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1 Einleitung

1.1 Charakteristika von Tumorzellen

1.1.1 Zellulare Veranderungen von Tumorzellen

1.1.1.1 Zellwachstum

Das Zellwachstum metazoischer Organismen wird bestimmt durch eine sensible Regulation
von Differenzierungsprozessen, Zellproliferation und programmiertem Zelltod (Apoptose).
Im ausgewachsenen Organismus stehen Bildung und Absterben von Zellen im Gleichgewicht.
Tumorzellen hingegen zeichnen sich durch ein unbegrenztes Wachstum aus, hervorgerufen
durch Stérungen oben genannter Regulationsmechanismen:

Differenzierung

Tumorzellen befinden sich, im Gegensatz zu den Zellen aus denen sie hervorgegangen sind,
oft in einem undifferenzierten Zustand und durchlaufen permanent den Zellzyklus. Bislang ist
wenig liber die Prozesse bekannt, die eine Differenzierung von Tumorzellen verhindern. Ein
moglicher Erkldrungsansatz ist, dass der Verlust der Zellzykluskontrolle zu einer Blockierung
von Differenzierungsprozessen fiihrt. Denkbar ist aber auch der umgekehrte Fall, dass
Tumorzellen erst aufgrund blockierter Differenzierung in den Zellzyklus eintreten. So konnte
beispielsweise gezeigt werden, dass bei der akuten myeloischen Leukdmie die Mutation eines
Transkriptionsfaktors fiir das Ausbleiben von Differenzierungsprozessen verantwortlich ist,
wodurch die Entstehung maligner Zellen gefordert wird (Tenen, 2003). Dariiber hinaus
scheint es tatsdchlich Schliisselmechanismen zu geben, mithilfe der entschieden wird, ob
Differenzierungs- oder Proliferationsprozesse eingeleitet werden (s. 1.1.2.1 c-myc).
Proliferation

Ursachen fiir die unkontrollierte Proliferation von Tumorzellen sind, neben dem Ausbleiben
von Differenzierungsprozessen, Abnormalititen mitogener Signalkaskaden (s. 1.1.2.2) und
ein Verlust der Zellzykluskontrolle. Die Progression einer Zelle durch die Phasen des
Zellzyklus (G(Gap)l, S(Synthese), G2 und M(Mitose)) wird durch ein kompliziertes
Zusammenspiel von Zyklinen, Zyklin-abhingigen Kinasen (CDK: cyclin dependent kinase)
und CDK-Inhibitoren reguliert. In Tumorzellen ist diese Regulation haufig durch einen oder
mehrere Defekte dieser Regulatorproteine gestort, was dazu filihrt, dass die Zellen

ununterbrochen den Zellzyklus durchlaufen (Dirks et al., 1997).
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Apoptose

Eine weitere Ursache fiir das Zellwachstum von Tumoren ist das Ausbleiben von
programmiertem Zelltod, der Apoptose. Die Apoptose dient unter anderem als
SchutzmafBnahme gegen abnormale, genetisch defekte, nicht funktionierende oder schédliche
Zellen (Jacobson et al., 1997). Da in einem Haupteil dieser Arbeit der Einfluss von Gal-3 auf
das apoptotische Absterben von Tumorzellen untersucht wurde, sollen die Signalwege der
Apoptose hier ausfiihrlicher dargestellt werden:

Initiatoren der Apoptose konnen intrinsischer oder extrinsischer Natur sein. Unabhéngig vom
Ursprung des auslosenden Signals folgt jedoch in der Regel die Aktivierung von spezifischen
Apoptose-Enzymen, den Kaspasen.

Kaspasen sind Cysteinproteasen, die ausschlieBlich hinter bestimmten Aspartat-Resten
spalten. Sie liegen in jeder Zelle als Zymogene (30 bis 50 kD) vor und bestehen aus drei
Doménen: einer N-terminalen, nur in Prokaspasen vorkommenden Prodoméne und zwei
weiteren Doménen, einer so gennanten gro3en und einer so genannten kleinen Untereinheit.
Bei Aktivierung werden die drei Doménen durch proteolytische Spaltung voneinander
getrennt und es kommt zur Assoziation der grofen und kleinen Untereinheit. Die so
entstehenden Heterodimere bilden das aktive Enzym. Die Prozessierungsbereiche zwischen
den Doménen repriasentieren Kaspase-Konsensussequenzen, eine Aktivierung von Kaspasen
erfolgt demnach autokatalytisch oder durch Enzyme mit dhnlicher Spezifitit (Thornberry und
Lazebnik, 1998).

Man unterscheidet zwei Gruppen von Kaspasen: Initiatorkaspasen (Kaspase-1, -2, -4, -5, -8, -
9, -10 und —14) und Effektorkaspasen (Kaspase-3, -6 und —7). Nach apoptotischen Stimuli
kommt es zur Aktivierung der Proenzyme wobei die Aktivierung der Initiatorkaspasen durch
Autoprozessierung erfolgt, die der Effektorkaspasen hingegen durch andere Enzyme,
einschlieBlich Initiatorkaspasen. Verlauf und Eigenschaften des apoptotischen Zelltods
werden maligeblich dadurch beeinflusst, welche der Initiator- und Effektorkaspasen aktiviert
werden und welche zelluldren Substrate nachfolgend gespalten werden (Adams, 2003). Dies
wiederum hingt vom jeweiligen Apoptose-Signalweg ab:

Rezeptorvermittelte Apoptose

Bei der rezeptorvermittelten Apoptose binden Liganden an sogenannte Todesrezeptoren der
TNF- (tumor necrosis factor) Familie, wie z.B. CD95 (auch Fas genannt) und TRAIL-R
(TNF-related apoptosis-inducing ligand-receptor). Die Bindung des Liganden auf der
extrazelluldren Seite dieser Transmembranproteine bewirkt intrazelluldir die Bindung des

Adapterproteins FADD (Fas-associated death domain protein). Der Komplex aus Ligand,
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Rezeptor und FADD wird auch DISC (death inducing signalling komplex) genannt. DISC
rekrutiert die Prokaspase-8 zum Rezeptor, wo sie durch Spaltung aktiviert wird. In
sogenannten Typ-I-Zellen reicht die Kaspase-8-Aktivitit aus, geniigend Kaspase-3 zu
aktivieren und so den Zelltod einzuleiten. In Typ-II-Zellen wird das Signal zusétzlich iiber
den mitochondrialen Weg verstirkt: Kaspase-8 spaltet das proapoptotische Protein Bid, was
dessen Translokation zum Mitochondrium bewirkt. Hier induziert Bid die Zytochrom-C-
Freisetzung, was wiederum zur Aktivierung von Kaspase-3 fiihrt. AnschlieBend werden
weitere Effektorkaspasen aktiviert, die ihrerseits zelluldre Substrate spalten und so zum Tod

der Zelle fithren (Igney und Krammer, 2002).

Procaspase-8

Caspase-8 l % %1 '
PRl

£ Caspase-3, -6, -7 20 ! i,
'-J‘f‘f;‘ ! (executioner caspases) 0 k {&_}\_ \

Abb. 1.1: Rezeptorvermittelte Apoptose

Bindung von Liganden an den Todesrezeptor (hier CD95/Fas) fiihrt zur
Bindung von FADD, Rekrutierung und Aktivierung von Prokaspase-8.
Kaspase-8 aktiviert die Effektorkaspasen 3, 6 und 7, die zelluldre
Substrate proteolytisch spalten und so die Apoptose einleiten. Kaspase-
8 kann zusitzlich die Aktivierung der Mitochondrien durch Bid férdern.
FLIPs (FLICE inhibitory proteins) konnen durch Bindung an DISC
(death inducing signalling komplex) die Kaspase-8-Aktivierung
verhindern, IAPs (inhibitors of apoptosis proteins) konnen Kaspasen
inhibieren (nach Igney und Krammer, 2002).

Mitochondrialer Signalweg

Chemotherapie, Bestrahlung oder andere Stimuli konnen die Mitochondrien-vermittelte
Apoptose einleiten. Proapoptotische Mitglieder der Bcl-2-Familie (z.B. Bid, Bax, Bad, Bim)

aktivieren Mitochondrien und bewirken so die Freisetzung von Zytochrom C. Zytochrom C
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bindet an APAF1 (apoptosome activating factor 1), der so entstehende Komplex wird auch
Apoptosom genannt. Das Apoptosom rekrutiert und aktiviert die Prokaspase-9, die ihrerseits
wiederum Effektorkaspasen aktiviert (Igney und Krammer, 2002).

Abb. 1.2: Mitochondrienver-
mittelte Apoptose

.,-,’- Proapoptotische Mitglieder der
‘| Bcl2-Familie (Bad, Bid, Bax,
| Bim) aktivieren Mitochondrien.

Survival signal

gBAKB'Mj Freigesetztes Zytochrom-C bildet

“1““ \‘ l e mit APAF1 das Apoptosom und
iy = N |BCLX aktiviert Kaspase-9. Kaspase-9
{AKT) —— {BAD] ——-%, 4 aktiviert Kaspase-3, -6 und-7, die
Q) Apoptosome: «— ' _ zelluldre Substrate proteolytisch
D Sﬁ,igl‘pggég et spalten und so die Apoptose
einleiten. Mitochondrien-vermit-

—— 1 telte  Apoptose kann  durch
5@ Caspese-9 antiapoptotische Proteine der Bcl-

| 2-Familie (Bcl-2, Bcl-X;) inhi-

o O ¢ Caspase-3, 6.7 biert werden. Auch durch Akti-
() (executioner caspases) vierung der PI-3-K (Phosphatidyl-

inositol-3-Kinase) kann die Apop-
tose verhindert werden. PI-3-K
aktiviert Akt, Akt inhibiert
wiederum proapoptotisches Bad
(nach Igney und Krammer, 2002).

Tumorzellen konnen aufgrund verschiedener molekularer Defekte resistent gegeniiber
apoptotischer Stimuli werden. Auf der einen Seite kann es zu einer Uberexpression
antiapoptotischer Proteine, wie z.B. IAPs (inhibitors of apoptosis proteins), Bcl-2 oder FLIP
(s. Abb.1.1 und 1.2) kommen, andererseits zu einer Repression proapoptotischer Proteine, wie

Bax, APAF oder CD95 (s. Abb.1.1 und 1.2).

1.1.1.2 Zellmotilitit

Zu den zentralen Merkmalen maligner Tumore zdhlen ein infiltrierendes Zellwachstum und
die Ausbildung von Metastasen. Schon 1914 erkannte Theodor Boveri die Bedeutung eines
verdnderten Adhésionsverhaltens von Tumorzellen fiir die Malignitit eines Tumors. Die
Beobachtung, dass einzelne Tumorzellen primidre Tumore verlassen und in andere Gewebe
metastasieren und die verdnderte Interaktion von Tumorzellen mit Proteinen der
extrazellularen Matrix (ECM) fiihrten ihn zu der Annahme, dass Tumorprogression mit einer
Verdnderung der Zell-Zell- und Zell-Matrix-Adhésion einhergeht. Tatsdchlich findet man in
Tumorzellen molekulare Verdnderungen, die ihr Migrationsverhalten beeinflussen, so z.B. (i)
verdnderte  Expression von  Matrixmetalloproteinasen (MMP), (ii)  verdnderte

Integrinexpression und/oder (iii) verdnderte Signaltransduktion.
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(1) Migrierende Tumorzellen miissen eine Vielzahl physikalischer Barrieren iiberwinden, wie
z.B. Basallamminae von Geweben und Blutgefdflen. Hierzu sezernieren sie Proteasen, meist
MMPs, die Bestandteile der extrazelluliren Matrix (ECM) proteolytisch abbauen und so die
Invasion der Tumorzellen ermoglichen (Geho et al., 2005).

(i1) Integrine sind integrale Membranproteine, die Proteine der ECM binden, wodurch im
inneren der Zelle Signale ausgelost werden, die unter anderem zu einer Reorganisation des
Zytoskeletts flihren und somit migratorische Prozesse regulieren. Invasive Tumorzellen
weisen nicht nur ein verdndertes Integrinexpressionsmuster auf, die einzelnen Integrine haben
zudem eine verdnderte Affinitdt zu ECM-Substraten (Hood und Cheresh, 2002).

(i11)) Wie in Kapitel 1.1.2.2 noch ausfiihrlich dargestellt wird, liegen in Tumorzellen hdufig
Abnormalititen bei der Signaltransduktion vor. Einige solcher Signalkaskaden beeinflussen
auch Proteine, die an Migrationsprozessen beteiligt sind. So kann z.B. die aktivierte MAPK
(mitogen activated protein) ERK (extracellular signal regulated kinase) (s. 1.2) die MLCK
(myosin light chain kinase) aktivieren, die ihrerseits iiber Myosinphosphorylierung das

Migrationspotential von Tumorzellen zu steigern scheint (Tohtong et al., 2003).

1.1.2 Molekulare Veranderungen von Tumorzellen

1.1.2.1 Proteinexpression

Die Entstehung von Tumoren ist durch eine Akkumulation von genetischen Verdnderung
gekennzeichnet, wodurch es zu einer Modifikation des Proteinrepertoirs einer Zelle kommt.

Die Ursachen, die zu einer Verdanderung der genetischen Information einer Zelle fiihren, sind
unterschiedlich. So stellt man bei hereditiren Erkrankungen eine vererbte Mutation in
bestimmten Genabschnitten fest, die die Entstehung von Neoplasien begiinstigt. Dariiber
hinaus koénnen durch Umwelteinfliisse hervorgerufene Mutationen ein unkontrolliertes
Zellwachstum hervorrufen, oder aber Gene werden durch Methylierung der DNA innerhalb
von Promotorregionen ,,stillgelegt®, wodurch z.B. wachstumshemmende Proteine nicht mehr
exprimiert werden (Hahn et al., 2002). Jedoch erst die Akkumulation vieler genetischer
Verdnderungen flihren beim Menschen zur Ausbildung eines karzinogenen Phénotyps
(Stevenson et al., 1986). Es zeichnet sich dabei ab, dass es ,,anfillige™ Schliisselproteine gibt,
bestimmte Proteine, die bei einer Vielzahl unterschiedlicher Krebserkrankungen mutiert sind
und die Etablierung maligner Tumore begiinstigen. Man spricht in diesem Zusammenhang
auch von Onkogenen und Tumorsupressorgenen. Bei den Onkogenen handelt es sich um
Gene, die fiir zellteilungsfordernde Proteine, bei den Tumorsupressorgenen um solche, die fiir

negative Regulatoren des Zellzyklus kodieren (Gibbs, 2003). Konsequenz der durch
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Mutationen hervorgerufenen konstitutiven Expression der einen, bzw. reprimierten
Expression der anderen ist demnach ein unkontrolliertes Zellwachstum. Die meisten
Onkogene und Tumorsupressorgene kodieren flir Proteine, die man entweder den (I)
Wachstumsfaktoren, (II) den Rezeptoren fiir Wachstumsfaktoren, (III) intrazelluldren
Signaliibertragern oder den (IV) nukledren Transkriptionsfaktoren bzw. Proteinen, die die
Transkription beeinflussen, zuordnen kann. Wihrend Onkogene der Gruppen I-1II in Kapitel
1.1.2.2 vorgestellt werden, soll hier auf einige, die Transkription beeinflussende Proteine,
nédher eingegangen werden:

Retinoblastoma-Protein (pRB)

Das Tumorsupressorgen pRB ist ein zentrales Regulatorprotein im Zellzyklus. In seiner
unphosphorylierten Form verhindert es den Ubergang der Zelle von der G1- in die S-Phase
des Zellzyklus, vermutlich durch Bindung an den Transkriptionsfaktor E2F, welcher die
Aktivierung verschiedener Zellzyklusgene bewirkt (Knudson, 1993). Es sind verschiedene
genetische und biochemische Verdnderungen bekannt, die die pRB-Funktion beeinflussen; so
wird das Protein (i) aufgrund von Mutationen nicht exprimiert, (ii) aufgrund von Mutationen
in anderen Genen  verstirkt abgebaut oder  (iii) durch  Stérung  der
Phosphorylierungsreaktionen funktionsunfahig. Man nimmt an, dass bei der Mehrzahl
menschlicher Krebserkrankungen die wachstumshemmende Wirkung von pRB gestort ist
(Hahn et al., 2002).

pS3

Das Tumorsupressorprotein p53 ist ein Schliisselprotein, welches im Falle molekularer oder
biochemischer Zellschidden einen Zellzyklusarrest bewirkt und, wenn es sich um irreperable
Schiden handelt, Apoptose einleiten kann. Das TP53-Gen ist bei der Hélfte aller bekannten
menschlichen Tumore mutiert, bislang sind 15000 Mutationen dieses Gens bekannt (Hahn et
al., 2002). Ist das TP53-Gen nicht direkt betroffen, findet man hiufig eine Uberexpression
von HDM2 (human double minute 2), einem p53-Antagonisten, oder wiederum eine Deletion
oder Supression des HDM2-Antagonisten pl 9ARF (Hahn et al., 2002).

c-myc

Das Onkogen c-myc codiert fiir einen Transkriptionsfaktor, welcher durch Bindung an den
Transkriptionsfaktor Max die Zellproliferation fordert. Max kann alternativ an
Transkriptionsfaktoren der Mad-Familie binden, wodurch die Differenzierung der Zelle
ausgelost wird. Bei Uberexpression von Myc wird das Gleichgewicht zugunsten des Myc-
Max-Komplexes verschoben, wodurch Diffferenzierungsprozesse unterbunden und die

Zellteilung gefordert wird (Hanahan und Weinberg, 2000).
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Neben klassischen Onkogenen und Tumorsupressorgenen gibt es viele weitere Proteine, die in
Tumorzellen, im Vergleich zu deren ,gesunden” Gegenstiicken, ein verdndertes
Expressionsniveau aufweisen. Eine Proteinklasse, die im Rahmen der Tumorgenese hiufig
Expressionsidnderungen unterliegt, ist die der Galectine. Galectine gehdren zur Familie der
tierischen Lektine, sie binden B-Galaktosidische Zucker und ihnen werden multiple
Funktionen zugesprochen. In Tumorzellen wird die Expression spezifischer Galectine haufig
nach oben reguliert oder es kommt zu deren de novo Expression. Es ist allerdings auch der
umgekehrte Fall, i.e. die Repression im Rahmen der Tumorentstehung bekannt. Oft korreliert
die Anderung der Galectinexpression mit der Aggressivitit eines Tumors und der Etablierung
eines metastasierenden Phéanotyps (Liu und Rabinovich, 2005). Ein in diesem Zusammenhang
gut untersuchtes Galectin ist Galectin-3 (Gal-3) und wird, da zentraler Bestandteil der

vorliegenden Arbeit, in einem gesonderten Kapitel ausfiihrlich beschrieben (s. 1.3).

1.1.2.2 Signalwege

In hoéheren Organismen werden zelluldre Prozesse wie Proliferation, Differenzierung,
Migration oder Apoptose iiber komplexe Netzwerke von Signaltransduktionswegen reguliert.
Ausgehend von Initiatormolekiilen, wie Hormonen oder Wachstumsfaktoren, werden iiber
spezifische Rezeptoren intrazelluldre Signalkaskaden ausgeldst, die unter anderem zur
Aktivierung einer selektiven Genexpression fithren und so das Zellverhalten kontrollieren.
Sind Schliisselproteine solcher Signalkaskaden defekt, kommt es zum Zusammenbruch der
normalen Wachstumskontrolle und zur Entstehung eines Tumors. Exemplarisch soll hier die
Storung von Signalwegen aufgrund (i) einer Disregulation der Expression von Rezeptoren
und/oder deren Liganden und (ii) von Mutationen im Ras-Gen dargestellt werden.

(i) Rezeptoren/ Liganden:

Die Folgen einer Disregulation von Rezeptoren und deren Liganden soll am Beispiel der
Rezeptortyrosinkinasen (RTK) erldutert werden. RTKSs, wie der NGF- (nerve growthfactor),
der PDGF- (platelet-derived growth factor), der EGF- (epidermal growthfactor) und der IGF-
I- (insulin like growth factor I) Rezeptor sind integrale Membranproteine. Sie kdnnen auf der
extrazelluldren Seite Wachstumsfaktoren binden, wodurch es zu einer Dimerisierung der
Rezeptoren und daraus resultierend zu einer Aktivierung der Tyrosinkinase der intrazelluldren
Domine kommt. Die Tyrosinkinase phosphoryliert den Rezeptor an spezifischen
Tyrosinresten, die als Anheftungsstellen flir bestimmte Effektormolekiile dienen, oder aber
auch fiir Adaptermolekiile, die ihrerseits das Signal weiterleiten. Auf diese Weise wird ein
Repertoir verschiedener, das Zellwachstum kontollierender Kinasen aktiviert (Zwick et al.,

2001). Bei vielen Tumoren konnten Mutationen unterschiedlicher RTK-Gene festgestellt
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werden, was in Konsequenz zur konstitutiven, ligandenunabhingigen Aktivierung der
Rezeptoren fiithrt (Robertson et al., 2000; Ulrich et al., 1984). Ein weiterer Mechanismus ist
die autokrine Aktivierung der Rezeptoren: Rezeptorliganden werden von der Tumorzelle
selbst exprimiert und sezerniert, so gezeigt fiir den EGF- und den IGF-I-Rezeptor (Derynck et
al., 1987; Kaleko et al., 1990). Resultat beider Abnormalititen ist eine konstitutive
Aktivierung mitogener Signalkaskaden.

(ii) Ras-Proteine

Ras-Proteine sind Schliisselproteine der rezeptorvermittelten Signaltransduktion. Sie werden
posttranslational farnesyliert, wodurch sie mit der Zellmembran assoziieren. Mitglieder der
Ras-Superfamilie repriasentieren GTP-asen, Molekiile, die das Nukleotid Guanosintriphosphat
zu Guanosindiphosphat hydrolysieren. Ras-Proteine sind nur im GTP-gebundenen Zustand
aktiv und leiten keine Signale weiter, wenn GDP gebunden ist. Die Intensitét eines Reizes
hiangt demnach von der Geschwindigkeit ab, mit der GTP hydrolisiert wird. Da Ras nur iiber
eine sehr langsame GTPase-Aktivitit verfiigt und auBlerdem der Ras-GDP-Komplex sehr
stabil ist, bedarf es weiterer regulatorischer Proteine, um eine effiziente Signaliibertragung zu
gewdhrleisten: GTPase-aktivierende  Proteine (GAPs) und Guanin-Nukleotid-
Austauschproteine (GEFs). GAPs regulieren die Intensitit der Signaliibertragung negativ,
indem sie GTP hydrolysieren und so die Zeitdauer der Aktivitidt und die Anzahl der aktiven
Ras-Proteine vermindern. GEFs katalysieren den Austausch von Ras-gebundenem GDP
gegen GTP, sind also Aktivatoren von Ras. Ein Beispiel fiir ein GEF ist das sogenannte
mSos-Protein (Sos: son of sevenless), so benannt aufgrund seiner Homologien zum Sos-
Austauschfaktor von Drosophila (Downward, 2003).

Nach Aktivierung von RTKs, wie z.B. dem EGF-Rezeptor, bindet das Adapterprotein GRB2
mit seiner SH2-Domine an den autophosphorylierten Rezeptor. Mittels seiner SH3-Doméne
rekrutiert es den GEF mSOS zur Zellmembran, wodurch dessen Reaktion mit Ras, i.e. der
Austausch von Ras-gebundenem GDP mit GTP, ermdglicht wird (Downward, 2003).

So aktivierte Ras-Proteine haben viele mogliche Effektoren, die ihrerseits wieder
unterschiedliche Signalkaskaden auslosen konnen. FEiner dieser Signalwege ist der
zellteilungsfordernde Ras/MAPK-Signalweg, der in Kapitel 1.2 ausfiihrlich beschrieben wird.
Ein weiteres Effektorprotein von Ras ist die PI-3-K. Durch Ras aktivierte PI-3-K katalysiert
durch Phosphorylierung von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PtdIns(4,5)P2) die
Bildung des Second-Messengers Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PtdIns(3,4,5)P3).
PtdIns(3,4,5P3  wiederum aktiviert eine groBe Zahl weiterer Proteine, so z.B. das

antiapoptotisch wirksame Protein Akt (s. 1.1.1.1) (Downward, 2003). Seine regulatorische
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Funktion im Rahmen von Proliferations- und Apoptoseprozessen macht Ras zu einem Protein
mit hohem Transformationspotential. Tatsdchlich findet man in ca. 20% aller menschlicher
Tumore Mutationen im Ras-Gen, die sich alle im Verlust der GTPase-Aktivitit des Ras-
Proteins manifestieren und so die Akkumulation von konstitutiv aktivem Ras bewirken

(Downward, 2003).

1.1.3 Charakteristika neuraler Tumore

Die meisten neuralen Tumore beim Erwachsenen sind glialen Ursprungs, das heif3t sie gehen
hervor aus den glialen Zellen des peripheren und des Zentralnervensystems (PNS, ZNS) und
werden dementsprechend unter dem Begriff ,,Gliome* zusammengefasst. Tumore des PNS
sind iberwiegend Neurofibrome und Schwannome, die des ZNS Astrozytome,
Oligodendrogliome oder Oligoastrozytome. Gliome werden anhand histopathologischer
Merkmale in WHO (world health organisation) Grad I-IV eingeteilt. Das WHO-Grad V-
Astrozytom - auch Glioblastom Multiform (GBM) genannt - ist einer der bdsartigsten
menschlichen Tumore mit einer mittleren Uberlebensrate von weniger als einem Jahr. Die
Charakteristika von Astrozytomen sollen im Kontext dieser Arbeit ndher erldautert werden:
Astrozytome haben die Eigenschaft, das Gehirn zu infiltrieren und sind &uflerst resistent
gegeniiber Bestrahlung und Chemotherapie. Man unterscheidet zwei Formen von
Glioblastomen, das priméire, spontan auftretende Glioblastom und das sekundére, sich iiber
einen Zeitraum von 5-10 Jahren aus einem niedriggradigen Astrozytom entwickelnde
Glioblastom. Beiden gemeinsam ist eine zu 60% auftretende Mutation des TP53-Gens (Zhu
und Parada, 2002).

Im Gegensatz zu vielen anderen Tumoren findet man bei Astrozytomen keine Mutationen im
Ras-Gen. Allerdings scheinen hier andere Mechanismen zu einer Verstirkung mitogener
Signalkaskaden zu fiihren. So findet man bei allen Klassen von Astrozytomen eine
Hochregulierung des PDGF-Rezeptors und seines Liganden, was fiir eine permanente,
autokrine Aktivierung spricht (Guha et al., 1995; Hermanson et al., 1992).

Des Weiteren findet man in Astrozytomen meist eine Funktionsstérung des pRB: in liber 50%
der Tumore erfolgt aufgrund verschiedener Defekte eine verstirkte Phosphorylierung des RB-
Proteins, wodurch das Fortschreiten des Zellzyklus gefordert wird. Zu 14-33% beobachtet
man einen totalen Verlust von pRB. Insgesamt weisen iiber 80% der Glioblastome eine
Mutation in einem der pRB-kontrollierenden Gene auf (Zhu und Parada, 2002).

Zusitzlich zu den aufgefiihrten Verdnderungen, die alle GBMs betreffen, findet man fast
exklusiv flir primdre GBMs eine Hochregulation von EGF und EGF-Rezeptor (40% der
untersuchten Fille) und einen Verlust des PTEN-Gens (30% der untersuchten Félle) (Zhu und
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Parada, 2002). Das PTEN-Gen kodiert fiir eine Protein-/Lipidphosphatase und scheint ein
Tumorsupressorgen zu sein, wobei der genaue Wirkmechanismus allerdings noch nicht
geklart ist.

Dariiber hinaus findet man in Glioblastomen eine konstitutive Aktivierung der extrazelluldr
regulierten Kinasen ERK1/2 und eine Neo-Expression von Gal-3. Auf diese Eigenschaften

wird in den Kapitel 1.2 und 1.3 ndher eingegangen.

1.2 ERK1/2 bzw. der Ras/MAPK-Signalweg

1.2.1 Der Ras/MAPK-Signalweg

Wie schon unter 1.1.2.2 beschrieben, kommt es bei Bindung von Liganden an RTKs zur
Dimerisierung und Autophosphorylierung der Rezeptoren, Bindung von GRB2-mSOS-

Komplex und Aktivierung von Ras durch Nukleotidaustausch.
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Abb. 1.3: Der Rass/MAPK-Weg

Durch Bindung des Grb2-mSos-Komplexes an dimerisierte und
autophosphorylierte Rezeptortyrosinkinasen wird der Nukleotidaustausch
am Ras-Protein ermdglicht. So aktiviertes Ras aktiviert die Kinase Raf.
Diese aktiviert die MAPKK MEK, welche ihrerseits die MAPK ERK1/2
aktiviert. Aktiviertes ERK1/2 kann in den Zellkern translozieren.
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Eine Proteinkinase, die durch Ras aktiviert wird, ist die Serin/Threonin-spezifische MAPKKK
der Raf-Familie. Raf-Kinasen haben ihrerseits wieder viele Substrate. Ein
Signaltransduktionsweg, der von NGF-, PDGF- und EGF-Rezeptoren ausgeht und iiber Ras-
und Raf-Aktivierung verlduft, resultiert in einer Stimulierung der MAPK ERK1 und ERK2. In
diesem Fall aktiviert die MAPKKK der Raf-Familie durch Phosphorylierung an zwei Serin-
Resten die MAPKK MEK1/2, welche schlussendlich durch Phosphorylierung an Tyrosin- und
Threoninresten die MAPK ERK1/2 aktiviert (Roux und Blenis, 2004). Zwar gibt es einige
Differenzen in der Substratspezifitit von ERK1 und ERK2, jedoch nimmt man an, dass sie
funktionell redundant sind. Diese These wird auch durch die hohe Homologie in der

Aminoséduresequenz dieser beiden Kinasen (83%) (Roux und Blenis, 2004) verstarkt.

1.2.2 Molekulare und zellulare Effekte der ERK1/2-Aktivierung

Aktiviertes ERK1/2 kann durch Phosphorylierung von Serin- und Threoninresten eine
Vielzahl von Substraten in allen Zellkompartimenten aktivieren. Unter den ERKI1/2-
Substraten findet man Membranproteine (CD120a, Syk, Calnexin), Kernproteine (z.B. Elk-1,
c-Fos, c-Myc, p53), Proteine des Zytoskeletts (Neurofilamente, Paxillin) und diverse MAPK-
aktivierte Proteinkinasen (MKs) (Roux und Blenis, 2004). Dementsprechend beeinflusst
aktiviertes ERK1/2 so vielfaltige zelluldre Prozesse wie (i) Differenzierung, (ii) Proliferation,
(ii1) Apoptose und (iv) Zellmotilitét.

(1) An verschiedenen Zellsystemen konnte gezeigt werden, dass Differenzierungsprozesse mit
einer ERKI1/2-Aktivierung einhergehen: In PCI12-Zellen ist das NGF-induzierte
Neuritenauswachsen ERK1/2-abhéngig (Kuklinski et al., 2003). Das gleiche gilt fiir die
Erythropoetin-induzierte Differenzierung von neuronalen Stammzellen in Astrozyten (Lee et
al., 2004).

(1) Ihren Namen, i.e. Mitogen-aktivierte Proteinkinasen verdanken die Kinasen des
Ras/MAPK-Signalwegs der Beobachtung, dass eine Stimulation von Zellen mit
proliferationsfordernden Substanzen meist mit ihrer Aktivierung einhergeht. Es gibt
Hinweise, dass ERK1/2 in verschiedenen Phasen des Zellzyklus aktiviert wird (Tamemoto et
al., 1992) und mdoglicherweise den Ubergang der Zelle von der GO-/G1- in die S-Phase
fordert. Ein molekularer Erklérungsansatz ist die Aktivierung der Kinasen RSK1 und 2 durch
ERK1/2. RSK1/2 wiederum inhibiert durch Phosphorylierung den CDK- (cyclin-dependend
kinase) inhibitor p27kip1.

(iii) Neben der Proliferation scheint ERK1/2 auch das Uberleben von Zellen zu fordern. Der
ERK-Effektor RSK2 phosphoryliert, i.e. inaktiviert das proapoptotische Protein Bad und

schiitzt so kortikale Neurone vor dem Zelltod (Bonni et al., 1999). Zwei weitere Studien
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lassen vermuten, dass ERK1/2 iiber die Aktivierung von NF-k-B antiapoptotische Signale
aktiviert (Ghoda et al., 1997; Schouten et al., 1997).

(iv) Evidenzen fiir eine Beteiligung von ERK1/2 an Migrationsprozessen gibt es viele. So
konnten z.B. Matsubayashi und Mitarbeiter (2004) zeigen, dass fiir die Epithelzellmigration
wiéhrend des Wundheilungsprozesses die Aktivierung von ERK1/2 erforderlich ist. Auch fiir
viele Tumorzellen (Mammakarzinom-, Pankreaskarzinom-, Fibrosarkomzellen) wurde eine
migrationsfordernde Wirkung von ERK1/2 gezeigt (Klemke et al., 1997; Krueger et al., 2001;
Webb et al., 2000).

Ein so breites Wirkungsspektrum der MAPK ERK1/2 wirft die Frage auf, wie die Signale in
die eine oder andere Richtung moduliert werden. Einen ersten Hinweis hierauf lieferten Qui
und Mitarbeiter (1992), die zeigen konnten, dass die Dauer der ERK-Aktivierung
ausschlaggebend dafiir ist, ob PC12-Zellen proliferieren oder differenzieren. Diesbeziiglich

besteht jedoch noch Kldrungsbedarf.

1.2.3 Konstitutiv aktiviertes ERK1/2 in Tumorzellen

In einer Vielzahl menschlicher Tumore, so z.B. in Kolon-, Lungen-, Nieren-, und
Pankreastumoren, wurde die Prdsenz von konstitutiv aktiviertem ERKI1/2 nachgewiesen.
(Hoshino et al., 1999). Meist erfolgt die Aktivierung der ERK-Kinasen durch MEK1/2,
jedoch sind auch Fille bekannt, wo es zu einer MEK-unabhingigen ERK-Phosphorylierung
kommt (Barry et al., 2001). Zwar konnte aktiviertes ERK1/2 auch in Gewebeproben glialer
Tumore nachgewiesen werden (Bhaskara et al., 2005; Marwin et al., 2003; Mandell et al.,
1998), jedoch fehlen detaillierte Untersuchungen zur ERK1/2-Aktivierung und -Regulation in
Gliomzellen. Erste Hinweise fiir eine konstitutive ERK-Aktivierung in Gliomzellen lieferten
eigene Untersuchungen an U87MG- und A172-Glioblastomzellen, die unter normalen
Kulturbedingungen ein hohes Expressionsniveau an phosphoryliertem ERK1/2 aufweisen
(Mocigemba, 2001). Ob diese beiden Zelllinien repréisentativ fiir Gliomzellen sind und

welche Mechanismen hier zu einer ERK1/2-Aktivierung fiihren, bleibt noch zu kliren.
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1.3 Galectin-3

Galectin-3 (Gal-3) gehort zur Familie der Galectine, einer Gruppe von Proteinen, die f-
Galaktosidische Zucker erkennen, was durch eine evolutiondr hoch Kkonservierte
Kohlenhydratbindungsdoméne (CRD; ,.carbohydrate recognition domain®) vermittelt wird,
die aus etwa 130 Aminoséduren besteht (Barondes et al., 1984).

Man unterscheidet drei Typen von Galectinen: Prototyp-Galectine, Tandemtyp-Galectine und
Chimaérentyp-Galectine.

Prototyp-Galectine bestehen nur aus einer einzelnen CRD, haben ein Molekulargewicht (MG)
von etwa 15 kD und liegen unter physiologischen Bedingungen entweder als Monomere oder
als nicht-kovalent verbundene Homodimere vor.

Tandemtyp-Galectine bestehen aus zwei CRDs, die kovalent miteinander verkniipft sind. Thr
MG ist ungefihr doppelt so gro3 wie das von Prototyp-Galectinen.

Chimirentyp-Galectine bestehen aus zwei verschiedenen Doménen, der C-terminalen CRD
und einer N-terminalen Domaéne, die reich an Prolin-, Glycin- und Tyrosinresten ist (Kasai
und Hirabayashi; 1996, Rabinovich 1999).

Von den 13 bislang im Menschen identifizierten Galectinen (Leffler et al., 2004) ist Gal-3 das

einzige Chimarentyp-Galectin.

1.3.1 Protein-/ Genstruktur:

Gal-3 besteht aus einer C-terminalen, 135 Aminosduren umfassenden CRD, einer kurzen N-
terminalen Doméne, bestehend aus 20 Aminosdureresten und einer verbindenden Doméne,
die wiederkehrende, jeweils aus neun Aminoséduren bestehende Sequenzen aufweist, die reich
an Prolin, Glycin und Tyrosin sind. Die Anzahl dieser Sequenzen variiert von Spezies zu
Spezies und so findet man Gal-3 mit MG von 26,2 kD beim Mensch bis zu 30,3 kD beim
Hund (Barondes et al., 1994; Hughes, 1997). Die N-terminale Doméne enthilt verschiedene
Phosphorylierungsstellen (Ser’, Ser'?) (Huflejt et al., 1993; Mazurek et al., 2000). Ein
NWGR-Motiv (Asn-Trp-Gly-Arg) (s. 1.3.3) ist im humanen Gal-3 an Position 180-184
innerhalb der CRD lokalisiert.

Das Gal-3-Gen besteht aus 6 Exons und 5 Introns. Exon I enthélt den grossten Teil der 5'-
UTR (untranslated region), Exon II enthdlt den verbleibenden Teil der 5'-UTR, den
Translationsstart sowie die kodierende Sequenz fiir die ersten 6 Aminosduren des Proteins.
Die repititive N-terminale Doméne wird von Exon III kodiert, Exon IV, V und VI kodieren

fiir die CRD (Hughes, 1994; Hughes et al., 1997).
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1.3.2 Subzelluldres Expressionsmuster

Gal-3 zeigt wie alle Galectine die typischen Charakteristika eines zytosolischen Proteins. Es
wird an freien Ribosomen synthetisiert und weist weder Transmembransequenzen, noch
Signalsequenzen fiir einen Transfer in das endoplasmatische Retikulum (ER) auf. Dennoch
findet man Gal-3 auch extrazelluldr, was darauf hinweist, dass Gal-3 mittels Ektozytose —
einem kiirzlich entdeckten, noch nicht vollig verstandenen Sekretionsweg — freigesetzt wird.
Immunzytochemische Untersuchungen haben ergeben, dass Gal-3 vor der Sekretion auf der
zytosolischen Seite der Membran akkumuliert. Der néchste Schritt scheint eine Art
umgekehrte  Pinozytose zu sein, wobei die akkumulierten Proteine  durch
Membranausstiilpungen umschlossen und extrazelluldr als Vesikel abgeschniirt werden.
Vermutlich ist die N-terminale Doméne des Gal-3-Molekiils essentiell fiir diesen Prozess: bei
transfizierten Cos-Zellen, die nur die CRD von Gal-3 exprimieren, akkumuliert das Protein
zwar an der Zellmembran, wird jedoch nicht sekretiert, wihrend andere zytosolische Proteine,
die mit der N-terminalen Domine von Gal-3 fusioniert wurden, gut externalisiert werden.
Noch nicht geklart ist, ob die Freisetzung von Gal-3 aus den extrazelluldiren Membranvesikeln
spontan erfolgt, oder ob hieran zusitzliche Molekiile beteiligt sind (Hughes, 1997; Nickel,
2003). Intrazelluldr findet man Gal-3 sowohl im Zytoplasma als auch im Kern (Colnot et al.,
1999; Craig et al., 1995; Kukliniski et al., 2000; Moutsatsos et al., 1986) und in
Mitochondrienmembranen (Yu et al., 2002). Darliber hinaus scheint es im Kontext von
Zellstatusverdnderungen zu einer Translokation von Gal-3 zwischen den einzelnen
Kompartimenten zu kommen (Agrwal et al., 1989; Yu, et al. 2002). Die Mechanismen, die zu
solch einer Translokation fiihren, sind ungeklirt. Eine Beteiligung von N- und C-Terminus
werden kontrovers diskutiert (Gaudin et al., 2000; Gong et al. 1999). Moglicherweise sind
auch andere, mit Gal-3 interagierende Proteine an dessen ,,Shuttling” beteiligt (Yu, et al.,

2002).

1.3.3 Zelltypspezifische Expression und Expressionsregulation

Gal-3 wird in vielen Organen und Geweben, wie in Darm, Herz, Leber, Lunge, Milz, Muskel
und Niere (Barondes et al., 1994; Kasai und Hirabayashi, 1996) von verschiedenen Zelltypen
exprimiert. So findet man Gal-3 in aktivierten Makrophagen, Basophilen, Mastzellen,
Osteoblasten, sowie auch in verschiedenen Epithelzellen (Chiariotti et al., 1999; Stock et al.,
2003). Uber die Regulationsmechanismen der Gal-3-Expression ist noch nicht viel bekannt.
In  neueren  Studien konnten einige  Signaltransduktionsmechanismen  bzw.

Transkriptionsfaktoren identifiziert werden, die an der Regulation der Gal-3-Expression
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beteiligt sind: (i) In verschiedenen Zelltypen flihrt eine Stimulation mit Zytokinen zur Gal-3-
Expression (Joo et al., 2001). Zytokine binden an Transmembranrezeptoren und aktivieren so
Signalkaskaden im Zellinneren. (ii) In PC12-Zellen und Makrophagen ist der Ras/MAPK-
Signaltransduktionsweg (s.0.) an der Gal-3-Regulation beteiligt (Kim, et al., 2003; Kuklinski
et al., 2003). (ii1) In Osteoblasten und in Gliomzelllinien wird die Gal-3-Genaktivitét tiber den
Transkriptionsfaktor Runx reguliert (Stock, et al., 2003; Vladimirova et al., zur
Veroffentlichung eingereicht), (iv) es gibt Evidenzen fiir eine Beteiligung des
Transkriptionsfaktors NF-k-B an der Gal-3-Regulation (Dumic et al., 2000; Liu et al., 2004).
Allerdings zeichnet sich ab, dass es keine allgemeingiiltigen Regulationsmechanismen gibt,
sondern dass vielmehr eine =zelltyp- und zellstatusspezifische Regulation der Gal-3-
Expression erfolgt. So wird z.B. in Gliomzelllinien Gal-3 nicht {iber den Ras’sMAPK-Weg
reguliert (Mocigemba et al., 2001).

In verschiedenen Zelltypen wurde eine Anderung des Gal-3-Expressionsniveaus im
Zusammenhang mit Zellstatusverdnderungen beobachtet. So gibt es Evidenzen fiir eine
Expressionsinderung dieses Proteins in Abhingigkeit von Anderungen des

(i) Proliferationsstatus:

3T3-Fibroblasten, die bei Serumentzug einem Proliferationsstopp unterliegen, weisen kein,
bzw. nur geringe Mengen an Gal-3 auf. Nach Zellzyklusaktivierung durch Serumstimulation
wird die Gal-3-Expression induziert (Agrwal et al., 1989);

(ii) Aktivierungsstatus:

Ruhende Mikroglia exprimieren kein Gal-3, aktivierte Mikroglia weisen ein hohes Gal-3-
Niveau auf (Pesheva et al., 1998);

(iii) Differenzierungsstatus:

Stimuliert man PCI12-Zellen mit NGF, was deren neuronale Differenzierung bewirkt, so
kommt es zu einer Hochregulation der Gal-3-Expression (Kuklinski et al., 2003).

Dartiber hinaus gehen viele Neoplasien einher mit einer verdnderten Gal-3-Expression:
Analysen von Tumorzelllinien ergaben erhdhte Gal-3-Level in Koloncarcinom-, Melanom-
oder Sarkom-Zellen im Vergleich zu ,normalen* Kontrollzelllinien. Untersuchungen von
Tumorgewebe ergaben erhohte Expressionsraten in Kolon-, Magen- und Schilddriisen-
Karzinomen. Erniedrigte Gal-3-Konzentrationen wurden z.B. flir bestimmte Tumoren von
Ovarien, Prostata und Uterus nachgewiesen. Differenzierte Gal-3-Expressionsmuster findet
man bei verschiedenen Formen des Lungenkrebses; so wird in Zellen und Gewebe von nicht-

kleinzelligem Bronchialkarzinom Gal-3 exprimiert. Im Gegensatz dazu wurde in Proben der



1 Einleitung 16

aggressiveren Form, dem kleinzelligen Bronchialkarzinom, kein Gal-3 gefunden (Califice et
al., 2004a).

Fiir die vorliegende Arbeit in besonderem Mafe von Interesse ist das Expressionsmuster in
Zellen und Tumoren des ZNS. Wihrend man in ,normalen Astrozyten und
Oligodendrozyten bislang kein Gal-3 nachweisen konnte, findet man erhohte Konzentrationen
dieses Lectins in vielen Tumoren astrozytiren oder oligondendrozytiren Ursprungs.
Besonders hohe Konzentrationen findet man in hochgradigen Gliomen und eine Korrelation
von Malignitdt und Gal-3-Expression wird diskutiert (Bresalier et al., 1997).
Ubereinstimmend hiermit findet man auch in iiber 90% etablierter Glioblastomzelllinien

konstitutiv exprimiertes Gal-3 (Kuklinski et al., 2000).

1.3.4 Biologische Funktionen von Gal-3

Gal-3 ist ein multifunktionelles Protein, das je nach Lokalisation und Bindungspartner
unterschiedliche, teilweise sogar kontroverse Funktionen besitzt.

Gal-3 kann sowohl im monomeren Zustand vorliegen, als auch nicht-kovalent verkniipfte
Multimere ausbilden. Vermutlich gibt es zwei unterschiedliche Arten von homophilen
Bindungen, zum einen kommen sie durch Interaktionen von N-Termini (Hsu et al., 1992;
Massa et al., 1993), zum anderen durch Interaktion von N-Terminus und CRD (Kuklinski
und Probstmeier, 1998) zustande. Wie bei allen Galectinen ist die CRD von Gal-3 spezifisch
fiir N-Acetyllaktosamine. Zwar erfolgt die Bindung hauptsédchlich iiber den Galaktoserest
solcher Molekiile, jedoch scheinen Wechselwirkungen mit anderen Molekiilabschnitten die
Affinitdt von Gal-3 zu beeinflussen. So zeigt Gal-3 eine hundertmal hohere Affinitit zum
Disaccharid Laktose (Galf1—4Glc) als zu Galaktose (Barondes et al., 1994) und gesteigerte
Affinitdt zu Zuckern, die bestimmte Modifikationen am nicht-reduzierenden Ende tragen
(Hughes, 1997). Liganden von Gal-3 sind z.B. die ECM-Proteine Laminin, Fibronektin und
Tenascin sowie die Membranproteine N-CAM und L1 (Probstmeier et al., 1995; Sato et al.,
1992). Wihrend die Bindung an diese extrazelluldren Liganden CRD-vermittelt ist, vertreten
einige Autoren die Ansicht, dass die meisten intrazelluldren Funtkionen von Gal-3 {iber
Protein-Protein-Wechselwirkungen vermittelt werden (Liu et al., 2002). Fiir wichtige
Funktionen wiére demnach nicht der Lektin-Charakter dieses Proteins ausschlaggebend.
Hierfiir stehen eindeutige Beweise jedoch noch aus.

Auf zelluldirem Niveau ist primdr zwischen (i) extra und (ii) intrazelluliren Funktionen zu
unterscheiden. (i) Extrazelluldres Gal-3 ist einerseits beteiligt an Zell-Zell- und Zell-Matrix-

Interaktionen  und weist andererseits Charakteristika eines Signalmolekiils auf, das
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molekulare Anderungen im Inneren der Zelle auslost. So bindet Gal-3 z.B. an IgE-Rezeptoren
von Basophilen, was unter anderem die Freisetzung von Serotonin zur Folge hat (Truong et
al., 1993; Zuberi, et al., 1994). Beispielhaft fiir seine teilweise sogar gegensitzlichen
Funktionen ist die proliferationsteigernde Wirkung von extrazellulirem Gal-3 auf
Fibroblasten einerseits (Inohara et al., 1998) und die Induktion apoptotischen Absterbens von
T-Zellen andererseits (Fukumori et al., 2003). (ii) Intrazelluldr ist Gal-3 beteiligt am Spleifien
unreifer mRNA, hat Einfluss auf die Regulation des Zellzyklus, der Zellproliferation und des
apoptotischen Zelltods und scheint dariiber hinaus in Differenzierungsprozessen involviert zu
sein.

Entstehung und Ausdehnung maligner Tumore ist bestimmt durch Entdifferenzierung,
verminderte Apoptosebereitschaft und unkontrolliertes Wachstum der entarteten Zellen. Fiir
die im vorangegangenen Kapitel vorgestellte Verdnderung der Gal-3-Expression im
Zusammenhang mit Neoplasien ist demnach moglicherweise die Beeinflussung dieser
Parameter durch Gal-3 von Bedeutung und soll im folgenden néher erldutert werden (zur
Veranschaulichung s. Abb. 1.4):

Gal-3 und Proliferation

Mehrere Arbeiten zeigen eine positive Korrelation der Gal-3-Expression und erhdhten
Proliferationsraten. So stimuliert Gal-3 die Proliferation von Fibroblasten (Agrwal et al.,
1989; Inohara et al., 1998), wihrend ein vermindertes Gal-3-Niveau in T-Lymphozyten mit
verminderten Proliferationsraten einhergeht, und sogar zu einem Proliferationsstopp fiihren
kann (Joo et al., 2001). Moglicherweise entfaltet Gal-3 seine proliferationsférdernden
Eigenschaften im Zellkern, denn proliferierende 3T3-Fibroblasten weisen verstirkt nukleédres
Gal-3 auf (Cowells et al., 1989; Harmann, et al. 1991; Hubert et al., 1995).

Gal-3 und Apoptose

Gal-3 gilt gemeinhin als antiapoptotisches Protein. Tatséchlich weisen verschiedene Zellen
(i.e. Mammakarzinomzellen, Immunzellen, Blasenkarzinomzellen) die mit Gal-3-cDNA
transfiziert wurden und dieses Protein konstitutiv exprimieren, eine verminderte Sensitivitét
gegeniiber verschiedenen apoptoseinduzierenden Stimuli auf (i.e. Staurosporin, Fas-
Antikorper, TRAIL, Cisplatin, Genistein, ,,Anchorage“-Verlust) (Akahani et al., 1997; Hoyer
et al., 2004; Kim et al., 1999; Lin et al., 2000; Oka et al., 2005; Yang et al., 1998). Hsu und
Mitarbeiter (2000) konnten zeigen, dass Makrophagen von Gal-3-defizienten Mausen bei
Gabe apoptosestimulierender Substanzen schneller absterben, als Makrophagen von

Kontrolltieren.
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Die Mechanismen, iiber die Gal-3 seine antiapoptotische Wirksamkeit entfaltet, sind noch
nicht geklért. Verschiedene Moglichkeiten werden diskutiert:

Interaktion mit Bcl-2

Gal-3 weist signifikante Sequenzhomologien zu Bcl-2, einem antiapoptotischem Protein auf.
Es handelt sich hierbei um das NWGR-Motiv, welches in beiden Proteinen hochkonserviert
ist. Mutationen innerhalb dieser Sequenz fiihren bei beiden zum Verlust der antiapoptotischen
Wirksamkeit (Choi et al., 2004). Ob Gal-3 mit Bcl-2 interagiert, ist unbekannt. Bcl-2
transloziert in die Mitochondrienmembran, verhindert dort die Zytochrom C-Freisetzung und
somit die Initiation intrazelluldrer Apoptosesignalwege (s. Abschnitt 1.1.1.1). Auch fiir Gal-3
wurde eine Translokation in die Mitochondrienmembran und eine verminderte Zytochrom C-
Freisetzung nach Inkubation mit verschiedenen Apoptosestimuli beobachtet (Yu et al., 2002).
Inwieweit eine Interaktion dieser beiden Proteine dabei von Bedeutung ist oder sich beide nur
dhnlicher Wirkmechanismen bedienen, bleibt noch zu kliaren. Erwdhnenswert ist, dass die
Translokation von Gal-3 in die Mitochondrienmembran scheinbar die Bindung an Synnexin
erfordert (Yu et al., 2002).

Interaktion mit Alix1

In Jurkat-Zellen konnte eine Interaktion von Gal-3 mit Alix1l, oder auch AIP1 (ALG2
interacting Protein 1) genannt, nachgewiesen werden (Liu et al., 2002). Dieses Protein bindet
an ALG2 und scheint so dessen proapoptotische Funktion zu beeinflussen (Vito et al., 1999).
Alix/AIP1 weist C-terminal Prolin-, Glycin-, Alanin und Tyrosin-reiche Sequenzen auf, die
Sequenzhomologien zum N-Terminus des Gal-3-Molekiils aufweisen (Liu et al., 2002).

Interaktion mit CD95

Gal-3 scheint nicht nur den intrazelluldren Apoptsesignalweg iiber die Zytochrom C
Freisetzung aus Mitochondrien, sondern auch rezeptorvermittelte Apoptosesignale zu
beeinflussen: Fukumori und Mitarbeiter (2004) zeigten, dass Gal-3 mit CD95 (s. 1.1.1.1) aus
Extrakten einer Lymphoblastoidzelllinie koimmunprézipitiert werden kann. Gal-3 wirkt hier
nicht antiapoptotisch, scheint aber mitbestimmend dafiir zu sein, welcher der moglichen
nachgeschalteten Apoptosesignalwege aktiviert wird.

Beeinflussung ,.klassischer* Signaltransdukionsmechanismen

Elad-Sfadia und Mitarbeiter (2004) fanden heraus, dass Gal-3 an K-Ras bindet und dessen

Aktivierungszustand verldngert. Daraus resultierend kommt es zu einer verstirkten ERK1/2-
Aktivierung, was wiederum antiapoptotisch wirken konnte (s. 1.2).
Dariiber hinaus wurde in frither erwahnten Makrophagen Gal-3 defizienter Mause ebenfalls

ein ,.knock down* von JNK (cJun-N-terminal-Kinase) gezeigt, die erwiesenermallen bei der
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Abb. 1.4 Intrazellulire Funktionen von Gal-3

Gal-3 beeinflusst zentrale, zelluldre Prozesse wie Apoptose, Proliferation/Zellzyklus und moglicherweise
Differenzierung: Gal-3 beeinflusst die Apoptose durch Bindung an CD95, Schutz der Mitochondrienintegritit,
Interaktion mit Alix, Inhibierung der Akt-Phosphorylierung, Bindung an K-Ras und Beeinflussung des TRAIL-
Signalwegs. Gal-3 beeinflusst die Proliferation durch Bindung an K-Ras. Gal-3 wirkt auf den den Zellzyklus
durch Beeinflussung des Wnt/B-Catenin-Signalwegs und Anderungen der Genexpression.
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Apoptoseregulation eine Rolle spielt. Moglicherweise kann Gal-3 den programmierten
Zelltod iiber die Regulation dieses Signalwegs verhindern. Dies kann jedoch kein universeller
Mechanismus sein, da andere Zelltypen der knock-out Mause sehr wohl JNK exprimieren
(Liu et al., 2002).

Beeinflussung von Redoxsystemen

Aktuelle Studien lassen vermuten, dass Gal-3 intrazelluldre Redoxsysteme beeinflusst und so
moglicherweise zur schnelleren Neutralisation freier Radikale fithrt. Dies wiederum stellt
einer Schutzfunktion fiir das Transmembranpotential von Mitochondrien und fiir die Integritét

von Nukleinsduren dar (Lee et al., 2003; Matarrese et al., 2000).

Dass Gal-3 nicht weiterhin als - zumindest intrazelluldr — rein antiapoptotisch wirksames
Protein betrachtet werden kann, zeigten Lee und Mitarbeiter (2003): Die Gal-3-exprimierende
Mammakarzinomzelllinie BT549 wies im Vergleich zur Mutterzelllinie eine eindeutig
erhohte Sensitivitit gegeniiber rezeptorvermittelter, TRAIL-induzierten Apoptose auf. Der
zugrunde liegende Mechanismus ist moglicherweise eine Dephosphorylierung und somit
Inaktivierung von Akt (s. Abschnitt 1.1.1.1 Abb. 1.2).

Gal-3 und Differenzierung

Einen direkten Beweis fiir eine Beteiligung von Gal-3 an Differenzierungsprozessen gibt es
nicht, jedoch geht in verschiedenen Zellsystemen eine Differenzierung mit einer verdanderten
Gal-3-Expression einher: (i) Bei der Differenzierung humaner Monozyten zu Makrophagen
kommt es zu einem Anstieg der Gal-3-Expression (Liu et a., 1995), (ii) Signale, die
verhindern dass B-Zellen in Plasmazellen differenzieren, bewirken gleichzeitig eine de novo
Gal-3-Expression (Acosta-Rodriguez et al., 2004), (iii) bei der NGF-vermittelten neuronalen
Differenzierung von PC12-Zellen steigt die Gal-3-Expression signifikant an (Kuklinski et al.,
2003) und (iv) bei der Differenzierung von HS-Zellen (HSC: ,hepatic stellate cells) in
Myofibroblasten kommt es zu einer Gal-3-Neoexpression (Maeda et al., 2003). Einen
weiteren Hinweis dafiir, dass Gal-3 die Diffferenzierung von Zellen beeinflussen konnte,
findet man in neueren Arbeiten von Shimura et al. (2004, 2005), in denen gezeigt wurde, dass
Gal-3 als Bindungspartner von B-Catenin in den Wnt-Signalweg involviert ist, welcher
wiederum eine wichtige Rolle bei Differenzierungsprozessen spielt.

Gal-3 und Zellzyklus

Bedeutsam fiir die drei bisher diskutierten Funktionsfelder Proliferation, Apoptose und
Differenzierung ist sicherlich der kiirzlich nachgewiesene Einfluss von Gal-3 auf den
Zellzyklus bzw. auf die Expression zellzyklusspezifischer Gene: in Gal-3-exprimierenden

BT549-Zellen sind die Proteinlevel von p21WAF1/CIP1, einem CDK-Inhibitor, und von
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Zyklin D im Vergleich zu Kontrollzellen erhoht (Yoshii et al., 2002). ,,Anchorage®-Verlust
(bzw. Inkubation mit Genistein) lassen Kontrollzellen apoptotisch absterben, wihrend Gal-3-
exprimierende Zellen unter weiterer Hochregulation von p21WAF1/CIP1 und Zyklin D (bzw.
p21WAF1/CIP1) einen Zellzyklusarrest in der G1- (bzw. G2/M-) Phase erfahren, ohne jedoch
apoptotisch abzusterben (Kim et al., 1999; Lin et al., 2000). Moglicherweise bewirkt Gal-3
durch direkten oder indirekten Einfluss auf zellzyklusspezifische Zykline und Inhibitoren die
Uberwindung apoptosesensitiver Punkte und so den Arrest in Zellzyklusphasen, in denen
Zellen Apoptoseresistenz zeigen.

Lin et al. (2002) konnten weiterhin zeigen, dass Gal-3 in BT549-Zellen direkt die
Promotoraktivitit des Zyklin D1-Gens verstiarkt, moglicherweise durch Stabilisation von
DNA-Protein-Komplexen. Dies konnte ein Erkldrungsansatz fiir die proliferationsférdernden
Eigenschaften von Gal-3 darstellen.

Zusammenfassend kann man sagen, dass Gal-3 an einer Vielzahl zelluldrer Prozesse beteiligt
ist, wobei die Lokalisation scheinbar eine wichtige Rolle bei der Modulation seiner Funktion
spielt: (i) Gal-3 scheint im Zytoplasma Apoptose durch Beteiligung an verschiedenen
Signalwegen zu verhindern (Alix1, K-Ras, JNK), zu modulieren (CD95) oder zu fordern
(Akt), (i1) in Mitochondrienmembranen antiapoptisch zu wirken und (iii) im Zellkern die

Proliferation und/oder den Zellzyklus zu beeinflussen.

1.4 Moglichkeiten zur Analyse von Proteinfunktionen

Nach der Entschliisselung des Genoms steht heute die Aufklidrung des funktionellen
molekularen Netzwerks einer Zelle im Zentrum des wissenschaftlichen Intresses. Es gilt, die
Funktion von Proteinen, die Bedeutung posttranslationaler Modifikationen, Auswirkungen
von Protein-Protein-Interaktionen, sowie den komplexen Regelprozess des Proteinauf- und
-abbaus aufzukliren. Mittels moderner Technologien ist es heute moglich, Proteome (Proteom
= quantitative Gesamtheit der Proteine einer Zelle, eines Gewebes oder eines Organismus) zu
analysieren. Hierdurch ist es z.B. moglich, anhand von Referenz-Proteomen eine verdnderte
Proteinexpression im Rahmen verschiedener Krankheiten, oder nach Behandlung mit
Medikamenten zu untersuchen. Ein wichtiges Instrument zur Analyse der Funktion von
Proteinen in deren physiologischer oder pathophysiologischer Umgebung ist die lebende
Zelle, i.e. die Zellkultur. Hier kann man, vor allem durch Manipulation des vorhandenen
Proteinmusters, Riickschliisse auf die zellulire Bedeutung einzelner Proteine ziehen. Zwei
Beispiele, die Uberexpression von Proteinen und die Inhibierung von Signalwegen, sollen im

folgenden Abschnitt beschrieben werden:
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1.4.1 Beeinflussung der Proteinexpression

Es gibt verschiedene Moglichkeiten, das Proteinmuster einer Zelle zu manipulieren: so kann
man z.B. mittels Expressionsvektoren bestimmte Proteine von der Zelle de novo
synthetisieren lassen (s.u.), oder umgekehrt mittels Antisensestrategien (Antisensevektoren
oder siRNA (small interfering RNA)) die Expression eines zelleigenen Proteins reprimieren
und hiernach die Auswirkungen auf das Zellverhalten oder die Expression anderer Proteine
untersuchen. An dieser Stelle soll der besondere Fall einer regulierbaren Uberexpression
vorgestellt werden:

Das Tet-System

Um ein bestimmtes Protein von Sédugetierzellen exprimieren zu lassen, bedient man sich
sogenannter Expressionsvektoren. Es handelt sich hierbei um Plasmide, die iiber eine
Promotorregion  verfiigen, die dem zu untersuchenden Gen vorgelagert ist.
Expressionsvektoren konnen mittels verschiedener Methoden in die Zelle eingeschleust
werden, wo sie im Idealfall ins Genom integriert werden. Aufgrund der vorgelagerten, starken
Promotoren wird das zu untersuchende Gen konstitutiv von der Zelle transkribiert und
translatiert. Solch eine Strategie ist jedoch kritisch, wenn z.B. zytotoxische Proteine
untersucht werden sollen. Von Gossen und Bujard (1992, Gossen et al., 1995) wurde daher
ein System entwickelt, bei dem eine Regulation der Genexpression mdglich ist, das

sogenannte Tet-Off- bzw. Tet-On-System:
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Abb 1.5: Die Plasmide des Tet-Systems

Das Plasmid pTet-On (A) enthélt die cDNA fiir den reversen Tet-Repressor unter Kontrolle des CMV-
Promotors. Das Plasmid pTRE2Zhyg-(B) enthédlt die regulatorische Doméne TRE und eine MCS (multiple
cloning site) unter dem minimalen CMV-Promoter

Das Tet-Genexpressionssystem basiert auf dem E. coli Tetrazyklinresistenz-Operon. Es
besteht aus zwei Komponenten, dem Regulator- und dem Antwort-Plasmid. Im Falle des in

dieser Arbeit verwendeten Tet-On-Systems kodiert das Regulatorplasmid fiir einen reversen
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Tet-Repressor, der unter Kontrolle eines CMV- (Zytomegalievirus) Promotors steht und somit
konstitutitv exprimiert wird (s. Abb. 1.5 A). Das Antwort-Plasmid enthélt die regulatorische
Doméne TRE (tet-responsive Element), die den minimalen CMV-Promotor kontrolliert.
Nachgeschaltet ist eine MCS, in die das zu untersuchende Gen kloniert wird (s. Abb. 1.5 B).

In Anwesenheit von Tetrazyklin oder dessen Derivat Doxyzyklin (Dox) bindet der reverse
Tet-Repressor an die regulatorische Doméne des Antwort-Plasmids (TRE), aktiviert den
minimalen CMV-Promotor und initiiert so die Expression des zu untersuchenden Gens (s.

Abb. 1.6).

Tet-On

TRE | PminCMY Gen X

v .
o Tetrazyklin/
— Doxyzyklin
. Genex pression -
\ ( reverser
[TRE | PmincMv__ || GenX

Tetrepressor

Abb. 1.6: Das Tet-On-System

In Anwesenheit von Tetrazyklin/ Doxyzyklin bindet der reverse Tet-Repressor an
die regulatorische Doméne TRE (tet responsive element) und aktiviert so den
minimalen CMV-Promotor. Das nachgeschaltete Gen wird transkribiert.

1.4.2 Beeinflussung von Signalwegen

Neben den Proteinexpressionsmustern bieten Proteinmodifikationen, i.e. Phosphorylierungen
und somit Aktivierungszustinde von Proteinen einen weiteren Ansatzpunkt zur Analyse des
Zellverhaltens. So ist es z.B. moglich, mit Hilfe einer Reihe pharmakologischer Inhibitoren
die Aktivierung verschiedener Proteine zu verhindern und somit nachgeschaltete Signalwege
zu unterbrechen. Durch den zusdtzlichen Einsatz phosphotyrosinspezifischer Antikdrper
konnen auf diese Weise die einzelnen Proteine eines Signalwegs immunochemisch
identifiziert werden. Durch Untersuchung weiterer zelluldrer Parameter konnen Aufschliisse

tiber die Wirkmechanismen solcher Signalkaskaden erhalten werden.
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1.5 Aufgabenstellung

In vielen hochgradigen glialen Tumoren des ZNS findet man eine de novo Expression des
tierischen Lectins Gal-3 und eine konstitutive Aktivierung der MAPK ERKI1 und 2. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte analysiert werden, welche Relevanz diese beiden
Proteine fiir den malignen Phénotyp neuraler Tumorzellen haben. Hierzu sollten in einem
ersten Teil der Arbeit mittels Inhibierungsstudien der Einfluss von ERK1/2 auf Proliferation
und Motilitdt von Gliomzelllinien analysiert werden. In einem zweiten Teil sollten Gal-3-
tiberexprimierende neurale Zelllinien hergestellt werden, um die Funktionen von Gal-3 in
diesem Kontext abzukldren. Hauptaugenmerk sollte hierbei auf der Beeinflussung

apoptotischer Prozesse liegen, da Gal-3 gemeinhin als antiapoptotisch wirksames Protein gilt.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Antibiotika, Inhibitoren, Wachstumsfaktoren

Substanz Bezugsquelle

Ampicillin ICN MP Biomedicals, Irvine, USA
G418 PAA, Pasching, Osterreich
Hygromycin PAA, Pasching, Osterreich

MEK-Inhibitor U0126

Promega, Madison USA

humaner Nervenwachstumsfaktor

Tebu, Offenbach, Deutschland

(B-NGF)

2.1.2 Antikorper

Bezeichnung Antigen Spezies Verdiinnung Bezugsquelle/
Referenz
a-PARP Poly-(ADP- Kaninchen 1:5000 Roche, Basel
Ribose)- Schweiz
Polymerase
a-pERK1/2 phosphoryliertes | Maus 1:2000 CellSignaling,
ERK1/2 Beverly, USA
a-ERK1/2 ERK1/2 Kaninchen 1:1000 CellSignaling,
Beverly, USA
a-rabit-POD Kaninchen IgG | Ziege 1:5000 Promega,
Madison USA
a-mouse-POD Maus IgG Ziege 1:5000 Promega,
Madison USA
CBP-35 Gal-3 Kaninchen 1:1000 Probstmeier et
al., 1995
2.1.3 Apoptoseinduktoren
Substanz Abkiirzung Wirkmecha- Bezugsquelle Referenz
nismus
Betulinsaure BA Induktion Sigma, Fulda et al.,
mitochondrien- | Deisenhofen, 1998
vermittelter Deutschland
Apoptose
Staurosporin SSP unbekannt Sigma, Weil et al., 1996
Deisenhofen,
Deutschland
Fas-Antikorper | Fas-AB Induktion upstate, New Weller et al.,
rezeptorvermitte | York, USA 1994
Iter Apoptose
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Zusétzlich zur Behandlung mit oben genannten Apoptoseinduktioren wurde der Zelltod durch
Applikation von hochenergetischen Rontgenstrahlen induziert. Hierzu wurden die Zellen an
einem Linearbeschleuniger Mevatron KD (Siemens, Erlangen, Deutschland) einem Strahl von
6MV hochenergetischer Photonen ausgesetzt. Die Feldgroe betrug 35 x 35cm und die
Proben wurden in einem gewebedquivalenten Festkorperphantom (RW3, PTW, Freiburg,
Deutschland) jeweils im Dosismaximum des Photonenstrahls positioniert. Der Fokus-Haut-
Abstand betrug 100cm. Der Strahl wurden gemdfl DIN-Protokoll 6800-1 und 6847-5 auf
Wasser-Energiedosis kalibriert. Der RBW (relative biologische Wirksamkeit)-Faktor fiir
6MV-Bestrahlungen betrdgt 1, demnach war die Energiedosis dquivalent zur biologischen
Dosis. An die Zellen abgegebene Energiedosen von 15Gy unterlagen einer

Schwankungsbreite von weniger als 2%, die Dosis betrug 2Gy/min.

2.1.4 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Sofern nicht anders aufgefiihrt, wurden Chemikalien und Ldsungsmittel von den Firmen
Fluka (Neu-Ulm, Deutschland), MP Biomedicals (Irvine, USA), Merck (Darmstad,
Deutschland), oder Sigma (Deisenhofen, Deutschland) bezogen. Es wurden ausschlielich
Produkte vom Reinheitsgrad p.A. oder hoher verwendet. Nicht gesondert aufgefiihrte
Produkte fiir die Molekularbiologie sowie Primer wurden von Invitrogen (Carlsbad, USA)
bezogen.

Reaktionsgefdfle, Kulturflaschen, Petrischalen, Pipetten und andere Plastikmaterialien
wurden, wenn nicht anders aufgefiihrt, von den Firmen Sarstedt (Nymbrecht, Deutschland),

und Greiner (Frickenhausen, Deutschland) bezogen.

2.1.5 Enzyme, Proteine, Peptide

Bezeichnung Abkiirzung Bezugsquelle
Collagen Typ I Cl Serva, Heidelberg,
Deutschland
Collagen Typ IV Clv isoliert aus humaner Placenta
(Probstmeier, et al., 1989)
Desoxyribonuklease DNase Promega, Madison, USA
Fibronektin FN Sigma, Deisenhofen,
Deutschland
Laminin LN Gibco, Grand Island, USA
Pfu-Polymerase Pfu Fermentas, Vilnius, Litauen
Restriktionsendonukleasen EcoRV Fermentas, Vilnius, Litauen
Scal
Xhol
reverse Transkriptase Invitrogen, Carlsbad, USA
(Superscript II)
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Bezeichnung Abkiirzung Bezugsquelle
Ribonuklease-Inhibitor RNAsin Promega, Madison, USA
T4-DNA-Ligase Ligase Fermentas, Vilnius, Litauen
Tag-Polymerase Taq Invitrogen, Carlsbad, USA
2.1.6 Gerate
Geriit Typ Hersteller
Bakterienschiittler Certomat B. Braun Biotech,
Melsungen, Deutschland
Blotkammer Feinmechanikerwerkstatt des
Instituts fiir Physiologie,
Biochemie und Hygiene der
Tiere der Universitidt Bonn
Brutschrank CB 150 Binder, Tuttlingen,
Deutschland
Digitalkamera AxioCam C. Zeiss, Jena, Deutschland

ELISA-Reader

Milenia KineticAnalyser

DPC, Bad Nauheim,
Deutschland

Filmentwickler X-Omat 5000RA Kodak, Rochester, USA
Geldokumentationssystem DigiGenius Syngene, Cambridge, Gross
Britannien
Gelelektrophoresekammer Feinmechanikerwerkstatt des
fiir die SDS-PAGE Instituts fiir Physiologie,
Biochemie und Hygiene der
Tiere der Universitit Bonn
Gelelektrophoresekammer GNA-100 Pharmacia Biotech, Uppsala

fiir die Nukleinsiure-

Schweden

Gelelektrophorese

Heizblock Uniteq HB 130 Peqlab, Erlangen,
Deutschland

Luminometer Lumat LB9507 Berthold, Bad Wildbad,
Deutschland

Mikroskop Axiovert 200 C. Zeiss, Jena, Deutschland

pH-Meter MP 220 Mettler Toledo, Giessen,
Deutschland

Photometer GeneQuant Pharmacia Biotech, Freiburg,
Deutschland

Photometer UVv-2101 PC Shimadzu, Duisburg,
Deutschland

Power Supply E844 Consort, Turnhout, Belgien

Power Supply EPS 600 Pharmacia Biotech, Freiburg,
Deutschland

Reinstwasseranlage Milli-QBiocel Millipore, Eschborn,
Deutschland

Thermocycler PTC-200 MJ Research, Watertown,
USA

Wasserbad 006T LAUDA, Lauda-

Konigshofen, Deutschland

Zentrifuge

Labofuge 15R

Heraeus, Hanau, Deutschland
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Gerit Typ Hersteller

Zentrifuge MiniSpin Plus Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

2.1.7 Haufig verwendete Losungen

Bezeichnung

Zusammensetzung

Anodenpuffer I fiir Western-Blot

300mM Tris, pH 10.4, 20% (v/v) MeOH

Anodenpuffer II fiir Western-Blot

25mM Tris, pH 10.4, 20% (v/v) MeOH

Kristallviolett-Farbelosung

PBS, 2% (w/v) Kristallviolett, 5% EtOH (v/v), 2%
Formaldehyd (v/v)

Harnstoffprobenpuffer 50mM Glucose, 25mM Tris-Hcl, pH 8, 10mM EDTA,
Komponente USBI ImM PMSF

Harnstoffprobenpuffer 50mM Tris-HCL, pH 6.8, 6M Harnstoft, 6% (v/v) B-
Komponente USBII ME, 3% (w/v) SDS, 0,003% (w/v) Bromphenolblau

Kathodenpuffer fiir Western-Blot

25mM Tris, pH 9.4, 40mM 6-Aminohexanséure, 20%
(v/v) MeOH

Nukleinsdure-Probenpuffer

6% (v/v) Glycerin, 50mM EDTA, 0,001% (w/v)
Bromphenolblau, 0,001% Xylenxyanol (w/v)

Phosphat-gepufferte Salzlosung
(PBS)

1,5mM KH2PO4, 2,5mM Na2HPO4, pH 7.4, 150mM
NaCl

SDS-PAGE-Laufpuffer

1,44% (w/v) Glycin, 0,303 (w/v) Tris, 0,1% (w/v) SDS

SDS-Probenpuffer

50mM Tris, pH 6.8, 6% (v/v) Glycerin, 1,5% (w/v)
SDS, 0,2% (v/v) B-ME, 0,05% (w/v) Bromphenolblau

Solubilisierungspuffer

50mM NaH2P0O4/Na2HPO4, pH 7.2, 100mM NaCl,
2mM EDTA, 4mM B-ME, 1% (v/v) Triton X-100,
ImM PMSF, 2uM SBTI, ImM OV

TAE-Puffer

40mM Tris, 20mM Essigsdure, ImM EDTA pH 8.0

TSS-Puffer

LB-broth, pH 6.1, 10% (w/v) PEG 8000, 5% (v/v)
DMSO, 20mM MgSO4

2.1.8 Kits und Assays

Kit Hersteller
ECL-Detection Kit Pierce, Rockford, USA
EZNA Tissue DNA Kit PegLab, Erlangen, Deutschland

Luciferase-Assay

Promega, Madison, USA

Maxiprap-Kit

Quiagen, Hilden, Deutschland

Miniprép-Kit

Quiagen, Hilden, Deutschland

PCR-Purification Kit

Quiagen, Hilden, Deutschland

Protein-Assay

BioRad, Miinchen, Deutschland

SuperscriptTM First-Strand Synthesis
System for RT-PCR

Invitrogen, Carlsbad, USA
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2.1.9 Primer
Sequenzierungsprimer:
Zielgen Sequenz
hGal-3 f: 5’-CTGATTGTGCCTTATAACCTGC-3’
1: 5’-TGTTGTTCTCATTGAAGCGTGG-3’
rGal-3 f: 5’-ACTGGACCACTGACAGTGC-3’
r: 5’-CTTCTGTTGTTCTCATTGAAGC-3’
PCR-primer:
Zielgen/ Name | Sequenz Produktgrofie
hGal-3 up: 5’-GCGGAAAATGGCAGACAAT-3 821bp
down: 5’-AATCTGCCCCTTTCAGATTATA-3’
rGal-3 up: 5’-GCAGGAGGAGCACTAACCA-3’ 948bp
down: 5’-CACAGGGCAGTTCTGGTG-3’
rtTA up: 5’-GTCGCTAAAGAAGAAAGGGAAACAC-3* | 530bp
down: 5’-TTCCAAGGGCATCGGTAAACATCTG-3’
hFas up: 5’-TCCTACCTCTGGTTCTTACG-3’ 215bp
down: 5’-TTCATCCCCATTGACTGTGC-3’
rFas up: 5’-CAAGTGCAGGTGCAAAGAAA-3’ 975bp
down: 5’-ATCTTGCTTTCCGGGATCTT-3"
21.10 Vektoren und Plasmide
Bezeichnung Zusammensetzung/ Bezugsquelle
Vektorkarte
E8pCD s.2.4.1.1 Albrandt et al., 1987
pOTB7-hGal-3 Sequenz GI 12654570 (hGal-3) RZPD Deutsches Zentrum fiir
kloniert in pOTB7 Genomforschung GmbH, Berlin,
Deutschland
pTRE2-hyg s.2.4.1.2 BD Biosciences, Palo Alto, USA

pTRE2-hyg-Luc

wie pTRE2-hyg mit 1649bp-

Firefly Luciferase-Gen kloniert in

BD Biosciences, Palo Alto, USA

MCS
pTet-On s.2.4.1.3 BD Biosciences, Palo Alto, USA
pTRE2-hGal-3 s.2.4.1.4 PCR-Produkt hGal-3 aus p2ER-
GFP-hGal-3 kloniert in pTRE2-
hyg
pTRE2-rGal-3 s.2.4.1.5 PCR-Produkt rGal-3 aus E§pCD

kloniert in pTRE2-hyg
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21.11 Zelllinien

Bezeichnung Spezies/Typ Bezugsquelle/ Referenz

A1207 Mensch/ Glioblastom etabliert von Dr S.A. Aaronson
Mount Sinai Medical Center,
New York, USA

Al72 Mensch/ Glioblastom Giard et al., 1973

Bcl2 Ratte/ PC12-Tet-On mit Schwarz et al., 2001

induzierbarem Bcl2

Cé6 Ratte/ Glioblastom Benda et al., 1968

JGI11 Mensch/ Glioblastom-Tet-On mit | JTO transfiziert mit pTRE2-hyg-
induzierbarem Gal-3 hGal-3

IG7 Mensch/ Glioblastom-Tet-On mit | JTO transfiziert mit pTRE2-hyg-
induzierbarem Gal-3 hGal-3

JG9 Mensch/ Glioblastom-Tet-On mit | JTO transfiziert mit pTRE2-hyg-
induzierbarem Gal-3 hGal-3

JTO Mensch/ Glioblastom mit Tet- SK-MG-5 transfiziert mit pTet-
On-Vektor On

Jurkat Mensch/ T-Zellen Schneider et al., 1977

PCG22 Ratte/ Phdochromozytom PC12-Tet-On transfiziert mit
PC12-Tet-On mit induzierbarem | pTRE2-hyg-rGal-3
Gal-3

PCG24 Ratte/ Phdochromozytom PC12-Tet-On transfiziert mit
PC12-Tet-On mit induzierbarem | pTRE2-hyg-rGal-3
Gal-3

SK-MG-15 Mensch/ Glioblastom Jennings et al., 1989

(Harmon)

SK-MG-4 (Becker) | Mensch/ Glioblastom Jennings et al., 1989

SK-MG-5 (Jones) Mensch/ Glioblastom Jennings et al., 1989

TC620

Mensch/ Oligodendrogliom

Jennings et al., 1989

PC12-Tet-On Ratte/ Phdochromozytom BD-Bioscience
PC12 mit Tet-On-Vektor

U87MG Mensch/ Glioblastom Giard et al., 1973

U178MG Mensch/ Glioblastom erhalten von Dr. A. Waha,
Institut fiir Neuropathologie der
Uni Bonn, Bonn, Deutschland

U251MG Mensch/ Glioblastom Osborn et al., 1981

U373MG Mensch/ Glioblastom Ponten, et al., 1968

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Kulturbedingungen:

Die Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37°C und 5% CO® in RPMI- (Jurkat-Zellen und
PC12-Zelllinien) oder DMEM-Medium (Gliomzelllinien) mit 10% fotalem Kilberserum

(FCS), 1% L-Glutamin-Losung und 1% Penicillin/Streptomycin-Losung. Medien der Tet-On-
Zelllinien enthielten zusitzlich 100 (PC12-Tet-On) bzw. 200 (JTO) pg/ml G418, Medien fiir




2 Material und Methoden 31

Tet-On-pTRE2-hyg-Gal-3-Doppeltransfektanten dariiber hinaus 100pg/ml Hygromycin.
PC12-Zellen wurden grundsitzlich auf Collagen Typ I (0.1mg/ml PBS) -beschichteten
Oberfliachen kultiviert. Alle in der Zellkultur verwendeten Medien, Seren, Antibiotika und
Losungen stammten von PAA (Pasching, Osterreich).

Methoden:

Zum Passagieren wurden die Zellen 1x mit PBS gewaschen, mit 0,2% Trypsin/EDTA gelost
und Smin. bei 500 x g und 4°C pelletiert, die Pellets anschlieend resuspendiert und neu
ausplattiert. Zur langfristigen Lagerung wurden die Zellen geerntet, in DMEM, 50% FCS, 1%
L-Glutamin-Losung, 1% Penicillin/Streptomycin-Losung, 10% DMSO resuspendiert und in
Styropor langsam auf -80°C abgekiihlt und hiernach in fliissigem Stickstoftf gelagert.

2.2.2 Proteinanalytische Methoden

2.2.2.1 Herstellung von Zellsolubilisaten
Zur Analyse der PARP- (Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase) Degradation wurden

Zellkulturiiberstinde (die je nach experimentellem Ansatz abgeloste Zellen enthielten) sowie
mit Trypsin/EDTA abgeldste Zellen vereinigt und fiir Smin. bei 4°C mit 500 x g zentrifugiert.
Die Zellen wurden nach Empfehlung des Antikorper-Herstellers mit einem harnstofthaltigen
Probenpuffer lysiert. Hierzu wurden die Komponenten USBI und USBII (s. 2.1.7) im
Verhéltnis 3:1 gemischt und direkt auf das Zellpellet gegeben. Das Lysat wurde bis zur
Analyse bei -20°C gelagert und vor der Gelelektrophorese 15min. bei 65°C inkubiert.

Fiir alle anderen Analysen wurden die noch adhdrenten Zellen 2x mit eiskaltem PBS
gewaschen und danach mit Solubilisierungspuffer versehen. AnschlieBend wurden die partiell
lysierten Zellen mit Hilfe eines Zellscrapers gesammelt und zur vollstdndigen Solubilisierung
weitere 20min. auf Eis inkubiert. Unldsliche Bestandteile wurden durch Zentrifugation
abgetrennt (15min., 4°C, 15000 x g) und das Solubilisat nach Entnahme eines Aliquots fiir die
Proteinbestimmung mit fiinffachem Probenpuffer versehen und bei -20°C gelagert. Vor der

Gelelektrophorese wurden die Proben Smin. bei 95°C inkubiert.

2.2.2.2 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung erfolgte nach Bradford (1976) und beruht auf dem Prinzip, dass sich
das Absorptionsmaximum von Coomassie brilliant blue bei Bindung an Proteine von 465
nach 595nm verschiebt. Die Proben wurden mit dem Farbstoff versehen und photometrisch
gemessen. Die Proteinkonzentrationen wurden anhand eines parallel gemessenen Standards

(mit bekannten BSA-Konzentrationen als Referenzwerten) ermittelt.
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2.2.2.3 SDS-PAGE
Bei der SDS-PAGE nach Laemmli (1970) werden die Eigenladungen der in Probenpuffer

reduzierten Proteine mit dem anionischen Detergenz SDS iiberdeckt, so dass SDS-Protein-
Komplexe mit konstanter negativer Ladung pro Masseneinheit entstehen (1,4g SDS/g
Protein). Auf diese Weise konnen Proteine in einem elektrischen Feld nach ihrem MG
aufgetrennt werden.

Bei der hier verwendeten Methode handelt es sich um eine diskontinuierliche SDS-PAGE, bei
der die Proteine zuerst in einem Sammelgel fokussiert und anschlieend in einem Trenngel
aufgetrennt werden. Fiir die Experimente wurden 6 oder 12%ige Flachgele angefertigt. Es
wurde eine Stromstirke von 3mA pro cm” angelegt. Zur Identifizierung der nachzuweisenden

Proteine wurden Proteinmarker der Firma Fermentas mitgefiihrt.

2.2.2.4 Western-Blot-Analysen

Die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden nach der von Towbin et al. (1979)
beschriebenen Methode auf eine Nitrocellulosemembran iibertragen. Zur Uberpriifung des
Proteintransfers wurde die Nitrocellulose mit 0,2% (w/v) PonceauS in 0,3% (w/v)
Trichloressigsdure angefarbt und anschlieend der Farbstoff durch Waschen mit PBS entfernt.
Blockiert wurde fiir eine Stunde bei Raumtemperatur mit 3% (w/v) Milchpulver in 0,2% (v/v)
Tween-20/PBS (MP/PBS/Tween). Die Inkubation mit primdrem Antikorper, verdiinnt in 3%
MP/PBS/Tween, erfolgte bei 4°C iiber Nacht. Nach dreimaligem Waschen mit PBS/Tween
wurde fiir eine Stunde mit Peroxidase-gekoppeltem, sekundédrem Antikdrper in 3%
MP/PBS/Tween inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS/Tween wurde die ECL-
Peroxidase-Substratlosung nach Angaben des Herstellers angewendet. Die makierten Proteine
wurden nach Auflegen eines Rontgenfilms (X-OMAT, XAR-5, Kodak, Miinchen)

visualisiert.

2.2.3 Nukleinsaureanalytische Methoden

2.2.3.1 Alkoholfallung

Nukleinsduren wurden durch Zugabe von 3M Natriumacetatlosung pH 5.2 (Endkonzentration
vor Zugabe des Alkohols: 0,3M) und dem 2,5fachen Volumen EtOH (100%) bei -20°C gefillt
und durch Zentrifugation (20min., 4°C, V) pelletiert. Nach Waschen des Pellets mit
70%igem EtOH und erneuter Zentrifugation (10min, 4°C, V) wurde die DNA getrocknet
und in 10mM Tris pH 8.0 gelost. Die Konzentration wurde anschlieBend photometrisch

bestimmt.
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2.2.3.2 Isolierung von DNA
DNA-Isolierung aus Zellpellets erfolgte mit Hilfe des EZNA Tissue DNA Kits nach Angaben

des Herstellers.

2.2.3.3 Isolierung von RNA

Die Isolierung von RNA aus Zellen erfolgte mittels Trizol-Chloroform-Extraktion. Hierzu
wurden 1 x 10* bis 1 x 10° Zellen durch Zugabe von 750ul Trizol homogenisiert. Zum
Homogenat wurden 150pl Chloroform gegeben und sorgfiltig geschiittelt. Nach
Zentrifugation (15min., 4°C, 12000 x g) wurde die im wissrigen Uberstand geldste RNA in
ein neues Reaktionsgefdll iiberfiihrt und gefillt. Das Pellet wurde in RNase-freiem DEPC-
H20 gel6st und vermeintliche DNA-Reste mit DNase verdaut. Zur Entfernung der DNase

wurde eine zweite Trizol-Chloroform-Extraktion angeschlossen.

2.2.3.4 Reverse Transkription

Zur Herstellung von ¢cDNA wurde der Kit SuperscriptTM verwendet. Die cDNA-Synthese

erfolgte mit oligo-dT-Primern entsprechend dem Protokoll des Herstellers.

2.2.3.5 Polymerasekettenraktion (PCR)
Die Amplifikation von Zielgenen erfolgte mittels einer Standard- PCR (5 min. Denaturierung
bei 95°C gefolgt von x Zyklen Denaturierung, Annealing und Elongation; Bedingungen

werden an entsprechender Stelle angegeben) nach folgendem Schema:

Komponente Endkonzentration
DNA 50pg-lug
dNTP-Gemisch 0,2mM (je dNTP)
Primer forward 0,5pmol/ul

Primer revers 0,5pmol/pl

Puffer (10x) Sul

MgCI2 2mM
Tag-Polymerase 1,25U

H20 X ul

Gesamtansatz: 50ul

2.2.3.6 DNA-Gelelektrophorese

Die DNA-Gelelektrophorese erfolgte in Agarosegelen (0,1pg/ml Ethidiumbromid, 0,7 bzw.
2% Agarose/TAE). Nukleinsduren wurden in Nukleinsdureprobenpuffer aufgenommen, auf

das Gel aufgetragen und bei 80mA getrennt.
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2.2.3.7 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von Plasmid-DNA erfolgte durch die Firma MWG, Ebersberg,
Deutschland. Die Sequenzanalyse wurde mit Hilfe der Online-Software BLAST durchgefiihrt.

2.2.3.8 DNA-Restriktion

Zum DNA-Verdau mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen wurden zwischen 0,2 und 1ug
DNA, 1U Enzym und die dem Ansatz entsprechende Menge 10 x Verdaupuffer eingesetzt.
Der Verdau erfolgte fiir 1h bei 37°C.

2.2.3.9 DNA-Ligation

Ligationen erfolgten fiir 2 h bei 22°C im Wasserbad nach folgendem Schema:

Komponente Menge
Vektor X ul
Insert x pl

10 x Puffer 2ul

50% PEG 4000 Losung 2ul
T4-DNA-Ligase 1ul (=10)
DEPC-H20 x pl
Gesamtansatz: 20ul

AnschlieBend wurde die Ligase fiir 15min. bei 65°C inaktiviert.

2.2.3.10 Herstellung kompetenter Bakterien

Zur Gewinnung von Einzelkolonien wurden die E.coli Bakterien (JA774) auf einer Agarplatte
(LB-Agar der Firma Sigma, Deisenhofen, Deutschland) ausgestrichen und iiber Nacht bei
37°C inkubiert. Am folgenden Tag wurden 5ml LB-Medium (Sigma, Deisenhofen,
Deutschland) mit einer Kolonie beeimpft und iiber Nacht bei 37°C und 200rpm inkubiert. Mit
2ml dieser Vorkultur wurden 100ml LB-Medium in einem Erlenmeyerkolben bei 37°C und
200rpm inkubiert, bis eine OD595 von 0,4 — 0,6 erreicht war. Die Bakterien wurden dann
zentrifugiert (25min., 4°C, V) , in TSS-Puffer resuspendiert, auf Eis aliquotiert (je 100pul)
und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.

2.2.3.11 Transformation

Kompetente Bakterien (E.coli JA774, 100ul) wurden auf Eis aufgetaut, mit 0,1-10ng DNA
gemischt und fiir 60min. auf Eis inkubiert. Hiernach wurden die Bakterien fiir 90sec. einem
Hitzeschock im Wasserbad bei 42°C ausgesetzt. AnschlieBend wurden zur

Bakteriensuspension 900ul 20mM Glucose/ LB-Medium zugegeben und der Ansatz fiir
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60min. bei 37°C und 200rpm inkubiert. Mit 150ul dieser Bakterienkultur wurde iiber Nacht
eine Platte mit Selektionsagar (100png/ml Ampicillin) beimpft.

2.2.3.12 Selektion von E.coli und Plasmidpréaparationen

Ampicillinresistente Kolonien wurden gepickt und in 3ml ampicillinhaltigem (100pg/ml) LB-
Medium fiir 8h (Midiprdp) bzw. liber Nacht (Miniprép) bei 37°C und 200 rpm inkubiert.
Miniprips erfolgten nach Angaben des Herstellers mit den Ubernachtkulturen, fiir Midiprips
wurden 25ml Selektionsmedium mit 25ul der Vorkultur beimpft und im Kolben bei 37°C und
200 rpm iiber Nacht inkubiert. Mit dieser Kultur erfolgte die Midiprdp nach Angaben des

Herstellers.

2.2.4 Funktionsanalytische Methoden

2.2.4.1 Uberexpression von Gal-3 in Gliomzellen und PC12-Zellen

Zur Untersuchung des Einflusses von Gal-3 auf Differnzierungs-, Proliferations- und
Apoptoseprozesse wurden mit Hilfe des Tet-On-Expressionssystems stabile Zelllinien

hergestellt, in denen eine Gal-3-Uberexpression induzierbar ist.

2.2.4.1.1 Herstellung stabiler Tet-On-Zelllinien

5 x 10° SK-MG-5-Zellen wurden im 6-Well-Format mit Hilfe von Lipofectamine™ 2000
(Invitrogen, Carlsbad, USA) mit 4ug pTet-On nach Angaben des Herstellers transfiziert. Am
folgenden Tag wurden die Zellen eines Wells auf vier 4 10cm-Schalen aufgeteilt. Wiederum
einen Tag spiter wurde das Medium gegen Selektionsmedium (400pg/ml G418) ersetzt. Nach
ca. 18 Tagen erfolgte die Selektion einzelner Klone. Hierzu wurden die Schalen mit PBS
gewaschen und Klonierungszylinder mit Hilfe von Silicon iiber den zuvor markierten Klonen
fixiert. Die Zellen innerhalb der Klonierungszylinder wurden mit 200ul Trypsin gelost,
zentrifugiert, in ein Well einer 24-Well-Platte {iberfiihrt und in Wachstumsmedium mit
200pg/ml G418 weiterkultiviert.

Um die Integration des Plasmid in das Genom nachzuweisen, wurde genomische DNA
isoliert und eine PCR mit Primern zur Amplifikation des Transaktivators (1tTA) durchgefiihrt
(Primer: rtTA f und r; Denaturierung: 1min.95°C, Annealing: 1min. 59°C, Elongation: 2min.
72°C; Zyklenzahl: 35). Positive Klone wurden mit Hilfe eines Luciferaseassay auf
Induzierbarkeit hin getestet und derjenige Klon mit der hochsten Induzierbarkeit des

Luciferasegens (JTO) wurde zur Herstellung der Doppeltransfektante (s. 2.2.4.1.2) verwendet.
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2.2.4.1.2 Herstellung stabiler Doppeltransfektanten mit induzierbarer Gal-3-Expression

Klonierung:

Humanes Gal-3 und Ratten Gal-3 wurden mittels PCR aus den Plasmiden p2ER-GFP-hGal-3
und E8-pCD amplifiziert (Primer: hGal-3 up und down, rGal-3 up und down; Denaturierung:
Imin.95°C, Annealing: 45sec. 54°C, Elongation: 2,45min. 72°C; Zyklenzahl: 35) und die
PCR-Produkte mit dem PCR-Purification Kit aufgereinigt.

Der Vektor pTRE2-hyg wurde mit EcoRV verdaut und anschlieBend mit den PCR-Produkten
ligiert. Hierzu wurden 50ng Vektor und 240ng hGal-3 bzw. 400ng rGal-3 eingesetzt. Dies
entspricht einem Verhiltnis von Vektor : Insert von 1:30 fiir hGal-3 bzw. 1:40 fiir rGal-3.
Ausserdem wurde 1pl (2U) der Restriktionsendoniklease EcoRV zum Ligationsansatz
zugegeben, um eine Religation des Vektors zu verhindern.

Der gesamte Ligationsansatz wurde fiir die Transformation von E.coli JA774 verwendet. Von
12 Kolonien wurden Miniprips hergestellt und zur Kontrolle der Orientierung der Inserts
Kontrollverdaus mit Scal (h-Gal3) und Xhol (r-Gal-3) durchgefiihrt.

Positive Plasmide wurden bei MWG mit den Primern seq-hGal-3 up und r und seq-rGal-3
down und r sequenziert und auf Sequenzgenauigkeit iiberpriift. Die korrekten Plasmide
pTRE2-hyg-hGal3 und pTRE2-hyg-rGal-3 wurden mittels Midiprdp angereichert und zur
Transfektion der Tet-On-Zelllinien verwendet.

Transfektion:

5 x 10° JTO-Zellen bzw. 5 x 10° PC12-Tet-On-Zellen wurden im 6-Well-Format mit Hilfe
von Lipofectamine™ 2000 mit 4pug pTRE2-hyg-hGal-3 bzw. pTRE2-hyg-rGal-3 nach
Angaben des Herstellers transfiziert. Am folgenden Tag wurden die Zellen der einzelnen
Wells auf vier bzw. acht 10cm-Schalen aufgeteilt. Wiederum einen Tag spiter wurde das
Medium gegen Selektionsmedium (entsprechendes Medium der Tet-On-Zelllinie + 200pug/ml
Hyg) ersetzt. Nach ca. 18 Tagen erfolgte die Selektion einzelner Klone wie unter 2.2.4.1.1
beschrieben. Die Weiterkultivierung erfolgte in entsprechenden Medien mit 100pug/ml Hyg.
Anschliefend wurden die Klone fiir 2 Tage mit 2pg/ml Dox inkubiert und die Induzierbarkeit
von Gal-3 im Westernblot analysiert. Fiir die weiteren Experimente wurden die 3 bzw. 2
Klone mit der geringsten Basisexpression (,leakynes®) und der hdchsten Induktion

ausgewdhlt.

2.2.4.2 Luciferase-Assay

Der Vektor pTRE2-hyg-Luc enthilt ein rtTA-abhiingiges Luciferasegen. Zur Uberpriifung der
rtTA-Aktivitdt der Tet-On-Zelllinien wurden 4 x 105 Zellen in 3cm-Schalen mit 2pug pTRE2-
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hyg Luc mit Hilfe von Lipofectamine™ 2000 nach Angaben des Herstellers transient
transfiziert und fiir weitere 48h in An- oder Abwesenheit von 2ug/ml Dox weiterkultiviert.
Die Zellen wurden dann mit Hilfe des Lysepuffers des Luciferase-Assay-Kits nach Angaben
des Herstellers lysiert, ein Teil der Proben zur Proteinbestimmung separiert und der Rest bei
-80°C gelagert. Der Luciferase-Assay wurde nach dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt.
Das Prinzip des Assays basiert auf einer indirekten Enzymaktivitdtsmessung: Luciferase setzt
Luciferin zu Oxyluciferin um, die hierbei entstehenden Emissionen konnen im Luminometer
gemessen werden. Die Messwerte wurden auf den Proteingehalt der Proben normiert und als
Mal fiir die Induzierbarkeit, die Differenz zwischen Dox-behandelten und -unbehandelten

Zellen berechnet.

2.2.4.3 Zellassays

2.2.4.3.1 Zellzahlbestimmung und Trypanblau-Fiirbung

Zur Bestimmung von Zellzahlen und Absterberaten wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA
geldst und inklusive aller Uberstinde (Wachstumsmedium, Waschmedium) pelletiert. Die
Zellen wurden in Wachstumsmedium resuspendiert und mit einem gleichen Volumen an
Trypanblauldsung versetzt. Trypanblau penetriert die Zellmembran, wird jedoch von
lebenden Zellen wieder aktiv aus der Zelle ausgeschieden, blau gefarbte Zellen sind
dementsprechend abgestorben. Gesamtzellzahl und die Zahl Trypanblau-gefarbter Zellen

wurden mit Hilfe eines Himacytometers bestimmt und daraus die Absterberate berechnet.

2.2.4.3.2 Proliferationsassay

Zur Bestimmung der Verdopplungszeiten wurden die Zellen (PC12-Zellen: 1 x 10°, andere: 5
x 10% in 6cm-Petrischalen ausgesit. Nach 72h erfolgte die erste Zellzahlbestimmung und
gegebenenfalls Inkubation mit Dox bzw. U0126/DMSO. Nach weiteren 72h erfolgte die
zweite Zellzahlbestimmung. Parallel zu den Zellzahlen wurde die Anzahl abgestorbener
Zellen bestimmt und aus den ermittelten Werten die Verdopplungszeiten und Absterberaten

berechnet.

2.2.4.3.3 Adhdsionsassay

Fiir die Analyse der Zelladhidsion wurden auf 6cm-Schalen der Firma Falcon, BD Bioscience,
Palo Alto, USA je 3 4ul-Tropfen der ECM-Substrate CI, CIV, FN und LN (je 25ug/ml)
aufgebracht und 30min. bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Substrattropfen
abgesaugt und die Schalen sofort mit 5% (w/v) BSA/PBS (hitzeinaktiviert bei 70°C)
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blockiert. 4h vor-inkubierte Zellen (1ug/ml DMSO bzw. 10uM U0126) wurden 1 x mit PBS
gewaschen, mit 200ug/ml (w/v) EDTA/PBS geerntet, zentrifugiert und in DMSO- bzw.
U0126-haltigem Medium resuspendiert. Pro Schale wurden 3 x 10> Zellen ausplattiert. Nach 2
Stunden wurden nicht-adhdrente Zellen entfernt und adhdrente Zellen mit 4% (v/v)
Formaldehyd/PBS fixiert. Je Substrat wurde die Zahl der adhédrenten Zellen nach

photographischer Dokumentation auf einer Gesamtfliche von 1mm? ausgezihlt.

2.2.4.3.4 Spreadingassay

Der Spreadingassay wurde auf die gleiche Weise wie der Adhédsionsassay durchgefiihrt. Nach
Zellfixierung wurde nach photographischer Dokumentation die Fliche von mindestens 40

zufillig ausgewdhlten Zellen mit Hilfe der Software AxioVision ermittelt.

2.2.4.3.5 Migrationsassay

Die Zellmigration wurde anhand des Auswanderungsverhaltens aus zelluliren Spheroiden
analysiert. Hierzu wurden ca. 1 x 10° Zellen in einer mit 0,7% Agarose beschichteten 6cm-
Petrischale in Wachstumsmedium kultiviert. Nach 4 bis 6 Tagen entstanden hierdurch
Spheroide mit einem Durchmesser von 80 bis 150pm. Je ein Spheroid wurde in ein Well einer
24-Well-Platte tibertragen, die U0126-haltiges (10uM) oder Kontrollmedium (DMSO 1ul/ml)
enthielten. DMSO und U0126 wurden alle 24h frisch zugegeben. Die Spheroide wurden nach
5, 24, 48 und 72h photographiert. Mit Hilfe der Software AxioVision 3.1 (Zeiss, Jena,
Deutschland) wurde auf den Aufnahmen ein Kreis um das Spheroid und ausmigrierte Zellen
eine Kreisflache so orientiert, dass sie mindestens 95% der Zellen enthielt. Die Migrationsrate

wurde definiert als Anderung des Kreisradius nach verschiedenen Inkubationszeiten.

2.2.4.3.6 Zytotoxizititsassay (Kristallviolett-Firbung)

Hierzu wurden Zellen in 96-Well-Mikrotiterplatten ausplattiert (PC12: 2 x 10* Zellen/ Well in
100ul, Medium, Gliomzellen: 5 x 10 Zellen/ well in 100ul Medium). Nach den jeweiligen
Inkubationszeiten wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit 2% Formaldehyd/PBS (v/v)
fir 2min. fixiert und anschlieBend mit Kristallviolettfarbelosung 30min. gefarbt.
Uberschiissiger Farbstoff wurde mit ddH2O entfernt und die Mikrotiterplatten bei RT
getrocknet. Der in den Zellen verbliebene Farbstoff wurde schlieBlich mit 50ul 50% EtOH
eluiert und Extinktionen mittels eines ELISA-Readers bestimmt. Kristallviolett farbt lebende

Zellen, die Extinktionswerte sind somit ein MaB fiir die Anzahl lebender Zellen pro Well.
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3 Resultate

3.1 Bedeutung von aktivertem ERK1/2 fiir neurale Tumorzellen

3.1.1 Expression von konstitutiv aktiviertem ERK1/2 in Gliomzelllinien

Die Gliomzelllinien A172, A1207, SKMG-4, SKMG-5, SKMG-15, U87MG, U178MGQG,
U251MG, U373MG, die Oligodendrogliomzelllinie TC620, sowie die Rattengliomzelllinie
C6 wurden mit Hilfe von Western-Blot-Analysen auf die Prédsenz von phosphoryliertem
ERK1/2 hin untersucht. In allen untersuchten Zelllinien konnte eine hohe Expression von
pERK1/2 (phosphoryliertes ERK1/2) nachgewiesen werden, allerdings schien in den meisten
Zelllinien ERK?2 (untere Banden von 42kD) im Vergleich zu ERK1 (obere Banden von 44kD)
verstarkt in phosphorylierter Form vorzuliegen (Abb. 3.1 A). Im Gegensatz zu den
untersuchten Zelllinien wiesen aus postnatalen Mausgehirnen kultivierte Astrozyten kein
aktiviertes ERK1/2 auf (Abb. 3.1 A, Spur 12).

Um Aufschluss dariiber zu erhalten, welche vorgeschalteten Signalwege fiir die konstitutive
Aktivierung von ERK1/2 verantwortlich sind, bzw. ob es sich um eine MEK 1/2-abhingige
Aktivierung handelt, wurden die Zelllinien fiir 24h mit dem Inhibitor U0126 (10uM)
inkubiert, der die Aktivierung von MEK verhindert. In allen Zellen bewirkte dies einen
drastischen Abfall der pERK1/2-Konzentrationen (gezeigt fiir A172, A1207 und SKMG-4 in
Abb. 3.1 B), was auf eine MEK-abhéngige ERK1/2-Phosphorylierung schlieBen ldsst. Durch
tagliche Zugabe von frischem UO0126 konnte die ERK1/2-Phosphorylierung iiber liangere
Zeitrdaume inhibiert werden. Wie in Abb. 3.1. C am Beispiel von U251MG-Zellen zu
erkennen ist, fithrte eine U0126-Inkubation fiir 24, 48 und 72h zu einer nahezu vollstindigen
Inaktivierung von ERK1/2. Eine zytotoxische Wirkung von U0126 unter den gewéhlten
Bedingungen wurde durch Trypan-Blau-Farbung ausgeschlossen (s. Tabelle 1).

Da Anderungen im Milieu der Zelle eine Stressantwort und somit auch die Aktivierung von
Signalwegen hervorrufen konnen, wurde die Wirkung von (i) DMSO (Ldsungsmittel fiir
U0126) und (i) Mediumwechsel/ Waschschritten auf die ERK1/2-Aktivierung untersucht.
Wie in Abb. 3.1. D gezeigt, bewirkte eine DMSO-Zugabe zum Wachstumsmedium einen
leichten Anstieg der ERK1/2- Phosphorylierung (Spur 2 im Vergleich zu Spur 1). Sowohl
dieser Anstieg, als auch die Basisexpression konnte mit U0126 vollstindig inhibiert werden.
Erfolgte die Zugabe von DMSO jedoch unter komplettem Mediumwechsel, unter
Einbeziehung eines Waschschrittes mit PBS, kam es zu einer weiteren Hochregulierung der

pERK1/2-Konzentration. Dieser Anstieg ist nur noch partiell durch U0126 inhibierbar. In
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Abb. 3.1: Western-Blot-Analysen zur ERK1/2-Aktivierung in Gliomzelllinien

(A) A172 (Spur 1), A1207 (2), C6 (3), SKMG-4 (4), SKMG-5 (5), SKMG-15 (6), TC620 (7), USTMG (8),
U178MG (9), U251MG (10), U373MG (11), primédre Astrozyten der Maus (12) wurden in normalem
Kulturmedium inkubiert; (B) A172- (1, 2), A1207- (3, 4) und SKMG-4-Zellen (5, 6) wurden fiir 24h in Ab-
(1, 3, 5) oder Anwesenheit (2, 4, 6) von 10uM U0126 kultiviert; (C) U251MG-Zellen wurden fiir 0 (1), 24
(2, 3), 48 (4, 5) und 72h (6, 7) in Ab- (1, 2, 4, 6) und Anwesenheit (3, 5, 7) von U0126 kultiviert. (D)
U251MG-Zellen wurden fiir eine Stunde mit Wachstumsmedium (1), mit DMSO (2) und mit 10pM U0126
inkubiert; U251MG-Zellen wurden mit PBS gewaschen und anschlieBend fiir eine Stunde in Ab- (4) oder
Anwesenheit (5) von 10uM U0126 inkubiert.

Fiir jedes Experiment wurden Zelllysate mit monoklonalem Phsospho-Thr/Thyr ERK1/2 und polyklonalem
ERK1/2 auf die Priasenz von pERK1/2 (obere Doppelbande) oder gesamtem ERK1/2 (untere Doppelbande)
untersucht. Es wurden jeweils gleiche Proteinmengen (10pg) aufgetragen. Die Pfeile kennzeichnen die
Position von ERK1 (44kD) und ERK2 (42kD).
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allen weiteren Experimenten wurde daher kein Mediumwechsel vorgenommen. Der Inhibitor
wurde - eine 24stiindige Stabilitdt von U0126 zugrunde gelegt - tiglich frisch zugegeben.

Nach Festlegung der Basisparameter fiir das Design der Experimente wurde die Bedeutung
von ERK1/2 fiir den malignen Phénotyp von Gliomzellen analysiert, i.e. deren Auswirkung

auf Adhésions-, Spreading-, Migrations- und Proliferationsprozesse.

3.1.2 Bedeutung von konstitutiv aktiviertem ERK1/2 fiir die Proliferation

neuraler Tumorzellen

Die verschiedenen Gliomzellen wurden fiir 72h in Wachstumsmedium kultiviert und
anschliefend fiir weitere 72h mit oder ohne U0126 inkubiert. Sowohl vor (i.e. nach 72h), als
auch nach U0126-Inkubation (i.e. nach 144h) wurden die Zellen geerntet und die Zellzahl
mikroskopisch bestimmt. Anhand der ermittelten Werte wurde die Verdopplungszeit
berechnet. Bei den untersuchten Glioblastomzelllinien lagen die Werte in einem Bereich von
27 (SKMG-4) bis 47h (US7MG) (s. Tabelle 3.1). Die humane Oligodendrogliomzelllinie wies
eine Verdopplungszeit von 34h auf. Die hochste Teilungsrate, i.e. die kiirzeste
Verdopplungszeit wurde mit 20,6h fiir die Rattengliomzelllinie C6 ermittelt. In Anwesenheit
von U0126 zeigten alle Zelllinien eine Erhdhung der Verdopplungszeit, wobei die geringste
Steigerung bei Faktor 1,2 (SKMG-5), die hochste bei Faktor 3,3 (US7MG) lag. Es konnte
keine Korrelation zwischen der Verdopplungszeit einer Zelllinie und ihrer Sensitivitit

gegeniiber der UO126-Behandlung festgestellt werden: so zeigten z.B. die Zelllinien SKMG-5

Verdopplungszeit Zelltod in %

Zelllinie Kontrolle u0126 Steigerungs-faktor Kontrolle u0126

A172 34332 64,4+ 18,7 1,9 1705 4504
A1207 37,734 58,7+ 16,3 16 49£03 3911
c6 20,6+3,2 36,2+ 10,5 18 11201 09+08
SKMG-4 26,9+3,0 37825 14 1.9+09 20£06
SKMG-5 40,9+1,9 50,2+ 4,7 1,2 4110 39210
SKMG-15 28,6+4,7 48,4+ 11,1 17 28+13 38+06
TC620 34,6432 62,2+ 14,3 18 47409 43217
USTMG 43560 1459+ 39,3 34 25£04 38+24
U178MG 324415 50,5+ 6,4 18 29+13 27+23
U251MG 37,5+50 94,0+ 355 25 24£15 47£15
U373MG 42,1£10,0 76,0 £ 16,4 18 30£31 28213

Tabelle 3.1: Verdopplungszeiten (h) von Gliomzelllinien In An- oder Abwesenheit des MEK-Inhibitors
Uo0126

Gliomzelllinien wurden fiir 72h in Abwesenheit und anschlieBend fiir weitere 72h in Ab- oder Anwesenheit von
U0126 kultiviert. Zur Berechnung der Verdopplungszeiten wurden die Zellzahlen nach 72 und 144h
mikroskopisch ermittelt. Der Anteil toter Zellen wurde mit Hilfe von Trypan-Blau-Farbung bestimmt.
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und U87MG in Abwesenheit von U0126 dhnliche Verdopplungszeiten (40 bzw. 47h; s.
Tabelle 3.1). Wéhrend die Verdopplungszeit von SKMG-5-Zellen in Anwesenheit von U0126
nur geringfiigig anstieg (um Faktor 1,3), erhohte sich die von U87MG-Zellen um Faktor 3,3
(s. Tabelle 3.1). Im Mittel erhdhten sich die Verdopplungszeiten der untersuchten Zelllinien in
Gegenwart von U0126 etwa auf das doppelte des Ausgangswertes (um Faktor 1,9).

3.1.3 Bedeutung von konstitutiv aktiviertem ERK1/2 fiir Zelladhasion und
—spreading
Zur Abkldarung der Frage, ob aktiviertes ERK1/2 die Adhésion glialer Tumorzellen auf ECM-
Substraten beeinflusst, wurden die Gliomzellen in Ab- oder Anwesenheit von 10uM U0126
mit den Substraten Collagen I (CI), Collagen IV (CIV), Fibronektin (FN) und Laminin (LN)
inkubiert. Alle Zellen adhérierten in unterschiedlichem Malle an die verschiedenen Substrate,
mit Ausnahme der Oligodendrogliomzelllinie TC620, die nicht an Fibronektin adhérierte
(Tabelle 3.2). Die Anzahl adhdrenter Zellen pro Flacheneinheit in Anwesenheit von 10uM
U0126 war in den meisten Féllen mit der unbehandelter Zellen vergleichbar. Die groften
Abweichungen zeigten SKMG-4-Zellen, die in Gegenwart von U0126 auf den Substraten CI,
CIV und LN eine um 43, 49 und 116% erhohte Adhésion zeigten, das Adhdsionsmuster

Zelllinie cl cIv FN LN
Kontrolle u0126 Kontrolle u0126 Kontrolle uo0126 Kontrolle uo0126

A172 269+18 30,9+4,0 223+12 26,7+£37 18,7+3,5 18,7+2,9 31,2+28 40,2+1,9
A1207 33,7+52 289+438 18,9+6,3 18,5+4,3 31,4+26 28,5+37 33,9+3,1 32,4+34
cé 51,8+6,8 60,6 +7,6 46,1+7,7 57,4+10,2 42,7 £4,2 46,3+7,5 58,0+ 11,2 63,2 + 63,2
SKMG-4 46,9+39 67,2+10,2 326+25 485+ 4,4 254 +56 37,5+17,9 357+33 77,3+159
SKMG-5 236 +5,1 27,0+5,1 256+16 23,3+3,1 26,3+26 31,8146 254 +£3,6 23,4 +£3,1
SKMG-15 26,1+1,7 271+25 274+27 251+25 19,0 +£3,9 245+25 255+29 284 +26
TC620 14,5+2,0 16,3+2,2 15,8 +2,7 19,9+3,0 no adhesion no adhesion 15,1+1,8 20,3 +3,1
USTMG 27,3+5,1 265+29 26,7+29 248+15 240+19 20,7+25 247+13 26,2+0,9
U178MG 31,9+25 351+7,6 29,7+1,3 295+54 24,7+9,9 26,7+6,3 24,7+39 281+34
U251MG 26,135 259+56 21,8+37 194+34 254 +£17 247+44 29,7+27 28,6 £3,9
U373MG 284+49 37,0+£55 16,8 +3,6 251+47 244+48 36,5+5,7 28,451 34,168

Tabelle 3.2: Adhiision von Gliomzelllinien auf angegebenen Substraten in Ab- oder Anwesenheit von
10uM UO0126

ECM-Substrate wurden auf Zellkulturplatik immobilisiert und mit Einzelzellsuspensionen in Ab- oder
Anwesenheit von 10uM U0126 inkubiert. Nach zwei Stunden wurden nicht adhérente Zellen durch Waschen
entfernt und die Zellzahl mikroskopisch ermittelt. Angegeben sind die Zellzahlen pro mm2 +
Standardabweichung von Doppelansétzen zweier verschiedener Experimente.
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auf FN blieb jedoch unverdndert. Neben SKMG-4-Zellen zeigten auch U373MG-Zellen in
Gegenwart von U0126 eine erhohte Adhédsion auf CI und FN (s. Tabelle 3.2). Kleinere
Unterschiede konnten fiir A172- und TC620-Zellen ermittelt werden, die nach U0126-
Behandlung eine um 30% erhohte Adhésion auf LN zeigten.

Um die Bedeutung von pERK1/2 fiir das Spreading der Zellen zu beurteilen, wurden die nach
zweistlindiger Adhésion von einzelnen Zellen eingenommenen Flachen vermessen. Keine der
Zelllinien zeigte nach Inkubation mit U0126 ein signifikant veréndertes Spreadingverhalten
auf den verschiedenen ECM-Substraten (s. Tabelle 3.2).

Zusammenfassend kann man sagen, dass pERK1/2 keinen nennenswerten Einfluss auf das

Adhisions- und Spreadingverhalten der untersuchten Tumorzellen hat.

Zelllinie (3] civ FN LN

Kontrolle uo0126 Kontrolle uUo0126 Kontrolle uo0126 Kontrolle uo0126

AIT2 884,3 £314,0 779,8 +£228,2 881,7 £ 262,5 805,2 + 257,9 681,6 +219,0 802,7 +274,9 726,7 +206,9 734,4 +232,3

A1207 1100,3 £ 352,9 1133,0 £ 386,6 949,5 + 236,0 945,2 + 2841 1209,6 + 388,1 1284,7 +453,3 1381,5 £592,1 1688,8 + 625,4

c6 778,0 £202,9 971,9+324,3 916,0 £ 291,0 1096,2 + 360,8 600,4 + 140,6 788,7 +285,8 920,4 +300,8 1202,3 £ 515,5

1116,6 £ 344,2 801,4 £372,4 1081,1£317,9 831,0 +378,9 664,8 + 181,8 618,3 £ 209,8 771,8 +254,8 589,2 + 203,3

SKMG-4

SKMG-5 1701,5 £682,8 1236,3 £424,9 1278,8 +433,5 1389,0 £492,7 1588,3 + 623,2 1932,2 +827,5 1694,0 £ 756,7 1296,2 + 495,8
SKMG-15 2589,7 £ 1247,2  2184,9 + 1108,9 2893,7 £977,9 2510,4 £ 877,8 1400,4 +764,2 1510,6 £958,1 2217,1£1081,5 1993,7 + 1046,5
TC620 925,3 + 229,1 909,7 + 256,9 873,5+203,5 853,5 + 203,5 keine Adhasion keine Adhasion 979,7 +391,9 833,5 + 289,1
USTMG 2649,8 + 976,5 2591,4 £ 924,7 2038,7 £ 773,0 2303,7£717,0 1755,0 £784,2 1711,4 £779,3 1854,0+1046,5 2119,6 +1079,3
U178MG 1529,8 £789,6 996,5+710,6 1654,8 £ 815,2 1325,7 £774,3 1479,3 £ 681,6 1436,0 £ 694,0 1428,1 £634,5 1442,3 £811,9
U251MG 1113,1 £323,9 1092,7 £ 251,4 1070,0 £311,6 958,9 + 252,7 1170,4 + 356,9 1218,5 £ 342,0 977,4 +274,9 1012,5 £ 336,2
U373MG 1453,1 £377,6 1511,1 £401,4 1289,5 + 347,9 1340,7 £420,5 1325,1 £ 436,6 1405,9 £ 447,0 1113,1 £220,7 1182,0 £ 249,2

Tabelle 3.3: Spreading von Gliomzelllinien auf angegebenen Substraten in Ab- oder Anwesenheit von
10uM U0126

Fiir jede Zelllinie wurden je Experiment die Oberflichen von 40 zufillig ausgewahlten Zellen pro angegebenem
ECM-Substrat mikroskopisch bestimmt. Aufgefiihrt sind Mittelwerte von 80 verschiedenen Zellen aus zwei
unabhingigen Experimenten + Standardabweichung.

3.1.4 Bedeutung von konstitutiv aktiviertem ERK1/2 fiir die Migration

neuraler Tumorzellen

Als dritter Parameter zur Beurteilung des Einflusses von pERK1/2 auf die Zellmotilitdt wurde
die Migration glialer Tumorzellen analysiert. Hierzu wurden multizelluldre Spheroide der
einzelnen Zelllinien auf Zellkulturplastik ausplattiert und das nahezu kreisformige
Auswandern der Zellen aus den Spheroiden nach 24, 48 und 72h gemessen (s. Abb. 3.2 A).

Alle untersuchten Zellen migrierten aus den Spheroiden, allerdings in unterschiedlichem
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Ausmall: Wiéhrend die ausplattierten Spheroide einen Durchmesser von etwa 100pum

aufwiesen, wurden nach 72h Radien von 400 (TC620) bis 1200um (U87MG) gemessen. Mit
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24 48
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Abb. 3.2: Migrationspotential von Gliomzellen in Ab- oder Anwesenheit von 10nM U0126

(A) Mikroskopische Aufnahme von SKMG-4-Spheroiden nach 0, 24, 48 und 72h in Ab- (a, b, ¢, d)
oder Anwesenheit (e, f, g, h) von 10uM UO0126. Angegeben sind die Radien der Kreise, die so
plaziert wurden, dass ihre Fliche mindestens 95% der migrierenden Zellen umfasste. (B)
Multizelluldre Spheroide wurden auf Zellkulturplastik aufgebracht und in Ab- (schwarze Balken)
oder Anwesenheit (schraffierte Balken) von U0126 kultiviert. Nach 0, 24, 48, und 72 Stunden
wurden die Radien der von den Zellen eingenommenen optimalisierten Kreise gemessen.
Dargestellt sind die Mittelwerte von 10 — 15 Spheroiden aus 2 verschiedenen Expe-rimenten +
Standardabweichung.

Ausnahme von A1207-Zellen wiesen alle Zelllinien in Gegenwart von U0126 verminderte
Migrationsraten auf. Diese Unterschiede waren schon nach 24h messbar und gewannen nach
48 und 72h an Deutlichkeit (s. Abb. 3.2. B). In 7 von 11 Zelllinien konnte eine signifikante
(keine Uberschneidung des Mittelwertes + Standardabweichung) Verminderung der
Migrationsdistanzen nach U0126-Behandlung gemessen werden, die mit einer ca. 20%igen

Reduktion der Radien einherging.
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Zelllinie t=0h t=24h t=48h t=72h signifikante
Kontrolle U0126 Kontrolle uo126 Kontrolle uo0126 Kontrolle | u0126 Reduktion

A172 95,8 + 13,9 95,2+ 123 304,4 + 38,8 282,4+34,8 453,0 +I" 44,2 394,9+424 617,2+41,3 492,7 + 48,1 ja
A1207 95,4 +10,8 97,8+9,0 212,6 +27,0 229,3+27,2 3354 +239 367,3+27,5 496,9 + 48,5 471,7 +£29,0 nein

cé 129,2+17,2 127,4 £ 14,5 341,8+34,1 306,2 + 25,2 587,6 + 57,7 467,9 +36,5 900,8 + 62,0 646,2 + 45,2 ja
SKMG-4 101,3+ 11,6 99,3 +12,8 287,0+23,4 253,0+ 24,6 514,4 + 46,2 380,0 + 38,7 686,3 + 59,3 487,1 +45.3 ja
SKMG-5 118,3 + 14,7 111,9+8,9 2453 + 25,1 248,6 + 30,5 388,6 + 31,3 348,7 + 66,9 523,1+35,8 431,9+78,5 nein
SKMG-15 85T +,2 82,8+9,8 218 +25,7 198,6 + 33,1 446 + 36,0 330,4 + 36,9 589 + 53,6 441,5+ 49,1 ja
TC620 98+9,5 100,3+ 11,5 209,2 + 18,4 188,2+£21,5 323,5+35,0 258,1 + 28,0 401,2 +28,8 303,5+27,8 ja
Us7TMG 1255+ 15,4 120,9+ 13,4 532,2 +83,0 4559+ 31,5 869,9 + 64,7 690,6 + 48,6 1161,1 +111,1 863,4 +75,8 ja
U178MG 94,6 + 8,3 105,1 + 15,1 414,1+23,7 387,0+28,0 752,9+ 44,6 615,0+45,8 956,4 + 83,2 729,6 + 66,7 ja
U251MG 112,4 + 23,6 1114173 397,8 £61,3 388,2+33,1 633,3 +69,3 583,8 + 57,8 809,7 + 90,2 699,5 + 64,7 nein
U373MG 91,8+ 13,0 94,6 + 19,6 359,7 +31,0 334,4+276 533,2+ 51,7 504,9 +46,3 656,8 + 79 591,6 + 56,2 nein

Tabelle 3.3: Radien von Zellspheroiden nach 0, 24, 48, 72h in Ab- oder Anwesenheit von U0126
Multizelluldre Spheroide wurden auf Zellkulturplastik aufgebracht und in Ab- (Kontrolle) oder Anwesenheit von
10uM U0126 kultiviert. Nach 0, 24, 48, und 72 Stunden wurden die Radien der optimierten Kreise gemessen,
die mindestens 95% der Zellen beeinhaltenden. Aufgefiihrt sind die Mittelwerte der Radien von 10 — 15
Spheroiden aus 2 verschiedenen Experimenten + Standardabweichung. Eine Reduktion des Migrationspotentials
wurde als signifikant betrachtet, wenn keine Uberschneidung der Mittelwerte + Standardabweichung in Ab- oder
Anwesenheit von U0126 gegeben war.
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3.2 Bedeutung von Gal-3 fiir neurale Tumorzellen

3.2.1 Herstellung und primare Charakterisierung stabiler Zelllinien mit
induzierbarer Gal-3-Expression

Die PC12-Tet-On-Zelllinie stammt von der Firma BD Bioscience und wurde uns
freundlicherweise von Herrn Professor Wiillner, Institut fiir Neurobiologie des
Universititsklinikums Bonn, iiberlassen. Die stabile SKMG-5-Tet-On-Zelllinie ,,JTO* wurde
wie unter 2.2.4.1.1 beschrieben hergestellt. Aus den Tet-On-Zelllinien wurden durch
Transfektion mit pTRE2-hGal-3 bzw. pTRE2-rGal-3 stabile, Gal-3-induzierbare Klone
generiert (s. 2.2.4.1.2) und beziiglich optimaler Induktionsbedingungen analysiert.

3.2.1.1 Test stabiler Doppeltransfektanten auf Gal-3-Induktion

Zur Auswahl der Klone mit der hochsten Induzierbarkeit und der geringsten Basisexpression
von Gal-3 (,,Jeakyness™) wurden die Zellen fiir zwei Tage mit 2pg/ml Doxycyclin (Dox)

inkubiert und anschlieend in detergenshaltigem Puffer solubilisiert. Die Proteine wurden
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Abb. 3.3: Gal-3-Induktion in Doppeltransfektanten

(A) JTO-,,Mutterzellen* (Spur 1) und die SKMG-5-Zellklone JG2 (2, 3), JG7 (4, 5), JGS8 (6, 7),
JG9 (8, 9) und JG11 wurden ohne (1, 2, 4, 6, 8, 10) und mit 2pg/ml Dox (3, 5, 7, 9 und 11)
kultiviert. (B) PC12-Tet-On-Mutterzellen (1) und die PC12-Zellklone PCG22 (2, 3), PCG23 (4, 5),
PCG24 (6, 7) und PCG25 (8, 9) wurden ohne (1, 2, 4, 6, 8) und mit 2pg/ml Dox (3, 5, 7, 9)
kultiviert.

Zum Nachweis von Gal-3 wurde der polyklonale Antikdrper CBP35 verwendet. In jeder Spur
wurden gleiche Proteinmengen (10ug) aus Zelllysaten aufgetragen. Der Pfeil kennzeichnet die
Position von Gal-3.

mittels SDS-Page aufgetrennt und Gal-3 nach Western-Blot mit dem polyklonalen Antikorper
CBP35 nachgewiesen. In Abbildung 3.3 sind beispielhaft die Ergebnisse fiir die SKMG-5-
Zellklone JG2, -7, -8, -9 und -11 (Abb. 3.3. A), sowie die PC12-Zellklone PCG22, -23, -24
und- 25 (Abb. 3.3. B) dargestellt. Fiir alle weiteren Experimente wurden die Klone JG7, -9
und -11 (fiir SKMG-5) sowie PCG22 und -24 (fiir PC12-Zellen) ausgewahlt.
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3.2.1.2 Analyse der optimalen Induktionsbedingungen

Zur Analyse der optimalen Induktionsbedingungen wurde (i) die optimale, nicht-toxische
Dox-Konzentration bestimmt, (ii) die Stabilitdt von Dox unter Kulturbedingungen analysiert,
sowie (iii) die Konstanz des Gal-3-Expressionsniveaus iiber einen fiir die Experimente
relevanten Zeitraum untersucht. (i) Zur Bestimmung der optimalen Dox-Konzentration
wurden die SKMG-5- und PC12-Zellklone fiir 24 und 48h mit 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 und
3.0ug/ml Dox inkubiert und die Gal-3-Expression mittels Western-Blot analysiert. In
Abbildung 3.4 sind exemplarisch die Ergebnisse fiir JG9- (Abb. 3.4 A) und PCG22-Zellen
(Abb. 3.4 A) dargestellt. Bei SKMG-5-Zellklonen war das Gal-3-Expressionsniveau nach
48stiindiger Dox-Inkubation fiir alle Konzentrationen vergleichbar (Abb. 3.4 A, Spuren 8§, 9,
10, 11, 12). Die PC12-Zellklone zeigten bei einer Dox-Konzentration von 2pug/ml nach 48h
die hochste Induktion (jeweils Spur 11). Mittels Trypanblau-Farbungen wurde nachgewiesen,
dass Dox-Konzentrationen von 2pug/ml fiir die verwendeten Zellen nicht toxisch sind. Fiir alle
weiteren Analysen wurden daher alle Klone 48h vor den Experimenten mit 2pg/ml Dox
inkubiert. Wie in Abbildung 3.4 B (Spuren 1 und 7) fiir PCG22-Zellen erkennbar ist, war Gal-
3 auch im nicht-induzierten Zustand nachweisbar. Ein dhnlich hohes Basisexpressionslevel

wurde fiir PCG24-Zellen nachgewiesen. Die SKMG-5-Zellklone waren zwar weniger
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Abb. 3.4: Analyse der Bedingungen fiir eine optimale Gal-3-Expression

(A) und (B): JG9- (A) und PCG22-Zellen (B) wurden fiir 24 oder 48h mit 0 (je Spuren 1 und 7), 0.5 (je 2
und 8), 1.0 (je 3 und 9), 1.5 (je 4 und 10), 2.0 (je 5 und 11) und 3.0 pg/ml Dox (je 6 und 12) inkubiert.:
(C) PCG22-Zellen wurden mit Wachstumsmedium (Spur 1), mit 2pg/ml unbehandeltem (2), bzw. mit fiir
2(3),4 (4),6(5), 8 (6) und 10d (7) im Brutschrank inkubiertem Dox fiir 48h kultiviert. (D) und (E): JG9-
Zellen (D) und PCG22-Zellen (je 2 bis 6) (E) wurden fiir 24h in Wachstumsmedium kultiviert (je 1) und
hiernach mit 2pg/ml Dox inkubiert und fiir weitere 2 (je 2), 4 (je 3) oder 6 Tage (je 4) kultiviert.

Zum Nachweis von Gal-3 wurde der polyklonale Antikdrper CBP35 verwendet. In jeder Spur sind gleiche
Proteinmengen (10pg) aus Zelllysaten aufgetragen. Der Pfeil kennzeichnet die Position von Gal-3
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,leaky®, aber bei ldngeren Belichtungszeiten war Gal-3 auch in diesen Zellen nachweisbar.

(ii) Zur Uberpriifung, ob wihrend lingerer Kulturbedingungen Aktivititsverluste von Dox
auftreten, wurde ein Wachstumssmedium mit 2pg/ml Dox hergestellt und im Brutschrank
inkubiert. Exemplarisch fiir alle Zellklone wurde der PCG22-Klon fiir 48h in 2, 4, 6, 8 und 10
Tage im Brutschrank inkubiertem, Dox-haltigem Medium kultiviert und auf Gal-3-Induktion
untersucht. Abbildung 3.4. C belegt, dass auch bei ldngeren Inkubationszeiten kein
Aktivititsverlust von Dox auftritt. (iii)) Zur Analyse, ob Gal-3 von den verwendeten
Zellklonen iiber einen langeren Zeitraum hinweg konstant exprimiert wird, oder ob es
moglicherweise zu einem Abfall des Gal-3-Expressionsniveaus kommt, wurden die Klone
einmalig mit 2pg/ml Dox inkubiert und nach 2, 4 und 6 Tagen auf das Niveau der Gal-3-
Expression hin untersucht. Bei allen Klonen konnte {iber mindestens 6 Tage hinweg ein
konstantes Gal-3-Niveau nachgewiesen werden. Abbildungen 3.4 D und E zeigen dies am

Beispiel der Klone JG9 (D) und PCG22 (E).

3.2.2 Einfluss von Gal-3 auf Differenzierungs-/ Proliferationsprozesse

neuraler Tumorzellen

Abhingig vom Zelltyp korreliert das Expressionsniveu von Gal-3 mit Proliferations- oder mit
Differenzierungsprozessen. Kuklinski und Mitarbeiter (2003) konnten zeigen, dass es bei der
NGF-induzierten Differenzierung von PCI12-Zellen zu einer Hochregulation von Gal-3
kommt. Auf einen Kausalzusammenhang auf molekularer Ebene zwischen Gal-3-Expression
und Differenzierung gingen die Autoren in dieser Arbeit jedoch nicht ein. Unsere
Beobachtung, dass auch lingere Inkubationszeiten mit Dox nicht zu einer Differenzierung der
PC12-Zellklone PCG22 und PCG24 fiihrten, zeigen, dass eine Gal-3-Hochregulation alleine
nicht zu einer Induktion von Zelldifferenzierungsprozessen fiihrt. Zur Abklarung der Frage,
ob Gal-3 Differenzierungsprozesse zumindest potenziert, wurde die PC12-Tet-On-
Mutterzelllinie und die PC12-Zellklone PCG22 und -24 in Ab- oder Anwesenheit von
2pug/ml Dox fiir 14d mit 100ng/ml NGF kultiviert und das Neuritenwachstum
lichtmikroskopisch untersucht. Es konnten keine Unterschiede im Auswachsverhalten
zwischen Dox-behandelten und unbehandelten Zellen festgestellt werden (Abb. 3.5).

Zur Beantwortung der Frage, ob Gal-3 andererseits die Proliferation neuraler Tumorzellen
beeinflusst, wurden SKMG-5-Zellklone und PC12-Zellklone in Ab- oder Anwesenheit von
2pg/ml Dox kultiviert. Nach 72 und 144h wurden die Zellen geerntet und, mit Hilfe der
anschlieend mikroskopisch ermittelten Zellzahlen, die Verdopplungszeiten behandelter und

unbehandelter Zellen berechnet. Die mittleren Verdopplungszeiten lagen sowohl fiir Gal-3-
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exprimierende (i.e. Dox-behandelte) als auch fiir Kontrollzellen zwischen 38 und 42h. Die
einzige Ausnahme bildete der SKMG-5-Zellklon JG9, der mit durchschnittlich 47h (bzw. 49h
fiir Dox-behandelte Zellen) eine etwas hohere Verdopplungszeit aufwies. In keinem Fall gab

es Evidenzen dafiir, dass die erhohte bzw. Neoexpression von Gal-3 die Proliferationsraten

der Klone beeinflusst.

Abb. 3.5 NGF-abhingiges Neuritenauswachsen in PC12-Zellen in An- oder Abwesenheit einer Gal-3-
Uberexpression

PC12-TetON-Zellen (a, b), PCG22-Zellen (c, d) oder PCG24-Zellen (e, f) wurden in Ab- (a, c, e) oder
Anwesenheit von 2pg/ml Dox (b, d, ) fiir 14d mit 100ng/ml NGF inkubiert. Der Balken in f entspricht 100pm.
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Abb. 3.6 Einfluss von Gal-3 auf die Proliferation neuraler Tumorzellen

Zellen wurden nach 72 und 144h Kultivierung in Ab- (graue Balken) oder Anwesenheit (schraffierte Balken)
von 2pg/ml Dox geerntet, die Zellzahlen mikroskopisch bestimmt und aus den ermittelten Werten die
Verdopplungsraten berechnet. Angegeben sind die mittleren Verdopplungszeiten von Doppelbestimmungen aus
3 verschiedenen Experimenten.

3.2.3 Einfluss von Gal-3 auf das Absterbeverhalten neuraler Tumorzellen

3.2.3.1 Einfluss von Gal-3 auf das Absterbeverhalten von Gliomzelllinien

Obwohl die SKMG-5-Zelllinie die einzige bisher bekannte Gliomzelllinie ist, die kein Gal-3
exprimiert (Kuklinski et al., 2000), ist sie in vielen Parametern (i.e. Proliferations-,
Adhisions-, Spreading- und Migrationsverhalten) mit konstitutiv Gal-3-exprimierenden
Gliomzellen vergleichbar (s. Abschnitt 3.1).

Aufgrund der bei nicht-neuralen Tumoren nachgewiesenenen Relevanz von Gal-3 bei
antiapoptotischen = Prozessen wurde in der nachfolgenden Versuchsreihe das
Absterbeverhalten von SKMG-5-Zellklonen in Ab- oder Anwesenheit einer ektopischen Gal-
3-Expression untersucht. In einer ersten Versuchsreihe wurde analysiert, ob das
Absterbeverhalten von SKMG-5-Zellen mit dem anderer, schon konstitutiv Gal-3
exprimierender, Gliomzellen vergleichbar ist. Hierzu wurde in SKMG-5-Zellen und drei
weiteren Gliomzelllinien (i.e. A172, U178MG und U373MG) Zelltod auf vier verschiedene
Weisen induziert: (i) Staurosporin (SSP) wurde als universeller Induktor eingesetzt, der in in
fast allen Zelltypen Apoptose auf nur teilweise geklartem Wege induziert (Weil, et al., 1996);
(i1) Betulinsdure (BA: betulinic acid) wurde verwendet, um eine mitochondrienvermittelte
Apoptose zu induzieren; (ii) Fas-Antikorper (Fas-AB) wurden zur Induktion -einer

rezeptorvermittelten Apoptose eingesetzt; (iv) die Applikation hochenergetischer
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Rontgenstrahlen wurde gewdhlt, da solch ein Verfahren auch bei der Therapie von

Hirntumoren Anwendung findet.
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Abb. 3.7: Abbsterbeverhalten von SKMG-5 im Vergleich zu anderen Gliomzellen

(A) Gliomzellen wurden fiir 24h mit 0 (graue Balken), 0.01 (schraffierte Balken), 0.1 (gestreifte Balken) oder 1.0uM
SSP (gepunktete Balken) inkubiert. (B) Die Gliomzellen wurden fiir 24h mit 0 (graue Balken), 1 (schraffierte Balken),
10 (gestreifte Balken) und 50pM BA (gepunktete Balken) inkubiert (C) Die Gliomzellen wurden fiir 48h mit O (graue
Balken), 25 (schraffierte Balken) oder 50ng/ml Fas-AB inkubiert. (D) Die Gliomzellen wurden 120h kultiviert (graue
Balken), bzw. einer Strahlendosis von 15Gy ausgesetzt und anschliessend 120h kultiviert (schraffierte Balken). Die
Uberlebensraten/ Absterberaten in (A), (B), (C) und (D) wurden nach Firbung iiberlebender Zellen mit Kristall-Violett
photometrisch ermittelt. Als Referenz (100%) dienten hierzu unbehandelte Zellen (graue Balken). Dargestellt sind die
Mittelwerte von 8-fach-Bestimmungen + Standardabweichung.

(E) RT-PCR-Analyse der Fas-Expression in A172- (1), SKMG-5- (2) U178MG- (3) und U373MG-Zellen (4); Spur 5:
ddH,0-Kontrolle; Der Pfeil kennzeichnet das 200bp-Fragment des Markers. Das PCR-Produkt hat eine Grésse von
215bp. (F) A172-Zellen wurden 24h mit Medium (1) oder SSP (2) inkubiert oder mit 15Gy bestrahlt (3) und 120h
kultiviert. U373MG-Zellen wurden 24h mit Medium inkubiert (4) oder mit 15Gy bestrahlt und 120h kultiviert (5).
Jurkat-Zellen wurden 24h mit 25ng/ml Fas-AB inkubiert (6). Zum Nachweis von PARP und PARP-Abbauprodukten
wurde der Antikorper a-PARP verwendet. Die Pfeile kennzeichnen die Position von intaktem (113kD) und
gespaltenem (89kD) PARP.
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Da zur Analyse Rezeptorvermittelter Apoptose Fas-AB gewéhlt wurden, wurden die
Zelllinien vorab auf mRNA-Niveau auf die Prisenz des Fas-Rezeptors hin untersucht. Hierbei
konnte in allen verwendeten Zelllinien (A172, SKMG-5, U178MG und U373MQG) der Fas-
Rezeptor nachgewiesen werden (Abb. 3.7 E). Zur Analyse des Zelltodes wurden iiberlebende
Zellen mit Kristall-Violett gefirbt und die Uberlebensraten photometrisch ermittelt. In
Abbildung. 3.7 sind die Graphen fiir diejenigen Inkubationszeiten dargestellt, bei denen die
deutlichsten Unterschiede zwischen den einzelnen Zelllinien auftraten (i.e. 24h fiir SSP und
BA, 48h fiir Fas-AB, 120h fiir Bestrahlungsassays).

(i) Durch Inkubation mit SSP und BA konnte in allen untersuchten Zelllinien ein vehementer
Zelltod induziert werden (Abb. 3.7 A und B). Eine 24stiindige Behandlung mit 1uM SSP
bewirkte bei SKMG-5-, U178MG- und U373MG cine Absterberate von ca. 60%. A172-
Zellen waren mit einer Absterberate von 40% resistenter (Abb. 3.7 A). Auffillig ist, dass
SKMG-5-Zellen im Gegensatz zu den anderen Zelllinien schon bei geringeren SSP-
Konzentrationen (0,1uM) in hohem Mafe absterben (53%) (Abb. 3.7).

(i1) Nach 24stiindiger Inkubation mit BA lagen die Absterberaten der untersuchten Zelllinien
zwischen 37 (U178MG) und 70% (A172). SKMG-5-Zellen lagen mit einer Absterberate von
45% im mittleren Bereich (Abb. 3.7 B) .

(iii) Die Behandlung mit Fas-AB-Konzentrationen von 25 oder 50ng/ml bewirkte in
U178MG-Zellen einen drastischen Zelltod (60-70%). A172- und U373MG-Zellen hingegen
waren gegeniiber dieser Art rezeptorvermittelter Apoptose resistent. SKMG-5-Zellen
reagierten mit moderaten Absterberaten von durchschnittlich 20% (Abb. 3.7 C).

(iv) Nach Bestrahlung der Gliomzelllinien mit 15Gy bei einer Dosis von 2Gy/min war
innerhalb der ersten 72h bei mikroskopischen Analysen kein Absterben der Zellen erkennbar
und deutliche Anzeichen von Zelltod traten erst nach 120h auf. So wurden fiir A172- und
SKMG-5-Zellen Absterberaten von 30 bzw. 40% gemessen. U1 78MG- und U373MG-Zellen
hingegen waren unter den gewéihlten Bedingungen resistent gegeniiber hochenergetischen
Rontgenstrahlen (Abb. 3.7 D).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass das Absterbeverhalten unterschiedlicher
Gliomzelllinien stark variiert (s. auch 3.1). In der Gliomzelllinie SKMG-5 lésst sich unter
gewdhlten Bedingungen durch Inkubation mit SSP massiver, durch Inkubation mit BA und
durch Bestrahlung moderater und durch Inkubation mit Fas-AB nur ein geringer Zelltod
induzieren.

In einem weiteren Experiment sollte untersucht werden, ob es sich bei dem gemessenen

Zelltod um Apoptose handelt. Hierzu wurden Zelllysate unbehandelter, SSP-, BA- und Fas-
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AB-behandelter und bestrahlter Zellen auf Abbauprodukte von Poly-(ADP)-Ribose-
Polymerase (PARP) hin analysiert. PARP wird durch bei apoptotischem Zelltod aktivierten

Kaspasen gespalten, wobei unter anderem in ein 89kD-grosses Fragment generiert wird.
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Abb. 3.8: Beeinflussung des Abbsterbeverhaltens von SKMG-5-Zellklonen durch Gal-3

(A) Die SKMG-5-Mutterzelllinie, die Tet-On-Zelllinie JTO sowie die drei Gal-3-induzierbaren Klone JG7, JG9
und JG11 wurden in Ab- oder Anwesenheit von 2pg/ml Dox fiir 24h mit 0 (schwarze/schraffierte Balken), 0.1
(graue/ gestreifte Balken), und1.0uM SSP (weille/ gepunktete Balken) inkubiert. (B) Die Zellen wurden in Ab-
oder Anwesenheit von 2pug/ml Dox fiir 24h mit 0 (schwarze/schraffierte Balken) oder 50uM BA (graue/ gestreifte
Balken) inkubiert. (C) Die Zellen wurden in Ab- oder Anwesenheit von 2pg/ml Dox fiir 0 (schwarze/schraffierte
Balken), 24 (graue/ gestreifte Balken) oder 48h (weile/ gepunktete Balken) mit 25ng/ml Fas-AB inkubiert. (D)
Die Zellen wurden mit 2pg/ml Dox inkubiert und 168h kultiviert (schwarze/schraffierte Balken) bzw. mit 2pg/ml
Dox inkubiert, nach 48h einer Strahlendosis von 15Gy ausgesetzt und fiir weitere 120h kultiviert (graue/ gestreifte
Balken).

Die Uberlebensraten/ Absterberaten wurden nach Firbung iiberlebender Zellen mit Kristall-Violett photometrisch
ermittelt. Als Referenz (100%) dienten hierzu unbehandelte Zellen (schwarze Balken). Dargestellt sind die
Mittelwerte von 8fach-Bestimmungen + Standardabweichung aus mindestens 2 unabhéngigen Experimenten.

Intaktes (113 kD) PARP und das 89kD-Fragment kénnen mittels a-PARP-Antikorper im
Western-Blot visualisiert werden. Unter den oben beschriebenen Versuchsbedingungen
konnte das 89kD-Fragment von PARP nur in Lysaten SSP-behandelter oder bestrahlter A172-
(Abb. 3.6 E, Spur 3 und 4) bzw. U373MG-Zellen (Abb. 3.6 E, Spur 6) nachgewiesen werden.
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Fiir alle anderen Analysen ldsst sich somit keine Aussage dariiber machen, ob die gemessenen
Absterberaten auf apoptotischen und/oder nekrotischen Zelltod zuriickzufiihren sind.

Zur direkten Analyse des Einflusses von Gal-3 auf den Zelltod von Gliomzellen wurden die
Klone JG7, JG9 und JG11 analog zu den oben beschriebenen Experimenten mit (i) SSP, (ii)
BA und (iii) Fas-AB behandelt, bzw. (iv) hochenergetischen Rontgenstrahlen ausgesetzt.
Aufgrund der erhaltenen Daten fiir die anderen Gliomzellen wurde SSP bei Konzentrationen
von 0.1 und 1.0uM, BA bei einer Konzentration von 50uM eingesetzt. Da die Unterschiede
der Absterberaten zwischen einer Behandlung mit 25 oder 50ng Fas-AB nur gering waren,
wurde fiir alle weiteren Experimente eine Konzentration von 25ng/ml gewihlt. Die
Inkubationszeiten betrugen fiir SSP und BA 24h, fiir Fas-AB 24 und 48h. Die Analysen zur
Beeinflussung des strahlungsinduzierten Zelltods durch Gal-3 erfolgten 120h nach Gabe einer
Dosis von 15Gy. Alle Experimente erfolgten jeweils in Ab- oder Anwesenheit von 2pg/ml
Dox. Als Kontrollen wurden sowohl die Mutterzelllinie SKMG-5 als auch die SKMG-5-Tet-
On-Zelllinie JTO mitgefiihrt.

Unter diesen Versuchsbedingungen wurden folgende Ergebnisse erhalten: (i) SSP induziert
bei einer Konzentration von 0.1uM in den untersuchten Zellen eine Absterberate von
durchschnittlich 40% (fiir die Mutterzelllinie SKMG-5 lag dieser Wert mit 50% etwas hoher)
(Abb. 3.8 A, graue Balken). Die Absterberate lieB sich durch Inkubation mit hdéheren
Konzentrationen (1.0uM) auf 65% steigern (Abb. 3.8 A, weille Balken). Die Anwesenheit
von Dox hatte bei keiner der untersuchten Zelllinien Einfluss auf den Zelltod (Abb. 3.8 A,
schraffierte, gestreifte und gepunktete Balken im Vergleich zu schwarzen, grauen und weillen
Balken).

(i1) Fiir BA lagen die Absterberaten fiir SKMG-5-Zellen bei 45, fiir JTO-, JG9- und JG11-
Zellen bei 55 und fiir JG7-Zellen bei 65% (Abb. 3.8 B). Auch hier hatte Dox keinen Einfluss
auf den Zelltod (Abb. 3.8 A, schraffierte, gestreifte und gepunktete Balken im Vergleich zu
schwarzen, grauen und weiflen Balken).

(ii1) Abbildung 3.7 C zeigt, dass die JTO-Zelllinie im Vergleich zur SKMG-5-Mutterzelllinie
eine erhohte Sensitivitit gegeniiber Fas-AB-induziertem Zelltod aufweist. Die Inkubation mit
Dox beeinflusst zwar das Absterbeverhalten der Klone nicht, jedoch ist auffillig, dass alle
Gal-3-induzierbaren Klone wieder eine &hnliche Resistenz gegeniiber Fas-AB wie die
Mutterzelllinie zeigen. Beriicksichtigt man, dass das Tet-System ,,leaky* ist, wodurch eine
geringe konstitutive Basisexpression von Gal-3 vorhanden ist, konnte dies tatsdchlich eine

protektive Wirkung von Gal-3 gegeniiber Fas-AB-vermitteltem Zelltod andeuten. Zur
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eindeutigen Beuurteilung wédren hier sicherlich noch weitere Experimente notig (siche
Diskussion).

(iv) Der strahlungsvermittelte Zelltod wird nicht durch Gal-3 beeinflusst (Abbildung 3.7 D).
Alle untersuchten Zellen weisen dhnliche Absterberaten auf (40-50%), die auch durch eine
vorherige Inkubation mit Dox nicht verdndert werden.

Zur Beurteilung, ob es sich bei dem untersuchten Zelltod um Apoptose handelt, wurden
Lysate unbehandelter und behandelter Zellen mit Hilfe von Western-Blot-Analysen auf
PARP-Spaltung hin untersucht. Weder in Lysaten SSP- noch BA- und Fas-AB-behandelter
oder bestrahlter Zellen konnte das 89kD-Fragment nachgewiesen werden. Eine Aussage tliber
die Art des Zelltods ist somit nicht moglich.

Zusammenfassend lsst sich sagen, dass eine Uberexpression von Gal-3 keinen signifikanten
Einfluss auf den durch verschiedene Stimuli induzierten Zelltod von SKMG-5-Gliomzellen

hat.

3.2.3.2 Einfluss von Gal-3 auf das Absterbeverhalten von PC12-Zellen

Zur Analyse des Einflusses einer ektopischen Expression Gal-3 auf den Zelltod von PC12-
Zellen wurden die Klone PCG22 und PCG24 analog zu den oben beschriebenen
Experimenten fiir SKMG-5-Klone mit (i) SSP, (ii)) BA und (ii1) Fas-AB behandelt (wie fiir
Gliomzelllinien konnte auch hier die Prisens des Fas-Rezeptors mit Hilfe von RT-PCR-
Analysen nachgewiesen werden (ohne Abbildung))., bzw. (iv) hochenergetischen
Rontgenstrahlen ausgesetzt. SSP wurde bei Konzentrationen von 0.1 und 1.0uM eingesetzt,
BA bei einer Konzentration von 50uM, Fas-AB bei 25ng/ml. Die Inkubationszeiten betrugen
fir SSP und BA 24h, fiir Fas-AB 24 und 48h. Die Analysen zur Beeinflussung des
strahlungsinduzierten Zelltods durch Gal-3 erfolgten 48, 92 und 120h nach Gabe einer Dosis
von 15Gy. Alle Experimente erfolgten jeweils in Ab- oder Anwesenheit von 2ug/ml Dox. Die
Mutterzelllinie PC12-Tet-On wurde als Kontrolle mitgefiihrt. Als weitere Kontrolle diente die
Zelllinie PC12-Bcl-2 (Schwarz et al., 2001). In dieser Zelllinie wird bei Inkubation mit
2ug/ml Dox die Expression des antiapoptotischen Proteins Bcl-2 induziert (Schwarz et al.,
2001).

(1) SSP induziert bei einer Konzentration von 0.1uM in den PC12-Tet-On-Zellen sowie in
dem Klon PCG24 eine 50%ige Absterberate. Die Absterberate des PCG22-Klons lag mit 30%
deutlich niedriger (Abb. 3.9 A). In allen Fillen wurden nach vorheriger Inkubation mit Dox
hohere Absterberaten erzielt (Abb. 3.9 A, schraffierte, gestreifte und gepunktete Balken im
Vergleich zu schwarzen, grauen und weillen Balken). Da dieser Effekt auch bei den Gal-3-

negativen Tet-On-Zellen auftrat, kann dies nicht als eine Konsequenz der Gal-3-Expression
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gewertet werden. Bei einer Dosis von 1uM SSP wurden fiir Tet-On-, PCG22- und PCG24
offensichtlich die maximal nachweisbaren Absterberaten von 82% erreicht (Abb. 3.9 C, weille
und gepunktete Balken). Kontrollen mit Bcl-2-induzierbaren Zellen belegen, dass
Unterschiede im Absterbeverhalten mit diesem Versuchssystem nachweisbar sind: bei einer
Inkubation mit 0.1uM SSP weisen die Bcl-2-exprimierenden Zellen eine, im Gegensatz zu
nicht-induzierten Kontrollzellen, um 20% geringere Absterberate auf. Bei einer Konzentration
von 1uM SSP betrug die Differenz sogar 60%.

(i1) Die Absterberaten nach BA-induziertem Zelltod variierten stark. Tet-On-Zellen wiesen
mit fast 60% die hochsten Absterberaten auf. Geringer waren diese Werte flir den PCG24-
Klon
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Abb. 3.9: Beeinflussung des Abbsterbeverhaltens von PC12-Zellklonen durch Gal-3

(A) Die PC12-Tet-On-Zelllinie, die Gal-3-induzierbaren Klone PCG22 und PCG24 und der Bcl-2 induzierbare
PC12-Zellklon Bcl2 wurden in Ab- oder Anwesenheit von 2pg/ml Dox fiir 24h mit 0 (schwarze/schraffierte
Balken), 0.1 (graue/ gestreifte Balken), und1.0uM SSP (weile/gepunktete Balken) inkubiert. (B) Die Zellen
wurden in Ab- oder Anwesenheit von 2ug/ml Dox 24h mit O (schwarze/schraffierte Balken) oder 50uM BA
(graue/ gestreifte Balken) inkubiert. (C) Die Zellen wurden in Ab- oder Anwesenheit von 2ug/ml Dox fiir 0
(schwarze/schraffierte Balken), 24 (graue/ gestreifte Balken) oder 48h (weifle/gepunktete Balken) mit 25ng/ml
Fas-AB inkubiert. (D) Die Zellen wurden mit 2pg/ml Dox inkubiert und 168h kultiviert (schwarze/schraffierte
Balken) bzw. mit 2ug/ml Dox inkubiert, nach 48h einer Strahlendosis von 15Gy ausgesetzt und fiir weitere 120h
kultiviert (graue/ gestreifte Balken).

Die Uberlebensraten/ Absterberaten wurden nach Firbung iiberlebender Zellen mit Kristall-Violett photometrisch
ermittelt. Als Referenz (100%) dienten hierzu unbehandelte Zellen (schwarze Balken). Dargestellt sind die
Mittelwerte von 8fach-Bestimmungen + Standardabweichung aus mindestens 2 unabhéngigen Experimenten.
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mit etwa 50% und bei PCG22-Zellen konnte nur eine Absterberate von ca. 30% ermittelt
werden (Abb. 3.9 B). Dox hatte keinen nennenswerten Einfluss auf dieses Verhalten. Unter
Beriicksichtigung der ,leakyness® des Tet-Systems deutet sich, wie bei mit Fas-AB-
behandelten Gliomzellen, auch hier die Moglichkeit eines protektiven Effekts von Gal-3 an,
der jedoch mit Hilfe dieses Assays nicht eindeutig belegt werden kann. Die Rate BA-
vermittelten Zelltods konnte durch Uberexpression von Bcl-2 um 40% reduziert werden (Abb.
3.9 B, grauer im Vergleich zu gestreiftem Balken).

(ii1) Analysen Fas-AB-behandelter Zellen ergaben, dass alle untersuchten PC12-Zellen
resistent gegeniiber Fas-vermitteltem Zelltod waren (Abb. 3.9 C).

(iv) In einem letzten Experiment wurde untersucht, ob Gal-3 einen Einfluss auf den
strahlungsvermittelten Zelltod in PC12-Zellen hat. Die Gal-3-Expression wurde 48h vor
Bestrahlung der Zellen durch Inkubation mit 2pg/ml Dox induziert. Absterberaten wurden 48,
96 und 120h nach einer Dosis von 15 Gy ermittelt. Abbildung 3.8. C zeigt, dass die Gal-3-
Induktion durch Dox deutliche Auswirkungen auf die Absterberaten der PC12-Zellklone hat.
Wihrend 120h nach Bestrahlung nur noch 25% der Tet-On-Zellen und der nicht induzierten
Klone lebten, waren dies bei Dox-behandelten Klonen ca. 10% mehr. Noch deutlicher war der
Effekt nach 96h. Hier wiesen Dox-behnandelte Klone eine um 15 (PCG22) bzw. 23%
(PCG24) niedrigere Absterberate als unbehandelte Kontrollzellen auf.

Zur Beurteilung, ob es sich bei dem untersuchten Zelltod um Apoptose handelt, wurden auch
hier die Lysate unbehandelter und behandelter Zellen mit Hilfe von Western-Blot-Analysen
auf PARP-Degradation hin untersucht. Weder in Lysaten SSP- noch BA- und Fas-AB-
behnadelter oder bestrahlter Zellen konnte das apoptose-typische 89kD-Fragment
nachgewiesen werden. Eine Aussage iiber die Art des Zelltods ist somit nicht mdglich.
Zusammenfassend kann man sagen, dass Gal-3 in PC12-Zellen keinen signifikanten Einfluss
auf den durch SSP, BA oder Fas-AB vermittelten Zelltod hat. Demgegeniiber vermindert Gal-
3 signifikant die Absterberaten von PC12-Zellen nach Bestrahlung mit hochenergetischen

Rontgenstrahlen.
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4 Diskussion

In vielen nicht-neuralen Tumorzellen findet man eine konstitutive Aktivierung des
Ras/MAPK-Signalwegs sowie eine Hochregulierung des tierischen Lektins Galectin-3. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung von aktiviertem ERK1/2 (Kinasen des
Ras/MAPK-Signalwegs), sowie Gal-3 fiir den malignen Phéinotyp neuraler Tumorzellen
untersucht, wobei primér solche Merkmale untersucht wurden, die in anderen Tumorzellen
durch ERK1/2 und Gal-3 beeinflusst werden. Die Gliederung der folgenden Diskussion

orientiert sich an der des Ergebnisteils.

4.1 Bedeutung von aktiviertem ERK1/2 fiir neurale Tumorzellen

4.1.1 Konstitutive Aktivierung von ERK1/2 in Gliomzelllinien

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass ERK1/2 in allen untersuchten Gliomzelllinien
konstitutiv aktiviert und diese Aktivierung MEK1/2-abhéngig ist. Hoshino und Mitarbeiter
(1999, 2001) schlugen in ihren Arbeiten eine Klassifizierung von Gliomzelllinien gemif3 des
Grades ihrer ERK1/2-Aktivierung vor, wobei Typ-0-Zellen kein und Typ-III-Zellen sehr hohe
pERK1/2-Expressionsniveaus aufwiesen. In Typ-II- und -II1-Zellen fiihrte die Inhibierung der
ERK1/2-Aktivierung durch Inkubation mit U0126 (oder der vergleichbar wirkenden Substanz
PD98059) zu einem partiellen oder vollstindigen Proliferationsstopp. In Typ-III-Zellen wurde
dartiber hinaus durch pharmakologische Inhibierung der ERK1/2-Phosphorylierung Apoptose
eingeleitet. In diesen Arbeiten wurden A172-Zellen den Typ-II und U251MG-Zellen den
Typ-I-Zellen zugeordnet. Obwohl das experimentelle Design der hier vorliegenden Arbeit
Abweichungen von dem von Hoshino und Mitarbeitern (1999, 2001) aufweist, entsprechen
A172- und U251MG-Zellen, sowie alle anderen untersuchten Gliomzellen nach den von uns
beobachteten Ergebnissen am ehesten Typ-II-Zellen: Konstitutive ERK1/2-Aktivierung in
proliferierenden Zellen, partieller Proliferationsstopp aber kein apoptotischer Zelltod nach
U0126-Behandlung.

Die Beobachtung, dass die ERK1/2-Phosphorylierung durch U0126 inhibierbar ist, belegt die
Beteiligung von MEK1/2 an der konstitutiven ERK 1/2-Aktivierung. Zwischen der jeweiligen
Relevanz von MEK1 und MEK2 kann jedoch nicht unterschieden werden. Ussar und Voss
(2004) konnten an Kolonkarzinom-Zellen zeigen, dass das MEKI/ERK-Modul
proliferationsfordernde Mechanismen aktiviert, wahrend Signale iber MEK2/ERK einen
Zellzyklusstopp bewirken. Dariiber hinaus kann auch das Expressionsniveau von pERK1/2 in

Abhéngigkeit von der Zellzyklusphase und vom Zelltyp variieren: Wéhrend die pERK1/2-
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Konzentrationen in NIH 3T3-Fibroblasten iiber den gesamten Zellzyklus hinweg konstant
bleiben (Wright et al., 1999), beobachtet man bei HeLa- oder CHO-Zellen wéhrend der
Mitosephase ein Absinken der ERK1/2-Konzentration, die jedoch in der G1-Phase schnell
wieder ansteigt (Harding et al., 2003; Tamemoto et al., 1992). Da in der vorliegenden Arbeit
nicht mit synchronisierten Zellen gearbeitet wurde, ist auch hier eine zellzyklusabhingige
Regulation denkbar. Tatsdchlich gibt es Evidenzen dafiir, dass auch in Gliomzellen die
Expression von pERKI1/2 wihrend der Mitosephase verhindert wird. So konnte durch
immunhistochemische Analysen gezeigt werden, dass pERK1/2 zwar von der liberwiegenden
Zahl der Zellen in der Interphase exprimiert wird, Zellen in der Mitosephase jedoch nur wenig
oder sogar iiberhaupt kein pERK1/2 aufwiesen (Mandell et al., 1998). Im Rahmen der
zelluldren Antwort auf eine ERK1/2-Aktivierung ist von Interesse, ob steigende pERK1/2-
Konzentrationen nachfolgende Signale stetig verstirken, oder ob die Zellantwort eher nach
dem ,,Alles-oder-Nichts-Prinzip* erfolgt. McKeigan und Mitarbeiter konnten zeigen, dass die
Inkubation ruhender 3T3-Zellen mit PDGF zur ERKI1/2-Aktivierung fiihrt, wobei die
Konzentration von PDGF positiv mit dem Expressionsniveau von pERK1/2 korreliert. Die
zelluldre Antwort - der Eintritt in die S-Phase des Zellzyklus — wurde jedoch nur dann
ausgelost, wenn die ERK1/2-Konzentration einen bestimmten Schwellenwert iiberschritt.

Gleichzeitig kam es zu einem dramatischen Anstieg von nukledrem ERK1/2.

Die Tatsache, dass die konstitutive ERK1/2-Aktivierung durch U0126 inhibiert werden kann,
unterstreicht die Bedeutung vorgeschalteter Signalkaskaden. Fiir Gliomzelllinien sind zwar
bislang keine Mutationen des Ras-Gens selber bekannt, jedoch beobachtete man auch hier
erhohte Expressionslevel von aktiviertem Ras-GTP, was auf Mutationen im EGF-Rezeptor
und dessen konstitutiver Aktivierung zuriickzufithren sein konnte (Kapoor und O’Rourke,
2003, Lorimer und Lavictoire, 2001). Moglicherweise sind aber auch andere G-Proteine in
erhohtem Malle aktiviert und bewirken nachfolgend eine konstitutive ERKI1/2-
Phosphorylierung. Neben Storungen vorgeschalteter Signalwege miissen jedoch auch
Abnormalititen bei der ERK1/2-Inaktivierung, z.B. durch LGI1 und PTEN in Betracht
gezogen werden. Der ,Metastasierungssupressor LGIl1 inhibiert die ERKI1/2-
Phosphorylierung und die Zellproliferation glialer Tumore (Gu et al., 2005). Transfiziert man
Zellen mit dem LGI1-Gen, die dieses Protein entweder endogen exprimieren (U87MG) oder
nicht exprimieren (T98G und A172), reagieren nur die vormals LGI1-negativen Zellen mit
einer Reduktion der Proliferationsraten. In T98G-Zellen fiihrt die Expression von LGI1 zu

einer Inhibierung der ERKI1/2-Phosphorylierung. Fehlen von LGI1 kann jedoch nicht
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alleinige Ursache fiir eine Hochregulierung von aktiviertem ERK1/2 sein, da auch Zelllinien
mit endogener LGI1-Expression wie U87MG-Zellen hohe Mengen an pERK exprimieren.
Auftillig ist jedoch, dass dies die Zelllinie mit der hochsten Verdopplungszeit, i.e. der
niedrigsten Proliferationsrate ist.

In Glioblastomen, wie auch in vielen anderen Tumoren beobachtet man eine Deletion des
PTEN-Gens (Simpson und Parsons, 2001). Auch in A172-, C6-, US7MG-, Ul178MG-,
U25IMG- und U373MG-Zellen fehlt diese Phosphatase. Analog zu LGII fiihrt eine
Reexpression von PTEN in Gliomzellen zu einer Inhibierung der ERK1/2-Phosphorylierung
(Gu et al., 1998). Fir US87MG-Zellen wurde sogar eine verminderte Malignitidt und ein
Zellzyklusstopp nach Transfektion mit PTEN gezeigt (Li und Sun, 1998).

4.1.2 Aktiviertes ERK1/2 fordert die Zellproliferation glialer Tumorzellen

In allen untersuchten Gliomzelllinien fiihrte eine Inhibierung der ERK1/2-Aktivierung zu
gesteigerten Verdopplungszeiten, i.e. verminderten Proliferationsraten. Das Mall  der
Verminderung fiel allerdings fiir die verschiedenen Zelllinien sehr unterschiedlich aus, was
auf eine sehr heterogene Feinregulation der Proliferationsprozesse in Tumorzellen schlieBen
lasst. Diese Daten sind nicht sehr vielversprechend im Hinblick auf therapeutische
MaBnahmen, die den Ras/MAPK-Signalweg angreifen. Solche MaBnahmen vermogen die
Zellteilung nur zu verlangsamen, aber keinen Proliferationsstopp zu bewirken. Dennoch ist
die Kldrung der Frage von Interesse, welche molekularen Prozesse zu einer solchen partiellen
Proliferationsinhibierung fiihren. Da alle Experimente mit nicht-synchronisierten Zellen
durchgefiihrt wurden, sind zwei Szenarios sind denkbar:

(1) Es handelt sich um einen abgestuften Effekt, i.e. die Zellen reagieren unabhéngig von der
Zellzyklusphase auf eine abfallende pERK1/2-Konzentration mit einer Verlangsamung der
Proliferation, oder aber (ii) es handelt sich um ein ,,Alles-oder Nichts-Prinzip* und die Zellen
sind nur in bestimmten Phasen des Zellzyklus ,,anféllig* fiir eine pERK1/2-Inhibierung.
Zellen in nicht-sensitiven Phasen des Zellzyklus proliferieren nach U0126-Behandlung
,hormal* weiter, wahrend Zellen in sensitiven Zellzyklusphasen auf U0126-Behandlung mit
einem Proliferationsstopp reagieren. In der Literatur findet man Hinweise fiir beide
Mechanismen: In Fibroblasten scheint U0126 die Progression durch die G2/M-Phase zu
verlangsamen (Ma et al., 2005), was fiir einen abgestuften Effekt spricht. Fiir Pankreas- oder
Kolonkarzinomzellen konnte hingegen nach U0126-Behandlung ein Zellzyklusarrest in der
GO0/G1- bzw. der G1/S-Phase gezeigt werden (Gysin et al., 2005, Kobayashi et al., 2005), was
die Existenz UO0126-sensitiver Zellzyklusphasen belegt. Dieses zweite Erkldrungsmodell

wiirde aber auch bedeuten, dass Zelllinien mit niedrigeren Verdopplungszeiten mit einer
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grofleren Steigerung der Verdopplungszeiten nach Inhibierung der ERK1/2-Aktivierung
reagieren miissten, da diese Zellen schneller in sensitive Zellzyklusphasen eintreten und
einem Proliferationsstopp unterliegen wiirden. Da dies fiir die untersuchten Gliomzellen nicht
der Fall ist (s. Tabelle 3.1), ist eher ein abgestufter Effekt anzunechmen. Eine mogliche
Erklarung fiir eine nur partielle Inhibierung der Zellzyklusprogression konnte ein
Zusammenwirken verschiedener Signalwege bei der Proliferationsregulation darstellen. So
wurde z.B. die Vernetzung des Ras/MAPK- mit dem PI-3-K-Signalweg belegt (Mirza et al.,
2004). Erwéahnenswert ist, dass eine Inkubation mit U0126 in Gliomzelllinien nicht, wie in

einigen anderen Tumorzellen (Cote et al., 2005), zum Zelltod fiihrt.

4.1.3 Aktiviertes ERK1/2 erhoht das Migrationspotential glialer

Tumorzellen

Fiir eine Reihe von Tumorzellen wie z.B. Mamma- (Krueger et al., 2001), Pankreaskarzinom-
(Klemke et al., 1997) und Fibrosarkomzellen (Webb et al., 2000) konnte eine Beteiligung von
pERK1/2 an Migrationsprozessen gezeigt werden. Zwar gibt es eine positive Korrelation
zwischen ERK1/2-Aktivierung und Migrationspotential, jedoch bedeutet diese Beobachtung
nicht gleichzeitig ein invasiveres Zellverhalten in vivo, wie Krueger und Mitarbeiter (2001)
nachgewiesen haben.

Unter den Substraten von ERK1/2 findet man die Enzyme FAK (focal adhesion kinase) und
MLCK. (Huang et al., 2004). Fiir eine Vielzahl von Tumorzellen wurde eine Korrelation der
FAK-Aktivitdit mit dem Migrations- und Invasionspotential beobachtet (Parsons, 2003).
Diesbeziiglich findet man jedoch kontroverse Daten fiir Gliomzellen: in einigen Arbeiten ging
die FAK-Aktivierung mit gesteigerten Proliferationsraten aber  vermindertem
Migrationspotntial einher (Ding et al., 2005; Lipinski et al., 2003), wihrend andere Studien
eine MEK1/2/ERK1/2-unabhéngige Migrationssteigerung durch FAK belegten (Giannone et
al., 1999). In diesen Studien wurden jeweils unterschiedliche Gliomzelllinien verwendet.
Moglicherweise belegen diese Resultate einmal mehr die genetische und molekulare
Heterogenitit von Tumorzellen.

Neben FAK aktiviert ERK1/2 die MLCK. Diese kontrolliert die Aktivitdt von Myosin II (Tan
et al., 1992). Moglicherweise ist dies ein Mechanismus, iiber den ERK1/2 die Migration
fordert. So konnten Gillespie und Mitarbeiter (1999) zeigen, dass die Migration von
Gliomzellen durch Inhibitoren der Myosin II-Aktivierung vermindert wird.

Migratorisches Verhalten scheint gliale Tumore vor Apoptose zu schiitzen: migrierende

Zellen aktivieren den PI-3-K-Signalweg und entgehen so der Camptothecin- und TRAIL-
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induzierten Apoptose (Joy et al., 2003). Moglicherweise stellt eine konstitutive ERK1/2-
Aktivierung  einen  dhnlichen  Schutzmechanismus  gegeniiber  verschiedenen
Apoptoseinduktoren dar und eine Inhibierung mit U0126 konnte die Apoptoseresistenz glialer

Tumore herabsetzen.

4.1.4 Aktiviertes ERK1/2 beeinflusst weder Zelladhasion, noch
Zellspreading

Dieses Ergebnis liegt moglicherweise in der Wahl der experimentellen Rahmenbedingungen
begriindet. In der vorliegenden Arbeit wurden die Zellen 4h vor Analyse des Adhisions- und
Spreadingverhaltens mit U0126 Behandelt. Diese Zeitspanne ist fiir eine dramatische
Anderung der Genexpression zu kurz. Im Gegensatz zu uns konnten Woods und Mitarbeiter
(2001) zeigen, dass (i) eine Inhibierung der ERKI1/2-Aktivierung in Melanom- und
Pankreskarzinomzellen zu einer Herab- und (ii) die Aktivierung von Raf/ERK1/2 in 3T3-
Fibroblasten zu einer Hochregulierung der a6- und B3-Integrin-Expression fiihrt, was mit
einem verdnderten Adhésions- und Spreadingverhalten dieser Zellen einhergeht. Woods und
Mitarbeiter zeigten die Induktion von a6- und B3-Integrin nach 24stiindiger Aktivierung von
ERK1/2, die Repression dieser Integrine nach 48stiindiger Inhibierung von ERKI1/2.
Moglicherweise konnte auch in Gliomzelllinien nach ldngeren Inkubationszeiten mit U0126

ein Verandertes Adhdsions- und Spreadingverhalten festgestellt werden.

Zusammenfassend zeigen die vorgestellten Daten, dass aktiviertes ERK1/2 den malignen
Phénotyp glialer Tumorzellen durch Erhéhung des Proliferations- und Migrationspotentials
manifestiert. Die Tatsache, dass durch UO0126-Behandlung Proliferations- und
Migrationsprozesse nur teilweise inhibiert, macht jedoch deutlich, dass neben dem
Ras/MAPK-Signalweg zeitgleich weitere Signalwege unterbrochen werden miissten, um

Proliferation und Migration dieser Zellen vollstdndig zu blockieren.
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4.2 Funktionelle Relevanz von Gal-3 in neuralen Tumorzellen

Eine Reihe von Studien haben Hinweise dafiir geliefert, dass die Expression von Gal-3
funktionell an der Regulation proliferativer und apoptotischer Prozesse beteiligt ist.
Untersuchungen, die unter anderem an PC12-Zellen durchgefiihrt wurden legten zudem die
mogliche Beteiligung von Gal-3 an zelluldren Differenzierungsprozessen nahe.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit présentierten Ergebnisse zeigen, dass das
proliferationsfordernde und antiapoptotische Potential von Gal-3 stark von den untersuchten
Tumortypen abhingig ist und im Generellen fiir neurale Tumorzellen, wie gliale Tumorzellen
und Phiochromozytomzellen nicht zutrifft (abgesehen von der protektiven Wirkung von Gal-
3 fiir rontgenbestrahlte PC12-Zellen). Zudem ist eine differenzierungsfordernde Wirkung von
Gal-3 nicht nachweisbar. Auf diese einzelnen Teilaspekte wird im nachfolgenden
Diskussionsteil, insbesondere unter Beriicksichtigung der vorhandenen Literatur, je separat

eingegangen.

4.2.1 Ektopisches Gal-3 hat keinen Einfluss auf Differenzierungs- und

Proliferationsprozesse neuraler Zelllinien

Die Expression von Gal-3 wird hiufig im Rahmen verschiedener zelluldrer
Differenzierungsprozesse (z.B. Differenzierung von HS-Zellen, einigen Zellen des
Immunsystems und PC12-Zellen) hochreguliert (Kuklinski et al., 2003; Liu et al., 1995;
Maeda et al., 2003). Dies deutet darauf hin, dass die Expression von Gal-3 auch einen
funktionellen Einfluss auf Differenzierungsprozesse hat. Eine Beteiligung von Gal-3 an
Proliferationsprozessen wurde anhand verschiedener Zellsysteme belegt. In Abhédngigkeit von
seiner Lokalisation stimuliert Gal-3 die Zellproliferation tiber unterschiedliche Mechanismen.
Extrazelluldir kann das Lektin durch Bindung an Oberflichenglykoproteine als Mitogen
wirken (Inohara et al., 1998), intrazelluldr korreliert die zellteilungsférdernde Wirkung von
Gal-3 mit seiner Lokalisation im Zellkern (Moutsatsos et al., 1987). Eine Repression von Gal-
3 in Mammakarzinomzellen fiihrt zu verminderter (Liu et al., 2002), eine Uberexpression von
Gal-3 in T-Zell-Leukdmie-Zellen zu einer erhdhten Proliferation (Yang et al., 1996). Sowohl
eine Beteiligung an Differenzierungs-, als auch an Proliferationsprozessen konnte zumindest
partiell durch einen direkten oder indirekten Einfluss von Gal-3 auf die Expression von
Zellzyklusgenen erklart werden (siche Kapitel 1.3.4); beispielsweise erhoht Gal-3 in
Mammakarzinomzellen die Zyklin-D1-Promoteraktivitit (Liu et al., 2002).

In unseren Experimenten konnten durch die ektopische Expression von Gal-3 weder

Proliferations- noch Differenzierungsprozesse von PC12-Zellen beeinflusst werden. Im
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Zusammenhang mit den mit PC12-Zellen durchgefiihrten Experimenten konnten wir wohl
Aussagen dariiber machen, dass (1) ektopisches Gal-3 alleinig weder die Proliferation noch
die neuronale Differenzierung in undifferenzierten PC12-Zellen beeinflusst, (2) in neuronal
differenzierten Zellen die Differenzierungskinetik und das Differenzierungsmall (Bildung
neuronaler Fortsdtze) durch ektopisches Gal-3 nicht verdndert wird.

Da die intrinsische Gal-3-Expression wihrend NGF-abhéngigen Differenzierungsprozessen in
PC12-Zellen induziert wird, lassen sich keine Aussagen dariiber machen, ob Gal-3 in diesem
molekular verdnderten Szenario von essentieller Bedeutung ist. Zur Kliarung dieser Frage
wire die neuronale Differenzierung von PC12-Zellen in Abwesenheit von Gal-3 (z.B. iiber
siRNA-Strategien) zu untersuchen.

Die funktionelle Einflussnahme von Gal-3 in Zellproliferations- und -differenzierungs-
prozesse, die mit Verdnderungen der Genexpression einhergehen, setzt eine nukleidre Prisenz
des Molekiils voraus (Shimura et al., 2004) Fiir PC12-, aber auch fiir Gliomzellen stehen
hierzu detaillierte Untersuchungen noch aus. Die bisherigen Daten weisen auf ein heterogenes
subzelluldres Expressionsmuster (Kern und/oer Zytoplasma) hin, das sowohl Zelltyp als auch
von den Kulturbedingungen abhingig ist (Kuklinski et al., 2000; Kuklinski et al., 2003;

Kuklinski und Probstmeier, unverdffentlichte Beobachtungen).

4.2.2 Ektopisches Gal-3 hat primar kein antiapoptotisches Potential in

neuralen Tumorzellen

Die vorgestellten Ergebnisse zeigen liberwiegend, dass ektopisches Gal-3 keinen protektiven
Einfluss auf das apoptotische Absterben neuraler Tumorzellen hat. Eine Ausnahme bildet der
strahlungsinduzierte Zelltod in PC12-Zellen.

Die fehlende protektive Wirkung von Gal-3 gegeniiber apoptotischer Stimuli steht in
deutlichem Kontrast zu bisherigen Literaturdaten im Rahmen antiapoptotischer Funktionen
von Gal-3. So konnte ein antiapoptotische Wirkung dieses Lektins in Blasen- (Oka et al.,
2005) Prostata- (Califice et al., 2004b) und Mammakarzinom- (Takenaka et al., 2004) sowie
in B-Zell-Lymphom- (Hoyer et al., 2004) und T-Zell-Leukdmie-Zellen (Yang et al., 1996)
gezeigt werden. In diesen Studien wurde Apoptose auf verschiedene Weisen, wie iiber
Antikorper-vermittelte Aktivierung von TRAIL- oder Fas-Rezeptoren, sowie durch
Inkubation mit verschiedenen pharmakologischen Substanzen vermittelt.

Eine mogliche Erklirung fiir die fehlende protektive Wirkung von Gal-3 gegeniiber

apoptotischer Stimuli in neuralen Tumorzellen liegt moglicherweise darin begriindet, dass fiir
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Gal-3 die zur Entfaltung seiner antiapoptotischen Funktionen relevanten Rahmenbedingungen
nicht vorhanden sind:

(1) Gal-3 muss intrazelluldr exprimiert sein. Im Extrazellularraum entfaltet Gal-3
moglicherweise sogar proapoptotische Eigenschaften, wie Fukumori und Mitarbeiter (2003)
an T-Zellen zeigen konnten.

(i) Gal-3 muss im Zytoplasma lokalisiert sein. Califice und Mitarbeiter (2004b) konnten
zeigen, dass die Sensitivitdt gegeniiber Apoptose durch zytoplasmatisches Gal-3 herabgesetzt,
durch nukleédres Gal-3 jedoch erhoht wird.

(ii1) Gal-3 muss phosphoryliert sein. Yoshii und Mitarbeiter (2002) zeigten, dass Gal-3 in
Mammakarzinomzellen nur dann Cisplatin-induzierte Apoptose verhindert, wenn es am Ser’-
Rest phosphoryliert ist. Eine Erkldrungsmdglichkeit hierfiir findet man in einer Arbeit von
Takenaka und Mitarbeitern (2004), die zeigen konnten, dass nur phosphoryliertes Gal-3 aus
dem Zellkern ins Zytoplasma transportiert wird. In Ubereinstimmung mit Califice und Yoshii
(2004b; 2002) belegten sie dariiber hinaus, dass nur phosphoryliertes, i.e. zytoplasmatisches
Gal-3, Mammakarzinomzellen vor Apoptose schiitzt.

Zusitzlich zu den aufgefiihrten Faktoren scheint die antiapoptotische Wirkung von Gal-3 von
den jeweiligen apoptotischen Stimuli abzuhidngen: Wiéhrend Gal-3 BT-549-
Mammakarzinomzellen sowohl vor Cisplatin-induzierter Apoptose und PARP-Abbau, als
auch vor UV-B-induziertem PARP- Abbau schiitzt (Yoshii et al., 2002), erhoht das Lektin in
diesen Zellen die Sensitivitdt gegeniiber TRAIL-induzierter Apoptose, PARP- Abbau und
Kaspase- (-3, -8 und -9) Aktivierung (Lee et al., 2003). Gal-3 kann also nicht allgemeingiiltig
als antiapoptotisch bezeichnet werden. Moglicherweise reprdsentieren die vorliegenden
Ergebnisse keinen Ausnahmefall und Gal-3 hat je abhingig von Zelltyp und Stimulus keinen,

anti- oder proapoptotische Effekte im Kontext zelluldren Absterbens.

Auch die im Ergebnisteil beziiglich des apoptotischen Zelltods nicht eindeutig
interpretierbaren Daten, i.e. (i) Verringerte Absterberaten der SKMG-5-Klone im Vergleich
zur Mutterzelllinie bei Fas-induzierter Apoptose (bei ausbleibendem Effekt von Dox) und (ii)
verringerte Absterberaten der PC12-Zellklone im Vergleich zur Mutterzelllinie bei BA-
induzierter Apoptose (bei ausbleibendem Effekt von Dox), deuten, wie nachfolgend
begriindet, nicht auf eine antiapoptotische Wirkung von Gal-3 hin:

Eine im Tet-On-System generell auftretende geringe Basisexpression der induzierbaren Gene
auch in Abwensenheit von Dox hat in unserem Fall vermutlich keinen Einfluss auf das

Absterbeverhalten der Zellen: Der unter (i) und (i1) beschriebene Effekt eines verminderten
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Zelltods der Klone gegeniiber den Mutterzelllinien wird durch eine Gal-3-Induktion nicht
weiter verstirkt, und eine ,,Alles-oder-Nichts“-Wirkung von Gal-3 erscheint eher
unwahrscheinlich. Uberdies zeigen auch Bcl-2-induzierbare Zellen, die nachgewiesen ,,leaky*
sind (Dills, 2003), eine abgestufte Wirkung von Bcl-2: Der nicht-induzierte Klon weist
gegeniiber der Tet-On-Kontrollzelllinie eine um 20% verminderte Absterberate bei BA-
vermittelter Apoptose auf. Bei Induktion mit Dox steigt diese Differenz weiter auf 40%.

Bekanntermaflen weisen verschiedene Klone einer Transfektion unterschiedliche zelluldre
Phénotypen auf. So erhielten z.B. Nangia-Makka und Mitarbeiter (1995) durch Transfektion
von Gal-3 in Mammakarzinomzellen Klone, deren Potential Tumore auszubilden und bei
»Anchorage“-Versulst zu proliferieren stark variierte. Solche Unterschiede hingen meist mit
dem Einbauort der Plasmide im Genom zusammen. Aufgrund eines fehlenden Effekts einer
Dox-Inkubation ist dies wohl der plausibelste Erkldrungsansatz fiir das abweichende

Absterbeverhalten der Klone.

Die ektopische Expression von Gal-3 vemindert die Absterberate von PC12-Zellen nach
Applikation hochenergetischer Rontgenstrahlen. Es werden verschieden Mechanismen
diskutiert, iiber die Gal-3 seine oftmals antiapoptotische Wirkung entfaltet: Einige Autoren
postulieren die Mdglichekeit einer Interaktion mit Bcel-2 (Yang et al., 1996). Neurere Studien
weisen iiberdies auf die Mdglichkeit einer Interaktion von Gal-3 mit dem Fas-Rezeptor hin
(Fukumori et al., 2004). Der fiir eine protektive Wirkung gegeniiber ionisierender Strahlung
wahrscheinlichste Mechanismus von Gal-3 scheint die potentielle Beeinflussung zelluldrer

Redoxsysteme zu sein (s.u.).

Nach dieser mehr allgemeinen Betrachtung soll im folgenden detailliert auf die einzelnen
apoptosestimulierenden Substanzen (i) SSP, (ii)) BA und (iii) Fas-AB, sowie (iv)

hochenergetische Rontgenstrahlen eingegangen werden:

(i) SSP induziert in fast allen bislang untersuchten Zelltypen Apoptose, so auch in
Gliomzellen und PC12-Zellen (Kruman et al., 1998; Stepczynska et al., 2001; Weil et al.,
1996). Der Mechanismus ist noch nicht vollstindig geklart. Wéahrend viele Literaturdaten auf
eine Aktivierung der mitochondrienvermittelten Apoptose mit Zytochrom C-Freisetzung und
Kaspase-Aktivierung durch SSP hinweisen (Charlot er al., 2004; Victor et al., 2002), wurde in
einer neueren Arbeit gezeigt, dass SSP in Melanomzellen, die resistent gegeniiber

mitochondrienvermittelter Apoptose sind, denn Zelltod iiber andere, kaspaseunabhidngige
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Mechanismen einleitet (Zhang et al., 2004). Eine ektopische Expression von Gal-3 in SKMG-
5- und PCI12-Zellen hatte keinen verhinderten SSP-vermittelten Zelltod zur Folge. Diese
Ergebnisse stehen in auffilligen Kontrast zu Analysen in Mammakarzinom- und T-Zell-
Leukimie-Zellen. In diesen Zellen bewirkte eine Uberexpression von Gal-3 eindeutig eine
Inhibierung der SSP-induzierten Apoptose (Yang et al., 1986; Yu et al., 2002). In den
Mammakarzinomzellen konnte dariiber hinaus eine Translokation von Gal-3 zur
Mitochondrienmembran nach SSP-Gabe beobachtet werden (Yu et al., 2002). Legt man zu
Grunde, dass Gal-3 seine antiapoptotische Wirkung an den Mitochondrien entfaltet (s.u.), sind
fiir das Fehlen eines antiapoptotischen Effekts in SKMG-5- und PC12-Zellen zwei
Erkldrungen denkbar: (i) In diesen Zellen wird Apoptose T{iber einen
mitochondrienunabhéngigen Weg eingeleitet oder (i1) Gal-3 ist nicht an den Mitochondien
lokalisiert. Zumindest fiir PC-12-Zellen wurde eine Beteiligung der Mitochondrien bei der
SSP-induzierten Apoptose gezeigt, so dass wohl der zweite Erklarungsversuch naheliegender

ist. Moglicherweise ist in den transfizierten Zellen die Translokation von Gal-3 gestort.

(i) BA ist ein natiirlich vorkommendes pentrazyklisches Triterpenoid, das Apoptose sehr
wahrscheinlich iiber einen mitochondrienvermittelten Signalweg induziert (Eiznahmer und
Xu, 2004). In Gliomzellen kann die BA-induzierte Apoptose durch Bcl-2 inhibiert werden
(Wick et al., 1999). Uber eine Behandlung von PC12-Zellen mit BA gibt es noch keine
Literaturdaten, jedoch weisen unsere Ergebnisse an Bcl-2-induzierbaren PC12-Zellen darauf
hin, dass auch hier ein mitochondrialer Weg beteiligt sein kdnnte, da Bcl-2 die BA-vermittelte
Apoptose inhibiert. Moglicherweise liegt die Erklarung fiir einen fehlenden Effekt von
ektopischem Gal-3 auf BA-induzierte Apoptose auch hier, wie fiir SSP, in einer gestorten

Transklokation des Lektins in den transfizierten Zellen.

(i11) In Bezug auf Fas-vermittelte Apoptose kdnnen Tumorzellen in so genannte Typ-I- und
Typ-11-Zellen eingeteilt werden: In Typ-I-Zellen werden vom Fas-Rezeptor ausgehende
Apoptosesignale zu Kaspase-8 weitergeleitet, die ihrerseits Kaspase-3 aktiviert. In Typ-II
Zellen reicht der Aktivierungsstatus von Kaspase-8 hierzu nicht aus und zur Kaspase-3-
Aktivierung ist eine vorherige Aktivierung von Mitochondrien und damit einhergehende
Freisetzung von Zytochrom C vonnéten (s. Kapitel 1.1.1.1). In Typ-II-Zellen ist zusétzlich
neben einer verzdgerten Kaspase-8- und -3-Aktivierung der PARP-Abbaus verzogert.
Dariiber hinaus gibt es Evidenzen fiir weitere molekulare Unterschiede zwischen Typ-I- und

Typ-II-Zellen. So fiihrt eine Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) nur in Typ-II-Zellen zu
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einer Inhibierung Fas-vermittelter Apoptose und nur in Typ-II-Zellen fiihrt Inkubation mit C,-
Ceramid zu Apoptose (Scaffildi et al., 1998). Das zelluldre Ergebnis der verschiedene
Signalwegen in Typ-I- oder Typ-II-Zellen, i.e. Kinetik und AusmaR des Zelltodes, ist jedoch
vergleichbar (Scaffildi et al., 1998).

In humanen Lymphoblastoid- und T-Zellen konnte eine Gal-3-Expression exklusiv fiir Typ-I-
Zellen gezeigt werden. Eine ektopische Expression von Gal-3 in Typ-II-Zellen fiihrte dazu,
dass diese den Phénotyp von Typ-I-Zellen annahmen. In diesem Szenario entfaltet Gal-3 -
moglicherweise durch Interaktion mit Fas - eine apoptoseférdernde Wirkung und zwar
unabhingig von einer Mitochondrienaktivierung (Fukumori et al., 2004).

In SKMG-5-Zellen ist sowohl Bcl-2 (Zwicker, 2004) als auch Fas exprimiert (s. Abb. 3.7 E),
aber eine Neoexpression von Gal-3 hat keinen Einfluss auf das Absterbeverhalten dieser
Zellen. Es ist nicht auszuschlieBen, dass Gal-3 den Phénotyp von SKMG-5-Zellen von einer
Typ-1I- in eine Typ-I-Zelle dndert. Da jedoch die Aktivierung der Kaspasen 8 und 3 nicht
untersucht und ein PARP-Abbau nicht nachgewiesen werden konnte, sind Aussagen hieriiber
nicht moglich.

Im Gegensatz dazu wurde in anderen Arbeiten bei der SSP-induzierten Apoptose eine
Translokation von Gal-3 zur Mitochondrienmembran beobachtet, wo das Lektin scheinbar die
Zytochrom C-Freisetzung und nachfolgend die Kaspase-3-Aktivierung verhinderte (Yu et al.,
2002). Betrachtet man, dass (i) die antiapoptotische Wirkung von Bcl-2 hauptsédchlich auf
einem Schutz der Mitochondrienmembran und einer Inhibierung der Zytochrtom C-
Freisetzung beruht (Kluck et al., 1997; Yang et al., 1997), (ii) eine Bcl-2-Uberexpression nur
Typ-II-Zellen vor Fas-induzierter Apoptose schiitzt (Fukumori et al., 2004), (iii) Gal-3 auf
Grund von Sequenzhomologien (beide besitzen ein NWGR-Motiv) ein mdglicher
Bindungspartner von Bcl-2 ist (Akahani et al., 1997; Yang et al., 1996) und (iv) Mutationen
im NWGR-Motiv von Gal-3 seine antiapoptotischen Eigenschaften verdndert (Akahani et al.,
1997; Kim et al., 1999), liegt der Schluss nahe, dass Gal-3 seine antiapoptotische Wirkung auf
Mitochondrienebene entfaltet. Es ist demnach denkbar, dass Gal-3 speziell bei der Fas-
vermittelten Apoptose in ein und derselben Zelle proapoptotische und antiapoptotische
Wirkungen entfaltet.

PC12-Zellen zeigen trotz Expression von Fas eine Resistenz gegeniiber Fas-induzierter
Apoptose. Dieses hier gezeigte Ergebnis steht im Widerspruch zu bisherigen Literaturdaten,
bei denen in PC12-Zellen eine Apoptoseinduktion mittels Fas-AB erzielt werden konnte (Wu
et al., 2004). PC12-Zellen andern bekanntermaBlen leicht ihren Geno- und Phénotyp, was
Clementi und Mitarbeiter (1992) anhand 16 verschiedender PC12-Zellklone belegten.
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Moglicherweise handelt es sich bei dem untersuchten Tet-On-Zellklon um eine PC12-Linie

mit erworbener Resistenz gegeniiber Fas-vermittelter Apoptose.

(iv) Man nimmt an, dass die biologische Wirkung ionisierender Strahlen hauptséichlich auf
Schiadigungen der DNA zuriickzufiihren ist. Die Strahlenwirkung erfolgt entweder direkt
durch Energieabsorption vom Molekiil selbst, oder indirekt iiber diffusible Radikale. Die
intrinsische Strahlenempfindlichkeit gegeniiber ionisierender Strahlen ist genetisch bestimmt
und hingt unter anderem davon ab, wie das DNA-Reperatursystem einer Zelle funktioniert.
Man spricht in diesem Zusammenhang von der ,,Erholung vom subletalen Strahlenschaden*
SLDR (sublethal damage repair) (Allalunis-Turner et al., 1995). Neben einer positiven
Korrelation von SLDR und Strahlenresistenz fiihrt auch die Expression von mutiertem p53 zu
einer erhohten Strahlenresistenz (Pekkola-Heino et al., 1998). Dies spiegelt sich auch in den
Ergebnissen dieser Arbeit wieder: U373MG-Zellen, die mutiertes p53 exprimieren, sind
resistent gegeniiber hochenergetischen Rontgenstrahlen, wohingegen Wildtyp-p53-
exprimierende A172-Zellen nach Applikation ionisierender Strahlen apoptotisch absterben.
Fir U178MG- und SKMG-5-Zellen liegen keine Daten beziiglich p53 vor. Anhand des
Absterbeverhlatens nach Bestrahlung konnte man eine Expression von mutiertem p53 fiir
U178MG-Zellen und eine Expression von Wildtyp-p53 fiir SKMG-5-Zellen annehmen.

Die Ergebnisse zur Wirkung von Gal-3 bei bestrahlungsinduziertem Zelltod sind fiir SKMG-
5- und PC12-Zellen widerspriichlich: wihrend das Lektin in PC12-Zellen antiapoptotisch
wirkt, zeigt es in SKMG-5-Zellen keine Wirkung. Dies liegt moglicherweise darin begriindet,
dass Gal-3 in SKMG-5-Zellen schon durch Bestrahlung induziert wird. So konnten Miyakoshi
und Yagi (2000) in Gliomzellen einen Anstieg von nukledrem NF-k-B nach Applikation
hochenergetischer Rontgenstrahlen feststellen. Es gibt Evidenzen, dass dieser
Transkriptionsfaktor die Gal-3-Expression reguliert (Liu et al., 2004). Dumic und Mitarbeiter
(2002) zeigten sogar eine NF-k-B-abhdngige Hochregulierung der Gal-3-Expression nach
UV-Bestrahlung in Gliomzellen.

Moglicherweise inhibiert Gal-3 PC12-Zellen vor strahlungsinduziertem Zelltod durch einen
indirekten Schutz vor freien Radikalen. Zwar gibt es keinen direkten Beweis fiir eine
Beeinflussung von Redoxsystemen durch Gal-3, jedoch lassen verschiedene Untersuchungen
Zusammenhdnge vermuten: Lee und Mitarbeiter (2003) fanden heraus, dass (i) eine
Uberexpression von Gal-3 in Mammakarzinomzellen BT549 mit einer Erhohung des
Glutathiongehalts dieser Zellen einhergeht. Glutathion dient als Radikalfanger und konnte so

DNA und Mitochondrien vor strahlungsinduzierten Schaden schiitzen. Dariliber hinaus fiihrt
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(ii) eine Uberexpression von Gal-3 in der Mammakarzinomzelllinie Evsa-T nach
verschiedenen Apoptosestimuli zu einer verzogerten Erschopfung des GSH-Gehalts der
Zellen und dadurch zum Schutz des Transmembranpotentials von Mitochondrien (Matarese et
al., 2000). (iii) In PC12-Zellen fiihrte eine Inkubation mit SSP zu einer Akkumulation freier
Radikale an den Mitochondrien und zum Verlust der Mitochondrienfunktion. Diese Effekte
konnten durch NGF verhindert werden (Kruman et al, 1998), NGF bwirkt eine
Hochregulierung von Gal-3 (Kuklinski et al., 2003). Dieses Erkldrungsmodell stiinde
allerdings im Widerspruch zu dem Ergebnis, dass Gal-3 keinen protektiven Effekt gegeniiber
SSP-induzierter Apoptose hatte und macht deutlich, dass Studien zur Lokalisation von Gal-3

in den untersuchten Zellen zur Beantwortung solcher Fragen unerlésslich sind.

Die hier vorgestellten Arbeiten zeigen, dass eine Gal-3 Uberexpression in neuralen
Tumorzellen weder (i) Einfluss auf Differenzierungs- noch (ii) auf Proliferationsprozesse hat
und dariiber hinaus (iii)) nicht iiber ein primdr antiapoptotisches Potential in diesen
Tumorzellen verfiigt. Die Arbeiten weisen aber auch auf zukiinftige Forschungsfelder hin, die
fiir eine weitere Abklidrung des funktionellen Potentials von Gal-3 in Gliomzellen bearbeitet
werden sollten:

(1) Untersuchungen zum subzelluliren Lokalisationsmuster von Gal-3 in einem grof3en
Repertoire von Gliomzelllinien und dessen Abhédngigkeit von den gewéhlten experimentellen
Bedingungen (i.e. pro-/antiapoptotisch)

(2) Manipulation der Gal-3-Lokalisation durch gentechnisch eingebrachte molekulare
Mutanten, die entweder keine Phosphorylierungsstelle (Ser®) oder kein funktionelles NWGR-
Motiv aufweisen

(3) Repression der Gal-3-Expression in Gal-3 konstitutiv exprimierenden Gliomzellen {iber
siRNA-Strategien und Analyse ihre Auswirkung auf das proliferative/apoptotische Potential

dieser Tumorzellen.
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5 Zusammenfassung

Wie bei vielen Tumorerkrankungen geht auch die Entstehung neuraler Tumore mit einer
Vielzahl molekularer und =zelluldrer Verdnderungen einher. Diese spiegelt sich auf
molekularem Niveau beispielsweise durch verdnderte Genexpressionsmuster wieder, die
oftmals, aber nicht immer, auf die Aktivierung von Signaltransduktionsketten zuriick zu
fiihren sind. Auf zelluldrer Ebene finden sich unter anderem FErhohungen der
Proliferationsrate und Zellmotilitdt, sowie Reduktionen des natiirlichen Absterbepotentials.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Relevanz von (i) aktiviertem MEK1/2ERK1/2
(Stellgliedern des Ras/MAPK Signalwegs) und (ii) Galectin-3 (einem oftmals in Tumoren
exprimierten tierischen Lektins) fiir den malignen Phianotyp neuraler Tumorzellen untersucht.
Sowohl eine Aktivierung des Ras/sMAPK-Weges, als auch eine Expression von Galectin-3
beeinflussen bekanntermaflen positiv den malignen Phédnotyp nicht-neuraler Tumorzellen
(Erhéhung der Proliferations-/Migrationsrate, Erniedrigung der Absterberate bei
verschiedenen auch therapeutisch genutzten Stimuli). Fir neurale Tumorzellen standen
vergleichbare Ergebnisse noch aus, jedoch waren folgende Befunde bekannt:

(i) In PC12-Zellen wird die Galectin-3 Expression liber den Ras/MAPK-Signalweg positiv
reguliert. Eine Aktivierung dieses Signalwegs fiihrt zur neuronalen Differenzierung der
Zellen, und geht mit einem Proliferationsstopp einher

(ii) In der tiberwiegenden Mehrzahl von Gliomzellen kommt es, im Gegensatz zu normalen
glialen Zellen, in vivo und in vitro zu einer Neoexpression von Galectin-3. Zudem gab es
Hinweise, dass in Gliomzellen in vivo eine Aktivierung des Ras/MAPK-Signalwegs prasent

ist.

Folgende Fragen sollten im Rahmen der vorliegenden Arbeit gekldrt werden, nachdem
Vorstudien ergeben hatten, dass die Expression von Galectin-3 in glialen Tumorzellen nicht
iiber den Ras/MAPK-Weg reguliert wird (Mocigemba, 2001):

(i) In welchem Aktivierungszustand befinden sich Endglieder des Ras/MAPK-Weges in
glialen Tumorzellen und welche Auswirkungen hat deren Expression auf den malignen
Phanotyp dieser Zellen?

(ii) Welche Auswirkungen auf den malignen Phénotyp von glialen Tumorzellen und
Phaeochromocytomzellen hat die Uberexpression von Galectin-3?

Zur Analyse des ersten Teilaspekts wurde der Ras/MAPK Signalweg auf der Ebene von
MEK1/2 in Gliomzellen pharmakologisch inhibiert. Zur Analyse des zweiten Teilaspekts
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wurde Galectin-3 in Gliom- (SKMG-5) und Phaeochromocytomzellen (PC12) mit Hilfe des
Tet-On-Systems induzierbar liberexprimiert. Zur generellen Analyse des malignen Phénotyps
wurden primdr solche Merkmale untersucht, die bei anderen Tumorzellen bekanntermal3en

entweder iiber den Ras/MAPK-Weg oder die Expression von Galectin-3 beeinflufit werden.

Im Wesentlichen wurden durch diese Vorgehensweise folgende Ergebnisse erhalten:

(1) ERK1/2, terminale Stellglieder des Ras/MAPK-Signalwegs, lagen in allen der elf
untersuchten Gliomzelllinien konstitutiv exprimiert vor. Inhibierung der vorgeschalteten
MEK1/2-Kinasen in den gleichen Gliomzellen fiihrte zu einer Reduktion der
Proliferationsraten (durchschnittliche Erh6hung der Verdopplungszeit um 100%) und zu einer
Verminderung des Migrationspotentials (eine um etwa 40% verringerte Flachenokkupation)
in sieben der elf Zelllinien. In drei weiteren Zelllinien war zudem eine verminderte
Migrationspotenz erkennbar, die jedoch nicht die Signifikanzkriterien erfiillte. Im Gegensatz
hierzu blieb das Adhidsions- und Abflachungs-(,,Spreading®) Potential der glialen
Tumorzellen bei Inhibierung der MEK 1/2-Kinasen unbeeinflusst.

(2) Die induzierbare Uberexpression von Galectin-3 in der Galectin-3-negativen glialen
Tumorzelllinie SKMG-5 (die einzige bisher bekannte gliale Tumorzelllinie mit diesem
molekularen Phinotyp) zeigte keinen Einfluss auf deren Proliferationsverhalten. Auch die
Rate des apoptotischen Zelltods blieb bei Induktion durch Betulinsdure, Staurosporin, Gabe
von Fas-Antikorpern oder Applikation hochenergetischer Rontgenstrahlung unveréndert, was
in deutlichem Unterschied zu nicht-neuralen Tumorzellen steht.

(3) Die induzierbare Uberexpression von Galectin-3 in PC12-Zellen, die konstitutiv ein
niedriges Basisniveau an Galkectin-3 aufzeigen, zeigte keinen Einfluss auf das Proliferations-
aber auch nicht auf das Differenzierungsverhalten dieser Zelllinie. Die Rate apoptotischen
Zelltods blieb bei Induktion durch Betulinsdure, Staurospotin und Gabe von Fas-Antikdrper
unverandert. Bei Applikation von hochenergetischer Rontgenstrahlung hingegen, war eine um

20% verminderte Absterberate nachweisbar.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse dass ein aktivierter Ras/MAPK-Weg am malignen
Phanotyp glialer Tumorzellen in signifikantem Mafle beteiligt ist. Das in anderen Tumoren,
wie beispielsweise in Mammakarzinomen, dominant antiapoptotisch wirkende Galectin-3

scheint hingegen in neuralen Tumoren solch eine Funktion primér nicht wahrzunehmen.
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