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Referat:

Hohe Glukosespiegel wie sie beim Diabetes mellitus auftreten beglinstigen die Glykierung von
Proteinen und fiihren zur Bildung von Advanced Glycation Endproducts (AGEs). Diese AGEs
beschleunigen Alterungsprozesse und stehen in Verbindung mit mikro- und makrovaskularen
Komplikationen sowie neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Alzheimer, Morbus
Parkinson und der Amytrophen Lateralskleorse. Viele Effekte geschehen rezeptorabhangig,
wobei der Receptor for Advanced Glycation Endproducts (RAGE) als einer der wichtigsten

Interaktionspartner fiir AGEs gilt.

Der Einfluss von Glykierung auf Neuroblastomzellen war Gegenstand dieser Arbeit. Es kam durch
Behandlung mit Methylglyoxal (MGO), dem potentesten AGE-Bildner zur Bildung von AGEs, was
im Western Blot via Bildung von Carboxymethyllysin (CML) registriert werden konnte. Es zeigte
sich, dass eine Behandlung mit MGO keinen Einfluss auf die Zellviabilitat hat. Weiterhin konnte
durch Glykierung eine gesteigerte Expression von RAGE festgestellt werden. Sowohl fiir CML als
auch fiir RAGE waren nach Glykierung spezifische Signale in der Durchflusszytometrie
ersichtlich. Eine Untersuchung via impedanzbasierter Echtzeitanalayse (RTCA) zeigte eine
Reduktion der Adhasion von Neuroblastomzellen auf glykiertem Laminin. Eine Glykierung von
Kollagen IV und Fibronektin fiihrte hingegen zu keiner signifikanten Anderung der Adhasion im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Des Weiteren fiihrte eine Glykierung der Zellen zu einer
signifikanten Erhohung der Migration, welche ebenfalls via impedanzbasierter Echtzeitanalayse

untersucht wurde.

Zusammenfassend fiihrte die Glykierung mit MGO zur AGE-Bildung, welche (iber eine positive
Rickkopplung eine Steigerung der RAGE-Expression bewirkte. Es kam zu einer Reduktion der
Adhasion sowie zu einer Steigerung der Migration, was flr ein starkeres
Metastasierungspotential des Tumors spricht. Die Ergebnisse unterstreichen, im Einklang mit
anderen Forschungsergebnissen, die pathologische Rolle von AGEs und RAGE bei der
Tumorbiologie. Dabei kdnnte zukiinftig RAGE sowohl prognostisch als auch therapeutisch

relevant werden.
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Verzeichnis der verwendeten Abkiirzungen
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AGE Advanced Glycation Endproducts
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FCS Fetal Calf Serum (Fetales Kalberserum)

FEEL Fasciclin EGF-like, laminin-type EGF-like, link domain-
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g Gramm

HCl Chlorwasserstoff

HDL High Density Lipoprotein

HRP Horseradish peroxidase (Merrettichperoxidase)
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IGF Insulin-like Growth Factor (Insulindhnlicher Wachstumsfaktor)
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1 Einleitung

1.1 Neuroblastom

1.1.1 Definition

Das Neuroblastom ist ein maligner embryonaler Tumor und entsteht aus unreifen Zellen des
sympathischen Nervensystems. Neuoblastome kénnen Katecholamine produzieren, weshalb sie
zu den neuroendokrinen Tumoren gezahlt werden. Sie zdhlen zu den haufigsten extrakraniellen
soliden Tumorformen im Kindesalter. Die Tumorzellen entstammen der Neuralleiste und
konnen Uberall dort auftreten, wo Zellen des Sympathikus aufzufinden sind (Gesellschaft fir
padiatrische Onkologie und Hamatologie 2011). Typische Orte sind das Nebennierenmark oder
der sogenannte Grenzstrang, der Bereich des Nervengeflechts beidseits der Wirbelsdule
(Yiallouros und Berthold 2014). Es werden 3 Risikostufen von niedrig, Gber intermediar bis hoch

unterschieden (Cohn 2009).

1.1.2 Geschichtlicher Hintergrund

Rudolf Virchow gilt als Erstbeschreiber dieser Erkrankung und konstatierte bei einem Kind im
Jahre 1864 ein abdominelles Gliom. 1891 wurden weitere Charakteristika vom deutschen
Pathologen Felix Marchand notiert, der die Abstammung des Tumors vom sympathischen
Nervensystem und vom Nebennierenmark entdeckte (Rothenberg 2009).

Die Abstammung von Zellen der Neuralleiste wurde im Jahre 1910 von James Homer Wright
beschrieben, der den Tumor daher Neuroblastom nannte. Ebenso entdeckte er die typischen
Zellnester im Knochenmarkausstrich, die nach ihm Homer-Wright-Rosetten genannt werden
(Rothenberg 2009). Ein mikroskopisches Bild eines Knochenmarkausstriches ist in Abbildung 1
zu sehen.

Abb. 1:

Mikroskopisches Bild der typischen Homer-

Wright-Rosetten eines Neuroblastoms
(Tsokos 1993)




1.1.3 Epidemiologie

Das Neuroblastom ist fir ca. 7,3% der Tumorerkrankungen im Kindesalter verantwortlich
(Berthold 2002) und bei rund 15% der kindlichen Krebserkrankungen die Todesursache. Die
hochste Inzidenz von etwa 40% ist dabei im ersten Lebensjahr zu verzeichnen. Circa 90% der
Patienten erkranken in den ersten 5 Lebensjahren, nur 10% der Falle treten spater auf

(Gesellschaft flir padiatrische Onkologie und Hamatologie 2011).

1.1.4 Klinisches Bild

Die Erkrankung kann ein sehr heterogenes Bild zeigen. Sie pragt sich haufig mit unspezifischen
Symptomen wie Midigkeit, Abgeschlagenheit und Inappetenz aus, welche typisch fiir eine
Tumorerkrankung sind (Yiallouros und Berthold 2014).

Das klinische Bild hangt sehr von der Lokalisation des Tumors ab. Abbildung 2 zeigt den
haufigsten Manifestationsort: die Nebenniere (Gesellschaft fir padiatrische Onkologie und

Hamatologie 2011).

Abb. 2: Neuroblastom der rechten Niebenniere (1) (Jha 2015)



Hier kann sich neben Bauchschmerzen eine palpable Raumforderung im Abdomen bemerkbar
machen (Yiallouros und Berthold 2014). Ein Wachstum im Bereich des Mediastinums kann zu
einer Behinderung der Atmung mit Dyspnoe flihren. Es kann aber auch zu Muskelschwache der
unteren Extremitaten bei Kompression des Spinalkanals kommen. Zum Teil imponieren die
Symptome der autonomen Katecholaminproduktion. Das kénnen unter anderem eine arterielle
Hypertonie oder eine therapieresistente Diarrhoe sein. Eine Myelosuppression mit Ausbildung
einer Anamie spricht klinisch fir den Verdacht einer Metastasierung des Tumors in das
Knochenmark.

Das Horner-Syndrom, bestehend aus der Symptomtrias Miosis, Ptosis und Enophthalmus, sowie
das paraneoplastische Opsoklonus-Ataxie-Syndrom stellen weitere mogliche Symptome dar
(Gesellschaft fir padiatrische Onkologie und Hamatologie 2011). Die Ausbildung eines
Brillenhdmatoms bei retrobulbarer Infiltration ist ein wichtiger klinischer Hinweis (Yiallouros

und Berthold 2014).

1.1.4 Diagnostik

Ein GroRteil der Neuroblastome produziert Katecholamine. Zur Diagnostik konnen die
Abbauprodukte der Katecholamine in Form von Homovanillinsdure oder Vanillinmandelsidure
aus dem Blut sowie aus dem Urin genutzt werden. In etwa 90% der Falle zeigt sich ein erhohter
Spiegel dieser Abbauprodukte (Strenger 2007). Weiterhin konnen erhéhte Werte der
Laktatdehydrogenase (Kinumaki et al. 1976) und der neuronenspezifischen Enolase im Blut
diagnostisch  hilfreich sein (Tsokos et al. 1984). Eine Bildgebung durch eine
Magnetresonanztomographie oder Computertomographie ist obligat und dient zur
Einschatzung des Tumorstadiums. Eine Skelettszintigraphie zum Ausschluss von
Skelettmetastasen sollte in jedem Fall zur Komplettierung des Stagings durchgefiihrt werden.
Eine Knochenmarkspunktion ist ebenfalls ratsam, um eine Infiltration des Knochenmarks durch
den Tumor auszuschlieRen.

Die Abklarung des Ausmales der Metastasierung ist ausschlaggebend, da beim Beginn der
ersten Symptome in bereits 50-60% der Falle eine Streuung der Tumorzellen erfolgt ist
(Gesellschaft fur padiatrische Onkologie und Hamatologie 2011). Trotz dieser haufigen
Metastasierung wurden spontane Remission des Tumors samt Metastasen haufig beschrieben.
Dabei kommt es insbesondere bis zum Stadium 2 in 50% der Félle zu spontanen Remissionen

(Maris 2010).



1.1.5 Stadien

Im Jahre 2009 wurde die bis dahin géngige Einteilung des International Neuroblastoma Staging
System (INSS) erneuert und die Einteilung der Internation Neuroblastom Risk Groups (INRG) im
internationalen Konsens eingefiihrt (Cohn 2009). Die Einteilung nach INSS beinhaltet 4 Stadien.
Ein lokalisierter Tumor ohne Lymphknotenbefall steht flir Stadium 1. Eine Infiltration in die
ndahere Umgebung steht fiir Stadium 2a. Einen regionalem Lymphknotenbefall bezeichnet man
mit 2b. Das Stadium 3 bezeichnet einen Tumor mit Uberschreitung der Mittellinie. Ein Tumor
mit hamatogenen Fernmetastasen entspricht dem Stadium 4. Ein Sonderfall ist das Stadium 4S,
das nur fur Sauglinge bis 18 Monaten gilt. Es entspricht dem Stadium 1 oder 2 mit
Fernmetastasen in Haut, Leber oder maximal 10% des Knochenmarks. Dieses Stadium zeigt
haufig spontane Remissionen, sodass hier unter sorgfaltiger Beobachtung abgewartet werden
kann (Brodeur et al. 1988). In der neuen Einteilung nach INRG werden nun neben Ausbreitung
und Lymphknotenstatus auch andere Merkmale wie Alter, histologische Besonderheiten und
genetische Veranderungen wie N-myc-Amplifikation und 11g-Aberration beachtet, um
verschiedene Risikostufen zu stratifizieren (Cohn 2009). Abbildung 2 zeigt die verschiedenen

Kriterien der Einteilung.

INRG Age Histologic Grade of Tumor 11q Pretreatment
Stage (months) Category Differentiation MYCN  Aberration Ploidy Risk Group
L1/L2 GN maturing; A Very low
GNB intermixed
L1 Any, except NA B Very low
GN maturing or -
GNB intermixed Amp K ‘High
L2 Any, except No D Low
<18 GN maturing or NA 3
GNB intermixed Yes G Intermediate
No E Low
Differentiating NA v
es
218 GNB nodular; >
H Intermediate
neuroblastoma Poorly differentiated NA
or undifferentiated
Amp N High
M <18 NA Hyperdiploid F Low
<12 NA Diploid | Intermediate
12t0< 18 NA Diploid J Intermediate
<18 Amp O High
>18 P High
MS No C Very low
NA "
s Yes Q High
Amp R High
Abb. 3: Stadieneinteilung nach INRG (Cohn 2009)
Abkiirzungen: GN — Ganglioneurom GNB — Ganglioneuroblastom
NA — nicht amplifiziert Amp — amplifiziert



Die Abkirzung L1 steht bei dieser Einteilung fir einen lokalen Tumor ohne weitere
Risikofaktoren. Bestehen weitere Risikofaktoren bei einem lokalen Tumor wird die Abkiirzung
L2 verwendet. Stadium M steht in Analogie zur TNM-Klassifikation (Klassifikation fiir maligne
Tumoren, T fur Primartumor, N fir Lymphknotenbefall, M fir Metastasen) fir ein
metastasiertes Geschehen. Das Stadium MS entspricht dem ehemaligen Stadium 4S, wobei hier
trotz Metastasierung eine hohe Spontanremissionsrate beobachtet wird (Gesellschaft fur

padiatrische Onkologie und Himatologie 2011).

1.1.6. Genetik

Ursache fiir die Entstehung dieses Krankheitsbildes ist die Entartung unreifer Zellen des
sympathischen Nervensystems, welche durch Chromosomenverdanderung sowie Mutationen
beglinstigt werden kann (Yiallouros und Berthold 2014). Das Auftreten der Erkrankung ist
hauptsdchlich sporadisch, nur 1-2% der Falle treten familidgr auf und sind mit Mutationen
assoziiert. Untersuchungen zu diesem Sachverhalt haben gezeigt, dass diese hereditdren Falle
oft mit einer Mutation der anaplastischen Lymphomkinase (ALK) einhergehen (Mossé 2008).
Wichtig flr die Tumorprogression scheint die Amplifikation des N-myc-Protoonkogens zu sein
(Brodeur et al. 1984). Diese Amplifikation zeigte eine Inzidenz von 20% bei Erstdiagnosen
(Seeger et al. 1985). Strukturelle Chromosomenaberrationen in Form von Deletionen von 1p36

sowie 1123 sind ebenfalls mit einer schlechten Prognose assoziiert (Attiyeh 2005).

1.1.7. Prognose

Die Prognose der Patienten hangt stark vom Stadium, Alter sowie molekulargenetischen
Veranderungen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung ab. Mithilfe dieser Parameter ldsst sich eine
Stratifizierung des Risikoprofils erstellen.

Ein hoher Grad der Expression des N-myc-Protoonkogens geht mit einer schlechteren Prognose
der Patienten einher (Westermann 2008).

Hoch-Risiko-Formen sprechen nur inaddquat auf die Therapie an. Die 5-Jahres-
Uberlebenswahrscheinlichkeit ist insgesamt bei 79%, fiir Niedrig-Risiko-Patientin sogar bei tiber
95%. Die Uberlebensrate fiir 5 Jahre bei Hoch-Risiko-Patienten ist mit 30-40% deutlich
schlechter (Gesellschaft fiir padiatrische Onkologie und Hamatologie 2011). Die meisten

Langzeitliberlebenden  zeigen bleibende Behandlungsfolgen  wie  Gehorverlust,



Wachstumsstorungen oder Schilddriisenfunktionsstérungen. Des Weiteren ist hier das Risiko flr

Zweit-Karzinome erhéht. (Oeffinger 2006)

1.1.8. Behandlung

Die Behandlung des Neuroblastoms richtet sich nach dem individuellen Risikoprofil.
Erkrankungen mit niedrigem Risiko (Stadium 1 und 2) kénnen unter regelméaRiger Kontrolle
gefiihrt werden, ohne dass eine Behandlung erfolgen muss. Eine chirurgische Intervention ist
ebenfalls moglich (Yiallouros und Berthold 2014). Patienten mit mittlerem Risiko (Stadium 3)
sollten eine Chemotherapie und eine operative Entfernung des Tumors erhalten. Hoch-Risiko-
Tumore (Stadium 4) sollten eine 3-fach-Therapie mit chirurgischer Intervention, intensivierter
Radio- sowie Chemotherapie erhalten (Berthold 2002). Bei Infiltration des Knochenmarks muss
eine Knochenmarktransplantation in Betracht gezogen werden. AuBerdem sind hier die
Anwendung von Antikdrpern sowie von 13-cis-Retinsdure moglich (Gesellschaft fir padiatrische

Onkologie und Hamatologie 2011).

1.2. Glykierung

Glykierung bezeichnet die Reaktion von Lipiden, Proteinen oder Nukleinsdauren mit Carbonylen,
ohne dass dabei Enzyme wirksam werden (Thornalley 1996). Ausgangsstoffe fiir diese nicht-
enzymatische Reaktion sind ein reduzierender Zucker und eine freie, reaktive Aminogruppe.
Uber eine Kondensation entsteht zunichst eine Schiff'sche Base und durch weitere
Umlagerungsschritte ein Amadori Produkt (Belitz et al. 2009).

Die Endformen aus den Reaktionen von Proteinen und Kohlenhydraten sind die Advanced
Glycation Endproducts (AGEs) (Brownlee 1995). Man kann die Glykierung in eine exogene und

eine endogene Form unterscheiden, die im Folgenden genauer spezifiziert werden sollen.

1.2.1 Exogene Glykierung

Die exogene Glykierung lauft auBerhalb des Korpers ab und ist eine Reaktion, die stattfindet,
wenn Proteine mit Kohlenhydraten in Verbindung kommen. Temperaturen von Uber 120°C
beglinstigen diesen Prozess, der auch als Maillard-Reaktion bezeichnet wird. In der
Lebensmittelindustrie spielt diese Reaktion eine wichtige Rolle, um einerseits Produkten die
gewlinschte Farbe zu geben oder andererseits als Geschmacksverstarker. Kaffee, Karamell, Brot,

6



Pommes Frites aber auch Steak erhalten wesentliche Teile ihres Geschmacks durch diese
Reaktion. Reduzierende Zucker und Aminosaduren reagieren dabei zu AGEs (Belitz et al. 2009).
Diese Reaktion konnte ebenfalls bei der Bildung von Acrylamid beteiligt sein, welches als
wahrscheinlich kanzerogen eingestuft wurde (Stadler et al. 2002).

Bei haufigem Verzehr von erhitzten Lebensmitteln kann es zur Akkumulation der AGEs kommen,
da diese nur bis zu bestimmten Konzentrationen abgebaut und ausgeschieden werden kénnen.
Durch Anhaufung dieser Verbindungen im Korper steigt der oxidative Stress und es kann zu DNA-
Schaden kommen (Stadler et al. 2002).

Rauchen ist ebenfalls als Quelle fir die externe Zufuhr von AGEs zu nennen. Tabakblatter
werden zu diesem Zweck in Anwesenheit von Zucker getrocknet, wobei wiederum AGEs
entstehen. Die gebildeten Reaktionsprodukte werden beim Rauchen in die Lunge inhaliert und

erreichen so das Korperinnere (Cerami et al. 1997).

1.2.2 Endogene Glykierung

Auch im menschlichen Organismus laufen Glykierungsvorgéange ab. Diese Reaktionen finden im
Blutkreislauf oder zytosolisch unter Beteiligung von Fruktose und Galaktose, zum Teil auch unter
der Nutzung von Glukose statt. Dabei entstehen Dicarbonylverbindungen, die stark reaktiv sind
(Thornalley 2005). Beispiele fiir diese Verbindungen sind Glyoxal, Mehtylglyoxal und 3-
Deoxyglucoson (Angeloni et al. 2014). Eine diabetische Stoffwechsellage mit erhdhten
Blutglukosewerten fordert die Entstehung von AGEs (Singh et al. 2014). Ein Beispiel fir
physiologische AGEs ist das glykierte Himoglobin HbAlc, welches das erste entdeckte glykierte
Protein darstellt. Neben der Diagnostik dient HbAlc aufgrund der Lebenszeit von Hamoglobin
von circa 120 Tagen als Marker fiir Langzeitblutzuckerwerte beim Diabetes mellitus (Koenig et

al. 1976).

13 Advanced Glycation Endproducts

Wie oben beschrieben, konnen die Glykierungsprodukte der Reaktion aus Proteinen und
Kohlenhydraten sowohl exogen als auch endogen entstehen. Diese Advanced Glycation
Endproducts (AGEs) stellen posttranslationale Modifikationen von Proteinen dar und spielen
Uber verschiedene Wege eine Rolle bei Alterungsprozessen und der Entstehung von
Krankheiten (Brownlee 1995). Beispiele flir AGE-Modifikationen sind Carboxyethyllysin (CEL)

und Carboxymethyllysin (CML) (Bohlender et al. 2005). Zwischenstufen auf dem Weg dieser
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nicht-enzymatischen Reaktion sind die Schiff'sche Basen und die Amadori Produkte, wie in

Abbildung 4 gezeigt wird.
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Abb. 4: Entstehung von CML (Bohlender et al. 2005)

Glykierung findet vorwiegend an den Aminogruppen von Arginin und Lysin statt. Beim
Menschen enthalten die Histone im Nucleus die groflite Menge von Lysin und haben eine
erhohte Wahrscheinlichkeit glykiert zu werden (Ansari et al. 2011). Als Reaktionsprodukt
entsteht, wie oben bereits erwahnt, unter anderem CML. Dieses Reaktionsprodukt ist zur Zeit

der meist genutzte Marker fiir die Entstehung von AGEs (Hangaishi et al. 1998).

13.1 Die Rolle von Methylglyoxal bei der Bildung von AGEs

Methylglyoxal (MGO) ist ein reaktives Zwischenprodukt des Zellmetabolismus und kommt in
allen lebenden Zellen vor (Sousa Silva et al. 2013). Es ist ein a-Ketoaldehyd, welches endogen
als Nebenprodukt der Glykolyse, bei der Degradation von Glycerinaldehyd-3-phosphat oder
nicht-enzymatisch bei der Fragmentierung von Zuckern entsteht. Circa 0,1-0,4 % der Glukose
werden bei der Glykolyse zu MGO umgewandelt. MGO ist 20.000-mal reaktiver als Glukose, hat
jedoch eine sehr kurze Halbwertszeit, da es sehr schnell an Proteine gebunden oder rasch
abgebaut wird (Kalapos 2008).

Eine exogene Zufuhr ist durch Stoffe wie Kaffee, Alkohol und Lebensmittel méglich (Nemet et
al. 2006). Bei der Bildung von MGO spielen bei Lebensmitteln verschiedene Reaktionen und
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Prozesse wie Photodegradation, Autooxidation, prolongierte Lagerung (Nemet und Varga-
Defterdarovi¢ 2007) und Erhitzung eine Rolle (Pfeifer et al. 2013). Zigarettenrauch ist ebenfalls
als Quelle exogener Zufuhr von MGO zu nennen (Fujioka und Shibamoto 2006).

MGO konnte zum ersten Mal bei dem Bakterium Escherichia coli nachgewiesen werden, wo es
Konzentrationen von 20 pmol erreichte (Cooper und Anderson 1970). Durch konstant hohe
Glukoselevel konnte ein Konzentrationsanstieg fir MGO bei diesem Bakterium festgestellt
werden (Freedberg et al. 1971).

Im menschlichen Liquor kommt MGO in Konzentrationen von 10-20 umol vor (Kuhla et al. 2005).
Es wird angenommen, dass MGO dhnliche Level im unteren mikromolaren Bereich innerhalb der
Zellen erreicht (Rabbani und Thornalley 2012).

MGO ist der potenteste Prakursor fir die AGE-Bildung (Thornalley 1996). Es ist in der Lage
Zellschaden und Protein-Quervernetzungen durch Glykierung hervorzurufen (Thornalley 2005).
Viele Studien haben den Zusammenhang zwischen MGO, AGE-Bildung, oxidativem Stress
(Angeloni et al. 2014) und pathologischen Effekten wie Diabetes mellitus (Dmitriev und Titov
2010), arterieller Hypertonie (Chang und Wu 2006), Alterungsprozessen (Desai et al. 2010) und
neurodegenerativen Erkrankungen gezeigt (Chen et al. 2006). Gesteigerte Konzentrationen an
MGO gehen mit einer Hirnatrophie sowie einer Verschlechterung der kognitiven Fahigkeiten

einher (Srikanth et al. 2011).

1.3.2 Pathologie und AGE-vermittelte Effekte

Die Bildung von AGEs gehoért zum physiologischen Alterungsprozess (Koriyama et al. 2015).
Untersuchungen konnten zeigen, dass Diabetiker aufgrund héherer Glukoselevel auch vermehrt
AGEs aufweisen und somit eher an den Folgen im Sinne von beschleunigten Alterungsprozessen
leiden (Schleicher et al. 1997). Durch Ablagerung von AGEs in den GefdBen kommt es zu einer
Beglinstigung der Atherosklerose. AGEs begiinstigen die Oxidation von Low Density Lipoprotein
(LDL), welche von Makrophagen aufgenommen werden, wodurch es zur Ausbildung von
Schaumzellen kommt (Aronson und Rayfield 2002). Durch die resultierende
Entziindungsreaktion kann sich eine Fibrose ausbilden und so die Atherosklerose weiter
vorantreiben (Steinberg et al. 1989). Durch hohe Level an AGEs wird ebenfalls das High Density
Lipoprotein (HDL) glykiert und so leichter oxidiert. Dadurch kann es seinen protektiven Effekt

verlieren (Stirban et al. 2014). Es konnte gezeigt werden, dass sich AGEs in atheromatdsen



Plaques (Aronson und Rayfield 2002) sowie in der glomeruldaren Basalmembran ablagern
(Bohlender et al. 2005).

Man kann bei den Folgeerkrankungen der GefdRfe mikrovaskulare Komplikationen wie
Retinopathie, Neuropathie und Nephropathie von den makrovaskuldren Folgen wie Apoplexia
cerebri, Myokardinfarkt und periphere arterielle Verschlusskrankheit unterscheiden (Singh et al.
2014). Des Weiteren wird die Ausbildung einer Katarakt beim Diabetes mellitus durch
Ablagerung von AGEs in der Linse des Auges beschleunigt (Singh et al. 2014). Durch Modifikation
neuronaler Zellen mit AGEs wurden héhere Werte fir R-Amyloid sowie intrazellulare Tau-
Proteine nachgewiesen (Sachdev et al. 2013), was in kausalem Zusammenhang mit der
Entstehung des Morbus Alzheimer steht (Koriyama et al. 2015). Weitere neurodegenerative
Krankheiten wie der Morbus Parkinson, die Amyotrophe Lateralsklerose sowie die Amyloid-
Polyneuropathie werden ebenfalls durch Aggregation von B-Amyloid hervorgerufen (Salahuddin
et al. 2014).

Durch Glykierung von Kollagenen kommt es zur Ausbildung von komplexen Quervernetzungen,
die vom Korper aufgrund fehlender Enzyme nicht mehr gespalten werden kénnen. Die glykierten
Kollagene sind weniger fiir Matrix-Metalloproteasen angreifbar, welche fiir den Abbau der
Kollagene verantwortlich sind (Mott et al. 1997). Durch Stérung beim Remodelling verlieren sie
an Elastizitdit, mit dem Resultat einer erhohten Steifigkeit von verschiedenen
Gewebestrukturen. Es kann zur Fibrose bzw. Sklerose kommen (Sakata et al. 1995). Durch
Akkumulation von AGEs im Knochen kommt es zur Ausbildung von Quervernetzungen von
Kollagenen und anderen Proteinen. Die mechanischen Eigenschaften des Knochens sind gestort
und der Knochenumbau wird behindert. Als Folge kann es zur Osteoporose kommen (Sanguineti
et al. 2014).

Beim Gestationsdiabetes spielen hohe Spiegel von AGEs ebenfalls eine Rolle. Sie haben eine
proinflammatorische Wirkung und erhéhen die Komplikationsrate in der Schwangerschaft
sowohl bei der Mutter als auch beim Ungeborenen (Tomaschitz 2009). Weitere Effekte werden
durch Interaktion von AGEs mit den speziellen Rezeptoren ausgelost. Diese Effekte sollen hier

in Zusammenhang mit dem RAGE genannt werden.

1.3.3 Clearance

Ein GroRteil der AGEs entzieht sich aufgrund der Quervernetzungen dem enzymatischen Abbau,

was Uber die Zeit zur Akkumulation fiihrt. Die Ausscheidung der AGEs geschieht abhangig von
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der Nierenfunktion durch glomeruldre Filtration dieser Stoffe durch die Bowman-Membran.
AnschlieBend folgt bei filtrierbaren AGEs die endozytotische Aufnahme durch Zellen des
proximalen Tubulus. In diesen Zellen erfolgt der lysosomale Abbau durch Proteolyse (Gugliucci
und Bendayan 1996). Bei Menschen mit eingeschrdnkter Nierenfunktion kann es somit zur
verstarkten Akkumulation von AGEs im menschlichen Koérper mit entsprechenden
pathologischen Folgen kommen (Miyata et al. 1996).

Komplexere AGE-Molekile kdnnen aufgrund ihrer GroRe die Bowman-Membran der Niere nicht
passieren. Fiir die Ausscheidung Uber die Niere bedarf es zunachst der Spaltung in kleinere
Peptide durch periphere Makrophagen (Miyata et al. 1998). Bei dieser Zersetzung spielen die
Endothelzellen und Kupffer-Zellen der Leber eine wesentliche Rolle (Smedsrgd et al. 1997).
Aber auch an der Bowman-Membran kann es durch Ablagerung von AGEs zur typischen
Nephropathie mit fibrotischem Umbau sowie einer Verdickung der Basalmembran kommen,

was zu einer Einschrankung der Nierenfunktion fihrt (Gugliucci und Bendayan 1995).

1.3.4 Therapeutische Ansatze zur Inhibierung der Glykierung

Es gibt zurzeit verschiedene therapeutische und praventive Ansatze. Durch eine entsprechende
Diat mit weniger Kohlenhydraten in Form von Monosacchariden konnten bei Patienten mit
Diabetes mellitus riickldufige Werte fiir oxidativen Stress, Entziindung und Insulinresistenz
konstatiert werden (Vlassara et al. 2002), ebenso sank das Level an AGEs im Blut (Uribarri et al.
2003).

Fir Lebensmittel besteht die einfachste und kosteneffektivste Methode die Menge an AGEs zu
senken, indem die Zubereitungstemperatur erniedrigt und die Luftfeuchtigkeit erhoht wird
(Uribarri et al. 2010).

Therapeutische Moglichkeiten bieten spezielle AGE-Inhibitoren, wie z.B. Pyridoxamine oder
AGE-Crosslinkbreaker, wie z.B. Phenacylthiazolium (Rahbar und Figarola 2003). Weiterhin sind
bekannte antiinflammatorische Medikamente, wie Aspirin oder Diclofenac, und
nephroprotektive Substanzen wie Angiotensin-Converting-Enzym-Inhibitoren oder Angiotensin-
II-Rezeptorblocker wirksam. Antidiabetika wie Metformin oder Pioglitazone kénnen ebenfalls
zum Einsatz kommen (Monnier 2003). Untersuchungen konnten zeigen, dass das lipidl6sliche
Thiaminderivat Benfotiamin vaskuldre Schaden effektiv reduzieren kann. Dies geschieht durch
Aktiverung der Transketolase, welche im Pentose-Phosphat-Weg reaktive Zucker in weniger

aggressive Formen umwandelt (Hammes et al. 2003)
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1.3.5 Rezeptoren fiir AGEs

Uber membranstindige Rezeptoren fiihrt die Bildung von AGEs zur Aktivierung verschiedener
Signalwege. Der meist untersuchte Rezeptor ist dabei der multi-liganden Receptor for Advanced
Glycation Endproducts (RAGE) (Ott et al. 2014). Abbildung 5 soll eine Ubersicht iiber die Fiille

der weiteren Rezeptoren fiir AGEs vermitteln.
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Abb. 5: Ubersicht der Rezeptoren fiir AGEs (Ott et al. 2014)

Neben den verschiedenen Formen von RAGE gibt es noch die AGE-Rezeptoren 1-3. Diese
Rezeptoren werden (iberwiegend von Makrophagen, T-Lymphozyten, Endothelzellen und
neuronalen Zellen exprimiert. Zu den Funktionen dieser Rezeptoren gehdéren unter anderem
Zelladhasion, Wachstum, Differenzierung und maligne Transformation (Stirban et al. 2014). Eine
weitere Gruppe von Rezeptoren fiir AGEs sind die oben abgebildeten Rezeptoren Scavenger
Receptor (SR) Al, All, Bl, CD36, LOX-1, FEEL-1 / 2, welche alle zu den Scavenger-Rezeptoren
gehoren. Die genannten Vertreter werden zu einem Grof3teil auf Endothelzellen, Makrophagen
sowie in der Leber exprimiert und haben ihre Hauptaufgabe im Fettstoffwechsel, wie z.B. der

endozytotischen Aufnahme von HDL bzw. LDL sowie der Degradation von AGEs (Ott et al. 2014).

1.4 Rezeptor fiir Advanced Glycation Endproducts (RAGE)

Dieser Rezeptor ist ein Transmembranprotein, welches zur Immunglobulin-Superfamilie gehort

(Neeper et al. 1992). RAGE hat eine extrazellulire Doméane zur Bindung von Liganden, eine
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Transmembrandomane zur Verankerung in der Zellmembran sowie eine zytosolische Domane,
welche die weitere Signaltransduktion Gbernimmt (Gonzédlez et al. 2013). Es ist ein Multi-
Liganden-Rezeptor mit einer Masse von rund 50 kDa im Western Blot (Neeper et al. 1992), der
neben AGEs auch High-mobility group protein (B)1 (HMGB1), S-100 kalziumbindendes Protein,
RB-Amyloid und Phosphatidylserin binden kann (Ramasamy et al. 2012).

Wahrend der Embryonalentwicklung wird RAGE stark exprimiert und ist beim
Neuritenwachstum involviert (Hori et al. 1995). Im Erwachsenenalter wird der Rezeptor nur
noch schwach exprimiert (Brett et al. 1993), wobei eine Uberexpression bei vielen chronischen
Erkrankungen gefunden werden konnte (Chuah et al. 2013).

RAGE kann auf vielen Zellen des Immunsystems, wie z.B. Makrophagen und dendritschen Zellen
gefunden werden, was seine Rolle bei Entziindungsreaktionen andeutet (Chuah et al. 2013). Der
Rezeptor hat auRerdem eine Funktion bei der Lungenhomdostase, dem Knochenstoffwechsel,
der Nervenregeneration, dem Neuritenwachstum und der Immunantwort (Ott et al. 2014).

Das Gen fir RAGE liegt auf Chromosom 6 im Bereich des Major Histocompatibility Complex Il
(MHC 111}, welches von speziellen Zellen des Immunsystems wie z.B. antigenprasentierenden
Zellen exprimiert wird (Sugaya et al. 1994). Bisher wurden tber 20 verschiedene Isoformen von
RAGE entdeckt, welche durch alternatives Splicing entstehen (Kim et al. 2012). Abbildung 6 gibt

eine Ubersicht der verschiedenen Ubergruppen der Isoformen.
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Abb. 6: Isoformen von RAGE (Lee und Park 2013)

Als Varianten konnen hier der N-truncted RAGE, der dominant-negative RAGE sowie der soluble
RAGE (sRAGE) unterschieden werden (Neeper et al. 1992). Eine Interaktion mit Liganden ist bei
der N-truncted Variante nicht moglich, da hier die V-Doméane auf der Extrazellularseite zur

Bindung fehlt. Der dominant-negative RAGE besitzt keine zytosolische Domane, sodass zwar
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eine Bindung von Liganden moglich ist, jedoch keine Signaltransduktion erfolgen kann (Hudson
et al. 2008). Die l6sliche Form des RAGE (sRAGE) besteht nur aus der extrazelluldren Domane
und kann sowohl durch alternatives Splicing als auch durch eine membranassoziierte Matrix-
Metalloprotease entstehen (Zhang et al. 2008). Ohne die Transmembrandomane kann sRAGE in
den Extrazelluldrraum wandern und dort an Liganden binden (Hudson et al. 2008). Als
Besonderheit werden die Liganden durch Bindung an sRAGE neutralisiert, wodurch keine
Interaktion mit anderen RAGE-Varianten moglich ist. Daher kdnnte die I6sliche Form des
Rezeptors als Therapieansatz bei der Inhibierung der Signaltransduktion via RAGE bei vielen

Krankheiten angewendet werden (Maillard-Lefebvre et al. 2009)

14.1 Signaltransduktion

Im Gegensatz zu vielen anderen Rezeptoren erfolgt bei RAGE durch Stimulation eine positive
Rickkopplung und vermehrte Expression (Bierhaus et al. 2005).
Einen Eindruck Uber die Vielfiltigkeit der AGE-vermittelten Signaltransduktionwege soll

Abbildung 7 verschaffen.
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AGE-RAGE-Interaktion flihrt zur Aktivierung der NADPH-Oxidase, wodurch vermehrt reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) gebildet werden (Wong et al. 2001). Diese ROS sind verantwortlich fir
die Aktivierung von NF-kB, dem Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells
(Schmidt et al. 2000). Diese Aktivierung fiihrt dazu, dass verschiedene Zytokine und
Adhasionsproteine exprimiert werden und eine Immunantwort ausgeldst wird (Barnes und
Karin 1997).

NF-kB flhrt weiterhin zur Produktion diverser Wachstumsfaktoren, wie z.B. Nerve-Growth-
Factor (NGF) (Meffert et al. 2003) und kann ebenso die Apoptose von Zellen auslosen (Sheikh
und Huang 2014). Ein Beispiel fiir ein durch NF-kB reguliertes Gen ist die Cyclooxygenase 2
(COX2), welche durch vermehrte Transkription ebenfalls an der Apoptose beteiligt ist (Lan et al.
2015).

Der JAK/STAT-Signalweg kann ebenfalls durch RAGE aktiviert werden. Nach Dimerisierung und
Phosphorylierung der Januskinase (JAK) erfolgt die Phosphorylierung sowie ebenfalls
Dimerisierung der Signaltransducers and activators of Transcription (STAT) (Chung et al. 2011).
Im Anschluss wandert der STAT zusammen mit dem Interferon regulatory factor 1 (IRF1) in den
Zellkern, wo die Bindung an den Interferon stimulated response element (ISRE) erfolgt. Es kommt
zur vermehrten Produktion von Zytokinen sowie Proteasomen (Grimm et al. 2012).

RAGE ist ebenfalls in der Lage Signaltransduktion via der Mitogen-aktivierten Proteinkinase
(MAPK) und deren Unterformen extracellular signal-regulated  kinase  (ERK),
p38 - mitogenaktivierte Proteinkinase und c-Jun-N-terminalen Kinase (JNK) auszulésen

(Sparvero et al. 2009).

1.5 Beziehung zwischen Zelle und Extrazellularmatrix

Zellen kénnen mit lhrer Umgebung voriibergehend oder auch dauerhaft in Interaktion treten.
Dazu binden sie entweder direkt an einen Rezeptor der Extrazellularmatrix oder durch
Zwischenschaltung von Adhasionsproteinen. Diese Zell-Matrix-Verbindungen dienen sowohl der
mechanischen Verankerung als auch der Modulation der Zellfunktion.

Das Zusammenspiel verschiedener Zell-Matrix-Verbindungen ist somit wichtig fiir viele
Zellfunktionen, aber auch relevant fir die Karzinogenese hinsichtlich invasiven Wachstums. Zu
den haufigsten Rezeptoren der Extrazellularmatrix gehoren die Integrine. Diese stellen eine
Gruppe von Transmembranproteinen dar, die (iber den zytoplasmatischen Teil durch

Adapterproteine an das Zytoskelett angeschlossen sind. Sie koénnen an Aktin- oder
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Intermediarfilamente angeschlossen sein sowie auch an andere Proteine, die Signalketten
aktivieren oder inhibieren kénnen.

Wichtige Adapterproteine zwischen Zelle und Matrix sind die Adhasionsproteine, welche zu den
Glykoproteinen gehdren. Sie vermitteln tiber eine Vielzahl von Domanen Interaktion zwischen
verschiedenen Matrix-Bestandteilen und Rezeptoren der Extrazellularmatrix (Ayad 1998).
Wichtige Vertreter dieser Glykoproteine sind Laminin und Fibronektin. Die genannten Beispiele
sind zusammen mit Kollagenen an der Ausbildung der Basalmembran beteiligt (Lillmann-Rauch

2012).

1.6 Basalmembran

Die Basalmembran ist ein Begriff der Lichtmikroskopie und ein Musterbeispiel fiir Zell-Matrix-
Interaktionen. Man konnte bei der ultrastrukturellen Analyse zwei Hauptbestandteile in ihrem
Aufbau feststellen. Zum einen besteht sie aus der Basallamina, welche sich aus der Lamina rara
und der Lamina densa zusammensetzt. Zum anderen besteht sie aus der Lamina fibroreticularis,

welche unter anderem ein Geflecht aus retikularen Fasern enthalt (Lillmann-Rauch 2012).

1.6.1 Aufgaben der Basalmembran

Die Basalmembran ist flr die Integritdt des Zellverbandes, also dessen mechanische Stabilitat
verantwortlich. Sie ermdglicht ein Anheften der Epithelzellen und somit deren Uberleben sowie
die Ausbildung einer Polaritat. Dadurch ist sie elementar fur die physiologische Zellfunktion.
Die Basalmembran unterliegt einem standigen Umbau durch Matrix-Metalloproteasen (MMP)
sowie durch Endozytose von Bruchstiicken. Dieser stindige Umbau ist wichtig fur die
Wundheilung, die Anpassung an mechanische Belastung, die Angiogenese und fir Zell-
Abwehrprozesse (Lillmann-Rauch 2012).

Auch bosartige Tumorzellen kénnen MMP sezernieren und somit Basalmembranen zerstoren
und invasiv in andere Kompartimente wachsen. Dies gilt als Kennzeichen fiir die Entartung von
Epithelien zum Karzinom. Die Basalmembran verliert ihre Barrierefunktion und erméglicht eine

Proliferation in andere Kompartimente sowie eine Streuung der Zellen (Liotta et al. 1980).
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1.6.2

Wie bereits beschrieben, besteht die Basallamina aus der Lamina densa und der Lamina rara.
Die Lamina densa besteht (iberwiegend aus Kollagen IV und Laminin in Form eines molekularen
Netzes. Kollagen gibt dabei mechanische Stabilitat und Laminin dient der Zelladhasion. Beide
Netze sind durch Nidogen und Perlecan miteinander verbunden. Die Lamina rara erscheint
lichtmikroskopisch leer und wird von Adhasionsmolekilen durchzogen. Integrine vermitteln die
Haftung an Laminin. Uber Adaptorproteine ist die Verbindung zum Zytoskelett gewéihrleistet. In
der Lamina fibroreticularis sind neben verschiedenen Kollagenen unter anderem auch
Fibronektine enthalten. Die Verbindung zwischen Basallamina und der Lamina fibroreticularis

geschieht durch Ankerfibrillen aus Kollagen VII und durch Mikrofibrillen aus Fibrillin oder

Molekularer Aufbau der Basalmembran

Kollagen VI (Paulsson 1992).
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Abb. 8: Molekularer Aufbau der Basalmembran (Lillmann-Rauch 2012)
Abkirzungen:

Ad — Adapterproteine
BM — Basalmembran

LD - Laminadensa
Per — Perlecan
1.6.3

Laminine sind kollagenadhnliche Glykoproteine und Bestandteile der extrazellularen Matrix. Sie
sind neben Kollagen IV die wichtigsten Adhdsionsmolekiile der Basallamina. Alle Zellen mit einer

solchen Basallamina produzieren Laminin. Die Bindung an die Zelle erfolgt durch verschiedene

AF —  Aktinfilament AnkF — Ankerfibrille BL — Basallamina
KFi —  Kollagenfibrille Koll — Kollagen Lam — Laminin

Lfr — L. fibroreticularis LR - Laminarara Mfi —  Mikrofibrillen
Syn — Syndecan

Laminin
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Integrine oder Syndecan (LUllmann-Rauch 2012). Insgesamt sind bisher 16 Isoformen bekannt,
die sich jeweils aus Heterotrimeren zusammensetzen (Aumailley et al. 2005).
Es wurde gezeigt, dass Laminin die Adhdsion metastasierender Tumorzellen beeinflussen kann

(Terranova et al. 1982).

1.6.4 Kollagen IV

Kollagen IV gehort zur groBen Familie der Kollagene, die mit (iber 30% der Gesamtmasse aller
Proteine das haufigste Eiweil darstellen und mit 28 Vertretern eine grofRe Variation besitzen.
Dabei handelt es sich um Proteine der Extrazellularmatrix, welche sich in zahlreichen
Gewebetypen wie Knochen, Knorpel, Sehnen, Bander und Zahnen befinden.

Eine Besonderheit ist das Wiederkehren von Glycin an jeder dritten Stelle der Kette. Dazwischen
befinden sich Aminosdauren wie Prolin oder Hydroxyprolin. Ein hoher Anteil an Lysin und
Hydroxylysin ist ebenfalls typisch fiir Kollagene. Dieser Sachverhalt ist wichtig fir die kovalente
Quervernetzung der Kollagenmolekile und somit fiir deren Festigkeit.

Die Translation der Polypeptidketten erfolgt am rauen Endoplasmatischen Retikulum, welche
anschlieRend posttranslational durch Hydroxylierung an Prolin sowie Lysinresten modifiziert
werden. An diesen Schritt schlielt sich die Glykosylierung der Hydroxylsysinreste via Glukose
und Galaktose an. Drei Polypeptidketten legen sich zu einer Tripelhelix zusammen, die durch
Disulfidbricken stabilisiert werden. AnschlieRend folgt die Sekretion in den Extrazellularraum,
wo die Bildung von Mikrofibrillen stattfindet. Als letzter Schritt erfolgt die Desaminierung durch
die Lysyloxidase und die damit verbundene Quervernetzung der Fibrillen (Lillmann-Rauch
2012).

Auch Kollagene spielen eine wichtige Rolle bei der Tumorbiologie, indem sie die Adhasion und
Migration beeinflussen (Favreau et al. 2014). Maligne Entartung steht daher in unmittelbarem
Zusammenhang mit Modifikation an Kollagenen und den anderen Bestandteilen der

Basalmembran (Rodriguez-Teja et al. 2015).

1.6.5 Fibronektin

Fibronektin gehort ebenfalls zu den Glykoproteinen der extrazelluldaren Matrix und spielt eine
wichtige Rolle bei Zelladhdsion und -migration. Es fordert als unspezifisches Opsonin die

Bindung von Antigenen (Ayad 1998).
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Es existieren 20 verschiedene Isoformen, welche jeweils aus Heterodimeren aufgebaut sind.
Man kann zwei verschiedene Arten von Fibronektin unterscheiden: Eine I6slich Variante aus der
Leber, die wichtig fir Wundheilung und Blutgerinnung ist, sowie eine unlésliche Form als
Bestandteil der extrazelluldaren Matrix, wo es fir mechanische Stabilitat sorgt (Lillmann-Rauch
2012).

Fibronektin scheint durch Interaktion mit Integrinen ebenfalls einen gewissen Einfluss bei der

Migration, der Invasion und der Metastasierung von Tumoren zu haben (Akiyama et al. 1995).
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2 Zielstellung

Ziel der Arbeit war es, den Zusammenhang von Alterungsprozessen und der Tumorprogression
zu untersuchen. Durch Zugabe von MGO sollte Carbonylstress, wie er unter anderem beim
Diabetes mellitus vorkommt, imitiert und dessen Auswirkung auf die physiologische Zellfunktion
untersucht werden. Hauptaugenmerk lag auf der Untersuchung zur Adhasion sowie Migration
der verwendeten Neuroblastomzellen des Typs Kelly mittels des impedanzbasierten RTCA
(Realtime cell analysis) -Verfahren. Fur diese Experimente sollten die verwendeten Zellen bzw.
Matrixproteine mit MGO behandelt und mit unbehandelten Proben verglichen werden.

Durch einen MTT-Test wurde untersucht, ob MGO in der verwendeten Konzentration von 1mM
Uber 4 Stunden toxisch auf die verwendeten Zellen wirkt und die Zellvitalitat beeinflusst. Mittels
fluoreszenzbasierter Durchflusszytometrie, dem FACS, erfolgte die Uberpriifung glykierter
Neuroblastomzellen hinsichtlich der Signale fir RAGE und CML als Marker fiir die Reaktionen
mit MGO. In weiteren Versuchsreihen sollte durch die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
und dem anschlieBenden Western Blot gepriift werden, ob durch Behandlung mit MGO eine
gesteigerte Detektion von CML und RAGE als Hinweis auf eine abgelaufene Glykierung moglich
ist. Fr die anschliefende Priifung der Adhdsion wurden Laminin, Fibronektin und Kollagen IV
getrennt voneinander mit MGO glykiert und die Adhasion via impedanzbasierter Echtzeitanalyse
geprift. Es folgte der Vergleich der Zellindizes miteinander. Fiir die Untersuchungen zur
Migration wurden die Zellen ebenfalls mit MGO glykiert und deren Durchwanderung via

impedanzbasierter Echtzeitanalyse untersucht.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Die gewadhlten Chemikalien fir die Experimente wurden immer nach Herstellerangaben
verwendet und entsprachen der héchsten Qualitatsstufe. Dabei handelte es sich um Produkte
der Firmen AppliChem (Darmstadt), Bode Chemie (Hamburg), ECOLAB (Mumbai), MERCK Group
(Darmstadt), Millipore (Billerica), ROTH (Karlsruhe) und Sigma-Aldrich (St. Louis).

3.1.2 Zellkulturmaterialien

Die fur die Zellkultur gewahlten sterilen Einwegmaterialien oder selbststandig autoklavierten
und sterilisierten Materialien wurden bei den Arbeitsvorgdngen immer nach Vorgabe der
Hersteller verwendet und entsprachen der hochsten Qualitatsstufe. Hierbei handelte es sich um
Produkte der Firmen Abcam (Cambridge), BD Biosciences (Franklin Lakes), Braun (Melsungen),
DURAN Group (Wertheim), Eppendorf (Hamburg), Falcon (Heidelberg), Fermentas (Wilna),
Invitrogen (Carlsbad), Greiner Bio-One (Frickenhausen), PAA Laboratories (Pasching), Thermo

Scientific (Waltham) und ROCHE Diagnostics (Mannheim).

3.13 Organismen

Humane Neuroblastomzellen

Fiir die Experimente fanden humane Neuroblastomzellen des Typs Kelly Verwendung. Diese
stammen aus dem Leibniz-Institut - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen.
Charakteristisches Merkmal dieser Zellreihe war die starke Amplifikation des n-myc-
Protoonkogens. Sie waren aulRerdem positiv fiir die ALK und sind morphologisch rund bis
fusiform. Die Zellen wuchsen adhérent einschichtig und mehrschichtig und wiesen ein polares
Neuritenwachstum auf. Die verwendete Zellreihe unterlag der Sicherheitsstufe 1. Die
Verdopplungszeit lag bei circa 30-40 Stunden. Die Inkubation erfolgte nach Herstellerangaben
bei 37°C mit 5% CO,-Gehalt der Luft sowie die Kultivierung mit dem Néahrmedium RPMI1640

(90%) mit FCS (10%) unter Zugabe von Penicillin und Streptomycin. Das Splitten der Zellen in
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Subkulturen erfolgte mit PBS/EDTA. Einige Subkulturen wurden gefroren in Medium mit 10%

DMSO aufbewahrt.

3.14 Glykierungsreagenz
Methylglyoxal
Synonym: Acetylformaldehyd

Molekulargewicht: 72,06 g/mol

Schmelzpunkt: -20°C
Siedepunkt: >72°C
Konzentration: = 40% in H,0
Vertreiber: Sigma Aldrich (USA)
3.15 Materialien fiir MTT-Test
MTT-Lésung
Name: 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid
Formel: C18H1GBI’N55

Molekulargewicht: 414,32 g/mol

Form: Puder

Konzentration: 5 mg/mL (in PBS)

Hersteller: Sigma-Aldrich (St. Louis)
DMSO

Name: Dimethylsulfoxid (Rotipuran®)
Formel: C,HeOS

Molekulargewicht: 78,13 g/mol
Kochpunkt: 189°C
Hersteller: ROTH (Karlsruhe)
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3.1.6 Antikoérper
3.1.6.1 Primare Antikorper

Anti-CML-Antikorper

Typ: Kaninchen polyklonal
Hersteller: Abcam (Cambridge)
Verdlinnung: 1:100 (FACS); 1:1000 (Western Blot)

Anti-RAGE-Antikorper

Typ: Maus monoklonal

Hersteller: Abcam (Cambridge)

Verdinnung: 1:100 (FACS); 1:1000 (Western Blot)
3.1.6.2 Sekundare Antikorper

Ziege-anti-Maus

Typ: Ziege polyklonal gegen Maus-IgG; HRP
Hersteller Abcam (Cambridge)
Verdiinnung: 1:10.000

Ziege-anti-Kaninchen

Typ: Ziege polyklonal gegen Kaninchen- 1gG; HRP
Hersteller Abcam (Cambridge)
Verdinnung: 1:10.000

3.1.6.3 Fluoreszenzmarkierte sekundare Antikérper

Ziege-anti-Maus

Typ: Ziege polyklonal gegen Maus-IgG, DyLight 488
Verdinnung: 1:250
Hersteller: Abcam (Cambridge)
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Ziege-anti-Kaninchen

Typ:
Verdlinnung:

Hersteller:

Ziege polyklonal gegen Kaninchen-IgG; DyLight 488
1:250
Abcam (Cambridge)

3.1.6.4 IgG-Antikorper

Isotopenkontrolle Maus

Typ:

Hersteller:

Isotopenkontrolle Kaninchen:

Typ:

Hersteller:

Maus-lgG SC-2025

Santa Cruz Biotechnology Inc. (Dallas)

Kaninchen-1gG SC-2027

Santa Cruz Biotechnology Inc. (Dallas)

3.1.7 GroRenmarker

Protein Page Ruler Prestained Protein Ladder

Bereich: 10-250kDa
Hersteller: Fermentas (Wilna)
3.1.8 Inhibitoren

Protease Inhibitor Cocktail

Hersteller:

3.1.9 Medien

Sigma-Aldrich (St. Louis)

Nahrmedien fir die Zellkultivierung der Kelly-Zellen

RPMI 1640

Typ: Klassisches Zellkulturmedium, steril gefiltert,
pH: >7,2

Lagerung: 4°C

Vertreiber: Sigma Aldrich (St. Louis)
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3.1.10 Adhasionsproteine

Laminin (1 mg/mL)
Fibronektin (0,5 mg/mL)
Kollagen IV (0,5-2 mg/mL)

3.1.11 Medienzusitze

Antibiotika
Penicillin (100U/ml)

Streptomycin (0,1mg/ml)

Aminosduren:
NEAA (100x) — Non-Essential Amino Acids
L-Glutamin (200mM)

Seren

FCS (Fetales Kalberserum)

3.1.12 Membranen

Nitrocellulose Transfer Membran

Whatmanpapier

3.1.13 Losungen und Puffer

Losungen fiir die SDS-Polyacrylamidgelektrophorese

Sigma Aldrich (St. Louis)
Sigma Aldrich (St. Louis)
Sigma Aldrich (St. Louis)

Invitrogen (Carlsbad)

Invitrogen (Carlsbad)

Life Technologies (Carlsbad)
Life Technologies (Carlsbad)

PAA Laboratories (Pasching)

Whatman (Springfield)
Whatman (Springfield)

Gellésungen:

Lésung 1: Losung 2:

1,5 M Tris 0,5 Tris
0,2 % SDS 0,2 SDS
Auffillen auf 200 mL Auffillen auf 200 mL
pH 8,8 pH 6,8
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10%ige Trenngelldsung

7,5 mL Acrylamid
5,6 mL Lésung 1
9,4 mL H,0 bidest.
125 puL 10% APS
12,5 puL TEMED

10 x Laufpuffer
025 M Tris/ HCI, pH 8,8
1,92 M Glycin
1 % SDS (w/v)
In H20 bidest.

Losungen fiir den Western-Blot

Transfer-Puffer

150 mM  Glycin

20 mM  Tris/ HCl, pH 8,3

10 % Ethanol (v/v)

Waschpuffer

TBS-Puffer

730 mM  Nacl

27 mM  KCl
4 M Tris (pH 7,5)

4%iges Sammelgel:

0.4 ml Rotiphorese® Gel 30
0.5 M Tris/HCL pH 6.8
0.2 % SDS

12 ul 10% APS
3 ul TEMED
1.85 ml H,0 bidest.

5 x reduzierender Probenpuffer

125 % SDS (w/v)

0,3 M Tris/ HCI, pH 6,8

50 % Glycerin

25 % DTT

0,015 % Bromphenolblau (w/v)

Ponceaurot-Farbeldsung

2 % Ponceaurot (w/v)
30 % Trichloressigsaure (v/v)
30 % Sulfosalicylsdure (w/v)

Vor Gebrauch in H,0 bidest (1:10) verdiinnen

TBS-Tween

TBS-Puffer + 0,1 % Tween 20 (v/v)
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Lysepuffer

RIPA-Puffer
150 mM
1.0 %
0.5 %
0.1 %
50 mM

(Radioimmunoprecipitation assay buffer)

sodium chloride

NP-40

sodium deoxycholate

SDS (sodium dodecyl sulphate)
Tris, pH 8.0

Blockierungslésung

Gelatine

Milchpulver

3% fur Western-Blot CML
5% fir Western-Blot RAGE

Chemilumineszenz-Losung

Luminata forte Western HRP Substrate

Puffer fiir die Zellkultur

PBS

150 mM
3 mM
8 mM
1 mM

NaCl

KCl
Na;HPO,
KH,PO4

auf 1 L mit H,0 bidest. auffillen, pH 7,2

Osmolaritat mit NaCl auf 300 mosm eingestellt

PBS/EDTA
1,34mM

EDTA (wirdin 1L PBS gel6st0

ROTH (Karlsruhe)
ROTH (Karlsruhe)

Millipore (Billerica)
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3.1.15 Gerate

Analysewaage

BD Accuri C6 Flow Cytometer
Biosafety cabinet AURA 2000 M.A.C
Countess Automated Cell Counter
Inkubator Heraeus HERAcell 150
Kamera Axiocam ICcl

Laptop HP EliteBook Mobile
Magnetriihrer Cimarec

Mikroskop Axiovert 100

Molecular Imager ChemiDoc XRS

Polyacrylamid-Gelektrophoresesystem

RTCA DP (xCelligence Systems)
Thermomixer compact
Tischzentrifuge Biofuge Pico
Vortexer Minishaker MS2
Wasser/Inkubationsbad 1003
Zentrifuge Hettich Universal 320

Sartorius AG (Gottingen)

BD Biosciences (Franklin Lakes)

BIOAIR Instruments (Mailand)

Invitrogen (Carlsbad)

Kendro Laboratory Products (Hanau)

Carl Zeiss Microscopy (Berlin)
Hewlett-Packard Germany(Boblingen)
Fisher Scientific (Schwerte)

Carl Zeiss Microscopy (Berlin)

Bio-Rad Laboratories (Miinchen)

C.B.S. Scientific Company (Del Mar)
Roche Diagnostics Germany (Mannheim)
Eppendorf Vertrieb (Hamburg)

Kendro Laboratory Products (Hanau)
IKA-Werke (Staufen)

Gesellschaft fur Labortechnik (Burgwedel)
Hettich LAB Technology (Tuttlingen)

3.1.16 Arbeits- und Hilfsmaterialien

96-well Standard Microplate
CIM-Plate 16

Desinfektion Hande Sterilium
Desinfektion Oberflache Bacillol
Desinfektion Gerate Sekusept PLUS
E-Plate 16

Elektronische Pipette Easypet
ELISA-Reader Multiskan EX
Handschuhe Sempermed Premium
Kanulen Braun Sterican
Kryroréhrechen Greiner

Laborglasflaschen

Thermo Scientific (Waltham)

Roche Diagnostics Germany (Mannheim)
Bode Chemie (Hamburg)

Bode Chemie (Hamburg)

ECOLAB (Mumbai)

Roche Diagnostics Germany (Mannheim)
Eppendorf (Hamburg)

Thermo scientific (Waltham)

Semperit Tech. Produkte (Wien)

B. Braun Medical Inc. (Melsungen)
Greiner Bio-One (Frickenhausen)

DURAN Group (Wertheim)
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Microtubes Eppendorf Tubes

Microtubes Greiner Tubes
Mikroliterpipetten (10/100/200/1000 pL)
Multichannel Pipette Research

Spritzen Braun Injekt Solo
Zellkulturréhrchen Greiner
Zellkulturflaschen Greiner Cellstar

(25/75/175cm?)

Eppendorf Vertrieb (Hamburg)
Greiner Bio-One (Frickenhausen)
BRAND (Wertheim)

Eppendorf (Hamburg)

B. Braun Medical Inc. (Melsungen)
Greiner Bio-One (Frickenhausen)

Greiner Bio-One (Frickenhausen)
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3.2 Methoden

3.21 Behandlung von Geraten und Losungen

Die Sterilisierung der Materialien und Losungen, die fir die Experimente verwendet wurden,
erfolgte durch Autoklavierung (20 Minuten bei 120°C) bzw. durch Erhitzen auf 180°C. Es erfolgte
somit gleichzeitig die Beseitigung von Mikroorganismen als auch von DNAase-Aktivitat. Nicht
hitzestabile Gerate, Arbeitsflichen und Hilfsmittel wurden mit Flachendesinfektionsmittel
(70% Ethanol) gereinigt. Losungen, welche nicht autoklaviert werden konnten, wurden vor

Verwendung mit Einmalfiltern steril gefiltert.

3.2.2 Allgemeine zellbiologische Methoden

Die durchgefiihrten Experimente mit humanen Neuroblastomzellen erfolgten stets unter
sterilen Bedingungen in der Zellkulturbank des Labors. Fiir die Kultivierung der Zellen wurde ein
Inkubator genutzt, der eine Atmosphare mit 37°C bei einem CO,-Anteil von 5 % erzeugte. Fir

das Zentrifugieren der Zellen wurde ein Zeitraum von 5 Minuten bei 1100 rpm gewahlt.

3.2.3 Kultivieren und Passagieren von eukaryotischen Zellen

Die adhdrent wachsenden Neuroblastomzellen wurden in unbeschichteten Kulturflaschen
unterschiedlicher GréRe mit dem Nahrmedium RPMI 1640 kultiviert. Die Zelldichte und Vitalitat
wurde nach mikroskopischer Sicht eingeschatzt und alle zwei bis drei Tage im Verhaltnis von 1:3
bis 1:4 verdliinnt. Dabei konnte je nach Bedarf der Zellmenge die GroRRe der Zellkulturflaschen
angepasst werden, um optimale Bedingungen zu gewahrleisten. Daflir wurden die Zellen
zunéchst in PBS gewaschen und mit PBS/EDTA von der Zellkulturflasche gelGst. Es erfolgte die
sterile Uberfilhrung in ein Falcon-Réhrchen sowie die Zentrifugation bei 1100 rpm fiir
5 Minuten. Nach Absaugen des Uberstandes erfolgte die Resuspension der Zellpellets mit
frischem Medium. Danach wurden die Neuroblastomzellen in ein neues Zellkulturgefall mit
frischem Medium Uberfihrt, in welchem sie fiir einen neuen Zyklus kultiviert wurden. Das
Medium RPMI 1640 enthielt neben 10% FCS auBerdem 1% Penicillin sowie Streptomycin, 1% L-
Glutamin und 1% NEAA.
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3.2.4 Auftauen und Einfrieren von Zellen

Bei den verwendeten humanen Neuroblastomzellen besteht die Moglichkeit der dauerhaften
Konservierung. Dazu waren einige Arbeitsschritte notig, die hier im Folgenden beschrieben
werden. Zunachst musste das Medium aus den Zellkulturflaschen aspiriert werden. Es folgte ein
Waschvorgang mit PBS. Um die adharenten Zellen zu I6sen, wurde PBS/EDTA verwendet und
anschlieRend wurde die Suspension bei 1100rpm fiir 5 Minuten zentrifugiert. Das entstandene
Zellpellet wurde in FCS mit 10% DMSO in speziellen Kryorohrchen aufgenommen und langsam
bei -20°C eingefroren. Danach konnte die dauerhafte Lagerung bei -80°C im Gefrierschrank
erfolgen. Wahlweise kann die Lagerung auch in flissigem Stickstoff vollzogen werden. Eine
weitere Methode fiir die Konservierung stellt das sofortige Einfrieren in Isopropanol bei -80°C
dar, wobei die dauerhafte Lagerung in flissigem Stickstoff erfolgt. Um die eingelagerten Zellen
fiir eine neue Kultivierung zu nutzen, musste ein rasches Auftauen bei 37°C im Wasserbad
erfolgen. Kurz vor dem kompletten Auftauen wurde die Suspension in vorgewarmtem Medium
in ein Zellkulturréhrchen aufgenommen. Im Anschluss wurde zur Entfernung des DMSO eine
Zentrifugation fiir 5 Minuten bei 1100 rpm durchgefiihrt. Das Pellet konnte dann in frischem
Medium in Zellkulturflaschen neu kultiviert werden. Im Anschluss an die hier beschriebenen
Experimente erfolgte die Konservierung der Neuroblastomzellen in den Kiihlanlagen des Labors

fur eventuell weiterfihrende Arbeiten.

3.2.5 Mikroskopie der Zellen

Vor den durchgefiihrten Versuchsreihen wurde die Zelldichte und die Vitalitat der
Neuroblastomzellen mit dem Mikroskop Axiovert 100 der Firma Carl Zeiss beurteilt. Uber einen
entsprechenden Aufsatz konnte die Kamera Axiocam ICc1 der genannten Firma genutzt und die
Beobachtungen bei Bedarf festgehalten werden. Sowohl bei der Kultivierung in
Zellkulturflaschen als auch bei den Experimenten mit dem xCELLigence RTCA DB System auf CIM-

und E-Plates wurde der Zustand der Neuroblastomzellen regelmaRig mikroskopisch liberprift.

3.2.6 Zellzahlbestimmung

Fir die Bestimmung der Zellzahl mussten die adhirenten Neuroblastomzellen via PBS/EDTA aus
den Zellkulturflaschen geldst werden. Nach der Zentrifugation bei 1100 rpm fir 5 Minuten

wurde das Zellpellet in 5 mL frischem Medium resuspendiert. In einer Eppendorf-Tube erfolgte
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anschlieRend die Vermischung von 10 pL des Mediums mit Zellen mit 10 plL Trypanblau sowie
der Transfer auf eine Neubauer-Zahlkammer. Es folgte eine Doppelbestimmung der Zellzahl in
dem Countess automated cell counter. Unter Beriicksichtigung der Verdiinnung konnten so die

exakten Zellzahlen fir die Experimente bestimmt werden.

3.2.7 Glykierung

Fur die Glykierung der Neuroblastomzellen und der Matrixproteine wurde MGO in einer
Konzentration von 1 mM Uber einen Zeitraum von 4 Stunden genutzt. Nach lichtmikroskopischer
Untersuchung wurde ab einer Konfluenz der Zellen von circa 80 % mit den Untersuchungen
begonnen. Zunachst soll hier auf die Glykierung der Neuroblastomzellen eingegangen werden.
Vor der eigentlichen Reaktion wurden die Zellen zweifach mit serumfreiem Medium gewaschen,
um Reste des FCS zu entfernen. MGO wurde dann dem Zellkulturmedium RPMI 1640 beigesetzt.
Die Reaktion lief unter serumfreien Bedingungen, also in Abwesenheit von FCS, ab. Der Zeitraum
der Reaktion betrug stets 4 Stunden und fand im Inkubator statt. Im Anschluss wurde der
Uberstand an Medium entfernt. Durch Zugabe von serumhaltigem Medium iiber einen Zeitraum
von 5 Minuten wurde die Reaktion gestoppt. Fir die Kontrollen wurde anstatt MGO nur
serumfreies Medium in die Zellkulturflaschen pipettiert. MGO wurde ebenfalls in gleicher
Konzentration fur die Glykierung der Matrixproteine genutzt, ebenfalls fiir einen Zeitraum von
4 Stunden. Das Reagenz wurde hierflr in DPBS gel6st. Im Anschluss wurde Glycin-Ethyl-Ester-
Hydrochlorid fir eine Stunde hinzugefiigt. Es folgten zwei Waschvorgange mit DPBS und das
Blocken mit 0,5 % Rinderalbumin in DPBS fiir 20 Minuten bei 37°C.

3.2.8 MTT-Test

Der MTT-Test dient der Viabilitatspriifung der Zellen. Bei diesem Experiment wurden glykierte
mit nicht-glykierten Zellen verglichen, um den Effekt des MGO auf die Lebendzellzahl zu
untersuchen. Dazu wurden 96-well Platten genutzt, in welche nach Zellzdhlung pro Kammer
1x10* Kelly-Zellen in 100 pL Medium zur Inkubation tiber Nacht pipettiert wurden. In die Halfte
der Wells wurden glykierte Zellen hinzufiigt. Die restlichen Wells enthielten unbehandelte
Zellen. Die Glykierung der Zellen erfolgte durch 1 mM MGO Uber 4 Stunden. So wurden die
Voraussetzungen filir einen Vergleich von behandelten und unbehandelten Zellen geschaffen.
Am Folgetag wurde das Medium entfernt und durch 20 pL der MTT-Losung ersetzt. Diese hatte

eine Konzentration von 5 mg 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazoliumbromid pro 1
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mL PBS. Es folgte eine Inkubation von 4 Stunden bei 37°C. Das restliche Medium wurde per
Multichannel-Pipette abgesaugt und 150 uL DMSO in die Wells gegeben. Die 96-well Platten
wurden danach fiir 15 Minuten auf einem Schittler gelagert. Direkt im Anschluss erfolgte die
Messung bei einer Wellenlange von 560 nm im ELISA-Reader Multiskan EX. Grundlage dieses
Tests ist die Reduktion des gelben, wasserloslichen 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl) -2,5-
diphenyltetrazoliumbromid in blau-violettes, wasserunldsliches Formazan. Diese Reduktion des
Farbstoffes geschieht hauptsachlich durch die Reduktionsdquivalente NADH sowie NADPH und
ist somit abhangig von Enzymen des Endoplasmatischen Retikulums. Ein kleinerer Teil der
Reduktion in Formazan erfolgt durch die mitochondriale Succinat-Dehydrogenase. Da die
Reaktion funktionsfdahige Enzyme voraussetzt, welche nur in vitalen Zellen vorkommen, kann
aus der Messung des Formazan zweier unterschiedlicher Proben auf die Beeinflussung der

Zellviabilitat geschlossen werden (Mosmann 1983).

3.2.9 Durchflusszytometrie

Fiir die Durchflusszytometrie wurde das Modell Accuri C6 der Firma BD Biosciences genutzt.
Dabei handelt es sich um spezielle Unterform des FACS (Fluorescence activated cell sorting). Der
Begriff FACS ist urheberrechtlich geschiitzt und Eigentum von Becton, Dickinson and Company.
Lan Herzenberg entwickelte diese Methode (Hulett et al. 1969) und gewann dafiir im Jahr 2006
den Kyoto-Preis. Die Untersuchung basiert auf Emission von optischen Signalen der Zellen. Dabei
wird durch Vibration jede Zelle einzeln in einer schmalen Kiivette an einem Laserstrahl
vorbeigefiihrt und die Strahlung von einem Detektor registriert. Durch Registrierung von einer
hohen Zellzahl (> 1000 Zellen / Sekunde) erhilt man schnell reprdsentative Ergebnisse zur
untersuchten Zellpopulation. Durch fluoreszenzmarkierte Antikorper kann eine Sortierung
anhand der gesuchten Merkmale erfolgen (Hulett et al. 1969). Fir dieses Experiment wurden
0,3 x 10° Kelly-Zellen in eine Zellkulturflasche gesdt und tiber Nacht bei 37°C inkubiert. Nach
einem Waschvorgang mit serumfreiem Medium erfolgte bei der Halfte der Proben die
Glykierung mit 1 mM MGO (ber 4 Stunden. Mit serumfreiem Medium behandelte Proben
dienten als Negativ-Kontrolle. Die Glykierung wurde durch einen Wechsel auf serumhaltiges
Medium beendet. Im Anschluss erfolgte durch PBS/EDTA die Ablosung der Zellen sowie die
Uberfithrung in Eppendorf-Tubes. Bei 4°C erfolgte die Zentrifugation bei 2000 rpm fiir 5
Minuten. Danach wurden 100 pL RPMI 1640 mit 5% FCS sowie die primaren Antikdrper in einer

Konzentration von 1:100 hinzu pipettiert. Nach einer Reaktionszeit von 60 Minuten folgten 2
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Waschschritte mit PBS und erneut eine Zentrifugation fiir 5 Minuten bei 2000 rpm. AnschlieSend
wurde der fluoreszenzmarkierte sekundare Antikorper DylLight 488 in einer Verdiinnung von
1:250 fir 45 Minuten hinzugefiigt. Fir diese Reaktion wurden die Tubes auf Eis gelagert. Es
folgten 2 weitere Waschvorgdange mit jeweils 1 mL eiskaltem PBS. Fiir das Experiment wurden
zwei interne Kontrollen angefertigt. Zum einen wurden glykierte Zellen jeweils mit dem
entsprechenden IgG-Antikorper inkubiert, was als Isotopenkontrolle dienen sollte. Zum anderen
wurden glykierte Zellen nur mit dem fluoreszenzmarkierten sekundaren Antikdrper inkubiert,
um einen Wert flr die Hintergrundaktivitat dieses Antikdrpers zu haben. Zum Schluss wurden
die Messungen der in 600 pL eiskaltem PBS gelosten Proben durchgefiihrt. Durch den Laser
gelangten die Proben in einen angeregten Zustand und emittierten Licht mit einer Wellenlange

von 518 nm. Diese Emission war Gegenstand der vorliegenden Messung.

3.2.10 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Ulrich K. Laemmli, Professor und Lehrstuhlinhaber fiir Biochemie und Molekulare Biologie an
der Universitat Genf, entwickelte im Jahre 1970 die SDS-PAGE. Dabei steht die Abkirzung fur
Sodium dodecyl sulfate polyacrylamid gel electrophoresis. Da SDS als anionisches Tensid die
Eigenladungen der Proteine (iberdeckt, konnen selbige in einem elektrischen Feld nach
Molekulargewicht aufgetrennt werden. Unter SDS-Beladung herrscht eine konstante
Negativladung. Positive Ladungen sind im basischen Bereich des Trenngels zu vernachlassigen,
sodass die Objekte zur Anode wandern. Durch vorhergehendes Erhitzen auf 95°C werden
Sekundar- und Tertidrstrukturen der Proteine durch Wasserstoffbriickenbindungen
aufgebrochen und die Molekiile linealisiert. GroRe Proteine kénnen durch die Poren des
Trenngels langsamer zur Anode wandern als kleinere, wobei die PorengréBe durch den

Acrylamidanteil bestimmt wird (Laemmli 1970).

Fiir die Experimente dieser Arbeit wurden fiir die Elektrophorese Gelapparaturen der Firma
C.B.S. Scientific Company verwendet. Es fanden 10%-ige Acrylamid-Gele Verwendung, welche
eigenstandig hergestellt wurden. Diese wurden bis circa 15 mm unterhalb der oberen
Glasplattenkante gegossen und zur Polymerisierung mit Isopropanol (berschichtet.
AnschlieRend wurde das Sammelgel angefertigt. Fiir die SDS-PAGE wurden jeweils 5x10° Zellen
in eine Zellkulturflasche gesat und fir 24 Stunden inkubiert. Am Folgetag wurde ein Teil der

Flaschen nach lichtmikroskopischer Kontrolle der Konfluenz mit MGO bzw. serumfreiem

34



Medium behandelt. Die Kelly-Zellen wurden nach der Behandlung mit 1 mM MGO Uber 4
Stunden mit PBS/EDTA von den Zellkulturflaschen geldst und das Pellet mit 250 pL RIPA-Puffer
sowie 0,5 L Protease-Inhibitor-Cocktail versehen, um 20 Minuten in einer Eppendorf-Tube auf
Eis zu reagieren. Es folgte die Zentrifugation bei 10.000 rpm fiir 10 Minuten bei 4°C. Das
entstandene Zellpellet wurde in 300 pL PBS aufgenommen. Pellet und Lysat konnten auch fir
weiterfihrende Untersuchungen bei -80°C gelagert werden. Die Proben wurden dann mit
reduzierendem SDS-Probenpuffer fiir 5 Minuten bei 95°C behandelt. Das Einlaufen der Proben
in das Sammelgel fand unter konstanter Spannung von 100 V statt. Nach Erreichen des Trenngels
wurden die Proben bei 140 V aufgetrennt. Als GroBenmarker fiir spatere analytische Zwecke

fand die Page ruler prestained protein ladder der Firma Fermentas Verwendung.

3.2.11 Western Blot

Der Western Blot wurde im Jahre 1979 von Robert Nowinski im Fred Hutchinson Cancer
Research Center Seattle und von Professor George R. Stark an der Universitat Stanford
unabhingig voneinander entwickelt. Diese Methode erlaubt die Ubertragung der in der SDS-
PAGE aufgetrennten Proteine aus dem Gel auf eine Nitrocellulosembran. Es schlieft sich die
Reaktion der Epitope der libtertragenen Proteine liber nicht-kovalente Bindung mit spezifischen
Antikérpern. An die F.-Region des primaren Antikérpers kann ein sekundarer peroxidase-

gekoppelter Antikérper binden, welcher eine Detektion erméglicht (Renart et al. 1979).

Fiir die durchgefiihrten Experimente wurde die Blotapparatur der Firma C.B.S. Scientific
Company fiir das Tank-Blot-Verfahren genutzt. Es wurden zunachst die Nitrocellulosemembran
und das Whatmanpapier im Transferpuffer &aquilibriert und danach der Sandwichblot
luftblasenfrei zusammengesetzt. Beim Blotten war die Nitrocellulosemembran stets der Anode
zugewandt. Der folgende Proteintransfer erfolgte bei 300 mA Stromstarke fiir 90 Minuten bei
einer Temperatur von 4°C. Fir die Darstellung der transferierten Proteine wurde die reversible
Anfarbung mit Hilfe der Ponceaurot-Farbelosung genutzt. Die Membranen wurden dazu circa
60 Sekunden in der Losung geschwenkt und anschlieRend mit Aqua bidestillata gespiilt,
wodurch die Proteinbanden sichtbar wurden. Fiir die Inkubation mit dem primaren Antikorper
wurden die Blots durch einen Waschvorgang mit TBST vollstdandig entfarbt. Zuvor erfolgte das
Blocken mit 3% Gelatine (CML) bzw. 5% Milchpulver (RAGE) fiir mindestens 30 Minuten bei

Raumtemperatur. Nach einem weiteren Waschvorgang mit TBST wurde der primare Antikorper
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hinzufligt, welcher Gber Nacht bei 4°C binden konnte. Am Folgetag wurde die Losung mit dem
primaren Antikorper entfernt und die Membran dreifach fiir jeweils 10 Minuten mit TBST
gewaschen. Danach konnte der peroxidase-gekoppelte sekundare Antikdrper fir eine Stunde
bei Raumtemperatur inkubieren. Anschliefend wurde die Membran wieder dreifach fir jeweils
10 Minuten mit TBST gewaschen. Da der sekundare Antikdrper mit dem Enzym Horseradish
peroxidase (Merrettichperoxidase) gekoppelt war, konnte eine Chemilumineszenz-Reaktion
stattfinden. Die transferierten Proteine konnten mit der Chemilumineszenzlésung Luminata
Forte reagieren und anschlielend optisch dargestellt werden. Dazu wurden die
Nitrocellulosemembranen auf eine passend zugeschnittene Kopierfolie gelegt und im Anschluss
mit circa 2 mL der Losung behandelt. Die Analyse gelang mit Hilfe des Molecular Imager

ChemiDoc XRS der Firma BIO RAD.

3.2.12 Das xCELLigence RTCA DP System

Ein Schwerpunkt dieser Arbeit lag bei den Experimenten zur Adhasion und Migration der
Neuroblastomzellen mit dem Real-time cell analyser (RTCA). Dieses Gerat wurde von der Firma
ACEA Biosciences Inc. entworfen und erfuhr eine Weiterentwicklung durch die Firma Roche.
Grundlage dieses Systems ist das Electric Cell-substrate impendance sensing (ECIS), was in der
Wissenschaft weit verbreitet ist, um eukaryotische Zellen in vitro zu untersuchen. Die Zellen
wachsen dabei auf Goldfilm-Elektroden einer Petrischale, welche die Impedanz lber die Zeit
registrieren kénnen. Es lassen sich somit Informationen Uber Adhdsion, Invasion, Migration,
Proliferation sowie Funktionsfahigkeit und Vitalitat der Zellen in Echtzeit erfassen (Xiao et al.

2002).

Die Plasmamembran jeder Zelle hat isolierende Eigenschaften, wodurch sich die Zellen wie
dielektrische Elemente verhalten. Mit zunehmender Adhasion und steigendem Bewuchs der
Goldfilm-Elektroden wird sich also der Wechselstromwiderstand, auch Impedanz genannt,
erhohen. Das RTCA-Gerat kann diese Impedanz als Funktion der Zeit mit einer oder mehreren
Frequenzen aufzeichnen. Der Zellindex ist die entsprechende Einheit dieser relativen
Verdnderung der elektrischen Impedanz in Echtzeitstatus. Beeinflussende Faktoren fir den
Zellindex sind die Entwicklung der Gesamtzellzahl, die Starke der Adhadsion sowie die

Zellmorphologie (Giaever und Keese 1993). Durch die kontinuierliche Aufzeichnung des
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Zellindex auf dem integrierten Laptop kann dieser auch fiir bioanalytische Zwecke genutzt

werden (ACEA Biosciences Inc. 2014).

Die in den Experimenten verwendeten CIM- und E-Plates sind mit einer 80%-Gold-beschichteten
Mikroelektrode ausgestattet und mit einer biokompatiblen Oberflache versehen, was
adhadrentes Wachstum der Neuroblastomzellen erlaubt. Um optimale und vor allem identische
Bedingungen zu gewahrleisten, wurden alle der 16-Wells vor den Versuchen speziell
vorbereitet. Fiir die Untersuchungen zur Adhasion wurden die Wells zunachst 1 Stunde mit
Laminin, Fibronektin und Kollagen IV bei einer Konzentration von 20 pg/mL in PBS bei 37°C
inkubiert. Es folgten zwei Waschvorgange mit 150 pL PBS. AnschlieBend wurde in 6 der 16 Wells
1 mM MGO fiir 4 Stunden bei 37°C zur Glykierung beigefiigt. Die Kontroll-Wells (6 Wells) wurden
mit PBS gefiillt. Fir die Negativ-Kontrolle (4 Wells) wurden keine Adhasionsproteine in die Wells
eingefligt. Glycin-Ethyl-Ester wurde danach in die Wells fir 1 Stunde bei 37°C hinzugefiigt. Es
folgten 3 Waschvorgange mit 150 pL PBS. AuRerdem wurden 150 uL PBS Gber Nacht in den Wells
belassen, um Reste der Reagenzien zu entfernen. Am Folgetage geschah ein weiterer
Waschvorgang mit 150 puL PBS und das Blocken mit 0,5% BSA (Bovines Serumalbumin) fir
20 Minuten bei 37°C. Nach der Zihlung der Zellen wurden 5x103 Zellen in jedes Well pipettiert.
Danach wurde das xCELLigence RTCA Gerat fiir 10 Stunden gestartet, dabei Betrug das
Messintervall 5 Minuten. Bei der Messung herrschten konstant 37°C bei steter Begasung mit 5%
CO,.

Die CIM-Plates fir das Migration-Assay bestehen aus einer oberen und einer unteren Kammer,
welche durch eine porése Membran getrennt sind. Diese erlaubt gerichtete Migration der Zellen
zu einem praferierten Medium. In die untere Kammer wurden 160 pL serumhaltiges Medium
(12 Wells) sowie auch serumfreies Medium (4 Wells) fiir die Negativ-Kontrolle pipettiert. In die
obere Kammer wurden 50 plL serumfreies Medium eingefligt und die CIM-Plate fiir eine Stunde
bei 37°C inkubiert. Nach Zdhlung wurden 5x10° Kelly-Zellen in 100 pL serumfreies Medium in die
obere Kammer pipettiert. Dabei erfolgte die Zugabe von glykierten Zellen in 6 der 16 Wells sowie
die Zugabe unbehandelter Zellen die in restlichen 10 Wells, wobei 4 Wells als Negativ-Kontrolle
dienten. Die CIM-Plate wurde zunachst fiir den Zeitraum von 30 Minuten bei 37°C inkubiert
bevor die Messung fir 48 Stunden bei einem Messintervall von 15 Minuten begann. Somit
konnte das Migrationsverhalten glykierter Zellen mit Kontrollproben gegen serumhaltiges

Medium untersucht werden. Auch dieser Versuch fand bei 37°C mit 5% CO,-Begasung statt.
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4 Ergebnisse

4.1 Zellviabilitat

Als Grundlage fur die Untersuchungen an den Neuroblastomzellen wurde zunachst der Einfluss
von MGO auf die Zellviabilitat der ausgewahlten Kelly-Zellen gepriift. Dies erfolgte mittels MTT-
Test. Dafilir wurde eine Zellpopulation gesplittet. Fiir dieses Experiment wurde eine Zellreihe fir
vier Stunden mit 1 mM MGO glykiert und mit einer unbehandelten Kontrolle verglichen. Beides
geschah in serumfreiem Medium. Im Anschluss an die Waschschritte erfolgte die Analyse. Der
Versuch wurde in doppelter Ausfiihrung angefertigt und es wurde jeweils mit
Mehrfachbestimmungen (n=96) gearbeitet. In der graphischen Darstellung sind jeweils die

Mittelwerte aller Proben inklusive deren Standardabweichungen abgebildet, siehe Abbildung 9.

MTT-Test
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Abb. 9: Darstellung Fabdichtemessung im MTT-Test

Abbildung 9 zeigt die gemessene Farbdichte von Formazan bei 560nm im ELISA-Reader nach erfolgtem MTT-Test.
GegenUlbergestellt sind die Kontrollprobe (blauer Balken) und die glykierte Probe nach 4-stiindiger Behandlung mit
1 mM MGO (roter Balken). Die Messwerte werden als Prozentwerte mit den entsprechenden Standardabweichungen

abgebildet.

Grundlage dieses Versuches ist die Umwandlung von Dimethylthiazol-
diphenyltetrazoliumbromid durch Enzyme des endoplasmatischen Retikulums in
wasserunlosliches Formazan, welches nur in intakten Zellen moglich ist. Gemessen wurde die
Intensitdt des Farbstoffes bei 560nm im ELISA-Reader Multiskan Ex. Diese gemessene Intensitat
gilt als Mal fiir die Reduktion des Farbstoffes und gibt somit Auskunft Gber den Anteil der
lebenden Zellen. Die entsprechenden Werte der Intensitdtsmessung wurden zur besseren

Anschaulichkeit in Prozentwerten abgebildet. Abbildung 9 zeigt diese prozentualen Werte der
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Messung der Farbdichte fiir unbehandelte Kelly-Zellen (blauer Balken), welche hier als Referenz
mit 100% gesetzt wurde sowie fiir glykierte Kelly-Zellen (roter Balken), die einen Wert von
101,06% erreichten. Der absolute Unterschied zwischen beiden Proben betragt 1,06%.
Uberpriifungen der Werte durch den t-Test zeigten keinen signifikanten Unterschied zwischen
glykierten und nicht glykierten Zellen, sodass keine Beeintrachtigung der Viabilitat durch die

Glykierung mit MGO ersichtlich wurde.

4.2 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie dient zur Detektion von Signalen lebender Zellen auf der
Zelloberflache. In der hier durchgefiihrten Durchflusszytometrie sollte untersucht werden, ob
bei mit MGO behandelten Neuroblastomzellen eine Bindung der spezifischen Antikorper fir
CML und RAGE moglich ist und diese sich als Fluoreszenz messen lasst. Dieser Versuch wurde in
doppelter Ausfiihrung durchgefiihrt. Die Abbildungen stellen ein reprasentatives Ergebnis der
Untersuchungen dar.

Fir diesen Versuch wurden jeweils 0,3x10° Zellen des Typs Kelly in Kulturflaschen gesat. Die
Glykierung erfolgte fir vier Stunden unter serumfreien Bedingungen mit 1 mM MGO. Nach den
Waschschritten folgte die Inkubation mit dem primdren und einem speziellen
fluoreszenzmarkierten sekundaren Antikorper. Als interne Kontrolle wurden die glykierten
Zellen einmal nur mit dem sekundaren Antikorper und einmal nur mit einem entsprechenden
IgG-Antikorper versehen. Die Reaktion mit dem sekunddren Antikorper soll als Anhalt fur die
Grundaktivitat der Fluoreszenz bei der Messung dienen. Die Zugabe des IgG-Antikdrpers soll
ebenfalls der Kontrolle dienen, da dieser an keines der Antigene binden soll. Diese
Isotopenkontrolle soll als MaR fiir die Grundaktivitdt durch unspezifische Bindung des
Primarantikorpers dienen. Die Messwerte fiir unbehandelte Zellen ohne Zugabe von
Antikorpern dient als Negativ-Kontrolle und wird nicht abgebildet. Im Anschluss an die

Reaktionen mit den beschriebenen Antikdrpern wurde die Fluoreszenz bei 518 nm gemessen.

4.2.1 Nachweis von CML

Fiir den Nachweis von CML in dem durchgefiihrten FACS fanden polyklonale Ziege-anti-Maus-
Antikorper des Typs DylLight 488 der Firma Abcam Verwendung. Dieser fluoreszenzmarkierte

sekundadre Antikorper zeigt seine Emission bei 518nm und bindet an die IgG-Domane. Die
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Fluoreszenzwerte in logarithmischer Darstellung mit der Anzahl der Detektion fiir die

Versuchsreihe mit den oben genannten Antikérpern zeigt Abbildung 10.

400

Abb. 10 : Darstellung Durchflusszytometrie fiir CML

Die Abbildung zeigt die logarithmische Darstellung der Fluoreszenzmessung glykierter Kelly-Zellen bei 518 nm
flr CML. Der rote Graph steht fiir die Probe mit sekundarem Antikérper. Der Graph der Farbe Magenta steht flr
die Probe mit dem IgG-Kontrollantikérper. Der gelbe Graph zeigt die Messwerte fiir die Probe mit Primar- und

Sekundarantikorper fiir CML.

In der Abbildung 10 zeigt der rote Graph die Fluoreszenzwerte fiir glykierte Zellen mit
Sekundarantikérper, welche die niedrigsten Werte dieser Messung erreichen. Die Probe mit
dem IgG-Antikorper wird durch den Graphen der Farbe Magenta dargestellt. Die Werte fiir die
Messung mit primarem und sekundarem Antikdrper zeigt der gelbe Graph, welcher hier die
hochsten Werte dieser Fluoreszenzmessung erreichte. Da die Fluoreszenzwerte hier in
logarithmischer Darstellung abgebildet sind, wurde zur besseren Gegeniberstellung eine
weitere Graphik mit prozentualen Werten gewahlt. Die Werte fiir die Probe mit primarem und
sekunddrem Antikdrper wurde als Referenzwert errechnet und entspricht 100%. Abbildung 11

soll den Vergleich der Fluoreszenzwerte fiir die einzelnen Proben darstellen.
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Durchflusszytometrie: Kelly CML
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Abb. 11: Darstellung der Fluoreszenzmessung fiir CML

Abbildung 11 zeigt die prozentuale Darstellung der Fluoreszenzmessung glykierter Kelly-Zellen bei 518 nm fir CML.
Referenzwert ist die Probe mit Primar- und Sekundarantikérper mit 100%, dargestellt als roter Balken. Der griine
Balken steht flr die Probe mit Sekundarantikérper. Der blaue Balken zeigt die Messwerte der Probe mit 1gG-

Kontrollantikorper.

Die Hintergrundaktivitat der Fluoreszenz soll durch die Probe mit Sekundar- und ohne Primar-
antikoérper dargestellt werden. Diese Probe wird durch den griinen Balken verkorpert und hat
einen Wert von 27,35% im Vergleich zur Referenz. Der blaue Balken steht fir die
Fluoreszenzwerte des IgG-Antikorpers als Isotopenkontrolle mit einem Wert von 33,46% im
Vergleich zum Referenzwert. Wie oben bereits erwahnt dient die Probe mit Sekundar- und
Primarantikorper hier als Referenz mit 100% und wird durch den roten Balken dargestellt. Nach
Behandlung der Zellen mit MGO sind deutliche Fluoreszenzsignale in der Durchflusszytometrie
fir den ausgewadhlten CML-Antikdrper zu sehen. Die interne Kontrolle durch den IgG-Antikérper

verdeutlicht die spezifische Bindung des Primarantikorpers.

4.2.2 Nachweis von RAGE

Unter gleichen Bedingungen erfolgte die Durchflusszytometrie fiir den Nachweis von RAGE mit
polyklonalen Ziege-anti-Kaninchen-Antikérpern, welche ebenfalls fluoreszenzmarkiert sind. Die
Messung erfolgte bei 518 nm. Abbildung 12 zeigt die logarithmische Darstellung der

Fluoreszenzwerte in der Durchflusszytometrie mit der zugehdrigen Anzahl der Detektionen.
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Abb. 12:

Darstellung Durchflusszytometrie fiir RAGE

Die Abbildung zeigt die logarithmische Darstellung der Fluoreszenzmessung glykierter Kelly-Zellen bei 518 nm fir
RAGE. Der schwarze Graph steht fiir die Probe mit Sekundarantikorper. Der rote Graph steht fiir die Probe mit
dem IgG-Kontrollantikorper. Der blaue Graph zeigt die Messwerte fir die Probe mit Primar- und

Sekundarantikorper fir RAGE.

Die Werte fur die IgG-Kontrolle sind durch den schwarzen Graphen dargestellt, welche hier die
niedrigsten Werte der Fluoreszenzmessung aufweisen. Die Fluoreszenzhintergrundaktivitat soll
durch die Probe mit sekunddrem und ohne priméaren Antikérper verdeutlicht werden. Diese wird
durch den roten Graphen dargestellt. Die Probe mit beiden Antikorpern entspricht in der
Abbildung dem blauen Graphen und erreicht die héchsten Werte dieser Messreihe. Zur
besseren Gegenlberstellung der Fluoreszenzwerte wurde auch hier eine Graphik mit
prozentualen Werten entworfen. Als Referenz wurde auch hier die Probe mit primdrem und

sekundarem Antikorper gewahlt und mit 100% bewertet.
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Durchflusszytometrie: Kelly RAGE

2 100 |
8

> L
& 80 f
£ I
£ 60 |
b L
Z i
S 40
3 L
@ L
_g 20 C
[N -

o L [ |
sekundarer Antikorper M IgG-Kontrolle M primarer + sekundarer Antikorper
Abb. 13: Darstellung der Fluoreszenzmessung fiir RAGE

Abbildung 13 zeigt die prozentuale Darstellung der Fluoreszenzmessung glykierter Kelly-Zellen bei 518 nm fur RAGE.
Referenzwert ist die Probe mit Primar- und Sekundarantikorper mit 100%, dargestellt als roter Balken. Der griine
Balken steht flr die Probe mit Sekundarantikorper. Der blaue Balken zeigt die Messwerte der Probe mit IgG-

Kontrollantikorper.

Abbildung 13 zeigt den Vergleich der drei untersuchten Proben. Der griine Balken steht flr die
Probe mit Sekundar- und ohne Primarantikdrper mit einem Wert von 4,76% im Vergleich zum
Referenzwert. Der blaue Balken steht fiir die Probe mit dem IgG-Antikdrper als
Isotopenkontrolle. Diese erreicht einen Wert von 5,33%. Die Referenz stellt die Probe mit
Primar- und Sekundarantikérpern dar und wird durch den roten Balken mit einem Wert von
100% verkorpert. Als Ergebnis zeigt sich ein deutliches Fluoreszenzsignal der
Neuroblastomzellen nach Behandlung mit MGO in der Durchflusszytometrie unter Verwendung
von RAGE-Antikérpern. Die Spezifitat des Primarantikorpers wird durch die interne Kontrolle mit

einem IgG-Antikorper verdeutlicht.

4.3 Western Blot

Im weiteren Verlauf wurde der Einfluss der Glykierung auf die Expression von RAGE und Bildung
von CML im Vergleich zu unbehandelten Zellen untersucht. Als Methode wurde die SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese mit anschlieRendem Western Blot gewahlt, um sowohl intra-
als auch extrazelluldre Veranderungen zu detektieren. Die Versuche dafiir wurden in 3-facher
Ausflihrung angerfertigt, um die Aussagekraft der Einzelversuche zu validieren. Fir die
Ergebnisprasentation wurde ein reprasentatives Beispiel ausgewahlt. Flir dieses Experiment

wurden jeweils 5x10° in Kulturflaschen gesat. Eine Zellreihe wurde unbehandelt belassen und
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mit einer Probe nach Behandlung mit MGO verglichen. Die Dauer der Glykierung der Proben
betrug abermals vier Stunden bei einer Konzentration von 1 mM, danach wurde die Reaktion
durch Zugabe von Blockierungslosungen gestoppt. Im Anschluss an den Western Blot wurde
eine Chemilumineszenzldsung hinzugefiigt und das Ergebnis optisch im Molecular Imager

ChemiDoc XRS ausgewertet.

4.3.1 Nachweis von CML

Zunachst soll hier der Vergleich unbehandelter Zellen mit glykierten Zellen hinsichtlich des

Nachweises von CML dargestellt werden.
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Abb. 14:

Western Blot zum Nachweis von CML im Bereich von 10-50 kDa

Die Abbildung zeigt auf der linken Seite den einen Ausschnitt des Western Blots der unbehandelten Kelly-Zellen.
Auf der rechten Seite der Abbildung befindet sich der Ausschnitt des Western Blots der Kelly-Zellen nach 4-
stiindiger Behandlung mit 1mM MGO. Markiert ist der Bereich von 10-50 kDa.

Abbildung 14 zeigt die Western Blot-Analyse zur Untersuchung der CML-Expression. Im Bild
stellt die linke Spur die unbehandelten Zellen dar, die rechte Spur steht fir die glykierten Zellen.
Deutlich erkennbar zeigt sich eine erhdhte Farbdichte der glykierten Probe im Vergleich zur
Kontrolle, welche sich Uber einen breiten Bandenbereich von 10-50 kDa vollzieht. Zur besseren
Vergleichbarkeit wurde die Farbdichte der Banden elektronisch gemessen und in der

kommenden Abbildung die Werte der beiden Proben gegeniibergestellt.
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Abb. 15: Darstellung der densitometrischen Messung des Western Blot von 10-50 kDA

Abbildung 15 zeigt die densitometrische Messung zur Analyse der Western Blots (n=3) liber einen Bereich von 10-50
kDa als Prozentwerte inklusive deren Standardabweichung. Der rote Balken reprasentiert die Messwerte fiir die
Western Blots der Kelly-Zellen nach Behandlung mit MGO und stellt den Referenzwert dar. Der blaue Balken stellt die

Messwerte fur die Western Blots der unbehandelten Kelly-Zellen dar.

Abbildung 15 zeigt die densitometrische Messung der Banden im Western Blot zur
Quantifizierung der Farbdichte als Mal fir die Menge an gebildetem CML als Prozentwerte
inklusive der dazugehérigen Standardabweichung. Balken 1 (blau) zeigt den Wert der
Kontrollprobe, Balken 2 (rot) den Wert fiir die MGO-behandelten Zellen. Die Messung fand in
einem Bereich von 10-50kDa satt. Die Dichtewerte der Proben wurde in Prozent umgerechnet,
wobei der Wert der glykierten Probe als Referenz mit 100% gewertet wurde. Die unbehandelte
Probe hat demnach im Messbereich einen Farbdichtewert von 26,90% im Vergleich zur Referenz
erreicht. Somit ist eine deutliche Zunahme der Farbdichte durch Behandlung der Zellen mit MGO

ersichtlich, was fir eine gesteigerte Bildung von CML spricht.

4.3.2 Nachweis von RAGE

Im Folgenden soll der Einfluss einer Behandlung der Neuroblastomzellen mit 1 mM MGO uber
einen Zeitraum von vier Stunden hinsichtlich der Expression von RAGE im Western Blot im

Vergleich zu unbehandelten Zellen dargestellt werden.
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Abb. 16 Western Blot zur Expression von RAGE

Abbildung 16 zeigt im linken Bildabschnitt einen Ausschnitt des Western Blots zur Expression von RAGE von
unbehandelten Kelly-Zellen. Im rechten Abschnitt befindet sich der Ausschnitt des Western Blots der Kelly-Zellen
nach 4-stiindiger Behandlung mit 1 mM MGO. Markiert ist die Bande bei 45 kDa, welches der Hauptbande des

verwendeten RAGE-Antikérpers entspricht.

Abbildung 16 zeigt die Gegenliberstellung der Ausschnitte des Western Blots der beiden Proben.
In der linken Spur ist die unbehandelte Kontrollprobe und in der rechten Spur die glykierte Probe
dargestellt. Hier ist eine deutliche Dichtezunahme der Bande bei 45 kDa zu sehen, was der
Hauptbande des verwendeten RAGE-Antikdrpers entspricht. Zur Verdeutlichung wurde die
Farbdichte dieser Bande elektronisch gemessen und in der kommenden Abbildung die Werte

der beiden Proben gegeniibergestellt.
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Abb. 17 Densitometrische Messung der Western Blots zur RAGE-Expression

Abbildung 17 zeigt die Messwerte der Farbdichtemessung der Western Blots (n=3) bei 45 kDA zur Expression von
RAGE als Prozentwerte inklusive deren Standardabweichung. Der rote Balken reprasentiert die Western Blots der
Kelly-Zellen nach Behandlung mit MGO und stellt den Referenzwert dar. Der blaue Balken stellt die Messwerte fiir

die Western Blots der unbehandelten Kelly-Zellen dar.
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Abbildung 17 zeigt die densitometrische Messung fiir die Bande bei 45 kDa. Die Werte der
Western Blots sind hier als Prozentwerte abgebildet inklusive der dazugehérigen
Standardabweichung. Die glykierte Probe, reprasentiert durch den roten Balken, wurde als
Referenz ausgewahlt und als 100% gewertet. Im Balkendiagramm entspricht der blaue Balken
der unbehandelten Probe, welche einen Wert von 46,41% erreicht. Es zeigte sich eine deutliche
Steigerung der Farbdichte im Messbereich. Somit ist eine deutliche Zunahme der Expression von

RAGE durch Behandlung der Zellen mit 1 mM MGO nach vier Stunden ersichtlich.

4.4 Adhdsions-Assay

Die Analyse des Adhasionsverhaltens der Zellen wurde in dem Real-time-Cell-Analyzer
durchgefiihrt, welches auf einer Anderung der Impedanz nach Zellkontakt beruht. Die folgenden
Experimente wurden in mehrfacher Ausfiihrung angefertigt (n=18), um eine ausreichende
Aussagekraft der Ergebnisse zu erreichen. Fiir die graphische Darstellung erfolgte die
Errechnung der Mittelwerte der Daten inklusive deren Standardabweichung. Fir die
Untersuchung wurden die Substrate Laminin, Fibronektin und Kollagen IV ausgewahlt, welche
reprasentative Bestandteile der Basalmembran sind.

Die verwendeten E-Plates wurden zunachst eine Stunde mit dem jeweiligen Substrat inkubiert.
Danach wurden sechs der 16 Wells vier Stunden mit MGO behandelt, die restlichen sechs Wells
wurden mit PBS gefillt. Nach den Waschschritten wurde in jede Kammer 5x10* Kelly-Zellen
hinzugefligt. Eine Negativ-Kontrolle (vier Wells), welche kein Substrat enthielt, wurde als
Leerwert ebenfalls gemessen. Die Messung der Adhasion erfolgte im RTCA-Gerat fir zehn
Stunden mit einem Messintervall von fiinf Minuten.

In den folgenden Abbildungen soll zunichst ein Vergleich einer unbehandelten mit der
entsprechenden behandelten Probe erfolgen. Im Anschluss soll ein Vergleich der glykierten
Substrate untereinander im Diagramm zur Darstellung kommen. Die graphischen Darstellungen

basieren auf dem Zellindex (Cl), welcher als Prozentwert abgebildet wird.

4.4.1 Adhdsion auf Laminin

Zunachst wurde die Adhadsion von Kelly-Zellen auf glykiertem Laminin nach 4-stlindiger

Behandlung mit 1 mM MGO untersucht und mit der Adhésion auf unbehandeltem Laminin
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verglichen. Als interne Kontrolle wurde die Adhéasion der Zellen auf den E-Plates ohne

Substratzusatz untersucht.
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Abb. 18: Darstellung des Laminin-Adhasions-Assays

Abbildung 18 zeigt die Zellindizes der Untersuchungen zur Adhdsion auf Laminin (n=18) im RTCA-Gerédt als
Prozentwerte inklusive der Standardabweichung. Der blaue Balken steht fir die Adhasion der Kelly-Zellen auf
unbehandeltem Laminin. Der rote Balken zeigt die Adhasion der Kelly-Zellen auf glykiertem Laminin. Die interne

Kontrolle ist durch den griinen Balken dargestellt, welcher die Adhdsion ohne Zugabe eines Substrates zeigt.

Abbildung 18 zeigt die Ergebnisse zur Untersuchung der Adhé&sion auf Laminin (n=18) Gber einen
Zeitraum von zehn Stunden bei einem Messintervall von fiinf Minuten als Prozentwerte
inklusive der dazugehorigen Standardabweichung. Der griine Balken steht fiir die interne
Kontrolle, welche die Adhasion der Kelly-Zellen auf den E-Plates ohne Zusatz eines Substrates
darstellt. Diese Kontrolle soll als Leerwert dienen und erreicht einen Wert von Cl = 0,479. Fur
das Balkendiagramm wurde dieser Wert als Referenz mit 100% gewahlt. Im Diagramm
reprasentiert der blaue Balken die Adhasion der Kelly-Zellen auf unbehandeltem Laminin und
erreicht einen Zellindex von Cl=0,623. Dieser Wert entspricht 131,25% im Vergleich zur
Kontrolle. Der rote Balken steht fiir die Probe nach 4-stiindiger Behandlung des Substrates mit
1 mM MGO mit einem Wert von Cl = 0,406, was 85,49% im Vergleich zur Kontrolle bedeutet.
Durch Behandlung mit MGO zeigt sich eine reduzierte Adhadsion der verwendeten Zellen im
Vergleich zur unbehandelten Probe mit geringerem Zellindex als bei der Kontrollprobe. Daraus

lasst sich schlieflen, dass glykiertes Laminin antiadhasiv wirkt.
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4.4.2 Adhdésion auf Fibronektin

Im Folgenden sind die Ergebnisse zur Untersuchung der Adhédsion der Kelly-Zellen auf
Fibronektin nach 4-stiindiger Behandlung mit 1 mM MGO sowie als Vergleich auf
unbehandeltem Fibronektin dargestellt. Als interne Kontrolle wurde die Adhasion der Zellen auf

den E-Plates ohne Substratzusatz untersucht.
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Abb. 19: Darstellung des Fibronektin-Adhdsions-Assays

Abbildung 19 zeigt die Zellindizes der Untersuchungen zur Adhésion auf Fibronektin (n=18) im RTCA-Gerat als
Prozentwerte inklusive Standardabweichung. Der blaue Balken steht fiir die Adhdsion der Kelly-Zellen auf
unbehandeltem Fibronektin. Der rote Balken zeigt die Adhdsion der Kelly-Zellen auf glykiertem Fibronektin. Die

interne Kontrolle ist durch den griinen Balken dargestellt, welche die Adhdsion ohne Zugabe eines Substrates zeigt.

Abbildung 19 zeigt die Ergebnisse zur Untersuchung der Adhdsion der Proben auf
Fibronektin (n=18) {iber einen Beobachtungszeitraum von zehn Stunden bei einem
Messintervall von funf Minuten als Prozentwerte inklusive der dazugehorigen
Standardabweichung. Der griine Balken steht fiir die interne Kontrolle und zeigt die Adhasion
der Zellen auf den E-Plates ohne Zugabe eines Substrates mit einem Zellindex von Cl = 0,479.
Dieser Wert wird hier als Referenz mit 100% gewertet und soll als Leerwert dienen. Der blaue
Balken reprasentiert die Werte fir die Adhasion auf unbehandeltem Fibronektin mit einem Wert
von Cl = 0,602 und erreicht einen Wert von 125,92% im Vergleich zur Kontrolle. Der rote Balken
mit einem Wert von Cl = 0,592 steht fir die glykierte Probe nach 4-stiindiger Behandlung des
Substrates mit 1 mM MGO. Dieser Wert entspricht 124,74% im Vergleich zur Kontrolle. Es
zeigten sich nur geringfligige Abweichungen wahrend des Beobachtungszeitraums von zehn

Stunden durch die Glykierung des Substrates im Vergleich zur Probe mit unbehandeltem
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Substrat. Insgesamt liegt der Zellindex auf dem gleichen Niveau wie bei den Untersuchungen

auf unbehandeltem Laminin.

44.3 Adhasion auf Kollagen IV

Im Folgenden sind die Ergebnisse zur Untersuchung der Adhasion der Kelly-Zellen auf Kollagen
IV nach 4-stlindiger Behandlung mit 1 mM MGO sowie als Vergleich auf unbehandeltem
Kollagen IV dargestellt. Als interne Kontrolle wurde die Adhdsion der Zellen auf den E-Plates

ohne Substratzusatz untersucht.
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Abb. 20: Darstellung des Kollagen IV - Adhdsions-Assays

Abbildung 20 zeigt die Zellindizes der Untersuchungen zur Adhasion auf Kollagen IV (n=18) im RTCA-Gerét als
Prozentwerte inklusive Standardabweichung. Der blaue Balken steht fiir die Adhdsion der Kelly-Zellen auf
unbehandeltem Kollagen IV. Der rote Balken zeigt die Adhésion der Kelly-Zellen auf glykiertem Kollagen IV. Die interne

Kontrolle ist durch den griinen Balken dargestellt, welche die Adhdsion ohne Zugabe eines Substrates zeigt.

Abbildung 20 zeigt die Ergebnisse zur Untersuchung der Adhasion der Proben auf
Kollagen IV (n=18) Giber einen Beobachtungszeitraum von zehn Stunden bei einem Messintervall
von finf Minuten als Prozentwerte inklusive deren Standardabweichung. Der griine Balken steht
fiir die interne Kontrolle und zeigt die Adhasion der Zellen auf den E-Plates ohne Zugabe eines
Substrates mit einem Zellindex von Cl = 0,479. Dieser Wert wird hier als Referenz mit 100%
gewertet und soll als Leerwert dienen. Der blaue Balken reprasentiert die unbehandelte Probe
mit einem Wert von Cl = 1,957 und erreicht einen Wert von 408,32% im Vergleich zur Kontrolle.
Der rote Balken reprasentiert die glykierte Probe nach 4-stiindiger Behandlung des Substrates

mit 1 mM MGO mit einem Wert von Cl = 1,913. Dieser Wert entspricht 399,10% des
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Kontrollwertes. Wie in der Darstellung zu erkennen ist, liegt der Zellindex der beiden Proben
mit Substratzusatz auf annahernd gleichem Niveau.
Der Zellindex erreicht deutlich hohere Werte im Vergleich zu den beiden vorherigen Versuchen

mit Laminin und Fibronektin. Dieser Sachverhalt soll in der Abbildung 21 verdeutlicht werden.

444 Vergleich der Substrate

Im Folgenden werden die Ergebnisse zur Untersuchung der Adhdsion der Kelly-Zellen auf
glykiertem Laminin, Fibronektin und Kollagen IV gegeniibergestellt, um die Unterschiede beim

Zellindex zu verdeutlichen.
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Abb. 21: Gegeniiberstellung der glykierten Substrate beim Adhasions-Assay

Abbildung 21 zeigt die Gegenliberstellung der Zellindizes zur Adhéasion der Kelly-Zellen auf glykiertem Substrat als
Prozentwerte inklusive Standardabweichung (n=18). Der lila Balken zeigt die Adhasion auf glykiertem Laminin. Die
Adhasion auf glykiertem Fibronektin wird durch den blauen Balken dargestellt. Der orange Balken zeigt die Adhasion

der Zellen auf glykiertem Kollagen IV.

Abbildung 21 zeigt den Vergleich der Zellindizes der verwendeten Kelly-Zellen auf den
Substraten nach 4-stiindiger Behandlung mit 1ImM MGO (ber einen Zeitraum von zehn Stunden
bei einem Messintervall von fiinf Minuten als Prozentwerte inklusive der dazugehorigen
Standardabweichung (n=18). Der griine Balken steht fiir die interne Kontrolle und zeigt die
Adhéasion der Zellen auf den E-Plates ohne Zugabe eines Substrates mit einem Zellindex von
Cl =0,479. Dieser Wert wird hier als Referenz mit 100% gewertet und soll als Leerwert dienen.
Der lila Balken verdeutlicht die Adhasion der Kelly-Zellen auf glykiertem Laminin mit einem

Zellindex von ClI = 0,406, was 85,49% des Referenzwertes entspricht. Der blaue Balken steht fir
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die Adhéasion der Kelly-Zellen auf glykiertem Fibronektin mit einem Zellindex von ClI = 0,603.
Dieser Wert entspricht 124,74% des Referenzwertes. Der orange Balken zeigt den Wert fir
Kollagen IV. Der Zellindex lag bei dieser Probe bei Cl = 1,913, was 399,10% im Vergleich zur
Kontrolle entspricht.

Bei der Gegenliberstellung der MGO-behandelten Substrate zeigen sich deutliche Unterschiede,
was den Zellindex betrifft. Der Zellindex auf glykiertem Kollagen IV erreicht mit Abstand die
hochsten Werte, daher ist im Vergleich dort die Adhdsion am starksten ausgepragt. Die Werte
auf Fibronektin liegen zwischen den beiden anderen Proben. Tendenziell ist die Adhdsion im
Vergleich zur Kollagen IV deutlich schwacher ausgepragt. Der Zellindex auf glykiertem Laminin
erreicht bei dieser Untersuchung die geringsten Werte beim Zellindex, was auf eine

antiadhasive Wirkung durch Glykierung schlieRen lasst.

4.5 Migrations-Assay

Um die Invasivitat der Neuroblastomzellen zu beurteilen wurden weitere Tests mithilfe des
RTCA-Gerats durchgefiihrt. Diese Versuche zur Migration wurden ebenfalls in dreifacher
Ausfiihrung angefertigt und es wurde mit Mehrfachbestimmungen (n=18) gearbeitet, um eine
moglichst hohe Aussagekraft zu erreichen. In den Darstellungen handelt es sich um die
Mittelwerte des Zellindex sowie deren Standardabweichungen abziiglich des Leerwertes.

Fiir die Untersuchungen wurden CIM-Plates verwendet, die (iber eine obere und eine untere
Kammer verfligen, welche durch eine porése Membran getrennt sind. Die Zugabe der
unbehandelten sowie behandelten Zellen erfolgte in die obere Kammer unter serumfreien
Bedingungen, welche dann entlang des Konzentrationsgefilles in die untere Kammer mit
serumhaltigen Medium migrieren.

Die Negativ-Kontrolle steht fir die Messwerte der Migration der Neuroblastomzellen ohne
Konzentrationsgefdlle. Durch Zugabe von serumfreiem Medium in beide Kammern konnte
dieses erreicht werden. Untersucht werden sollte der Einfluss der Glykierung auf das
Migrationsverhalten der Neuroblastomzellen. Dafir wurden pro Well 5x10° Zellen hinzugefigt
und sechs der 16 Wells fiir vier Stunden mit 1ImM MGO behandelt und weitere sechs Wells
wurden unbehandelt gelassen. Die restlichen vier Wells dienten als Kontrolle. Der
Beobachtungszeitraum im RTCA-Gerat betrug 48 Stunden bei einem Messintervall von 15

Minuten.
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Abb. 22: Darstellung der Migration von unbehandelten Kelly-Zellen

Abbildung 22 zeigt die Darstellung der Ergebnisse zur Untersuchung der Migration (n=18) der Kelly-Zellen als
Prozentwerte inklusive Standardabweichung. Der blaue Balken zeigt die Migration unbehandelter Kelly-Zellen durch
die CIM-Plates zum préaferierten Medium und ist hier der Referenzwert. Der griine Balken steht fir die Kontrolle und

zeigt die Migration der Kelly-Zellen durch die C/IM-Plates ohne Konzentrationsunterschied.

Abbildung 22 zeigt die Darstellung der Zellindizes zur Untersuchung der Migration der Kelly-
Zellen unter Verwendung von CIM-Plates Uber einen Zeitraum von 48 Stunden bei einem
Messintervall von 15 Minuten als Prozentwerte inklusive der jeweiligen Standardabweichung
(n=18). Die Migration der unbehandelten Kelly-Zellen wird von dem blauen Balken reprasentiert
und erreicht einen Zellindex von Cl = 0,057. Dieser soll hier den Referenzwert mit 100%
darstellen. Der griine Balken steht fiir die Negativ-Kontrolle, welche die Migration
unbehandelter Kelly-Zellen durch die Poren der CIM-Plates zeigt, wobei in der oberen und
unteren Kammer serumfreies Medium vorlag und somit kein Konzentrationsunterschied
herrschte. Diese Kontrolle erreichte einen Wert von Cl = 0,022. Dieser Wert entspricht 39,63%
des Referenzwertes.

Durch diesen Versuch wird gezeigt, dass es auch ohne Konzentrationsunterschied zu einer
gewissen Migration durch die porése Membran kommt und die Kelly-Zellen verstarkt in Richtung

eines chemischen Attraktanz wandern.
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Abb. 23: Darstellung der Migration von glykierten und unbehandelten Kelly-Zellen

Abbildung 23 zeigt die Darstellung der Ergebnisse zur Untersuchung der Migration (n=18) der Kelly-Zellen als
Prozentwerte inklusive Standardabweichung. Der blaue Balken zeigt die Migration unbehandelter Kelly-Zellen durch
die CIM-Plates zum préaferierten Medium und ist hier der Referenzwert. Der rote Balken steht fiir die Migration der

glykierten Probe nach 4-stindiger Behandlung mit 1 mM MGO.

Abbildung 23 zeigt die Darstellung der Zellindizes zur Untersuchung der Migration der Kelly-
Zellen unter Verwendung von CIM-Plates Uber einen Zeitraum von 48 Stunden bei einem
Messintervall von 15 Minuten als Prozentwerte inklusive deren Standardabweichung (n=18). Die
Migration der unbehandelten Kelly-Zellen wird von dem blauen Balken reprasentiert und
erreicht einen Zellindex von Cl = 0,057. Dieser soll hier den Referenzwert mit 100% darstellen.
Der rote Balken zeigt die Migration der Kelly-Zellen nach 4-stlindiger Behandlung mit 1 mM
MGO. Der erreichte Zellindex von Cl = 0,2031 entspricht 355,74% im Vergleich zur Referenz.

Durch Glykierung ist hier eine deutliche Zunahme der Migration der verwendeten Kelly-Zellen

um den Faktor 3,55 ersichtlich.
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5 Diskussion

5.1 AGEs haben keinen Einfluss auf Zellviabilitat

MGO ist ein zytotoxisches Nebenprodukt der Glykolyse und fiihrt bei erhdhter Glukosezufuhr
durch Bildung von AGEs zu Zellschdden (Chang und Wu 2006). Im Rahmen des Diabetes mellitus,
bei welchem dauerhaft hohe Glukoselevel herrschen kdnnen, kommt es unter anderem
deswegen zu verschiedenen pathologischen Effekten wie Neurodegeneration (Kuhla et al. 2005)
oder vaskuldren Komplikationen (Singh et al. 2014). Der Einfluss von MGO bei einer
Konzentration von 1 mM uber einen Zeitraum von vier Stunden auf die Viabilitdt der Zellen sollte
hier zundchst untersucht werden.

In dem durchgefiihrten MTT-Test erfolgte die Gegenliberstellung von Neuroblastomzellen nach
einer Behandlung mit 1 mM MGO fir vier Stunden im Vergleich zu einer unbehandelten
Kontrolle. Die Farbdichtemessung ergab im Vergleich der behandelten Probe mit der Kontrolle
lediglich eine Abweichung von 1,06%, siehe Abbildung 9. Gemessen wurde die Intensitat des
Farbstoffes Formazan bei 560nm im ELISA-Reader Multiskan Ex. Die Umwandlung von
Dimethylthiazol-diphenyltetrazoliumbromid in wasserunlosliches Formazan erfolgt durch
Enzyme des endoplasmatischen Retikulums. Da diese Umwandlung nur durch intakte Zellen
geschehen kann, lasst sich ableiten, dass MGO in der verwendeten Konzentration von 1mM
noch keinen Einfluss auf die Vitalitdt der Zellen hat. Die verwendete Konzentration ist deutlich
Uber den Werten, die z.B. in einer Konzentration von rund 20 uM in menschlichem Liquor
nachgewiesen wurden (Kuhla et al. 2005). Allerdings ist der Zeitraum, in dem dieses Reagenz auf
die Zellen einwirken konnte, mit vier Stunden vergleichsweise gering.

Vergleichbare Ergebnisse konnten auch mit PC12-Zellen gewonnen werden, welche ebenfalls
fiir vier Stunden mit 1 mM MGO behandelt wurden. Diese Behandlung hatte keinen Einfluss auf
die Zellviabilitdt. Dabei kamen verschiedene Konzentrationen von 0,1 bis 1mM bei der
Glykierung zur Anwendung (Bennmann et al. 2014).

Der zytotoxische Effekt von MGO konnte in weiteren Versuchsreihen als
konzentrationsabhangig dargestellt werden. Bei steigender Konzentration von MGO kam es zu
einer Beeintrachtigung der Zellviabilitat und zu einer gesteigerten Apoptoserate. Eine
signifikante Reduktion der Vitalitdt konnte ab einer Konzentration von 40 uM verzeichnet
werden, wobei hier die Behandlung mit MGO Uiber einen Zeitraum von 24 Stunden erfolgte

(Hsieh und Chan 2009).
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Interessanterweise variiert der Einfluss von MGO auf die Zellviabilitdt je nach untersuchter
Zelllinie. Hussain et al. konnten humane zerebrale Endothelzellen fiir 24 Stunden mit 1 mM MGO
behandeln, ohne dass eine signifikante Reduktion der Zellviabilitat festgestellt wurde (Hussain
et al. 2016).

Ein anderer Aspekt ist die Veranderung von Stoffwechselvorgangen bei entarteten Zellen, bei
denen es zur Induktion oder Suppression einzelner Reaktionswege kommen kann. Eine
Anderung des Stoffwechsels im Sinne einer gesteigerten Glykolyserate ist hierbei typisch fiir
maligne Tumoren und wird als Warburg-Effekt bezeichnet (Kroemer und Pouyssegur 2008).
Durch den vermehrten Abbau von Monosacchariden wiirden auch erhéhte Mengen an MGO
freigesetzt werden, was potentiell pathologische Effekte mit sich bringt. Bei Patienten mit
Diabetes mellitus konnten im Vergleich mit Nicht-Diabetikern 6-fach erhéhte MGO-Level
nachgewiesen werden. Als Gegenregulation konnte eine Induktion der Glyoxylase festgestellt
werden, welche zum beschleunigten Abbau von MGO fiihrt (McLellan et al. 1994). Eine dhnliche
Beeinflussung des Abbaus von MGO ware auch fir Tumorzellen bei gesteigerter Glykolyse
denkbar. Dies kdnnte das Mikromilieu der Zellen verdndern und so auch die zytotoxischen
Effekte von MGO beeinflussen. Eine genaue Aussage, ob eine Induktion oder Suppression
entsprechender Enzyme der Glykolyse oder eine Beeinflussung der Glyoxylase stattfindet, lasst
sich aus diesen Versuchsreihen nicht ableiten.

Insgesamt scheint der fehlende Einfluss auf die Zellviabilitat bei einer Konzentration von 1mM
auf die untersuchten Kelly-Zellen in Anbetracht anderer Untersuchung hinsichtlich Dauer und
Konzentration sowie der physiologischen Konzentration im menschlichen Koérper durchaus

schlissig. Ein langerer Inkubationszeitraum ware mit toxischen Effekten verbunden.

5.2 Verstarkte Bildung von CML als Nachweis der Glykierung durch MGO

MGO gilt als der potenteste Prakursor fir die Bildung von AGEs (Thornalley 1996). Als Nachweis
einer abgelaufenen Glykierung sollte der Nachweis von CML nach Behandlung der Kelly-Zellen
mit MGO via Western Blot gemessen werden. CML ist der meistgenutzte Marker fiir die Bildung
von AGEs (Semba et al. 2010).

Als Referenz fiir diese Untersuchung wurden unbehandelte Zellkulturen verwendet. Weitere
Kulturen wurden fir vier Stunden mit ImM MGO inkubiert. Im Anschluss erfolgte die SDS-PAGE
sowie der Western Blot. Die Farbdichte der Banden des Western Blots wurde maschinell

gemessen und die Werte prozentual in der Abbildung 15 dargestellt.
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Hier zeigte sich ein breiter Bereich mit erhéhter Farbdichte der Banden im Vergleich zur
unbehandelten Probe von 10-50 kDa fiir CML. Dieser gesteigerte Nachweis von CML spricht fir
eine abgelaufene Glykierung durch die Behandlung mit MGO. Hinsichtlich der Farbdichte der
untersuchten Western Blots von CML und RAGE zeigte sich eine deutliche Verstarkung des
Signals fiir CML nach Glykierung im Western Blot verglichen mit den Messwerten zur Expression
von RAGE. Durch Glykierung mit MGO zeigte sich eine 3,7-fach erhéhte Farbdichte der Banden.
Dieser hohe Wert ldsst sich unter anderem durch den breiten Messbereich von 10-50 kDa
erlautern. Bei RAGE erfolgte die Messung nur fir die Hauptbande bei 45 kDa. Die Hauptbande
des verwendeten CML-Antikorpers liegt bei 10-12kDa. Durch posttranslationale Modifikation
sowie Bildung von Quervernetzungen zwischen Proteinen kann es zu einer GroRendnderung
kommen (Thornalley 2005). Daraus folgt eine Verbreiterung des Bandenbereichs fiir CML im
Western Blot.

Fiir die Durchflusszytometrie wurden die verwendeten Neuroblastomzellen des Typs Kelly fir
vier Stunden mit 1 mM MGO behandelt und anschlieBend mit den entsprechenden Antikérpern
fiir CML inkubiert. Bei der Durchflusszytometrie fiir CML zeigt sich in Abbildung 10 und 11 ein
deutliches Signal flr die Proben mit primarem und sekundarem Antikorper im Vergleich zur
Aktivitdat der Isotopenkontrolle und der Fluoreszenzhintegrundaktivitat. Im Vergleich der
durchflusszytometrischen Messung der Signale fiir RAGE und CML fallt der Messwert fiir CML
deutlich geringer aus. Mogliche Ursache kdnnte sein, dass Modifikationen in Form von AGE-
Bildung vorwiegend intrazellular erfolgen, sodass das fluoreszenzbasierte Signal von CML an der
Zelloberflache nicht so stark wie fiir einen membranstandigen Rezeptor wie RAGE ausfallt.

Eine verstarkte Bildung von CML durch Behandlung mit MGO konnte ebenfalls bei humanen
dermalen Fibroblasten gezeigt werden. Diese Bildung geschah abhangig von der verwendeten
MGO-Konzentration. AuRerdem kam es hier zu einer Akkumulation von Vimentin, als ein
praferiertes Substrat der Glykierung (Kueper et al. 2008). Kasper et al. lieferten vergleichbare
Ergebnisse. Es konnte gezeigt werden, dass es bei humanen embryonischen Lungenzellen nach
Behandlung mit Glyoxal konzentrationsabhangig zu einer vermehrten Bildung von CML kommt.
Dieser Nachweis erfolgte ebenfalls per Western Blot und per FACS. Weiterhin zeigten
behandelte Zellen konzentrationsabhangig erhohte Apoptoseraten durch die zytotoxischen
Effekte des Glyoxals (Kasper et al. 2000).

In den durchgefiihrten Versuchsreihen konnte festgestellt werden, dass behandelte Zellen ein

deutliches und spezifisches Signal flir CML in der Durchflusszytometrie haben. AuBerdem konnte
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eine signifikante Steigerung der Farbdichte im Western Blot nach Behandlung mit MGO gezeigt

werden, was flr eine abgelaufene Glykierung mit Bildung von AGEs spricht.

5.3. Glykierung fiihrt zu gesteigerter Expression von RAGE

Nach Behandlung der Kelly-Zellen mit MGO erfolgte die Quantifizierung der Expression von
RAGE via Western Blot. Bei RAGE kommt es durch Bindung von AGEs Uber eine positive
Rickkopplung zu einer vermehrten Expression (Bierhaus et al. 2005). Ob dieser Sachverhalt nach
Glykierung mit MGO eintritt, sollte untersucht werden.

Als Referenz fiir diese Untersuchung wurden unbehandelte Neuroblastomzellen verwendet.
Eine zweite Zellkultur wurde fir vier Stunden mit ImM MGO inkubiert. Im Anschluss erfolgte
die SDS-PAGE sowie der Western Blot. Die Farbdichte der Banden wurde quantifiziert und die
Werte prozentual in der Abbildung 17 dargestellt. Im Western Blot zeigt sich eine deutliche
Steigerung der Farbdichte im Bereich von 45 kDa von mehr als 100% im Vergleich zur
unbehandelten Probe, was der Hauptbande des verwendeten Antikdrpers sowie in etwa dem
molekularen Gewicht von RAGE entspricht (Ott et al. 2014). Da RAGE durch AGEs eine positive
Rickkopplung erfdahrt (Chuah et al. 2013), scheint hier eine Induktion der Expression durch
Glykierung via MGO plausibel.

Die priméaren Antikorper fanden auch in der Durchflusszytometrie Verwendung. Hier sollte
untersucht werden, ob bei den Kelly-Zellen nach MGO-Behandlung ein spezifisches Signal
erhaltlich ist. Bei der durchgefiihrten Durchflusszytometrie zeigte sich ein starkes Signal der
glykierten Zellen mit Primar- und Sekunddrantikorper im Vergleich zu den beiden
durchgefiihrten internen Kontrollversuchen, welche in den Abbildungen 12 und 13 verdeutlicht
werden. Diese Messwerte lassen auf eine hohe Dichte von RAGE an der Zelloberflache schliefRen.
Beim Vergleich der Ergebnisse von Western Blot und Durchflusszytometrie fallt auf, dass bei der
densitometrischen Messung der Banden des Western Blots das Signal fiir RAGE verglichen mit
den Messwerten der Durchflusszytometrie weniger deutlich ausfillt. Diese Beobachtung ldsst
sich durch den Aufbau des Experiments erklaren. Beim Western Blot erfolgte die
Gegenlberstellung von glykierter Probe und unbehandelter Probe, was den Grad der Steigerung
der Expression durch Behandlung mit MGO darstellt. Es zeigte sich eine Steigerung um mehr als
100% fiir RAGE. In der Durchflusszytometrie wurden glykierte Proben untersucht. Es erfolgten
interne Kontrollen mit einer Isotopenkontrolle und einer Hintergrundmessung der Fluoreszenz,

sodass hier keine Aussage zu einer Steigerung der Expression moglich ist.
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RAGE scheint neben seiner Rolle bei degenerativen Erkrankungen auch in verschiedenen
Tumoren eine Funktion zu erfillen. Eine RAGE-Expression konnte in vielen humanen
Tumorarten wie z.B. Lymphomen, Melanomen, Mammakarzinom, Kolonkarzinom und
Prostatakarzinom festgestellt werden (Logsdon et al. 2007). Allerdings ist die RAGE-Expression
beim Adenokarzinom der Lunge vermindert, wobei Lungengewebe ansonsten eine hohe
Expression an RAGE aufweist (Stav et al. 2007). Untersuchungen durch Ghavami et al. haben
gezeigt, dass durch Aktivierung von RAGE eine Proliferation von Tumorzellen verschiedener
Zellreihen bewirkt wird. RAGE wurde bei diesen Untersuchungen durch Bindung von S100
aktiviert. Eine Proliferation durch RAGE-Aktivierung konnte unter anderem bei den
verwendeten Neuroblastomzellen des Typs Kelly festgestellt werden. Weiterhin kam es bei der
humanen Brustkrebszelllinien MCF-7 (Ostrogenrezeptor positiv) und MDA-MB231
(Ostrogenrezeptor negativ), bei der humanen T-Zell-Leukdmie Zelllinie Jurkat, der murinen B-
Zell-Leukdmie Zellreihe BJAB, dem murinen Fibrosarkom L929, den humanen embryonischen
Nierenzellen HEK-293 und SHEP zu einer Proliferation nach Stimulation von RAGE durch
Aktivierung der MAPK (Ghavami et al. 2008). Weiterhin konnte ein Zusammenhang von Kolitis-
assoziiertem Kolonkarzinom sowie RAGE-Aktivierung an menschlichem Gewebe und im Maus-
Modell gezeigt werden. Durch Aktivierung von RAGE Uber S100 kam es via NF-kB zu
proinflammatorischen Prozessen sowie zur Tumorproliferation, wohingegen bei RAGE-Blockade
keine Entartung der Zellen ersichtlich wurde (Turovskaya et al. 2008).

Foster et al. konnten eine erhdhte Expression von RAGE bei Patienten mit Prostata-Karzinom
feststellen, wobei eine hdhere Expression bei low-grade Karzinomen im Vergleich zu high-grade
Karzinomen beobachtet wurde (Foster et al. 2014). Kang et al. konnten zeigen, dass RAGE
wichtig fur die Viabilitit von Tumoren sein kann. Ein Knockout von RAGE bei
Pankreaskarzinomzellen fiihrte zu einer erhéhten Apoptoserate und einer verminderten
Uberlebensrate der Zellen (Kang et al. 2009).

Eine Glykierung kann auch bei weiteren Tumorentitaten die Expression von RAGE beeinflussen.
Durch Behandlung mit MGO konnte bei der humanen Brustkrebszellreihe MDA-MB231 eine
gesteigerte Expression von RAGE beobachtet werden (Sharaf et al. 2015).

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die Behandlung mit MGO zu einer deutlichen
Steigerung der RAGE-Expression flihrt. Eine hohe Expression von RAGE zeigte sich in anderen
Versuchsreihen als malignitatssteigernd und fiihrte unter anderem zu einer gesteigerten

Proliferation. Der Grad der RAGE-Expression kénnte bei einigen Tumoren als prognostischer
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Marker genutzt werden. Auflerdem konnte eine Blockade von RAGE in Zukunft als

Therapieoption interessant werden.

5.4 Reduzierte Adhdsion auf glykiertem Laminin

Ein entscheidender Schritt in der Entartung von Tumorzellen ist der Durchbruch der
Basalmembran und die Streuung in verschiedene Gewebe, was benigne von malignen Entitaten
unterscheidet (Lillmann-Rauch 2012). Ob eine Glykierung und die damit hervorgerufenen
Verdanderungen im Sinne von Alterungsprozessen einen Einfluss auf die Adhasion der Kelly-
Zellen haben, sollte hier untersucht werden.

Grundlage der Untersuchungen zur Zelladhdsion war die Echtzeitanalyse durch
Impedanzmessung durch das RTCA-Gerat. Abhdangig von der Menge der adhdrenten Zellen
andert sich die Impedanz der goldbeschichteten Elektrode, da die Zellen einen elektrischen
Widerstand darstellen. Bei den Untersuchungen zu Laminin zeigte sich durch Glykierung eine
deutliche Reduktion der gemessenen Adhasion im Vergleich zur unglykierten Kontrolle. Mit
Werten von Cl = 0,623 der Kontrolle sowie Cl = 0,406 der glykierten Probe zeigte sich die
Adhésion durch Glykierung um den Faktor 1,58 verringert. Die Werte der glykierten Probe waren
geringer als die Werte der Negativ-Kontrolle, siehe Abbildung 14.

Untersuchungen von Bennmann et al. konnten in Analogie zu den hier gezeigten
Untersuchungen eine reduzierte Adhdsion von PC12-Zellen auf Laminin nach Behandlung mit
1 mM MGO im Vergleich zur Kontrolle zeigen (Bennmann et al. 2014). Die Glykierung von
Laminin reduziert demnach bei verschiedenen Zellreihen die Adhasion.

Die Untersuchungen zur Adhdsion der Neuroblastomzellen auf Fibronektin ergaben keine
signifikante Anderung der glykierten Probe im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Es zeigte
sich, dass der Zell-Index mit einem Wert von Cl = 0,602 der unbehandelten Probe sowie einem
Cl = 0,592 der glykierten Probe auf dem gleichen Niveau wie auf unbehandeltem Laminin mit
einem Cl = 0,623 liegt.

Im Gegensatz hierzu konnten andere Untersuchungen eine reduzierte Adhasion von humanen
gingivalen Fibroblasten auf glykiertem Fibronektin nach Behandlung mit MGO zeigen (Murillo et
al. 2008). AuRerdem konnte eine gesteigerte Proliferation von aortalen glatten Muskelzellen
durch Behandlung mit IGF-1 (insulin-like Growth Factor 1) auf glykiertem Fibronektin im
Vergleich zur Proliferation dieser Zellen auf unbehandeltem Fibronektin gezeigt werden (Corréa-

Giannella et al. 2012). Die Behandlung von MGO scheint in der hier gezeigten Untersuchung
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keinen Einfluss auf die Adhasion der Kelly-Zellen auf Fibronektin zu haben. Allerdings ist durch
die Glykierung eine Beeinflussung anderer Prozesse nicht auszuschlieSen.

Bei der Untersuchung der Adhdsion der Neuroblastomzellen auf Kollagen IV zeigte sich kein
signifikanter Unterschied beim Vergleich der glykierten und der unbehandelten Probe. Der Zell-
Index erreichte mit Werten von Cl = 1,913 der behandelten Probe und Cl = 1,957 der
unbehandelten Probe die hochsten Werte. Bennmann et al. konnten im Gegensatz hierzu eine
reduzierte Adhdsion von PC12 auf Kollagen IV nach 4-stiindiger Behandlung mit 1 mM MGO
nachweisen (Bennmann et al. 2014).

Der Einfluss der Glykierung der Basalmembran scheint von Zelllinie zu Zelllinie zu variieren und
Einfluss auf weitere Prozesse zu haben. Untersuchungen von Hussain et al. konnten eine
erhdhte Permeabilitdit der Blut-Hirn-Schranke am Modell von humanen zerebralen
Endothelzellen zeigen. Dabei erfolgte die Glykierung von Fibronektin und Kollagen IV mit 1 mM
MGO und resultierte in einer circa 100-fach erhéhten Permeabilitat (Hussain et al. 2016). Diese
Stérung der Blut-Hirn-Schranke steht im Einklang mit der gesteigerten Inzidenz von Morbus
Alzheimer durch Aggregation von B-Amyloid bei Patienten mit Diabetes mellitus (Smolina et al.
2015). Bei Prostata-Karzinomzellen fiihrte eine Glykierung der Basalmembran zu einer erhéhten
Invasivitat. Hier kam es durch Behandlung mit Glykoaldehyd (ber die Bildung von Crosslinks zu
einem beschleunigten Alterungsprozess, insbesondere bei Laminin und Kollagen IV. Durch
Zunahme von elastischen Fasern kam es zu einer erhdhten Starrheit und Uber Interaktion mit
dem Kollagen-Rezeptor Endo 180 zu einer Induktion der Invasivitat der Prostata-Karzinomzellen
auf der AGE-modifizierten Basalmembran (Rodriguez-Teja et al. 2015).

Durch Glykierung wurde bei den verwendeten Neuroblastomzellen nur die Adhésion auf
Laminin beeinflusst, wobei es zu einer Reduktion der Adhasion auf glykiertem Laminin kam.
Weiterhin lasst sich sagen, dass die Adhasion der untersuchten Substrate auf Kollagen IV am
starksten ausgepragt war. Bei den Substraten Fibronektin und Kollagen IV zeigte sich, dass durch
Behandlung mit MGO keine relevante Anderung im Adhéasionsverhalten der verwendeten
Tumorzellen hervorgerufen wird. In der Zusammenschau der Ergebnisse kann die Glykierung

von Proteinen der Basalmembran degenerative sowie maligne Prozesse beglinstigen.

5.5 Erhohte Migration durch Glykierung

Als abschlieRendes Experiment sollte der Einfluss von Glykierung auf das Migrationsverhalten

der Neuroblastomzellen untersucht werden. Starke Migration im Sinne einer Metastasierung ist

61



ein entscheidendes Kriterium bei der Entartung von Zellen und geht mit einer schlechten
Prognose einher (Hanahan und Weinberg 2000). Durch Behandlung der Zellen mit MGO kann
eine diabetische Stoffwechsellage imitiert und ein kiinstlicher Alterungsprozess hervorgerufen
werden. Der Zusammenhang von Karzinogenese und Alterungsprozessen ist ein therapeutisch
wichtiger Aspekt und bisher noch unzureichend erforscht.

In Abbildung 22 wird gezeigt, dass unbehandelte Kelly-Zellen eine gewisse Migration auch ohne
Konzentrationsunterschied der Medien aufweisen und verstarkt Richtung eines chemischen
Attraktanz wandern. Die Gegenliberstellung der Zellindizes in Abbildung 23 zeigte eine deutliche
Steigerung der Migration der glykierten Neuroblastomzellen um den Faktor 3,56 im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle.

Durch Behandlung mit MGO und der konsekutiven Steigerung der RAGE-Expression konnte so
die Malignitat der Zellen im Sinne einer gesteigerten Migrationsbereitschaft erhoht werden.
Glykierung als Malignitatsaspekt zeigt sich auch bei anderen Tumorentitdten. Eine gesteigerte
RAGE-Expression durch Glykierung mit MGO konnte bei humanen Mammakarzinomzellen der
Reihe MDA-MB-231 festgestellt werden. Die Glykierung erfolgte mit 0,1mM MGO Uber drei Tage
und fiihrte zu einer gesteigerten Expression von RAGE, welche per Western Blot und
Durchflusszytometrie aufgezeigt werden konnte. Die glykierten Proben zeigten neben einer
gesteigerten Zellproliferation eine gesteigerte Migrationsrate sowie eine erhdhte Invasivitat im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Durch Blockierung von RAGE konnte gezeigt werden,
dass diese Phdnomene Uber RAGE-Stimulation geschehen (Sharaf et al. 2015). Durch
Behandlung mit Glykoaldehyd kam es ebenfalls bei den humanen Lungenkarzinomzellen der
Reihe A549 zu einer gesteigerten Migration sowie Invasion, ohne dass es zu einer Beeinflussung
der Zellviabilitat kam (Takino et al. 2010).

RAGE kann eine entscheidende Rolle bei dem Entartungspotential von Tumoren spielen. Durch
Stimulation von RAGE via S100 konnte bei verschiedenen humanen Schilddriisenkarzinomzellen
(follikular, papillar, medullar und anaplastisch) eine gesteigerte Migration beobachtet werden.
Weiterhin wurde gezeigt, dass normales Schilddriisengewebe im Gegensatz zu den
Karzinomzellen kein RAGE exprimiert (Medapati et al. 2015). Ein Knockout von RAGE flihrte beim
Pankreaskarzinom zu erhdhter Apoptose und verringerte das Tumorwachstum. Eine RAGE-
Uberexpression wiederum erhéhte die Zellviabilitit der Tumorzellen. Interessanterweise
konnte das Ansprechen auf Chemotherapeutika durch RAGE-Knockout erhoht werden (Kang et

al. 2009).
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Die Expression von RAGE kann ebenfalls prognostische Werte haben. Bei Co-Expression von
RAGE und seinem Liganden HMBG1 kam es bei Patienten mit Prostata-Karzinom zu einem
schlechteren Outcome. Diese Co-Expression zeigte eine positive Korrelation mit héherem
Tumorstadium, gesteigertem Lymphknotenbefall sowie mehr Fernmetastasen. Ein hohes Level
an RAGE-Expression korrelierte ebenfalls mit der Hohe des PSA-Wertes (Zhao et al. 2014). Eine
Co-Expression von RAGE und HMGBI fiihrte bei anderen Tumorentitdten wie dem kolorektalen
Karzinom (Kuniyasu et al. 2003), dem Glioblastom (Bassi et al. 2008) und dem Magenkarzinom
(Kuniyasu et al. 2002) zu einer starkeren Proliferation sowie Metastasierung der Tumorzellen.
RAGE kann durch das Hervorrufen von chronischen Inflammationsprozessen die Entartung von
Zellen anregen. Untersuchungen konnten zeigen, dass Mause mit RAGE-Knockout resistent
gegeniber den dermal applizierten Karzinogenen DMBA sowie TPA waren und es im Vergleich
zum RAGE-Wildtyp zu keiner chronischen Inflammation und zu keiner Entwicklung eines
Karzinoms kam (Gebhardt et al. 2008). Weiterhin konnte bei humanen Magenkarzinomzellen
durch RAGE-Blockade eine Verringerung der Proliferation und Invasion sowie eine erhohte
Apoptoserate im Vergleich zu den RAGE-positiven Kontrollen festgestellt werden (Xu et al.
2013).

Die Untersuchungen zur Migration haben gezeigt, dass es durch Glykierung der
Neuroblastomzellen zu einer gesteigerten Migration und somit zu einer Steigerung der
Malignitat gekommen ist. Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass hohe Glukosespiegel neben
degenerativen Prozessen auch bei malignen Prozessen eine Rolle spielen. Durch Glykierung von
Proteinen kommt es zur Bildung von AGEs sowie zur gesteigerten Expression von RAGE. Es
konnte gezeigt werden, dass die Stimulation von RAGE neben einer chronischen Inflammation
zur Steigerung der Proliferation, Invasion sowie Migration beitragen kann und dass die Blockade

von RAGE eine therapeutische Option sein konnte.
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6 Zusammenfassung

Ziel der Arbeit war es, den Einfluss von Glykierung auf das Verhalten von Neuroblastomzellen zu
untersuchen. Glykierung fuhrt zur Bildung von AGEs, welche posttranslationale Modifikationen
von Proteinen durch reduzierende Monosaccharide darstellen. AGEs spielen in vielen
degenerativen sowie chronisch-entziindlichen Erkrankungen eine wichtige Rolle. AGEs kénnen
an verschiedene Rezeptoren binden. Ein Hauptvertreter dieser Rezeptoren ist RAGE, welcher als
Mitglied der Immunglobulin-Superfamilie in diversen Entziindungsprozessen involviert ist. Der
Zusammenhang von Glykierung und Tumorprogression sollte hier genauer untersucht werden.
Im ersten Schritt erfolgte die Uberpriifung der Zellviabilitdt nach Glykierung der verwendeten
Neuroblastomzellen des Typs Kelly. In den vorliegenden Untersuchungen zeigte sich keine
Verringerung der Viabilitat nach Glykierung der untersuchten Zellen.

Im nichsten Schritt erfolgte die Uberpriifung der Signale von RAGE und CML nach 4-stiindiger
Behandlung mit 1 mM MGO via Durchflusszytometrie. Hier konnte fiir glykierte Zellen ein
deutliches und spezifisches Signal sowohl fir RAGE als auch fiir CML registriert werden. Um nach
Behandlung der Zellen mit MGO eine Veranderung der Bildung von CML bzw. Expression von
RAGE zu quantifizieren, erfolgte der Western Blot von unbehandelten und glykierten Zellen.
Dieser zeigte eine Zunahme der Farbdichte von CML liber einen breiten Bandenbereich von 10-
50 kDa, da es hier durch Glykierung zu Quervernetzung und somit zu einem hdheren
Molekulargewicht kam. Fiir RAGE konnte ebenfalls eine deutliche Steigerung der Farbdichte fir
die Hauptbande des verwendeten Antikorpers bei 45 kDa festgestellt werden, was fiir eine
gesteigerte RAGE-Expression spricht.

Ein weiterer Schritt war die Untersuchung der Adhdsion der Neuroblastomzellen via
impedanzbasierter Echtzeitanalyse. Daflir wurden drei verschiedene Substrate, namlich
Laminin, Kollagen IV und Fibronektin ausgewahlt. Diese stellen reprasentative Bestandteile der
Basalmembran dar. Es erfolgte die Gegeniiberstellung der Adhasion der Kelly-Zellen auf
unbehandeltem und glykiertem Substrat nach 4-stiindiger Behandlung mit 1 mM MGO. Als
Ergebnis zeigte sich eine deutlich reduzierte Adhasion auf glykiertem Laminin, wohingegen MGO
keinen Einfluss auf die Adhéasion von Kollagen IV und Fibronektin hatte.

AbschlieBend erfolgten die Untersuchungen zur Migration via impedanzbasierter
Echtzeitanalyse. Hier konnte gezeigt werden, dass unbehandelte Zellen Richtung eines

chemischen Attraktanz vermehrt migrieren. Der Vergleich der Migration von unbehandelten
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Zellen mit glykierten Zellen nach Behandlung mit 1 mM MGO (ber vier Stunden zeigte eine
deutliche Steigerung des Migrationsverhaltens um mehr als das 3-fache.
Die Ergebnisse stehen im Einklang mit anderen Untersuchungen und verdeutlichen die

negativen Effekte von Glykierung hinsichtlich Metastasierung von Tumoren.
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8 Thesen

MGO hat in der verwendeten Konzentration keinen Einfluss auf die Zellviabilitat.

Glykierte Neuroblastomzellen zeigen deutliche Signale fiir CML und RAGE im FACS.

Glykierung der Neuroblastomzellen flihrt zur AGE-Bildung.

Glykierung der Neuroblastomzellen fiihrt zur Steigerung der RAGE-Expression.

Glykierung von Laminin resultiert in einer Reduktion der Adhasion.

Glykierung von Neuroblastomzellen flihrt zu einer Steigerung der Migration.
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