22,3-104,8]
der NF-kB-Aktivitidt der Positivkontrolle nachgewiesen werden (Abbildung 14, Seite 52).
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Abb. 14: NF-xB-Aktivitat in Prozent zur Positivkontrolle nach
Behandlung mit Bortezomib. Alle dargestellten Anséatze ent-
hielten M-CSF. (*) entspricht p < 0.05 im Vergleich zur
Positivkontrolle.

3.5.5 IxB- und phospho-lkB-Konzentration unter dem Einfluss von Bortezomib

Reife Osteoklasten wurden unter den in Abschnitt 3.5.4 beschriebenen Bedingungen kultiviert
und behandelt. Am Versuchsende wurden, neben nukledren Extrakten, auch zytoplasmatische
Extrakte gewonnen und einer Proteinmengenbestimmung nach dem BCA-Verfahren zugefiihrt.
Anschlieend erfolgte die Durchfithrung eines Western Blots, wie in Material und Methoden
unter 2.3.10 beschrieben. Bortezomib erhohte die Konzentration von phospho-IkB in den
Osteoklasten, wihrend die IkB Expression nach vorausgegangener RANKL-Stimulation abnahm

(Abbildung 15).
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Abb. 15: Darstellung der RANKL-induzierten IxB- und
phospho-IxB-Expression unter der Behandlung mit
Bortezomib.
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3.6  Untersuchungen mit Curcumin

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse aus Untersuchungen zur Osteoklastogenese und
Osteoklastenfunktion unter dem Einfluss von Curcumin dargestellt. Der Versuchsaufbau sowie

der Ablauf der Versuche sind im Teil Materialien und Methoden unter 2.3.1 bis 2.3.5 dargestellt.

3.6.1 Osteoklastogenese unter der Behandlung mit Curcumin

Folgende Versuche dienten der Erfassung der inhibitorischen Wirkung von Curcumin auf die

humane Osteoklastogenese. Laufzeit der Versuchsreihen betrug jeweils 28 Tage.

Kulturen von M-CSF- und RANKL- (jeweils 25 ng/ml) stimulierten adhirenten mononukledren
Zellen, wiesen unter der Behandlung mit 1 pM und 10 uM Curcumin (Abbildung 16 C, 16 D)
eine geringere Anzahl an Osteoklasten als die Positivkontrolle (Abbildung 16 B) auf. Adhirente
mononukledre Zellen, die nur mit M-CSF (25 ng/ml) stimuliert worden waren, bildeten hierbei

die Negativkontrolle (Abbildung 16 A).
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Abb. 16: Einfluss von Curcumin auf die RANKL-induzierte Osteoklastogenese. A: Stimulation mit
M-CSF. B: Stimulation mit M-CSF und RANKL. C: Behandlungsansatz mit M-CSF, RANKL und
Curcumin 1uM. D: Behandlungsansatz mit M-CSF, RANKL und Curcumin 10 pM. Vergr. x 10
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Die qualitativ erhobenen Befunde konnten quantifiziert und bestitigt werden.

Ausgewertet wurden die mittels Lichtmikroskopie manuell erfassten Zellzahlen im prozentualen
Vergleich zur Positivkontrolle. Die Spearman-Rho-Rangkorrelationsanalyse der Absolutmittel-
werte der Einzelversuche lieferte als Ergebnisse 0,833 bei einer zweiseitigen Signifikanz von
p < 0,05. Der direkte Vergleich der Einzelversuchsreihen zeigte eine eindeutige Reprodu-

zierbarkeit der Ergebnisse (Tabelle 5).

Tab. 5: Osteoklastenanzahl. Auswertung der Einzelversuchsreihen zur Untersuchung des
Einflusses von Curcumin auf die Osteoklastogenese. MW: Mittelwert in Prozent. SD:
Standardabweichung der Prozentwerte.

Versuchsreihe 1 Versuchsreihe 2
N Mw SD N Mw SD

+ M-CSF 3 13,1 2,5 3 17,5 2,4
+ M-CSF + RANKL 3 100,0 8,0 3 100 0,0
+ M-CSF + RANKL

. 3 37,1 4,8 3 49,6 11,3
+ Curcumin 1 yM
+ M-CSF + RANKL

. 3 12,2 1,5 3 28,1 8,6
+ Curcumin 10 uM

Um die Daten in die graphische Auswertung aufnehmen zu kénnen, wurden die prozentualen
Mittelwerte der Versuchsreihen gebildet. Dabei diente die Positivkontrolle (Stimulation mit

M-CSF und RANKL) als Bezugspunkt und wurde auf 100,0% [89,7-110,3] gesetzt.

Die Ansitze, die Curcumin in einer Konzentration von 1 puM enthielten, ergaben in der quan-

titativen Auswertung eine Abnahme der Zahl von Osteoklasten auf 43,3% [32,5-54,2; p = 0,02].

Fir Curcumin in der Dosierung 10 uM war ein Riickgang der Osteoklastenzahl auf 21,7%

[8,5-35,0; p = 0,02] zu verzeichnen (Abbildung 17, Seite 55).

Die Unterschiede der Osteoklastenanzahl in Kulturen von RANKL-stimulierten adhérenten
mononukledren Zellen konnten mit p < 0,05 nach Behandlung mit Curcumin in den Konzent-
rationen 1 und 10 uM gegeniiber der unbehandelten Positivkontrolle als signifikant gewertet
werden. Eine Dosisabhidngigkeit konnte graphisch und rechnerisch beschrieben werden. Es
bestand mit p = 0,01 ein signifikanter Unterschied zwischen Curcumin in den Dosierungen 1 uM

und 10 pM.
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Osteoklastenanzahl
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Abb. 17: Anzahl der Osteoklasten nach Behandlung mit
Curcumin. Alle dargestellten Anséatze enthielten M-CSF.
(*) entspricht p < 0.05 verglichen zur Positivkontrolle.

3.6.2 Osteoklastenaktivitat unter der Behandlung mit Curcumin

Folgende Versuchsreihen dienten der Erfassung der inhibitorischen Wirkung von Curcumin auf

die humane Osteoklastenaktivitit. Laufzeit der Versuchsreihen betrug jeweils 28 Tage.

Die RANKL-stimulierten Kulturen zur Erzeugung von Osteoklasten auf Elfenbeinchips wurden
ab Kultivierungsbeginn mit 1 uM bzw. 10 uM Curcumin behandelt. Uber die gesamte Laufzeit
erfolgte die Stimulation der Zellen mit M-CSF und RANKL (jweils 25 ng/ml). Als
Negativkontrolle diente ein Ansatz, der nur mit M-CSF (25 ng/ml) stimuliert wurde. Die
Positivkontrolle enthielt zusdtzlich RANKL in einer Konzentration von 25 ng/ml. Zur
Lakunendichtebestimmung innerhalb der Versuchsreihen wurde das in Materialien und
Methoden 2.2.14 beschriebene Mikrolasermikroskop mit integrierter Software verwendet. Diese

Apparatur ermoglichte es, Resorptionslakunen und Resorptionsbezirke zu quantifizieren.

Kulturen von RANKL-stimulierten adhdrenten mononukleédren Zellen auf Elfenbeinchips zeigten
unter der Behandlung von Curcumin (Abbildung 18 C, 18 D, Seite 56) eine geringere Dichte an
Resorptionslakunen als die Positivkontrolle (Abbildung 18 B, Seite 56). Ein dosisabhingige
Wirkung fiir Curcumin konnte nachgewiesen werden (Abbildung 18 C, 18 D).

Adhirente mononukledre Zellen, die nur mit M-CSF stimuliert worden waren, bildeten hierbei

die Negativkontrolle (Abbildung 18 A, Seite 56).
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Abb. 18: Einfluss von Curcumin auf die RANKL-induzierte Osteoklastenaktivierung. A: Stimulation
mit M-CSF. B: Stimulation mit M-CSF und RANKL. C: Behandlungsansatz mit M-CSF, RANKL und
Curcumin 1 uM. D: Behandlungsansatz mit M-CSF, RANKL und Curcumin 10uM. Vergr. x10

Die dargestellten Effekte konnten durch Quantifizierung bestétigt werden. Der direkte Vergleich

der Einzelversuchsreihen zeigte die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse (Tabelle 6)

Tab. 6: Lakunendichte. Auswertung der Einzelversuchsreihen zur Untersuchung des
Einflusses von Curcumin auf die Osteoklastenfunktion. MW: Mittelwert in Prozent.
SD: Standardabweichung der Prozentwerte.

+ M-CSF 3 100,0 18,0 | 3 100,0 8,9
+ RANKL ’ ’ ’ ’

+ M-CSF + RANKL 3 o o 3 . o
+ Curcumin 10 uM ’ ’ ’ ’
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Eine Spearman-Rho-Rangkorrelationsanalyse wurde nach Aufnahme der Daten durchgefiihrt.
Zwischen den Absolutmittelwerten der Versuchsreihen lag eine Korrelation von 0,916 bei einer

zweiseitigen Signifikanz von p < 0,05 vor.

Um die Daten in die graphische Auswertung aufnehmen zu konnen, wurden die prozentualen
Mittelwerte beider Versuchsreihen gebildet. Dabei diente die Positivkontrolle (Stimulation mit

M-CSF und RANKL) als Bezugspunkt und wurde auf 100% gesetzt.

Die Behandlung mit 1 uM Curcumin zeigte eine Reduktion der Resorptionslakunendichte auf
52,4% [16,3-88,4; p < 0,005]. Bei einer Dosiserhohung auf 10 uM Curcumin konnte eine
Abnahme auf 0,5% [0,0-1,0; p < 0,005] nachgewiesen werden. Beide Befunde sind im Vergleich
zur Positivkontrolle zu sehen, die auf 100,0% [86,7-113,3] festgesetzt worden war (Abbildung
19).

Resorptionslakunendichte
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Abb. 19: Resorptionslakunendichte nach Behandlung mit
Curcumin. Alle dargestellten Anséatze enthielten M-CSF.
(**) entspricht p < 0.005 im Vergleich zur Positivkontrolle.

Die Unterschiede in der Resorptionslakunendichte nach Behandlung mit Curcumin konnten
gegeniiber der unbehandelten Positivkontrolle fiir die Konzentration 1 pM Curcumin und 10 uM
Curcumin als hochsignifikant (p < 0,005) gewertet werden.

Eine Dosisabhingigkeit konnte sowohl graphisch als auch rechnerisch nachgewiesen werden. Es

bestand ein hochsignifikanter Unterschied (p < 0,005) in der registrierbaren Lakunendichte

zwischen Curcumin in den Dosierungen 1 uM und 10 uM.
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3.6.3 NF-kB-Aktivitét unter der Behandlung mit Curcumin

Kulturen von RANKL-stimulierten adhédrenten mononukledren Zellen zeigten nach 28 Tagen
unter der Behandlung mit Curcumin eine geringere NF-kB-Aktivitit als die RANKL-stimulierte
Positivkontrolle. Adhédrente mononukledre Zellen, die nur mit M-CSF (25 ng/ml) stimuliert
worden waren, bildeten hierbei die Negativkontrolle. Ausgewertet wurden die Extinktionswerte,

die in einem ELISA erfasst worden waren (Abbildung 20).
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Abb. 20: Extinktionswerte in NFxB-ELISA nach Behandlung
mit Curcumin. Alle dargestellten Anséatze enthielten M-CSF.
(*) entspricht p < 0.05 im Vergleich zur Positivkontrolle.

Fiir die Ansitze, die mit 1 pM Curcumin behandelt worden waren, ergab sich eine Abnahme der
Extinktionswerte auf 0,54 [0,30-0,77]. Eine Behandlung mit 10 uM Curcumin fiihrte zur
Reduktion des Extinktionswertes auf 0,19 [0,02-0,35; p = 0,01]. Die Positivkontrolle zeigte einen
Extinktionswert von 0,87 [0,35-1,39]. Der Extinktionswert der Negativkontrolle ergab 0,17
[0,00-0,34; p = 0,01].

Die Reduktion des Extinktionswertes und somit der NF-kB-Aktivitit nach Behandlung mit
Curcumin in der Konzentration 10 uM konnte gegeniiber der unbehandelten Positivkontrolle mit
p < 0,05 als signifikant gewertet werden. Der Unterschied der NF-kB-Aktivitdt von Negativ- zur

Positivkontrolle war mit p < 0,05 signifikant.

Dariiber hinaus konnte ein signifikanter Unterschied (p = 0,024) zwischen den NF-xB-Akti-
vitaten von Curcumin in einer Konzentration von 1 uM und Curcumin in einer Konzentration

von 10 uM nachgewiesen werden.
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3.6.4 IxB- und phospho-lkB-Expression nach Behandlung mit Curcumin

Es erfolgte der semiquantitative Nachweis der Expression von IkB-oo und phospho-IkB-o
(p-IxkB-0) mit Hilfe eines Western Blot Verfahrens nach den Zeitpunkten 5, 15, 30 und 60 Minu-
ten. Als Negativkontrolle diente ein Ansatz, der wie in den Versuchen zuvor iiber die Kulti-
vierungszeit eine Stimulation mit M-CSF erhielt. Da die Negativkontrolle bis zum Versuchsende
kein RANKL hinzugefiigt worden war, wurde sie in Abbildung 17 mit O gekennzeichnet. Eine

Beladungskontrolle wurde anhand der Expression von B-Actin durchgefiihrt.

Nach RANKL-Stimulation konnte ein Anstieg der p-IkB-Expression innerhalb von 5 Minuten
verzeichnet werden. Danach reduziert sich die Expression, bis sie nach 30-60 Minuten wieder
das Ausgangsniveau erreicht hatte. Parallel konnte ein Abfall der IkB-Expression nach 15
Minuten registriert werden. Die IkB-Expression erreichte nach 30-60 Minuten das Aus-
gangsniveau. Curcumin verhinderte die RANKL-induzierte Phosphorylierung von IkB zu
phospho-IkB. Nach Vorbehandlung der Ansitze mit Curcumin und anschlieBender RANKL-
Stimulation konnte ein Anstieg der p-IkB-Expression nach 5 Minuten registriert werden. Dieser
Anstieg fiel jedoch deutlich geringer aus als bei alleiniger Stimulation mit RANKL. Die
Expression erreichte bereits nach 15 Minuten das Ausgangsniveau. Nach 30 Minuten war keine
p-IxB-Expression nachweisbar. Parallel wurde die IxB-Expression erfasst, die nach 15 bis 30

Minuten einen Anstieg zeigte (Abbildung 21).
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+ RANKL + RANKL
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Abb. 21: Darstellung der zeitlichen Entwicklung der RANKL-induzierten 1xB- und phospho-IxB-
Expression unter der Behandlung mit Curcumin.
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3.6.5 Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) — Bestimmung nach Curcuminbehandlung

Zur Ermittlung des Vorkommens reaktiver Sauerstoffspezies wurde die chemische Substanz
2,7’ -Dichlorofluoresceindiacetat verwendet. Nach Stimulation von reifen humanen Osteoklasten
mit RANKL konnte nach 15 min ein leichter, nach 45 min ein starker Anstieg an intrazellulér
gelegenen ROS gemessen werden. Zur Auswertung wurde der Ansatz, in dem die grofite Menge

an ROS nachweisbar war, auf 100% gesetzt.

Nach RANKL-Stimulation iiber 45 Minuten war die grofite Menge von ROS in den nicht-
behandelten Ansitzen nachweisbar. Dieser Ansatz wurde 100,0% [72,3-127,7] gesetzt. Nach 15
miniitiger RANKL-Stimulation waren 74,8% [47,3-102,3] dieser ROS-Menge nachweisbar.

Unter der Behandlung mit Curcumin in einer Dosierung von 1 uM kam es nach 45 min RANKL-
Stimulation zu einem leichten Anstieg der ROS-Konzentration auf 107,3% [100,6-114,08], nach
15 min RANKL-Stimulation zu einem leichten Abfall der ROS-Konzentration auf 72,6%
[56,8-88,3]. Deutlicher zeigte sich die Veridnderung bei Prdinkubation mit Curcumin in einer
Dosierung von 100 uM und anschlieBender RANKL-Stimulation. Dabei fielen die ROS-
Konzentrationen nach 15miniitiger RANKL-Stimulation auf 46,3% [27,9-64,7] und nach
45miniitiger RANKL-Stimulation auf 74,2% [36,4-112,0] (Abbildung 22).

Konzentration reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)
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Abb. 22: ROS-Bestimmung nach Prainkubation mit Curcumin und anschlie-
Bender RANKL-Stimulation in reifen humanen Osteoklasten.
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3.6.6 Zusammenfassung der Untersuchungen mit Curcumin

Curcumin vermindert die durch die Stimulation mit M-CSF und RANKL hervorgerufene

Osteoklastogenese und reduziert die Resorptionsfihigkeit von RANKL-aktivierten Osteoklasten.

Curcumin reduzierte die NF-kB-aktivierung in RANKL-stimulierten Kulturen zur Erzeugung
von Osteoklasten. Gleichzeitig konnte die RANKL-induzierte Phosphorylierung des NF-kB-
inhibitors IkB in ausgereiften Osteoklasten durch die Behandlung mit Curcumin vermindert

werden.

Zum Abschlu3 der Untersuchungen wurde das Vorkommen von reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS) in reifen Osteoklasten untersucht. Dabei zeigte die Stimulation mit RANKL eine
zeitabhingig erhohte Produktion von ROS innerhalb von Osteoklasten. Durch Prdinkubation mit
Curcumin konnte die RANKL-induzierte Produktion von intrazelluldiren ROS konzentrations-
abhidngig moduliert werden. Die Verwendung einer niedrigen Konzentration lie3 die ROS-
Produktion unbeeinflusst. Eine Dosissteigerung hingegen fiihrt zu einem deutlichen Absinken
der intrazelluldr gelegenen reaktiven Sauerstoffspezies. Zum Teil konnte dabei die RANKL-

Wirkung durch Curcumin vollstindig inhibiert werden.
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4 Diskussion

Das Knochenskelett des Menschen stellt ein unentbehrliches Element bei der Stabilisierung und
Bewegung des menschlichen Korpers dar. Als ubiquitdrer Bestandteil ist es ein Reservoir fiir
Calcium, Phosphat, Proteine und Wachstumsfaktoren [Raisz 1999]. Im Zusammenhang mit
malignen Erkrankungen, die als primére Neoplasie, in Form von Tumormetastasen oder als eine
Paraneoplasie in das Gefiige des Knochens eingreifen, kommt es zur Auflosung der

Knochenstruktur mit Freisetzung dieser Bestandteile [Chirgwin et al. 2000].

Das multiple Myelom stellt ein Modell fiir eine tumorinduzierte Knochenerkrankung dar. Es
handelt sich dabei um die zweithdufigste hidmatologische Neoplasie, bei der terminal
differenzierte B-Lymphozyten (Plasmazellen) das Knochenmark diffus infiltrieren. Dieser Er-
krankung ist eigen, dass sie Osteoklasten aktiviert, zu verstirkter Knochenresorption sowie

daraus resultierenden multiplen Skelettdestruktionen (Osteolysen) fiihrt.

Der derzeitige Goldstandard innerhalb der Therapie von malignen Erkrankungen mit Osteolysen
ist die Supportivtherapie mit Bisphosphonaten. Der Aufbau dieser Substanzen dhnelt dem von
Pyrophosphatmolekiilen, entgeht jedoch der enzymatischen Hydrolyse durch den Austausch
eines Sauerstoff- gegen ein Kohlenstoffmolekiil. 25-50% dieser Substanz werden nach
Resorption im Knochen gespeichert. Wihrend des Resorptionsprozesses nehmen Osteoklasten
die Bisphosphonate durch Endozytose auf. Nicht stickstoffhaltige Bisphosphonate wie Clodronat
und Etidronat werden intrazelluldr metabolisiert und in nicht-hydrolysierbare zytotoxische ATP-

Molekiile eingebaut [Green 2004]. Diese inhibieren darauthin ATP-abhingige Enzyme.

Die weitaus potenteren stickstoffhaltigen Bisphosphonate wie Alendronat, Pamidronat und
Zoledronat werden dagegen innerhalb der Zellen nicht veridndert. Sie wirken direkt auf Enzyme
des Mevalonat-Signalweges und verhindern so die Bildung von Isoprenverbindungen, die
essentiell fiir die posttranslationelle Modifikation von GTP-bindenden Proteinen sind [Wyke et
al. 2004]. Zu diesen zidhlen u.a. Proteine wie rab, rho und rac, die wichtige regulatorsiche

Funktionen innerhalb der Zellen iibernehmen.

Dem hemmenden Effekt von Bisphosphonaten auf die Osteoklastenaktivitit und damit dem
Knochenabbau steht jedoch ein Nebenwirkungsspektrum gegeniiber, welches zu einer
Einschrinkung der Lebensqualitit von Patienten fithren kann. Zu den potentiellen
Nebenwirkungen zdhlen Nephrotoxizitdt, Akut-Phase-Reaktionen, eine gastrointestinale

Toxizitdat und Osteonekrosen im Kieferbereich [Diel et al. 2007, Ural et al. 2008].
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Die hier vorliegende Arbeit beschiftigte sich mit der Untersuchung neuer Substanzen, die den
Knochenabbau durch Osteoklasten beeinflussen konnen. Vor dem Hintergrund der rasanten
Erforschung der Osteoklastenentwicklung mit Identifikation der Hauptaktivierungswege galt
dabei dem NF-kB-Signalweg besonderes Augenmerk. Dieser bildet eine zentrale Komponente
bei der Differenzierung und Aktivierung von Osteoklasten und ist nach der Entdeckung des
RANKL-RANK-OPG-Systems zu einem bedeutenden Ziel in der Beeinflussung von

Osteoklasten und ihrer Vorlduferzellen geworden.

Bei den Testsubstanzen handelte es sich zum einen um die Proteasominhibitoren MG-132,
MG-262 und Bortezomib. Zum anderen wurde Curcumin zur Behandlung von Osteo-
klastenvorlduferzellen und ausgereiften Osteoklasten verwendet. Besonderer Stellenwert kam der
Untersuchung der modernen Therapeutika Bortezomib und Curcumin zu, fiir die in fritheren
Arbeiten ein durch NF-kB-Inhibition induzierter Antitumoreffekt beim multiplen Myelom
nachgewiesen wurde [Hideshima et al. 2001, Bharti et al. 2003, Thomas et al. 2005, Roccaro et
al. 2006].

Die hier dargestellten Befunde wurden ausschlieBlich in Kulturen humaner Osteoklasten
erhoben. Die Entwicklung und Funktionsweise dieser Zellen ist im menschlichen Organismus
einzigartig. Aus diesem Grund soll zunichst die Isolation von humanen Vorlduferzellen und

deren Ziichtung diskutiert werden.

4.1 Zichtung von humanen Osteoklasten

Von gesunden Probanden wurde Blut aus einer peripheren Vene entnommen und dieses einer
Dichtegradientenzentrifugation zur Anreicherung von mononukledren Zellen (PBMCs)
zugefiihrt. Die Isolation moglicher Osteoklastenvorldufer aus der PBMC-Zellfraktion erfolgte
einerseits iiber Adhdsion, andererseits erfolgte die Isolation CD14-positiver Zellen iiber das

MACS-System.

Zu Beginn des Kultivierungszeitraums von Monozytenkulturen, die iiber Adhésion selektioniert
wurden, befanden sich fiir 24 Stunden noch nicht-adhidrente mononukleidre Zellen im
Mediumiiberstand der Kulturen. Diese Zellen wurden durch Abnahme des Mediumiiberstandes
aus der Kultur entfernt und adhirente mononukledre Zellen nach Trypsinierung in 24-well- bzw.
6-well-Platten {iberfithrt. Es konnte so eine homogene Zellkultur generiert und eine
Beeinflussung der adhérenten mononukledren Zellen durch nicht-adhédrente mononukleére

Zellen, wie Lymphozyten, minimiert werden.
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Der Vorteil einer CD14-selektionierten Population von mononukledren Zellen lag in der Er-
zeugung einer Zellkultur, die zu einem hoheren Prozentsatz potentielle Osteoklastenvor-
lauferzellen der Monozyten-Makrophagen-Zellreihe enthielten. Zudem konnte man die Be-

einflussung durch nicht-adhédrente mononukleidre Zellen umgehen.

Zur Wahrung der Vergleichbarkeit der Versuche wurde innerhalb der Versuchsreihen fiir die
jeweilige Testsubstanz entweder die Adhisionsselektion oder die Selektion von CD14-positiven
Zellen durchgefiihrt. Die gewonnen Zellen wurden jeweils fiir 28 Tage auf Plastik oder auf
Elfenbeinchips mit den Wachstumsfaktoren M-CSF (25 ng/ml) und RANKL (25 ng/ml)
stimuliert. Es wurden bei jeder Versuchsreihe Negativkontrollen mitgefiihrt, deren Medium nur

M-CSF (25 ng/ml) als Stimulans enthielten.

4.1.1 Stimulation mit M-CSF und RANKL bewirkt Osteoklastogenese

Unter der Stimulation der Kulturen mononukledrer Zellen (PBMCs) und CD14-selektionierter
mononukledren Zellen mit M-CSF und RANKL kam es in dem Beobachtungszeitraum von 28
Tagen zu einer Osteoklastogenese. In den im Vorfeld zu den Behandlungsuntersuchungen
durchgefiihrten Experimenten wurden unabhingig von dem Isolationsverfahren bereits ab dem 7.
Tag erste TRAP-positive mononukledre Zellen lichtmikroskopisch nachgewiesen, die als
Priosteoklasten identifiziert werden konnten. Nach etwa 14 Tagen kam es innerhalb der
Kulturen zur Bildung von multinukleire TRAP-positiven Zellen. Ab dem 21. Tag konnten
mehrkernige TRAP-positive Zellen lichtmikroskopisch eindeutig als Osteoklasten identifiziert
werden. Diese Entwicklung mononukleidrer Zellen zu Osteoklasten unter Stimulation mit M-CSF
und RANKL deckt sich mit Untersuchungen, die diesbeziiglich von anderen Arbeitsgruppen
durchgefiihrt wurden [Karsdal et al. 2003, Schilling et al. 2004, Yaccoby et al. 2004, Zauli et al.
2004].

Interessanterweise fiihrte die alleinige Stimulation der Kulturen mit M-CSF nach 28 Tagen zur
Bildung einer geringen Anzahl an multinukleiren TRAP-positiven Zellen, die als Osteoklasten
identifiziert werden konnten. Diese Kulturen miissen somit Zellen enthalten haben, die unter
Stimulation mit M-CSF zu einer Produktion und Sekretion bzw. Expression von RANKL
befdhigt waren. Dieser Befund konnte auch von anderen Arbeitsgruppen bestitigt werden
[Nicholson et al. 2000]. Es wird davon ausgegangen, dass es sich bei diesen Zellen um noch

nicht genau identifizierte Mitglieder der Monozyten-Makrophagen-Zellreihe handelt.



4 Diskussion 65

Eine Bestitigung fand dies in den hier vorliegenden Beobachtungen an CD14-selektionierten
mononukledren Zellen. Auch hierbei kam es unter der alleinigen Stimulation mit M-CSF zur
Bildung von Osteoklasten. Innerhalb der im Anschluss durchgefiihrten Resorptions-
untersuchungen zeigte sich, dass die Stimulation von adhidrenten PBMCs, jedoch nicht die
Stimulation CD14-selektionierter Zellen mit M-CSF zu einer Resorption von Elfenbein fiihrten.
Demzufolge fiihrte die Stimulation CD14-selektionierter Zellen mit M-CSF zu einem geringen
Prozentsatz zur Bildung von nicht resorptionsfahigen multinukledren Osteoklasten, so genannten

ruhenden Osteoklasten.

4.2 Rolle von NF-kB wahrend Differenzierung und Aktivierung von Osteoklasten

Wie der Name des extrazelluliren Aktivierungsfaktors fiir Osteoklastogenese und Osteo-
klastenaktivitit RANKL (receptor activator of NF-&B ligand) vermuten lésst, ist dieser eng mit
dem intrazelluldr gelegenen Transkriptionsfaktor NF-kB verbunden. Jedoch ist dieser nicht der
einzige Faktor, der die komplexen Prozesse wihrend der unterschiedlichen Stadien der
Osteoklastogenese und der Osteoklastenaktivierung beeinflussen, so dass mit Neuentdeckung

anderer Faktoren die Rolle von NF-kB immer wieder in Frage gestellt wurde.

Es konnte gezeigt werden, dass vor allem p38, c-Fos, und NFATc1, ebenfalls Ziele von RANKL,
zu einer Steigerung der Osteoklastogenese fithren. Dabei fand eine Arbeitsgruppe zwar NFATc],
jedoch konnte sie keine Untereinheiten von NF-kB in einem frithen Stadium der
Osteoklastogenese nachweisen [Zhu et al. 2005]. Dem gegeniiber stehen zahlreiche Arbeiten, die
weiterhin NF-kB eine wichtige Rolle wihrend der Osteoklastendifferenzierung zuschreiben
[Franzoso et al. 1997, Iotsova et al. 1997, Jimi et al. 1998, Boyce et al. 1999, Wei et al. 2001].
Eine viel zitierte Arbeit, die sich mit der Expression von NF-xB in Priosteoklasten beschiftigte,
konnte in einem Knock-out-Mausmodell zeigen, dass ein Fehlen von NF-kB1 (p50) und NF-xB2

(p52) unabwendbar in die Manifestation einer Osteopetrose miindet [lotsova et al. 1997].

Auch beziiglich der Aktivierung von Osteoklasten gilt NF-kB als ein kritischer Faktor. Jedoch
existieren nur wenige Arbeiten zu diesem Thema. Die Untersuchung gestaltet sich schwieriger
und langwieriger, da eine Kultur iiber mindestens 21 Tage gefiihrt werden muss. NF-kB-knock-
out Modelle in Mdusen lassen sich nicht anwenden, da es zunidchst zur Ausbildung von
Osteoklasten kommen muss, um deren Funktion zu untersuchen. Das in der vorliegenden Arbeit

dargestellte Verfahren stellt die derzeit gingigste Untersuchung der Osteoklastenfunktion dar.
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Mit Hilfe derer konnte bereits gezeigt werden, dass IL-1a iiber die Aktivierung von NF-kB zu
einer Steigerung der Knochenresorption in Mausosteoklasten fithrt [Miyazaki et al. 2000]. In
dieser Arbeit konnte die Inhibition der NF-kB-aktivierung durch das Einschleusen einer IKK-

Mutante als Adenovirusvektor demonstriert werden.

Die vorliegende Arbeit unterstiitzt die These, dass NF-kB einen kritischen Faktor wéhrend der

Osteoklastogenese, Differenzierung und Aktivierung von Osteoklasten darstellt.

4.3 Die Proteasominhibitoren MG-132 und MG-262

Die hier vorgestellten Untersuchungen mit den Proteasominhibitoren MG-132 und MG-262
wurden an humanen Osteoklasten und ihren Vorlduferzellen durchgefiihrt, deren Gewinnung aus

mononukledren Zellen des peripheren Blutes iiber Adhésion erfolgte.

Zunichst konnte gezeigt werden, dass die in den hier vorgestellten Versuchen verwendeten
Dosierungen im subapoptotischen Bereich lagen. Es konnte somit ausgeschlossen werden, dass
die dargestellten Befunde auf der Induktion eines programmierten Zelltodes (Apoptose) in einem
Frithstadium der Osteoklasten, sondern vielmehr auf der Interaktion der Proteasominhibitoren

mit dem Proteasom innerhalb der Zellen beruhten.

In den vorliegenden Untersuchungen konnte erstmalig gezeigt werden, dass die Proteasom-
inhibitoren MG-132 und MG-262 die RANKL-stimulierte Ausreifung von humanen mono-
nukledren Zellen zu Osteoklasten signifikant hemmen. Die Reduktion der Osteoklastenanzahl
war signifikant und betrug fir MG-132 und MG-262 bis zu 80% im Vergleich zur

Positivkontrolle. Eine Dosisabhingigkeit war nachweisbar.

Des Weiteren konnte eine signifikante Reduktion der Osteoklastenfunktion, d.h. der Fahigkeit
von Osteoklasten, Knochen zu resorbieren, demonstriert werden. Dazu wurden humane
adhédrente mononukledre Zellen bis zum Tag 28 mit den Wachstumsfaktoren M-CSF und
RANKL stimuliert. Zusitzlich erfolgte in einem Teil der Ansitze die Behandlung mit MG-132
und MG-262. Die Lakunenanzahl bzw. Lakunendichte wurde durch MG-132 um 60-93% im
Vergleich zur Positivkontrolle reduziert. Fiir MG-262 konnte eine Reduktion der Lakunendichte
von 87-97% erreicht werden. Die Reduktion der Resorptionslakunendichte iibertraf in den
hoheren Dosierungen von MG-132 und MG-262 die Verminderung der Osteoklastenanzahl, was
als ein eindeutiger Hinweis auf eine zusitzliche Hemmung der RANKL-induzierten Aktivierung

von Osteoklasten zu werten ist.
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Vergleicht man MG-132 und MG-262 in ihrer Wirkung auf die Osteoklastendifferenzierung und
die Osteoklastenaktivierung so féllt auf, dass obwohl beide Substanzen eine vergleichbare
Hemmung der Osteoklastendifferenzierung erreichten, sich die Hemmung der Osteoklasten-
funktion unterschiedlich gestaltete. Dabei zeigte sich, dass MG-262 eine etwa doppelt so starke

Hemmung der Osteoklastenfunktion bewirkte wie MG-132.

Die Messung der NF-kB-Aktivitét erfolgte in der vorliegenden Arbeit durch den Nachweis der
Untereinheit p65 von DNA-bindungsfahigem NF-xB am Tag 28 der Kultivierung. Es konnte
gezeigt werden, dass durch die Behandlung mit MG-132 und MG-262 eine signifikante
Inhibition der NF-kB-Aktivitit in RANKL-stimulierten Kulturen zur Erzeugung von
Osteoklasten nachweisbar ist. Die NF-kB-Aktivitdt konnte durch MG-132 und MG-262 auf bis

zu 1/3 der unbehandelten Kontrolle reduziert werden. Eine Dosisabhidngigkeit war nachweisbar.

Diese Befunde legen nahe, dass die Aktivierung von NF-kB und die Resorptionsinduktion von
humanen Osteoklasten in einem direkten Zusammenhang stehen. Da zudem eine signifikante
Korrelation zwischen NF-kB-Aktivitit und Osteoklastogenese nachweisbar war, ist
anzunehmen, dass auch die Hemmung der Osteoklastendifferenzierung, zumindest teilweise, auf

diesem Mechanismus beruht.

Eine entscheidende Wirkung der Proteasominhibition stellt dabei die Hemmung des phospho-
IxkB-Abbaus durch das 26S-Proteasom dar. Beide hier verwendeten Proteasominhibitoren lassen
die Phosphorylierung und die anschlieBende Markierung mit Hilfe von Ubiquitin aufgrund der
dargestellten Wirkungsmechanismen unbeeinflusst. Wie bereits durch andere Arbeitsgruppen
dargestellt, 16st sich das markierte phospho-IxB nicht aus der Bindung des NF-kB-Komplexes
[Traenckner et al. 1994]. Folge ist vermutlich eine Reduktion der Liberation von NF-xB-

Molekiilen und deren Bindung an NF-kB-Zielgene.

Aufgrund der leichten Unterschiede zwischen Hemmung der Osteoklastendifferenzierung und
Hemmung der Osteoklastenfunktion miissen zumindest wéhrend der humanen Osteo-
klastogenese weitere Faktoren eine Rolle spielen. Dabei kommt zum einen p38 in Frage, welches
bereits in vorhandenen Arbeiten als wichtiger Faktor in der friihen Osteoklastenentwicklung
dargestellt wurde [Li et al. 2002]. Zum anderen scheinen c-Fos und c-Jun, Mitglieder der AP-1-
Familie, als Heterodimer eine entscheidende Rolle in Priosteoklasten zu spielen. Dass zudem
zwischen diesen Faktoren ein Zusammenhang besteht, bestitigt der Befund, dass sowohl p38 als

auch c-Fos in Kontakt mit NFATc1 treten [Matsumoto et al. 2004, Huang et al. 2006].
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Ein Teil der hier vorgestellten Befunde konnte bereits in angesehenen internationalen medi-

zinischen Zeitschriften veroffentlicht werden [Zavrski et al. 2005, Zavrski et al. 2007].

4.4 Der Proteasominhibitor Bortezomib

Fiir die Untersuchungen mit Bortezomib wurden erstmals nur humane Monozyten, die iiber
CD14-Selektion mit Hilfe von MACS-Saulen gewonnen wurden, verwendet. Zu Beginn der
Untersuchungen konnte bestitigt werden, dass die in dieser Arbeit verwendeten Dosierungen
von Bortezomib im subapoptotischen Bereich lagen. Bortezomib wirkte in den vorgestellten
Dosierungen wihrend der Osteoklastenentwicklung nicht toxisch.

In den anschlieBenden Versuchen konnte erstmalig gezeigt werden, dass Bortezomib die
RANKL-induzierte Differenzierung von humanen Osteoklasten signifikant inhibiert. Die Re-
duktion der Zahl multinukledrer TRAP-positiver Zellen lag verglichen mit der Positivkontrolle
fiir die niedrigere Dosis bei 60%, fiir die hohere sogar bei 80%. Eine vollstindige Inhibition der
RANKL-stimulierten Osteoklastogenese konnte nicht erreicht werden. In Parallelversuchen
wurde gleichzeitig die Wirkung von Bortezomib auf die Aktivierung von ausgereiften humanen
Osteoklasten untersucht. Es wurde eine Reduktion der Lakunendichte um etwa die gleichen
Zahlenwerte wie die Differenzierungshemmung erreicht. In der Negativkontrolle konnte in
diesen Versuchsreihen keine Resorption nachgewiesen werden. Die Behandlung mit Bortezomib
in den hier vorgestellten Dosierungen fiihrte nicht zum vollstindigen Erliegen der Resorption.
Der Einfluss von Bortezomib auf die NF-kB-expression wurde in ausgereiften Osteoklasten am
Tag 28 der Kultur untersucht. Es konnte eine deutliche Reduktion der NF-xB-Aktivitit in
ausgereiften Osteoklasten nachgewiesen werden. Dabei iibertraf die Minderung der Aktivitdt von
NF-xB unter der Behandlung mit Bortezomib die der Negativkontrolle, d.h. der nicht-RANKL-
stimulierten Kontrolle. Mit der Behandlung mit Bortezomib konnte somit die RANKL-
stimulierte NF-kB-Aktivierung vollstindig inhibiert werden. Es zeigte sich die
Bortezomibwirkung in einem erhohten Vorhandensein von phosphoryliertem IkB innerhalb der
Zellen. In ausgereiften Osteoklasten kam es somit zu einer Verringerung der NF-kB-aktivitit
durch die Bildung eines stabilen p-IkB-NF-kB-Komplexes im Zellinneren.

Damit konnte die schon in den Versuchen zu den Proteasominhibitoren MG 132 und MG 262

gedullerte Vermutung bestitigt werden, dass die Phosphorylierung von IkB nicht zur Losung der

Bindung von NF-kB und IkB fiihrte. Der inhibitorische Effekt von IkB blieb bestehen.
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Mit Hilfe dieser Befunde konnte in der vorliegenden Arbeit zum einen der Wirkungs-
mechanismus von Bortezomib in humanen Osteoklasten und deren Vorliduferzellen demonstriert
werden. Zum anderen bestitigen diese Befunde die fithrende Rolle von NF-kB wihrend der

Aktivierung von humanen Osteoklasten.

Ein Teil der hier vorgestellten Befunde konnte bereits in einer renommierten medizinischen

Zeitschrift veroffentlicht werden [von Metzler et al. 2007].

4.5 Curcumin
Kaum eine andere Medizinalpflanze wird zurzeit so intensiv erforscht wie Curcuma longa L, die
Gelbwurz. Befanden sich im Jahre 2003 noch etwa 500 Eintriige in Medline, so sind heute bereits

tiber 2300 Publikationen in der medizinischen Datenbank vorhanden.

Verwandt ist der Gelbwurz mit den Ingwergewiéchsen und wird vor allem im siidasiatischen
Raum angebaut. Zu den Wirkstoffen werden die i#therischen Ole sowie die Curcuminoide
gezihlt. Bei den Curcuminoiden handelt es sich um nicht fliichtige, gelb-orange geférbte Dicin-
namoylmethan-Derivate, die iiberwiegend in einer durch Wasserstoffbriickenbindungen

stabilisierten Keto-Enol-Form vorliegen.

In der vorliegenden Arbeit wurde ausschlieBlich Curcumin bzw. Curcumin I verwendet und
dessen Wirkung auf heranreifende sowie ausgereifte humane Osteoklasten beschrieben. Neben
Curcumin existieren noch Mono- und Didesmethoxycurcumin (Curcumin II und III), die
ebenfalls aus pharmazeutischer Sicht mehr und mehr an Bedeutung gewinnen [Buechi et al.

2004].

Da ein groBer Teil der hier vorgestellten Versuche mit Curcumin zur gleichen Zeit wie Versuche
mit MG 132 und MG 262 an humanen Osteoklasten durchgefiihrt wurden, erfolgte die Isolierung
von humanen Osteoklastenvorlduferzellen des peripheren Blutes vorrangig durch eine Selektion
innerhalb der PBMCs iiber Zelladhésion. In der vorliegenden Arbeit sollten vor allem die

Ergebnisse aus diesen Versuchsreihen vorgestellt und analysiert werden.

Zu Beginn der Versuche wurde das zytotoxische Potential der hier verwendeten Konzentrationen
von Curcumin auf mononukledre Zellen getestet. IuM und 10 pM Curucmin konnten als

subapoptotische Dosierungen ermittelt werden.
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Erstmalig konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass Curcumin signifikant die
Genese von humanen Osteoklasten hemmt. Eine Dosisabhingigkeit war dabei graphisch und
rechnerisch nachweisbar. Mit der hoheren Dosierung von 10 uM Curcumin wurde eine
Reduktion der in Kultur befindlichen humanen Osteoklasten um fast 70% erreicht. Damit konnte
in etwa das Niveau der Negativkontrolle am Tag 28 der Kultur erzielt werden. Ahnliche
Ergebnisse wurden von anderen Arbeitsgruppen bei Beobachtungen von Priosteoklastenkulturen
aus der Mausmakrophagen-Zelllinie RAW 264.7 erhoben [Bharti et al. 2004]. Dabei wurde diese
Zelllinie als Sekundérkultur unter der Stimulation mit RANKL und Curcuminbehandlung iiber 5
Tage gefiihrt. Hierbei konnte eine Reduktion der Osteoklastenanzahl unter Behandlung mit
Curcumin in einer Dosierung von 10 uM um 80% nachgewiesen werden. Die Negativkontrolle

in diesen Versuchen zeigte keinerlei Wachstum von Osteoklasten.

Im Verlauf der Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurden Fotografien der Kulturen nach
TRAP-Farbung am Tag 28 aufgenommen. Eine Stimulation mit RANKL fiihrt zum vermehrten
Auftreten von grolen mehrkernigen Riesenzellen, die z.T. das 10-12fache der GroBe be-
nachbarter Priosteoklasten ausmachten. Daneben konnten TRAP-positive Zellen nachgewiesen
werden, die sich in einem zelluldren Verband zusammengeschlossen hatten, um zu diesem

Zeitpunkt der Kultur weitere Osteoklasten zu formieren.

Nach Behandlung mit Curcumin zeigten sich deutlich geringere Osteoklastenzahlen. Die
Zelldichte der Kultur unter der Behandlung mit Curcumin 10 pM entsprach in etwa dem Bild der
Negativkontrolle, d.h. dem Ansatz, der ohne RANKL-Stimulation iiber 28 Tage gefiihrt worden

war.

Neben der Hemmung der humanen Osteoklastogenese durch Curcumin konnte hier erstmalig die
Inhibition der Resorptionsaktivitit von RANKL-stimulierten Kulturen zur Erzeugung von
Osteoklasten durch Curcuminbehandlung beschrieben werden. Es zeigte sich in den vor-
liegenden Versuchen eine deutliche Reduktion von Resorptionslakunen auf Elfenbein. Wo es
unter Curcuminbehandlung in einer Dosierung von 1 uM zu einer Reduktion der Lakunendichte
um etwa die Hilfte kam, konnte mit einer Dosissteigerung von Curcumin auf 10 uM eine nur
minimale Aktivitdt von Osteoklasten nachgewiesen werden. In einem Teil der Versuche war
keine Resorption bei Behandlung mit Curcumin in einer Dosis von 10 uM nachweisbar. Dieser
Befund zeigte somit eine vollstindige Inhibition der RANKL-stimulierten Aktivierung von

Osteoklasten durch 10 uM Curcumin.
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Ein Vergleich der Wirkung von Curcumin auf Osteoklastenanzahl und Osteoklastenaktivitit
verdeutlicht den oben genannten Effekt. Es zeigte sich, dass in etwa die gleiche Reduktion von
Osteoklastenanzahl und Resorptionslakunendichte in RANKL-stimulierten Kulturen zur
Erzeugung von Osteoklasten durch den Einsatz von Curcumin in der Dosis 1 uM erzielt wurde.
Bei der Behandlung mit Curcumin in der Dosis 10 uM jedoch dominierte die Reduktion der
Resorptionsaktivitit, was auf eine zusitzliche Inhibition der RANKL-induzierten Aktivierung
von reifen Osteoklasten hinweist. In dieser Dosierung lag die Reduktion der Osteoklastenanzahl
tiber der Negativkontrolle, hingegen die Reduktion der Osteoklastenaktivitit deutlich unter dem

Niveau der Negativkontrolle.

Der iibergeordnete Mechanismus scheint hierbei, die Inhibition der NF-kB-Aktivititdt zu sein.
Erstmalig konnte in der vorliegenden Arbeit die Reduktion der NF-kB-Aktivitit in RANKL-
stimulierten Kulturen zur Erzeugung von humanen Osteoklasten unter Curcuminbehandlung
gezeigt werden. Dabei wiesen die Behandlung mit Curcumin in einer Dosierung von 1 uM eine
leichte, in einer Dosierung von 10 uM eine deutliche und signifikante Hemmung der RANKL-
induzierten NF-kB-Aktivierung auf. Die NF-kB-Aktivitit lag in etwa auf dem Niveau der
Negativkontrolle. Es lag zwischen der Dichte von Resorptionslakunen und der NF-kB-Aktivitét
eine signifikante Korrelation vor, d.h. Curcumin inhibierte die Resorptionsaktivitit in RANKL-
stimulierten Kulturen zur Erzeugung von humanen Osteoklasten durch die Hemmung der

intrazellularen NF-kB-Aktivitit.

Zur Kldrung des Wirkungsmechanismus von Curcumin im Zusammenhang mit der NF-xB-
Aktivitat wurden in der vorliegenden Arbeit Versuche vorgestellt, in denen der zeitliche Ablauf
der Entstehung von phosphoryliertem IkB-a in humanen Osteoklasten untersucht worden war.

Es erfolgte tiber unterschiedliche Zeitrdume eine RANKL-Stimulation humaner Osteoklasten-
kulturen mit und ohne Curcumin-Pridinkubation. Erstmalig konnte dabei gezeigt werden, dass
Curcumin in reifen humanen Osteoklasten die RANKL-induzierte Phosphorylierung von IkB-o
hemmt. Es wurde unter Stimulation mit RANKL bereits nach 5 Minuten ein deutlicher Anstieg
von phosphoryliertem IkB-a innerhalb der Zellen registriert. Daraufhin folgte die stetige
Abnahme der Konzentration von phospho-IxB-o vermutlich aufgrund des sich anschlieenden
Abbaus von p-IkB-o im Proteasom. Die parallel erhobene IkB-o-Expression zeigte eine
Reduktion des Gesamt-IkB-a innerhalb der Zellen nach 15 Minuten. Es folgte ein Wiederanstieg

innerhalb von 45 Minuten auf die Ausgangsexpression.
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Dieser Befund lédsst sich ebenfalls durch die sinkende Konzentration von phospho-IkB-o
erkldren. Anscheinend folgte diesem Absinken der Gesamt-IkB-o-Expression eine Produktion
von Inhibitormolekiilen, die zu einem Wiederanstieg der IkB-a-Konzentration fithrte. Auch

hierfiir ist vermutlich die Induktion durch RANKL eine Ursache.

Curcumin reduziert die RANKL-induzierte Phosphorylierung von IkB-a. Nach 5 Minuten ist
unter Curcuminbehandlung verglichen mit der unbehandelten Probe eine sehr geringe
Konzentration nachweisbar. Zum Zeitpunkt nach 30 Minuten sind nur noch Spuren von
phospho-IkB-o0 im Western Blot vorhanden. Die parallel aufgenommene IkB-o-Expression
zeigte ein nahezu gleich bleibendes Niveau ohne zeitliche Schwankungen. Eine mogliche
Ursache der verminderten Phosphorylierung von IkB-o konnte die Hemmung der intrazellulédren
IKK durch Curcumin sein. Andere Arbeitsgruppen postulierten bereits eine Hemmung der IKK
durch Curcumin in humanen Tumorzelllinien [Bharti et al. 2003, Aggarwal et al. 2006]. In der
vorliegenden Arbeit konnte dieser Befund indirekt durch den Nachweis des enzymatischen

Produktes der IKK, p-IkB-a, in humanen reifen Osteoklasten bestitigt werden.

Vervollstindigt wurden die Untersuchungen zu Curcumin durch die Messung von reaktiven
Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) innerhalb von humanen reifen Osteoklasten.
Bereits in den 1990er Jahren konnte von Arbeitsgruppen gezeigt werden, dass reaktive
Sauerstoffspezies in niedriger Konzentration als Botenstoff (second messenger) innerhalb von

Zellen wirken [Garrett et al. 1990, Lander 1997, Rhee 1999, Foreman et al. 2003].

Dabei scheint ein direkter Zusammenhang der reaktiven Sauerstoffspezies mit p38, JNK, ERK
und NF-xB zu bestehen, was diesen Mechanismus auch fiir die Untersuchung der
Osteoklastogenese und Osteoklastenaktivierung interessant macht [Lee et al. 2005]. Vor allem
die durch andere Arbeitsgruppen nachgewiesene anti-oxidative und anti-inflammatorische
Eigenschaft von Curcumin lieBen darauf schliefen, dass die Produktion von ROS durch

Curcumin moduliert werden konnte.

In der vorliegenden Arbeit konnte ein zeitabhidngiger RANKL-stimulierter Anstieg von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) in humanen reifen Osteoklasten gezeigt werden. Erstmalig
demonstrierten die hier vorgestellten Versuche, dass Curcumin die Bildung der ROS durch
RANKL moduliert. Dabei zeigte sich, dass Curcumin in einer Konzentration von 10 uM die
RANKL-stimuliert Bildung von ROS nahezu unbeeinflusst ldsst. Jedoch fiihrte eine
Dosissteigerung von Curcumin auf 100 uM zur vollstindigen Inhibition der RANKL-induzierten

ROS-Bildung.
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Diese dosisabhingige Wirkung konnte bereits in abgewandelter Form in humanen

Osteoblastenzelllinien demonstriert werden [Chan et al. 2006].

In der vorliegenden Arbeit konnte zum einen erstmalig beschrieben werden, dass es in humanen
reifen Osteoklasten durch 45miniitige RANKL-Stimulation zu einem Anstieg von ROS kommt.
Zum anderen konnte gezeigt werden, dass Curcumin, welches eindeutig die humane
Osteoklastogenese und Osteoklastenaktivierung beeinflusst, die ROS-Produktion in der hier
verwendeten Dosierung innerhalb reifer Osteoklasten nur minimal moduliert. Diese Befunde
verdeutlichen, dass fiir die Curcuminwirkung in einer Konzentration von 10 uM beziiglich der
RANKL-induzierten Osteoklastenaktivierung vorrangig andere Ziele, wie vermutlich die

Hemmung der IKK, eine Rolle spielen.

Ein Teil der hier vorgestellten Befunde konnte bereits in anerkannten medizinischen

Fachzeitschriften veroffentlicht werden [von Metzler et al. 2008].
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5 Zusammenfassung

Die Therapie osteolytischer Herde bei Tumorerkrankungen stellt noch immer eine Heraus-
forderung fiir Patient und Arzt dar. Dabei fiihrt der Abbau von Knochengewebe im Bereich der
Wirbelsiule als Pridilektionsstelle zur Anderung der Stabilitit des Korpers und der Gefahr der
Schidigung des Riickenmarks. Folgen sind neben einem schwer beherrschbaren Schmerz-
syndrom neurologische Defizite und Blasen-Mastdarmstorungen, die zu einer drastischen
Reduktion der Lebensqualitit fiihren. Der derzeitige pharmakologische Goldstandard liegt in der
Anwendung von Bisphosphonaten. So kommt zu dem bereits vorhandenen Pharmakaregime ein
weiteres nebenwirkungsreiches Medikament. Dieses wirkt zwar effektiv, jedoch nur auf die

knochenresorbierenden Zellen des menschlichen Organismus, die Osteoklasten.

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Wirkung moderner Tumortherapeutika auf die Genese,
Differenzierung und Aktivitit von humanen Osteoklasten. Zur Beschreibung der Wirkungs-
mechanismen wurden die fiir die Entwicklung und Funktion von Osteoklasten wichtige NF-xB-
Aktivitdt herangezogen. Analysiert wurden die Proteasominhibitoren MG-132, MG-262 und
Bortezomib sowie Curcumin. Diesen Substanzen konnte in Studien und Vorversuchen ein
eindeutiger Antitumoreffekt bestitigt werden. Besonderes Interesse lag auf der Wirkungsanalyse
der Substanzen Bortezomib und Curcumin. Bortezomib kommt bereits bei der Therapie von
fortgeschrittenem multiplen Myelom zum Einsatz. Fiir Curcumin konnte in tierexperimentellen
Versuchsreihen eine Antitumorwirkung beim metastasierenden Melanom, Mantelzelllymphom,
metastasierenden Mammakarzinom und in der Privention des Kolonkarzinoms gezeigt werden.

Beide Substanzen werden als besonders nebenwirkungsarm eingeschitzt.

Zur Gewinnung humaner Pridosteoklasten und Osteoklasten wurde gesunden Probanden
peripheres Venenblut entnommen, aus dem die Selektion moglicher Osteoklastenvorlduferzellen
innerhalb der Monozyten-Makrophagen-Linie erfolgte. Hierbei wurden die Adhésionfahigkeit
und die Expression des Oberflichenmarkers CD14 dieser Zellen genutzt. Die Stimulation von

Wachstum und Resorption erfolgte dann mit Hilfe der Wachstumsfaktoren M-CSF und RANKL.

Zur Auswertung der Osteoklastogenese/-differenzierung innerhalb der Kulturen wurde die
intrazelluldr gelegene tartrat-resistente saure Phosphatase (TRAP) angefirbt. Die Analyse der
Aktivierung reifer Osteoklasten wurde durch Toluidinblaufirbung von Resorptionslakunen auf
Elfenbeinchips erreicht. Dabei wurden die Kulturen stets iiber 28 Tage gefiihrt. Nach dieser Zeit
folgte die Bestimmung der NF-kB-aktivitét per p65-ELISA.
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Zur Klirung der Wirkungsmechanismen von Bortezomib und Curcumin erfolgte neben der
Ermittlung der intrazelluliren NF-kB-Aktivitit die Expression von IkB-o- und phospho-IkB-o
innerhalb der Zellen per Western Blot. Die Analyse des intrazelluliren ROS-Spiegels unter

Curucuminbehandlung erfolgte durch die Verwendung von 2°,7’-Dichlorofluoreszeindiacetat.

Es konnten in der vorliegenden Arbeit zundchst Befunde beziiglich der noch relativ neuen
Methode der In-vitro-Anziichtung humaner Osteoklasten geliefert und bestitigt werden. Dabei
kamen 2 Isolationverfahren moglicher Osteoklastenvorlduferzellen zum Einsatz. Einerseits
erfolgte zur Separation die Adhisionsselektion mononukledrer Zellen (PBMCs), andererseits
wurden PBMCs einer CD14-Selektion mit Hilfe eines magnetic-activated cell sorters (MACS)
zugefiihrt. Dabei zeigten sich vergleichbare Wachstumsdichten. Beide Verfahren fithren zur
Generierung von inhomogenen Zellpopulationen, in denen stets durch die Stimulation mit
M-CSF und RANKL eine Osteoklastogenese hervorgerufen werden kann. Die Stimulation dieser
Kulturen mit M-CSF fiihrte unabhingig vom verwendeten Isolationsverfahren zur Enstehung
multinukledrer TRAP-positiver Zellen. Allerdings kam es dabei nur bei den iiber Adhisions-
selektion isolierten Zellen, nicht bei den CD14-selektionierten Zellen zur Resorption von Dentin.
Die aus dieser Arbeit resultierende Empfehlung ist die Verwendung der CD14-Selektion zur
Gewinnung moglicher Osteoklastenvorlduferzellen, da diese Methode bestindigere und

homogenere Kulturen lieferte.

Die Untersuchungen zeigten eine deutliche dosisabhédngige Reduktion der RANKL-induzierten
Genese/Differenzierung und Resorptionsaktivierung von humanen Osteoklasten durch die
Proteasominhibitoren MG-132, MG-262 und Bortezomib sowie Curcumin. Gleichzeitig zeigte
sich durch die verwendeten Substanzen eine Reduktion der RANKL-induzierten NF-kB-
Aktivierung. Die Analyse der IkB-o und phospho-IxkB-o-Expression nach 28 Tagen zeigte bei
der Behandlung mit Bortezomib eine erhéhte Expression von phospho-IkB-a im Vergleich zur
RANKL-stimulierten Positivkontrolle. Zuriickzufiihren ist dieser Befund vermutlich auf die
Hemmung des Proteasomabbaus dieses Inhibitors. Curcumin zeigte in einem &hnlichen Ver-
suchsaufbau, vermutlich basierend auf einer IKK-Hemmung, eine reduzierte Expression von
phospho-IkB-a. Die aufgefiihrten Befunde nach Bortezomib- und Curcuminbehandlung zeigen
die Bedeutung von NF-kB fiir die Aktivierung von humanen Osteoklasten.

Klinische Studien sind nun notwendig, um zu priifen, ob die hier verwendeten Pharmaka zu einer

Reduktion von Knochenmanifestationen bei malignen Erkrankungen mit Knochenmetastasen

fiithren.
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