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II. Zusammenfassung

Hirntumore, wie das Glioblastoma multiforme (GBM), zdhlen zu den héufigsten und
bosartigsten Tumoren des zentralen Nervensystems (ZNS). Trotz sich weiterentwickelnder
Diagnoseméglichkeiten ist die Uberlebensrate sehr gering. Weniger als 3% der Patienten
iiberleben die ersten 5 Jahre nach der Diagnose. Der klinische Verlauf bosartiger
Glioblastome ist von der Invasion isolierter Tumorzellen in das normale Gehirngewebe
abhéngig. Diese Zellen entkommen der operativen Entfernung des Tumors. Sie sind Ziel der
postoperativen Strahlen- und Chemotherapie. Diese postoperativen Therapieformen
induzieren Apoptose durch Induktion der Expression der Todesrezeptoren und ihrer Liganden,
wie beispielsweise des CD95-(Fas/Apo-1) Todessystems. In den letzten 20 Jahren wurden
immer wieder neue Therapieformen entwickelt, die oftmals aber einen gegenteiligen Effekt
erzielten. So fiihrten beispielsweise die Antiangiogenese Medikamente zu einem verstirkten
Auswachsen der Zellen aus dem Glioblastom (Lamszus et al., 2003). Ein weiteres Problem ist
die zunehmende Resistenz der Glioblastome gegentiiber apoptoseinduzierenden Therapien.

Das Anliegen dieser Studie war den Mechanismus der Invasion genauer zu untersuchen. Wir
konnten zeigen, dass die Stimulierung des CD95-Rezeptors einen Anstieg der
Migration/Invasion in apoptoseresistenten etablierten und Glioblastomzellen ausldste. Diese
Zunahme konnte sowohl mit exogenen Stimuli (a-Apo-1 Antikorper bzw. LZ-CD95L) als
auch durch die Hochregulierung des endogenen CD95/CD95L-Systems nach y-Bestrahlung
beobachtet werden. Der CD95-vermittelte Anstieg konnte durch einen neutralisierenden
Antikorper gegen CDISL blockiert werden. Die Tendenz der Zellen zu migrieren, anstatt
durch Apoptose zu sterben, steigt mit dem Malignitdtsgrad der Glioblastome an. Der
Signalweg der CD95-vermittelten Migration lduft {iber die Aktivierung der PI3Kinase (PI3K),
der Integrin-Linked-Kinase (ILK), der Inhibierung von GSK3[ und der Expression der

Matrix-Metalloproteinasen (MMPs). Caspasen sind an diesem Signalweg nicht beteiligt. Das
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direkte Verbindungsglied unterhalb des CD95-Rezeptors konnte in dieser Studie nicht
detektiert werden. Das ,,phosphoprotein enriched in diabetes/phosphoprotein enriched in
astrocytes-15-kDalton* (PED/PEA-15) wurde als moglicher Kandidat untersucht. Jedoch
konnte nach dem Ausschalten der PED/PEA-15-Expression keine Verdnderung in der
Hemmung von GSK3f detektiert werden.

Vor diesem Hintergrund sollten die postoperativen Therapieformen sehr gut tiberlegt und die
Auswahl durch vorherige Tests des entnommen Tumors auf seine Reaktion gegeniiber CD95-

Stimulierung getroffen werden.
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Summary

Gliomas account for more than 50% of all brain tumors and are by far the most common
primary brain tumors in adults. Despite development of new diagnostic technologies, the
survivalrate is extremely low. Only 3% of the patients are still alive five years after diagnosis.
The clinical outcome of malignant gliomas depends on the invasion of isolated tumor cells in
the nomal brain tissue. Migrating cells can escape the surgical ablation of the tumor and are
then the prime targets of post-surgical radio- and adjuvant chemotherapy. Chemotherapeutic
agents and irradiation act primarily by inducing apoptosis. Induction of apoptosis often
involves activation of the CD95 (Apo-1/Fas) death receptor/CD95L (ligand) system.
Nevertheless, most malignant glioma cells are resistant to CD95-induced apoptosis. Here we
show that triggering of CD95 increases migration/invasion in apoptosis-resistant human long-
term and primary glioma cultures. The tendency of glioma tumors cell lines to migrate rather
than to die by apoptosis increases with the degree of malignancy. CD95 mediates migration
via the PI3K/ILK/GSK3B/MMP pathway in a caspase-independent manner. Futhermore, we
tried to figure out the linker molecule downstream of CD95. A possible candidate was
“phosphoprotein enriched in diabetes/phosphoprotein enriched in astrocytes-15-kDalton”
(PED/PEA-15). Knockdown experiments excluded PED/PEA-15 as linker molecule in the
signaling pathway of migration mediated through the CD95/CD95L-System. Most
importantly, y-irradiation also increased migration of cells resistant to CD95-induced death.
Irradiation-mediated migration could be blocked by neutralization of CD95L. Thus, the

reaction of a glioma to CD95 stimulation should dictate subsequent therapy options.
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III. Einleitung

1. Apoptose

1.1 Definition von Apoptose

Programmierter Zelltod, der auch als Apoptose bezeichnet wird, wurde zum ersten Mal Mitte
des 19. Jahrhunderts von C. Vogt beobachtet. Er erkannte, dass Zellen wihrend der
Embryonalentwicklung von Amphibien einen vorhersagbaren ,,programmierten* Tod sterben
(Vogt, 1842). 1951 konnte der Embryologe Glucksmann die Regression fetaler Strukturen auf
den Tod einzelner Zellen zuriickfiihren (Los et al., 1999;Vaux and Korsmeyer, 1999). Der
Begriff Apoptose wurde 1972 von Kerr als eine weitere Form des Zelltodes neben der bereits
existierenden Nekrose eingefiihrt (Kerr et al., 1972). Es wurde sehr schnell deutlich, dass
Apoptose nicht nur in der Entwicklung eine grofle Rolle spielt (Los et al., 1999;Vaux and
Korsmeyer, 1999), sondern auch fiir die Erhaltung der Gewebshomdostase wichtig ist. Des
weiteren werden durch virale Infektion oder Mutation geschidigte Zellen mittels Apoptose
entfernt.

Nekrose ist eine passive Form des Zelltodes, die einen frithen Verlust der Membranintegritit,
eine abnormale Organellmorphologie, ein Anschwellen der Zellen (Oncose) und ein Zerreien
der Lysosomen mit sich bringt; eine inflammatorische Reaktion mit Gewebsschadigung ist die
Folge. Diese Form des Zelltodes kann durch viele Signale ausgelost werden (Hale et al.,
1996). Apoptose scheint dagegen nur in bestimmten Zellen aufzutreten. Es handelt sich
hierbei um eine aktive Form des Zelltodes, bei der die zelleigene DNA abgebaut wird (Kerr et
al., 1972;Majno and Joris, 1995). Die charakteristischen Merkmale dieser Form des Zelltodes

sind die Chromatinkondensierung, die Fragmentierung des Zellkerns, die Erhaltung der
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Membranintegritit und die Abnahme des Zellvolumens. Durch den Verlust der
Membranstabilitdt kommt es zu Ausstlilpungen der Zelle (Zeiose). Dies fiihrt letztlich zur
Abschniirung membranumschlossener Teile der Zelle, die als apoptotische Korperchen
bezeichnet werden. In vivo werden diese apoptotischen Korperchen, die Phosphatidylserin an
ihrer Oberflache exponieren, von Phagozyten oder anderen benachbarten Zellen erkannt,
aufgenommen und abgebaut (Savill et al., 1993). Biochemische Vorginge wéihrend der
Apoptose sind die Aktivierung von Endonukleasen, DNA Degradierung und die Aktivierung
der Cysteinproteinasen, genannt Caspasen (Saraste and Pulkki, 2000).

Apoptose wird jedoch auch unter pathologischen Bedingungen beobachtet. Hierbei werden
die Zellen nicht unbedingt getotet, sondern es wird ihnen die Moglichkeit gegeben, den
Schaden zu reparieren. Zahlreiche Stimuli konnen Apoptose induzieren wie z.B.
Glutamattoxizitit, freie Radikale, Ca®"-Anstieg sowie Zytokine und Entziindungsreaktionen
(Lu et al.,, 2000). Die Antwort der Zelle ist von der Schwere des Stimulus sowie des
Zellstadiums abhingig. (Bredesen, 1995;Bredesen, 1996). Auch bei einer Vielzahl humaner
Erkrankungen spielt Apoptose eine gro3e Rolle, wie z.B. Herzerkrankungen, Krebs, AIDS,
neurodegenerative Erkrankungen und Autoimmunerkrankungen.

Trotz der gegensatzlichen Charakteristika von Nekrose und Apoptose gibt es Hinweise dafiir,
dass beide Prozesse miteinander gekoppelt sein konnen. So kann die Blockade eines
apoptotischen Signalweges zum Zelltod iiber einen nekrotischen Weg flihren (Vercammen et

al., 1998).

1.2 Das Todesrezeptor/-liganden System

Die wachsende Familie der Todesrezeptoren gehort zur ,,tumor necrosis factor (TNF)/nerve

growth factor (NGF) Rezeptor Superfamilie (Bhardwaj and Aggarwal, 2003). Diese ist

charakterisiert durch das Vorhandensein einer extrazelluldren zysteinreichen (zwei bis sechs
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Zysteinreste) Sequenz (Smith et al., 1994). Ebenfalls charakteristisch ist die Anwesenheit
einer intrazelluliren Todesdomine (engl.: death domain, DD), die fiir die Ubertragung des
apoptotischen Signals essentiell ist (Itoh and Nagata, 1993;Tartaglia et al., 1993). Bisher sind
acht Mitglieder dieser Familie bekannt, nimlich CD95 (DR2, APO-1 und Fas) (Kischkel et
al., 1995;Nagata, 1997), TNFR-1 (DRI, p60, p55 and CD120a) (Schall et al., 1990;Trauth et
al., 1989), APO-3 (DR3, TRAMP, WSL-1 oder LARD), TRAIL-R1 (DR4, oder Apo-2),
TRAIL-R2 (DRS, TRICK2 oder KILLER), DR6 (Ashkenazi and Dixit, 1999;Schulze-Osthoff
et al., 1998), Ectodysplasin A Rezeptor (EDAR), der “nerven growth receptor” (NGFR)
(French and Tschopp, 2003;Wajant, 2003) und der vom Vogel stammende CAR1 (Chinnaiyan
et al., 1996;Kitson et al., 1996;Marsters et al., 1996;Pan et al., 1997a;Pan et al., 1997b;Pan et
al., 1998;Screaton et al., 1997;Sheridan et al., 1997;Walczak et al., 1997). Unter ihnen ist
CD95 (Fas, Apo-1 oder DR2) der am besten charakterisierte Todesrezeptor (Krammer,
2000;Schmitz et al., 2000). Die Todesrezeptoren werden durch ihre natiirlichen Liganden
aktiviert. Diese Liganden gehdren zur TNF-Familie, sie sind Typ II-Transmembranproteine,
von denen eine l9sliche Form durch die Aktivitdt von Matrix-Metalloproteinasen generiert
werden kann (Kayagaki et al., 1995;Tanaka et al., 1998). Der CD95 Ligand (CD95L, APO-
1L, FasL), bindet an CD95 wund ist ein stark glykolysiertes Protein mit einem
Molekulargewicht von 40kDa (Suda et al., 1997;Takahashi et al., 1994) TNF-a bindet an
TNFR1; Apo-3 Ligand (TWEAK) bindet an DR3 und TRAIL (Apo-2 Ligand) bindet an
TRAIL-R1 (Chicheportiche et al., 1997;Marsters et al., 1996;Pan et al., 1997b;Sheridan et al.,
1997;Suda et al., 1997;Takahashi et al., 1994;Wiley et al., 1995). Die so genannten
Decoyrezeptoren (,,Koder-Rezeptoren*) gehoren ebenfalls zur Familie der Todesrezeptoren,
enthalten aber keine Todesdomaéne (Pitti et al., 1998;Yu et al., 1999) und konnen somit keine
Signalkomplexe bilden. (Comerford and Nibbs, 2005). Bis zum heutigen Tag sind vier
Decoyrezeptoren charakterisiert worden: TRAIL-R3 (DcR-1, LIT, TRID) (Mongkolsapaya et

al., 1998;Pan et al., 1997a), TRAIL-R4 (DcR-2, TRUNDD) (Degli-Esposti et al., 1997;Pan et
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al., 1998) OPG (Simonet et al., 1997) und DcR-3 (TR6) (Yu et al., 1999). Zuletzt genannter
bindet sowohl CD95L als auch LIGHT (Pitti et al., 1998;Yu et al., 1999) (Abb.IIL.1).

Der CD95L ist ein Typ II-Transmembranprotein, sein N-Terminus ist im Zytoplasma
lokalisiert wéhrend sein C-Terminus in den extrazelluldiren Raum ragt. Die extrazelluldre
Region besteht aus 150 Aminosduren und ist hoch konserviert zwischen den Mitgliedern der
TNF-Familie, wihrend die Linge und Sequenz der zytoplasmatischen Region sehr variabel
ist. Membrangebundener CD95L wie auch TNF konnen durch eine proteolytische Spaltung
eine losliche Form des Proteins erzeugen (Nagata, 1997). Die losliche Form des humanen
CDO5L ist funktionell, wiahrend der murine CD95L sehr stark an Aktivitdt verliert, wenn er in
der 16slichen Form vorliegt (Krammer, 2000). Die funktionellen, loslichen Formen von TNF
und CD95L liegen als Trimere vor (Nagata, 1997). Jedoch wird von mehreren Gruppen ein
Bereich in der zysteinreichen Doméne verschiedener Rezeptoren beschrieben, wie z.B. beim
CD95-Rezeptor, mit der die Rezeptoren nach ihrer Stimulation interagieren und Trimere
bilden (Papoff et al., 1999;Papoft, 2000). Dieser Bereich wird als PLAD (engl.: pre-ligand
binding assembly domain) bezeichnet. Die Bindung des Todesliganden an seinen Rezeptor
kann entweder zu einer Konformationsianderungen der bereits bestehenden Trimere fiihren
mit der konsequenten Anhdufung der intrazelluldren Todesdoméne, oder sie bilden aus den

Trimeren Multimere.
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Death ligands and death receptors

THF FasL TL1A TRAIL T EDA1 NGF

I NA A
BESzaman i

THFR1 CDes'Fas DcR3 DRz TRAILR1 TRAILR2 TRAILR: TRAILR4 OPG DRe EDAR NGFR

SDDOS Death domain
<> Cysteine-rich motif

| Transmembrane domain

Abb.IIL.1: Schematische Darstellung der Todesrezeptoren und ihrer Liganden. Die Liganden sind im

oberen Teil des Bildes zu sehen und die Rezeptoren im unteren Teil (Lavrik et al., 2005).

1.2.1 Die CD95/CD95L-Signalkaskade

Bindet der CD95L an seinen Rezeptor, CD95, wird eine Signalkaskade ausgeldst.
Unstimulierte CD95-Rezeptoren liegen als pri-assoziierte Komplexe vor (Siegel et al., 2000).
Durch die Stimulierung des Rezeptors oligomerisiert er und bildet Mikroaggregate, die gegen-
iiber Natriumdodecylsulfat stabil sind (Boldin et al., 1995;Kischkel et al., 1995). Aktivierter
CD95 rekrutiert das Adaptermolekiil FADD (engl.: Fas-associated death domain, MORT1)
(Boldin et al., 1995;Chinnaiyan et al., 1995). FADD enthélt wie der CD95-Rezeptor eine
Todesdomine (engl.: death domain; DD), mit der es mit dem Rezeptor interagiert, sowie eine
Todeseffektordomine (engl.: Death effector domain; DED). In einem néchsten Schritt werden
zusitzliche Molekiile in den todesinduzierenden Signalkomplex (engl.: Death-inducing

signaling complex, DISC) rekrutiert: Zwei Isoformen der Caspase-8, Caspase-8/a
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(FLICE/Mach-a1/Mch5B) und Caspase-8/b (Mach-B2) (Boldin et al., 1995;Muzio et al.,
1996;Scaffidi et al., 1997), Caspase-10 (Kischkel et al., 1995;Sprick et al., 2002;Stegh and
Peter, 2001) sowie das zelluldre ,,FLICE-inhibitory protein* (FLIPy ) (Peter and Krammer,
2003). Die beiden Hauptbestandteile des DISC sind FADD und Caspase-8. Die Procaspase-8
ist hauptsichlich im Zytoplasma lokalisiert, in bestimmten Zelltypen befindet sie sich auch in
den Mitochondrien (Stegh et al., 2000;Stegh et al., 2002). Die zwei aufeinanderfolgenden
DEDs (Tandem-DED) der Caspase-8 werden fiir die Bindung an FADD und somit fiir die
Rekrutierung an den DISC bendtigt. Procaspase-8 wird auf DISC-Ebene autoproteolytisch in
die p10- und zwei p18-Untereinheiten gespalten, die als Heterotetramer schlie8lich die aktive
Caspase-8 bilden. Aktive Caspase-8 spaltet und aktiviert nachfolgende Effektor-Caspasen, um
den Apoptose-Prozess der Zelle weiter zu fiihren (Medema et al., 1997b;Salvesen and Dixit,
1999;Scaffidi et al., 1998). Ein weiterer Bestandteil des DISC ist das Molekiil CAP3
(Kischkel et al., 1995). CAP3 besitzt wie Caspase-8 ein Tandem-DED am N-Terminus und
einen bislang nicht charakterisierten C-Terminus. Uber die Identitit und Funktion von CAP3
liegen unterschiedliche Hypothesen vor. CAP3 konnte eine Procaspase-8 Prodoméne
darstellen oder eine kurze Splicevariante der Procaspase-8 sein vergleichbar mit c-FLIPs oder
FLIP;, die die CD95-Signalkaskade hemmen (Muzio et al., 1996;Sprick et al., 2002). Eine
Alternative konnte sein dass CAP3 als Kofaktor fiir die Aktivierung der Procaspase-8
verantwortlich ist (Medema et al., 1997a;Yang et al., 1998). Die neuesten Studien zeigen dass
CAP3 am DISC als Zwischenrpodukt der Procaspase-8a-Spaltung erzeugt wird (Golks et al.,
2005b). Wie bereits erwihnt, wird auch Caspase-10 iiber homotypische Interaktionen mit der
DED von FADD an den DISC gebunden und bildet aktive Heterotetramere (Kischkel et al.,
1995;Sprick et al., 2002). Jedoch sind die Ergebnisse, dass Caspase-10 in Abwesenheit von

Caspase-8 Zelltod induzieren kann, in der Literatur kontrovers diskutiert.
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1.2.2 Hemmung der Apoptose-Kaskade

Die durch Todesrezeptoren vermittelte Apoptose kann zum einen auf Rezeptorebene z.B.
durch Glykosylierung (Keppler et al., 1999) und zum anderen durch das Eingreifen in den
Signalweg unterhalb des Rezeptors moduliert werden. So konnen entweder sogenannte IAPs
(engl.: Inhibitors of apoptosis proteins) Caspasen direkt inhibieren (Deveraux and Reed,
1999), oder anti-apoptotische Bcl-2-Familienmitglieder inhibieren auf mitochondrialer Ebene
den Signalweg. (Scaffidi et al., 1998). Am DISC wird die todesrezeptorvermittelte Apoptose
durch ,,sFLICE-inhibitory proteins® (FLIPs) reguliert. Diese Proteine werden als ,,virale
FLICE-inhibitory proteins* (v-FLIPs) bezeichnet (Thome et al., 1997). Das humane Homolog
zu den V-FLIPs ist c-FLIP/Casper/I-FLICE/FLAME-1/CASH/CLARP/MRIT/Usurpin
(Goltsev et al., 1997;Rasper et al., 1998;Srinivasula et al., 1997) und hat eine starke
Sequenzhomologie zu Caspase-8. c-FLIP hat zahlreiche Splicevarianten auf mRNA-
(messengerRNA) Ebene, jedoch nur drei Isoformen auf Proteinebene, c-FLIP-long (FLIPy), c-
FLIP-short (FLIPg) (Irmler et al., 1997;Scaffidi et al., 1999) und c-FLIPr (Golks et al.,
2005a). c-Flips und c-Flipg werden abhingig vom Stimulus zum DISC rekrutiert, dadurch
kann Caspsase-8 nicht weiter an den DISC angelagert werden. Die Funktion von c-Flipy, wird
kontrovers diskutiert: Einerseits wird es als anti-apoptotisches Molekiil charakterisiert, das
wie c-Flips mit dem DISC interagiert und somit die Apoptosekaskade inhibiert. Andererseits
wird c-Flipy, aber auch mit der Prozessierung der Caspase-8 in Verbindung gebracht (Chang et
al., 2002;Micheau et al., 2002).

Ein weiteres Protein mit DED, das mit dem DISC interagieren kann ist ,,Phosphoprotein
enriched in Diabetes/Phosphoprotein enriched in Astrocytes-15-kDalton* (PED/PEA-15-
kDa). Es wird hauptsidchlich in Astrozyten exprimiert und schiitzt diese vor TNF-o-
induzierter Apoptose. Die Hemmung der Apoptose erfolgt einerseits durch die Unterbindung

der FADD-Caspase-8-Bindung, so dass die Formierung des TNF-R DISC verhindert wird.
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Andererseits kann PED/PEA-15 die Aktivierung verschiedener Stresskinasen blockieren, die
durch den Entzug von Wachstumfaktoren, Wasserstoffperoxid und Anisomycin aktiviert
werden. Notwendig dafiir ist die Interaktion von PED/PEA-15 und ERK1/2. PED wird zum
einen von der ,,Calcium-Calmodulin Kinase I (CaMKII) und zum anderen von der
Proteinkinase C (PKC) phosphoryliert. Studien haben gezeigt, dass nur das doppelt
phosphorylierte Molekiil zum DISC rekrutiert werden und somit Apoptose hemmen kann

(Xiao et al., 2002).

1.2.3 Caspasen

Der letzte Abschnitt des Todesprogrammes wird von einer Armee von Caspasen ausgefiihrt.
Caspasen sind Cystein-Proteasen, die nach einer wenig spezifischen Sequenz von vier
Aminoséduren spalten. Die Sequenz muf} jedoch unbedingt ein Aspartat in der Position P1
aufweisen (Earnshaw et al., 1999). In Séugetieren sind 14 verschiedene Caspasen bekannt, die
aufgrund ihrer Sequenzhomologie und Substratspezifitit in drei Familien unterteilt werden
konnen (Nicholson, 1999). Caspasen spielen im Apoptoseprozess eine entscheidende Rolle.
Sie werden als inaktive Pro-Formen (Zymogene) synthetisiert und durch proteolytische
Spaltung nach definierten Aspartatresten aktiviert. Dies fiihrt zur Freisetzung einer grof3en
und einer kleinen Untereinheit. Die groe Untereinheit enthélt das aktive Zentrum, das aus
zwel kleinen Untereinheiten in Form eines o,f;-Heterotetramers aufgebaut ist (Abb.IIL.1)
(Blanchard et al., 1999;Mittl et al., 1997;Rotonda et al., 1996;Wilson et al., 1994). Die
einzelnen Caspasen erfiillen unterschiedliche Rollen bei der Einleitung und Durchfiihrung der
Apoptose. Man unterscheidet zwischen Effektor-Caspasen und Initiator-Caspsasen. Zu den
Effektor-Caspasen gehdren Caspase-3, -6 und -7. Sie spalten den GroBteil der an der
Apoptose beteiligten Proteine, auch die, die an der charakteristischen morphologischen

Verdnderungen apoptotischer Zellen beteiligt sind (Earnshaw et al., 1999;Slee et al., 1999).
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Die Initiator-Caspasen, zu denen Caspase-8, -9 und -10 gehoren, sind fiir die Ubertragung
frither apoptotischer Signale verantwortlich. Apoptose spielt jedoch nicht nur eine wichtige
Rolle im Immunsystem bei der Beseitigung beschidigter Zellen, sondern auch bei der
Embryonalentwicklung. So konnten Studien in knockout-Médusen zeigen, dass die Aktivitit
von Caspasen bei der Entwicklung des zentralen Nervensystems (ZNS) absolut notwendig ist
(Los et al., 1999;Zheng et al., 1999). Kuida und seine Kollegen zeigten, dass bei Médusen mit

defektem caspase-9 bzw. caspase-3 Gen massive Missbildungen des ZNS auftreten (Kuida et

al., 1996;Kuida et al., 1998).
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Abb. I11.2 Schema der Caspasen und der Caspase-Prozessierung (Klaus Schulze-Osthoff, 2002).

1.3 Apoptose im Zentralen Nervensystem

Apoptose spielt eine entscheidende Rolle in der Entwicklung des ZNS, und beeinflusst dort
sowohl die Morphologie als auch die Feinstruktur. Wéahrend der Entwicklung des zentralen

und peripheren Nervensystems ist Apoptose ein stindiger Prozess, der in einer Vielzahl von
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Neuronen (Motor-, Sensor-, Interneuronen etc.) beobachtet werden kann und in allen
Vertebraten stattfindet. Dabei scheint es sich um eine Art Adaptationsmechanismus zu
handeln (Oppenheim, 1991). Eine allgemeine Erkldrung dieses Phdnomens konnte sein, dass
das Uberleben von Neuronen von spezifischen neurotrophen Faktoren, den so genannten
Neurotrophinen, abhéngig ist. Diese werden von bestimmten Zellen freigesetzt und haben
einen stimulierenden Effekt auf sich entwickelnde Neuronen. Auflerdem konnen auch
benachbarte Neuronen einen stimulierenden Einfluss auf die sich entwickelnden Neuronen
nehmen. (Raff et al., 1994). Folglich ist das Uberleben junger Neuronen von einer komplexen
Interaktion verschiedener Faktoren abhingig. Jedes Ungleichgewicht der Faktoren kann zum
Zelltod fithren. Der Vorteil dieses Mechanismus ist, dass, obwohl viele Typen von Neuronen
im Uberschuss produziert werden, nur eine kleine Menge das nétige neurotrophe Signal zum
Uberleben empfingt, wihrend der Rest abstirbt und dadurch die Neuronen-Ziel-Innervierung
erleichtert.

Studien verschiedener knockout-Méuse zeigen eindeutig das Vorkommen und die Relevanz
von Apoptose in der neuronalen Entwicklung von Vertebraten. Durch die Inaktivierung
verschiedener regulatorischer oder direkt beteiligter Molekiile des apoptotischen Signalwegs
kommt es zur embryonalen oder perinatalen Lethalitdt (Honarpour et al., 2000;Kuida et al.,
1996;Kuida et al., 1998). Interessanterweise ist das ZNS in diesen knockout-Tieren am
starksten betroffen. So weisen beispielsweise Maiuse, bei denen entweder das Gen der
caspase-3 bzw. der caspase-9 ausgeschaltet wurde, massive Missbildungen des ZNS auf. Die
morphologischen Fehlentwicklungen sind bereits am Embryonaltag (E) 10.5 zu erkennen
(Kuida et al., 1996;Kuida et al., 1998). Bei diesen Tieren liegt aufgrund der fehlenden
Caspaseaktivitit ein Uberschuss an neuroepithelialen Vorlduferzellen vor, was letztlich zu
einer Exencephalie fiihrt (Abb.III.3 rechtes Bild). Die Tiere sterben 1-3 Wochen nach der

Geburt.
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Abb. II1.3 Exencephalie in Caspase-9”-Miusen. (Kuida et al., 1998)

Jedoch nicht nur Caspase-9”" und Caspase-3"" knockout-Tiere zeigen massive Schidigungen
des ZNS, auch Apaf-1"" knockout-Miuse (Honarpour et al., 2000) sterben in der Regel direkt
nach der Geburt. Der Grund hierfiir ist dhnlich wie bei caspasedefizienten Tieren die
Anhédufung neuroepithelialer Vorlduferzellen, die unter normalen Bedingungen durch
Apoptose absterben. Diese Akkumulation fiihrt letztlich auch zu einer Ausstiilpung des
Gehirns. Uberraschenderweise iiberleben 5% der Apaf-1” Miuse. Im Gegensatz zu den
letalen Mutanten zeigen sie keine pathologischen Verdnderungen des ZNS. Jedoch tragen die
Minnchen einen Defekt in der Spermatogenese.

In den letzen zwei Jahrzehnten wurde klar, dass der gleiche Apoptosemechanismus, der eine
entscheidende Funktion wihrend der Entwicklung hat, unter pathologischen Bedingungen im
adulten ZNS reaktiviert werden kann und dort zum Verlust von Neuronen fiihrt, wie z.B. bei
der globalen oder fokalen =zerebralen Ischdmie (Choi, 1996;Martin-Villalba et al.,
1999;Martin-Villalba et al., 2001), die zu einer Hochregulierung der Todesrezeptoren CD95
und TNF-R1 und TNF-R2 sowie deren Liganden fiihrt. Durch den Einsatz neutralisierender
Antikorper gegen CDI95L und TNF-a bzw. die Verwendung entsprechender knockout-Tiere
(gld, tnf” und gld/tnf"), konnte der Schaden erheblich reduziert werden sowie eine deutliche

Verbesserung der motorischen Aktivitdt der behandelten Tiere bzw. knockout-Tiere im



Einleitung 18

Vergleich zu den Kontrolltieren erreicht werden (Martin-Villalba et al., 2001). Aber auch bei
neurodegenerativen Erkrankungen wie Parkinson, Alzheimer und Huntington (Mattson et al.,
2000), wo eine extrem hohe Caspaseaktivitit beobachtet werden kann, deren Ursache noch
nicht aufgeklart werden konnte, sowie auch bei Gehirntrauma und Riickenmarksverletzung
(Demjen et al., 2004;Mattson et al., 2000;Raghupathi et al., 2000) spielt Apoptose eine
wichtige Rolle.

Liegt also zuviel Apoptose vor, kommt es zum Verlust von Neuronen und dadurch zu einer

irreversiblen Schiadigung des ZNS.

2. Glioblastome

Ein UbermaB an Apoptose fiihrt im ZNS zum irreversiblen Verlust von Neuronen. Dieses
Phianomen begleitet neurodegenerative Erkrankungen sowie akute Verletzungen des ZNS.

Tritt jedoch das andere Phanomen auf, nimlich zu wenig Apopotose, so ist dies die Grundlage
fiir die Entwicklung von Krebs. Im ZNS entwickeln sich dadurch sehr maligne Hirntumore,
die eine hohe Resistenz gegeniiber den géingigen Therapiemoglichkeiten aufweisen. Im
Gegensatz zu den zuvor beschriebenen Erkrankungen, wird die Apoptose-Maschinerie nicht
reaktiviert, sondern sie ist in einigen Zellen partiell oder komplett verloren gegangen, was zu

einem unkontrollierten Wachstum fiihrt, das letztlich in einem Hirntumor enden kann.

2.1 Epidemiologie und Pathophysiologie von Glioblastomen

Gliome machen 50% aller Hirntumore aus. Meist sind es priméire Hirntumore in Erwachsenen
(Kleihues et al., 2002). Sie zdhlen zu den héufigsten und bosartigsten Hirntumoren. Man
unterscheidet histopathologisch zwischen Astrozytomen, Oligodendrozytomen und

Glioblastomen, denen zum einen eine Transformation von Astrozyten, Oligodendrozyten und
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Gliazellen zu Grunde liegt. Der héaufigste (65%) und histologisch bosartigste Typ ist jedoch

das Glioblastom multiforme (GBM) (Abb.II1.4).
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Abb. II1.4 Gliazellen und Gliome (Rao, 2003).

GBMs konnen als primdre Tumore neu entstehen oder sich aus anaplastischen Astrozytomen
entwickeln und werden dann als sekunddre GBMs bezeichnet (Benjamin et al., 2003;Kleihues
and Ohgaki, 1999;Mischel and Cloughesy, 2003). Trotz moderner Techniken im
Diagnosebereich und sich immer neu entwickelnder Therapien ist die Uberlebensrate immer
noch sehr gering. Weniger als 3% der Patienten sind 5 Jahre nach ihrer Diagnose noch am
Leben. Problematisch sind vor allem die vom Haupttumor abwandernden Zellen, die in
gesundes Gehirngewebe einwandern. So sind zum Zeitpunkt der Diagnose und letztendlich
der Operation bereits eine Vielzahl von Zellen aus dem Haupttumor in das gesunde
Gerhingewebe eingewandert. Dandy und seine Kollegen erkannten bereits 1928 (Demuth and
Berens, 2004) den invasiven Charakter dieses Tumortyps und fiihrte Hemispherektomien an
Patienten durch. Trotz dieses Fortschritts traten spitestens 3 Monate nach der Operation neue
Tumore auf. Deshalb wurde dieses Verfahren nicht weiter angewendet. In den letzten 20
Jahren konnten keine wesentlichen Fortschritte bei der Entwicklung einer erfolgreichen
Therapie erzielt werden. Auch Medikamente wie z.B. Metalloproteinase-Inhibitoren oder
Angiogenese-Inhibitoren kénnen die Uberlebensrate nicht erhéhen (Tonn and Goldbrunner,

2003). Im Gegenteil, so fithren beispielsweise antiangiogenese-Medikamente zu einem
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verstirkten Auswandern der Zellen aus dem Glioblastom, was letztlich eine Gliomatosis
cerebri verursacht (Lamszus et al., 2003). Die Therapie des Glioblastoms erfolgt
standardmiBig mit Operation, Strahlentherapie und Chemotherapie. Entscheidend fiir den
Behandlungserfolg ist dabei, wie gut es dem Neurochirurgen gelingt, das Tumorgewebe
wiahrend der Operation zu entfernen. Da es praktisch unmoglich ist, ein Glioblastom
vollstindig zu entfernen, folgt der Operation in aller Regel eine Strahlentherapie. Sie soll die
schnell wachsenden Zellen zerstéren und das umliegende gesunde Gewebe weitmdglichst
schonen. Der Nutzen der Chemotherapie bei der Behandlung des Glioblastom wird unter

Experten kontrovers diskutiert.

2.2 Zellmigration

Die Migration im Allgemeinen und im speziellen Fall die Tumormigration ist ein sehr
komplexer und dynamischer Prozess, der multiple biologische Vorgédnge einschlieB3t. Dieser
Vorgang kann in drei voneinander unabhéngige, koordinierte biologische Abldufe unterteilt
werden: 1. Die Zelladhdsion an viele verschiedene Molekiile der extrazelluldren Matrix
(ECM), die im Fall von Krebs Modifikationen in ihrer Zusammensetzung aufweist (Bellail et
al., 2004;Belot et al., 2001;Giese et al., 1994;Gladson, 1999). 2. Die Eigenbewegung der
Zelle, die die Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts involviert (Lauffenburger and Horwitz,
1996;Ridley, 2001), die hauptsdchlich durch Modifizierungen der Integrin-ECM-
Interaktionen hervorgerufen wird (Palecek et al., 1997;Suetsugu and Takenawa, 2003) 3. Die
Invasion, die zur Degradierung der Matrixproteine durch proteolytische Enzyme, die vom
Tumor freigesetzt werden, in erster Linie Serinproteasen, Cathepsine und Metalloproteinasen
(Belien et al., 1999;Wehrle-Haller and Imhof, 2003), herbeigefiihrt wird. Damit eine Zelle
wandern kann, muss sich ihr Zellkdrper sowie ihre Form und Steifheit verdndern, um mit der

sie umgebenden ECM zu interagieren, die zum einen eine mechanische Barriere und zum
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anderen eine Basis flir die wandernden Zellen darstellt. Die ECM spielt in der Embryogenese
und in der Entwicklung von Krebs eine wichtige Rolle. Alle nativen ECM-Proteine des
Gehirns (Fibronection, Laminin, Kollagen, Vitronectin und Tenascin) sind am perivaskulidren
Spalt lokalisiert, an welchem die invadierenden Gliomzellen bevorzugt entlang wandern.
Studien zeigten, dass sich die Zusammensetzung der ECM bei invasiven Tumoren veridndert
(Giese et al., 1994;Rutka et al., 1988). Die molekulare Beschaffenheit der ECM in GBMs
wurde von Gladson und Bellail ausfiihrlich beschrieben (Bellail et al., 2004;Gladson, 1999).

Die Interaktionen zwischen Gliomzellen und den Bestandteilen der ECM werden durch
Adhisionsmolekiile vermittelt. Adhdsionsmolekiile werden nach ihrem funktionellen
Verhalten klassifiziert, die durch die Aminosduresequenz, den Rezeptor und den Liganden
vermittelt werden. Sie konnen mindestens in vier Gruppen unterteilt werden: Integrine,
Cadherine, Lektine und die Immunglobulin-Superfamilie (Juliano, 2002). Die Zellen
interagieren mit der ECM iiber einen Adhdsionskomplex, der wihrend der Migration wirksam
wird. Dieser Komplex ist ein makromolekulares Gebilde, das aus Integrin-Rezeptoren und
sowohl ECM als auch intrazelluldren Elementen besteht (Belot et al., 2001;Bigner et al.,
1995;Kurpad et al., 1995;Parsons et al., 2000;Petit and Thiery, 2000;Riva et al., 1999). Zu den
bekanntesten intrazelluldren Proteinen, die den dynamischen Adhésionskomplex regulieren,
zahlen FAK (engl., focale adhesions kinase), Paxillin, Zyxin, Vinculin und Tensin (Belot et
al., 2001;Bigner et al., 1995;Goldmann, 2002;Kurpad et al., 1995;Parsons et al., 2000;Petit
and Thiery, 2000;Riva et al., 1999;Schaller, 2001). FAK ist eine Rezeptor-Tyrosin-Kinase,
die durch die integrinvermittelte Adhision an die ECM aktiviert wird. (Cary and Guan, 1999).
Diese Kinase ist am Migrationsprozess in vitro und in vivo beteiligt (Hauck et al., 2002).
Deshalb kann in Gliomen mit Migrationstop eine reduzierte FAK-Aktivitit nachgewiesen
werden, so dass die FAK-Expression mit der Invasivitit verschiedener Tumorarten

gleichgesetzt werden kann (Obara et al., 2002). Zagzag und seine Kollegen konnten
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nachweisen, dass invasive Gliomzellen eine Uberexpression von FAK aufweisen (Zagzag et

al., 2000b;Zagzag et al., 2000a).

2.3 Zellinvasion

Die Invasion beinhaltet die Degradierung der ECM durch zahlreiche Proteinasen. Durch
diesen Vorgang entsteht eine intrazelluldre Liicke, die es invadierenden Zellen ermdoglicht in
das Gewebe einzuwandern. Dies geschieht mittels eines aktiven Mechanismus, der mit einer
Rezeptorabnahme und der Reorganisation des Zytoskeletts einhergeht (Rao, 2003). Beteiligt
am Prozess der Degradierung der ECM-Komponenten sind Matrix-Metalloproteinasen
(MMPs), die in Gliomen {iberexprimiert werden. In in vitro Studien konnte gezeigt werden,
dass MMP-Inhibitoren einen deutlichen Riickgang der Invasivitit in Gliomzellen hervorrufen
(Tonn and Goldbrunner, 2003).

Ein weiteres Molekiil mit Proteinaseaktivitit, das mit einer verstirkten Invasion in
Verbindung gebracht werden kann, ist Cathepsin-B, eine Cysteinprotease. Dieses lysosomale
Enzym wird von Zellen freigesetzt. Cathepsin-B ist in Gliomzellen an der Oberfléche
lokalisiert, wo es mit den angrenzenden Matrixproteinen interagieren kann (Demchik et al.,
1999). Eine Uberexpression von Cathepsin wurde sowohl in Biopsien von Gliompatienten als
auch in Gliomzelllinien nachgewiesen (Rempel et al., 1994;Sivaparvathi et al.,, 1995).
Mohaman und seine Kollegen bestétigten diese Beobachtungen in ihren Studien, wo sie durch
eine Verringerung der Expression von Cathepsin-B in humanen Gliomzellen eine
abgeschwichte Invasivitit im Matrigel-Assay und in Kultur feststellen konnten (Mohanam et
al., 2001). Einen dhnlichen Effekt hat die Arbeitsgruppe um Levicar beobachtet. Durch das
Herabsetzen der Expression von L-Cathepsin wurde ein Riickgang der Invasivitit und eine

erhohte Sensitivitit gegeniiber apoptotischen Stimuli herbeigefiihrt (Levicar et al., 2003).
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2.4 Signalmolekiile des Migrations-/Invasionsprozesses

2.4.1 Matrix-Metalloproteinasen (MMPs)

Die Familie der MMPs besteht aus proteolytischen Enzymen, die in der Lage sind alle
Molekiile der ECM zu degradieren (Woessner, Jr., 1991). Deshalb haben sie im
Zusammenhang mit der Entstehung bdsartiger Tumore und deren Metastasierung eine
Schliisselfunktion. Sie werden bei der Wundheilung aktiviert, um die ECM umzugestalten,
Interaktionen mit der Zellmatrix zu kniipfen, inflammatorische Zellen zu rekrutieren,
Zytokine zu aktivieren und die Angiogenese zu regulieren (Kahari and Saarialho-Kere,
1997;Sivak and Fini, 2002;Visse and Nagase, 2003). Die Familie der MMPs beinhaltet mehr
als 25 Mitglieder, die aufgrund ihrer Struktur und Substratspezifitét in verschiedene Gruppen
unterteilt werden konnen: Erstens die Kollagenasen (MMP-1. -8, und —13), zweitens die
Gelatinasen (MMP-2 und —9), drittens die Stromelysinen (MMP-3 und —10), viertens die
Matrilysine (MMP-7 und —26) und fiinftens die membrangebundenen MMPs (MMP-14 bis —
17 und —24) (Gabison et al., 2005). Die erhohte Expression der MMPs korreliert sehr stark
mit der Tumorinvasion und der Metastasenbildung bosartiger Tumore. Zwei MMPs stehen in
direktem Zusammenhang mit dem Metastasepotential einer Zelle: die 72kDa MMP-2
(Gelatinase A) und die 92kDa MMP-9 (Gelatninase B). Beide degradieren Kollagene, die
Bestandteil der Basalmembran sind (Murphy et al., 1989). Allgemein gesprochen ist auch in
anderen Krebsarten, die Metastasen ausbilden, ein erhohter Grad an Gelatinase A und B im
Vergleich zu nicht-metastasierende Zellen vorhanden (Liotta et al., 1980). In der Regel
werden die Gelatinasen als inaktive Proenzyme exprimiert. Diese Expression ist von
Wachstumsfaktoren und Zytokinen abhingig. Die enzymatische Aktivitdit wird durch
extrazelluldre Faktoren reguliert und basiert hauptséchlich auf dem Verhéltnis zwischen

Proenzym-Aktivierung und -Inhibierung durch die Gewebeinhibitoren der MMPs (engl.,
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tissue inhibitors of MMPs, TIMPs) von denen bisher vier bekannt sind (TIMP-1-4). TIMP-1,
-2 und -4 sind l6sliche Proteine wéhrend TIMP-3 mit der Matrix assoziiert ist. TIMP-1 und -2
fungieren als Inhibitoren aller aktiven MMPs, dagegen inhibieren TIMP-3 und -4 nur
bestimmte MMPs. Des weiteren formt TIMP-1 mit der pro-MMP-9 einen spezifischen
Komplex. Dieser verhindert die Aktivierung der pro-MMP-9. TIMP-2 bildet ebenfalls einen
Komplex mit der MMP-2 aus (Fassina et al., 2000). Neben der Inhibierung der MMPs haben
TIMPs noch weitere Funktionen, wie z.B. das Induzieren oder das Hemmen von Apoptose in
verschiedenen Zelltypen. Obwohl beide Proteasen strukturell und katalytisch &hnliche
Eigenschaften aufweisen, ist ihre Genexpression unterschiedlich reguliert. Dies wird durch
bestimmte regulatorische Elemente in der Promotorsequenz verursacht. Fiir die MMP-9
mRNA liegt diese regulatorische Region 670 Basenpaare vor dem Translationsstart, sie
enthdlt Bindungsstellen fiir AP-1, NFxB, PEA3 und SP1.

Es ist bereits von Troussard und ihren Kollegen (1999) beschrieben, dass GSK3p durch die
ILK (engl., Integrin Linked Kinase) phosphoryliert also inhibiert wird. Indirekt kommt es
durch die Inhibierung von GSK3f zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors AP-1 (Troussard
et al., 1999). AP-1 bindet an den Promotor der MMP-9 und induziert letztlich die Expression

des Proteins (Troussard et al., 2000b).

2.5 Effektormolekiile oberhalb der MMPs

2.5.1 ILK-Struktur und Signalkaskade

Die ILK wurde 1996 im Yeast-Two-Hybrid System detektiert. Es ist eine Serin-/Threonin-
Kinase, die mit der B1- und 3-Integrin-Untereinheit interagiert (Hannigan et al., 1996). ILK

besitzt definierte Doménen, wie die Kinase-Doméne, die Phosphoinositol-3-Phosphat (PIP3)-

Doméne und am N-Terminus die Ankyrin-Wiederholungen (Abb.IIL.5).
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Abb. IIL.5 Schematische Darstellung der ILK (Hannigan et al., 2005).

ILK reguliert beispiclweise das ECM-abhingige Zellwachstum und Uberleben, die
Zellentwicklung (Persad and Dedhar, 2003;Wu and Dedhar, 2001), die -epithelial-
Mesenchymaletransition (EMT), die Migration und Invasion (Oloumi et al., 2004), die
Zellbewegung und -kontraktion, die Angiogenese (Friedrich et al., 2004;Vouret-Craviari et
al., 2004) und die Tumorangiogenese (Kaneko et al., 2004;Tan et al., 2004).

Die ILK-Aktivitdt wird durch einen PI3K-abhidngigen Mechanismus stimuliert, der durch die
Adhision an die ECM und die Bildung von Multiproteinkomplexen, sowie durch den Einfluss
von Wachstumsfaktoren und Chemokinen reguliert wird. Ist diese Kinase einmal aktiviert, ist
sie in der Lage, zahlreiche zelluldre Funktionen und Phinotypen zu beeinflussen, abhingig
vom Zelltyp und der Zell- bzw. Gewebsumgebung. In normalen Zellen ist ILK nur
voriibergehend aktiviert. Dagegen wird es in Krebszellen liberexprimiert oder ist konstitutiv
aktiv.

Die zahlreichen Signalwege der ILK sind in Abbildung III.6 schematisch dargestellt. Der
Fokus soll jedoch auf den mittleren Teil des Schemas gerichtet sein. ILK ist in der Lage, AKT
zu phosphorylieren. Dieses Uberlebenssignal hemmt die Aktivitit der Caspase-3 oder
aktiviert den nuklearen Faktor-kB (NF-xB), der wiederum das Protein COX-2

(Cyclooxygenase-2) stimulieren kann, das bei der Krebsentwicklung wie z.B. der Invasion
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oder Angiogense eingreift. Des weiteren flihrt die Aktivierung von ILK zur Inhibierung von
GSK3p, was wiederum die Transkriptionsfaktoren AP-1 und B-Catenin/TCF stimuliert und
letztlich zur Aktivierung der MMP-9 und Cyclin D1 fiihrt. Eine Uberexpression von ILK
stimuliert die Expression des E-Cadherin-Suppressors SNAIl, das zum epithelial-
mesenchymalen Ubergang der Zelle fiihrt und die Invasion sowie auch die Metastasierung

vereinfacht.

Crowth factors!
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Abb.II1.6 ILK-vermittelte Signalkaskaden (Hannigan et al., 2005)

2.5.2 Glykogen Synthase Kinase-3 (GSK3)

Die Glykogen Synthase Kinase-3 (GSK3) ist eine multifunktionelle Serin-/Threonin Kinase,
die in Eukaryoten ubiquitér exprimiert wird (Embi et al., 1980; Woodgett, 1990). Biochemisch
gesehen hat GSK3 eine sehr hohe basale Aktivitit. Reguliert wird die Kinaseaktivitét
einerseits durch Phosphorylierung unterschiedlicher Aminosdurereste und andererseits durch

die Bildung von Proteinkomplexen bzw. durch die Lokalisierung in der Zelle. Es liegen zwei
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Isoformen der GSK3 vor: GSK3a und GSK3B. GSK3p wird hauptsichlich im ZNS
exprimiert, wo es flir Neuronen spezifisch ist. GSK3f ist an vielen biologischen Prozessen
beteiligt, wie z.B. der Wnt-Signalkaskade, der Mikrotubulusdynamik, der Axon-Dendriten-
Polaritdt, der Astrozyten-Migration sowie dem Migrationsprozess von Glioblastomzellen
(Doble and Woodgett, 2003;Etienne-Manneville and Hall, 2003;Jiang et al., 2005;Troussard

et al., 1999;Troussard et al., 2000a).

2.5.3 p-Catenin

B-Catenin ist ein 92kDa Protein, das neben seiner Schliisselfunktion im Wnt-Signalweg,
zusammen mit o-Catenin und y-Catenin, als eines der ersten Proteine isoliert werden konnte,
das mit dem zytoplasmatischen Teil von Typ I-Cadherinen interagiert. Diese werden durch
die Bindung von o- und B-Catenin an das Aktin-Zytoskelett gebunden. Somit ist B-Catenin an
der Zell-Zell-Adhdsion der Plasmamembran beteiligt und fiir die epitheliale Architektur
verantwortlich. Geht diese Interaktion verloren, wie z.B. bei der Carzinogenese
verschiedenster Krebsarten, fiihrt dies zu einem invasiveren Phénotyp.

In der Wnt-Signalkaskade wird die Stabilitdt des zytoplasmatischen B-Catenins durch einen
Multiproteinkomplex  reguliert.  Dieser = Multiproteinkomplex  besteht aus dem
Tumorsuppressor APC (engl., adenomatous polyposis coli), Axin, sowie den beiden Kinase
CKI I (engl., casein kinasen I) und GSK3p, die ein Set an konservierten Serin-/Threonin-
Resten am N-Terminus von [-Catenin phosphorylieren. Dadurch erhdlt pB-Catenin eine
Markierung, die von der Ubiqutin-Ligase erkannt wird und zum Abbau im Proteasom fiihrt.
Nach der Rezeptorstimulierung 16st sich Axin aus dem Multiproteinkomplex, wandert an die
Zellmembran und interagiert mit dem Rezeptor Lrp5/6 oder dem Bindungsmolekiil

Dishevelled. Dadurch kommt es zur Inhibierung von GSK3f, so dass -Catenin nicht mehr
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fiir den proteasomalen Abbau markiert werden kann und deshalb im Zytoplasma akkumuliert.
Anschliefend wandert es in den Nukleus, wo es an die Familie der T-cell factor/lymphoid
enhancing factor- (Tcf/Lef) Transkriptionsfaktoren bindet und die Transkription

verschiedener Gene aktiviert.
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3. Ziel der Arbeit

Mit dieser Arbeit soll die Funktion des vorhandenen Todesrezeptors CD95 in
Glioblastomzelllinien untersucht werden, die resistent gegeniiber der CD95-vermittelten
Apoptose sind. Wie sich die Stimulierung des CD95-Rezeptors auf die
Migrationssignalkaskade in Glioblastomzellen auswirkt, wird im ersten Teil der Arbeit mit
etablierten Glioblastomzellinien untersucht. Nach der Uberpriifung der Sensitivitiit gegeniiber
CD95-induzierter Apoptose und der Expression des CD95 und CD95L wird eine resistente
Zelllinie (T98G) und eine sensitive Zelllinie (LN18) mit vergleichbarer CD95-
Oberflichenexpression fiir die folgenden Versuche eingesetzt.

Die Migration wird mit zwei in vitro Modellen untersucht, zum einen dem zweidimensionalen
Boydenassay und zum anderen das dreidimensionale Spheroidmodell.

Spezifische Inhibitoren sowie lentivirale Konstrukte werden im Migrationsassay filir die
Untersuchung der Signalkaskade unterhalb des CD95 eingesetzt.

Im zweiten Teil der Arbeit soll ein physiologischeres Modell zum Einsatz kommen. Es
werden parallel etablierte Zelllinien mit Zelllinien von Gliobalstompatienten aus der
Kopfklinik Heidelberg verglichen. Zuerst werden die Zelllinien der Glioblastompatienten auf
die Expression und Funktion des CD95/CD95L-System getestet, anschlieBend werden die
Zellen ausgewihlt, die einen resistenten Phanotyp gegen CD95-vermittelte Apoptose zeigen,
entsprechend der T98G-Zellen. Um der Studie eine klinische Relevanz zukommen zu lassen,
werden im letzten Abschnitt die Folgen der therapeutischen Bestrahlung auf das
Migrationsverhalten untersucht. Therapeutische Bestrahlung induziert die Expression des
CD95/CD95L-Systems. Unsere Hypothese ist, dass die Hochregulierung dieses Systems in

apoptoseresistenten Zellen zum Anstieg der Migration/Invasion fiihrt.
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IV. Material und Methoden

1. Material

1.1. Zelllinien

Name Zelltyp Quelle

LNI8 Glioblastom (human) Roth, DKFZ Heidelberg

T18G Glioblastom (human) Roth, DKFZ Heidelberg

Al172 Glioblastom (human) ECACC European collection
of cell cultures

SH-SY5Y Neuroblastom (human) Prof. Beyreuter, ZMBH
Heidelberg

NCH Zelllinien  kultiviert von|Dr. Christel Herold-Mende

Hirntumorpatienten Universititsklinik Heidelberg

Abteilung Neurochirurgie,
Deutschland

1.2 Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie

10x Minimal Essential Medium (MEM)
25% Ammoniak

96% Ethanol

Aceton

Acrylamid 30%

Quelle

Gibco, Deutschland

J.T. Baker

Riedel de Haen, Deutschland
Riedel de Haen, Deutschland

Roth, Deutschland
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Ammoniumpersulfat
B27 Supplements
Borsédure
Bromphenolblau
BSA

Chloroquine

DMEM

ECL

EDTA

ERK-Inhibitor (PD 98059)

Ethanol absolut

Fish skin gelatin

Fotales Kdlberserum (FCS)

Gelatine

Glycerol

Hanks’s Balanced Salts (HBSS)

HCI

HEPES

ILK-Inhibitor (KP-SD1)

Kaliumchlorid

Kaliumhydrogenphosphat

Kollagen (Vitrogen)

Leucin Zipper (LZ)-CD95L

L-Glutamin

Magermilchpulver

Merck, Deutschland
Gibco, Deutschland
Merck, Deutschland
Sigma, Deutschland
Sigma, Deutschland
Sigma, Deutschland
Gibco, Deutschland
Perkin Elmer

Sigam, Deutschland

Calbiochem

Riedel de Haen, Deutschland

Sigma, Deutschland
Gibco, Deutschland
Merck, Deutschland
Roth, Deutschland

Gibco, Deutschland
Merck, Deutschland
Sigma, Deutschland
s.Dedhar (Canada)

Merck, Deutschland
Merck, Deutschland

Nutacon

Inna Lavrik, Dagmar Ries, Cecilia Zuliani

Gibco, Deutschland

Roth, Deutschland
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Magnesiumchlorid
Methanol

NaCl

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogenphosphat
Natriumpyruvat
Natrium-Tetraborat (Borax)
Non essential amino acids
NP-40

Oligonukleotide
Paraformaldehyd

Penicillin/Streptavidin

PI3 Kinase Inhibitor (LY 294002)

PI3Kinase-Inhibitor (LY 290059)

PMSF

Poly-L-Lysin

Polypren

Propidiumiodid

Protease inhibitor (complete)
Retinsdure

RPMI

3-Mercaptoethanol

TEMED

Tris-Base

Triton X-100

Merck, Deutschland
Riedel de Haen, Deutschland
Merck, Deutschland
Sigma, Deutschland
Merck, Deutschland
Gibco, Deutschland
Sigma, Deutschland
Gibco, Deutschland
Roche, Deutschland
MWG, Deutschland
Merck, Deutschland
Gibco, Deutschland
Cell Signaling, Beverly, MA
Calbiochem

Sigma, Deutschland
Sigma, Deutschland
Sigma, Deutschland
Sigma, Deutschland
Roche, Deutschland
Sigma, Deutschland
Gibco, Deutschland
Sigma, Deutschland
Sigma, Deutschland
Sigma, Deutschland

Merck, Deutschland
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Trypsin/EDTA
Tween 20
Wasserstoffperoxid H,O,

X-Omat films

1.3 Antikorper

monoklonale Antikdrper:

Gibco, Deutschland

Merck, Deutschland

Acros, Deutschland

Kodak, Deutschland

Verdiinnung

Antikorper
Anti-APO-1 (IgG3) Trauth et al., 1989 Sug IP
Anti-GSK3 (monoclonal) Santa Cruz, Deutschland 1:1000 IB
Anti-human-CD95L NOK-1 | Pharmingen, Deutschland 2-10pg (blocking
(Fas-L, Apo-1-L) (monoclonal) experiments)
Anti-phospho-ERK Santa Cruz, Deutschland 1:1000 IB
(monoclonal)
Anti-phospho-GSK3a/p Tyr279 | Affinity Bioreagents, | 1:1000 IB
(monoclonal) Deutschland
Anti-PED (monoclonal) Dr. Herve  Chneiweiss,|1:2000 IB

College de France, Paris,

Frankreich
F1123¢ (IgG3) Isotyp Trauth et al., 1989 Spg IP
Hamster IgG Isotyp Kontrolle | Pharmingen, Deutschland 2-5ug (blocking

experimnets)
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Polyklonale Antikorper:

Antikorper Verdiinnung
Anti-AKT (polyclonal) Cell Signaling, Beverly, MA |1:1000 IB
Anti-Caspase-8 (C15) (IgG2b) (Scaffidi et al., 1997) 1:10IB
Anti-cleaved Caspase-3 Asp 175 (polyclonal) | Cell Signaling, Beverly, MA |1:500 IB
Anti-ERK2 (polyclonal) Santa Cruz, Deutschland 1:1000 1B
Anti-phospho- GSK3o/B Ser-9 (polyclonal) Cell Signaling, Beverly, MA |1:1000 1B
Anti-phospho-AKT Ser 473 (polyclonal) Cell Signaling, Beverly, MA |1:1000 IB
Zweitantikorper

Verdiinnung

Antikorper

Anti-IgG2b HRP (Ziege polyclonal) 1:20000 IB
Birmingham, USA

Anti-Mouse-HRP Santa Cruz, Deutschland 1:5000-1:10000 IB

Anti-Mouse-Rhodamine Dianonva, Deutschland 1:200 IF

Anti-Rabbit-HRP Santa Cruz, Deutschland 1:5000-1:10000 1B

Anti-Rabbit-Rhodamine Dianova, Deutschland 1:200 IF

Goat-anti-mouse-PE Dianova, Deutschland 1:300 FACS
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1.4 Kits

BCA Bestimmung der Proteinkonzentration
Lipofectamine 2000

Nucleobond Giga Kit

Nucleobond Maxi Kit

PCR Core Kit

Rneasy Mini Kit

RT-PCR Kit

1.5 Plasmide und Vektoren

Pierce, Deutschland

Invitrogen

Macherey und Nagel, Deutschland
Macherey und Nagel, Deutschland
Eurogentec, Deutschland

Qiagen, Deutschland

Applied Biosystems, Deutschland

Plasmid Quelle
pEIGW Till Wenger
pEIGW-SK Forw. Stefan Klussmann

pEIGW-SK Forw. GSK-3B S9A (#276)  Stefan Klussmann

pcDNA 3.1 hCD95L wt Labor Prof.Dr.P-H. Krammer
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1.6 Primer

Gen Primer

Sequenz

B-actin | forward

5¢- ACC CAC ACT GTG CCC ATC TAC GA-3¢

Ieverse

5¢- CAG CGG AAC CGC TCATTG CCA ATG G-3°

Probe

5 ATG CCC TCC CCC ATG CCA TCC TGC GT-3¢

MMP-2 |forward

5¢- GGA CAC ACT AAA GAA GAT GCA GAA GT-3¢

Reverse

5¢- CGC ATG GTC TCG ATG GTA TTC-3¢

Probe

5¢- AGT GCC CCA GCA AGG TGA TCT TGA CC-3°

MMP-9 |forward

5¢- GAT CCA AAA CTA CTC GGA AGA CTT G-3¢

Ieverse

5¢- GAA GGC GCG GGC AAA-3°

Probe

5¢- CGC GGG CGG TGA TTG ACG AC-3¢

CD95 forward

5 ACT GTG ACC CTT GCA CCA AAT-3°

Ieverse

5¢- GCC ACC CCA AGT TAG ATC TGG-3¢

Probe

5¢- AAT CAT CAA GGA ATG CAC ACT CAC CAG CA-3¢

CD95L |forward

5¢ AAA GTG GCC CAT TTA ACA GGC-3¢

reverse

5¢- AAA GCA GGA CAA TTC CAT AGG TG-3°

Probe

5¢ TCC AAC TCA AGG TCC ATG CCT CTG G-3°

1.7 siRNA-Sequenzen

PED Sense-Sequenz 5¢- GCG AAA AGA GUG AGG AGA Utt-3°
Anitsense-Sequenz 5°- AUC UCC UCA CUC UUU UCG Ctg-3°
Kontroll Sense-Sequenz 5¢- CCU GCA GUA CUU CAA GCG GdTdT-3¢
siRNA
Antisense-Sequenz 5,- dTdATGCA CGUbCAU GAA GUU CGC C-3,
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2. Puffer und Losungen

2.1 Zellkultur

DMEM 10% FCS fiir 293T Zellen

FCS

L-Glutamine (200mM)
Penicillin/Streptavidin
HEPES

DMEM

steril filtrieren

MEM-F12 (1:1)

MEM

F12

FCS

Non essential AA
L-Glutamine (200mM)
Penicillin/Streptavidin
steril filtrieren

DMEM 10% FCS fiir LN18 und T98G

Penicillin/Streptavidin
FCS

DMEM

steril filtrieren

DMEM 10% fiir A172-Zellen

Penicillin/Streptavidin
L-Glutamine (200mM)
FCS

DMEM

steril filtrieren

50ml

Sml

Sml

Sml

add 500ml

217.5ml
217.5ml
50ml
Sml

Sml

Sml

5ml
50ml
Add 500ml

Sml

Sml

50ml

add 500ml
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Kollagengel (2mg/ml)

Kollagen (3mg/ml)
10x MEM

0,IM NaOH

auf Eis pipettieren

Kollagenlosung (50ug/ml)

Kollagen (3mg/ml)
NaHCOs (5,5%)
steril filtrieren

Gelatine 0.1%

Gelatine
dH,O

2.2 Zelltransfektion

HBS

NaCl (5M)

HEPES (1M)
Na,HPO4 (100mM)
dH,0

pH

steril filtrieren

CaCl (2.5M)

CaCl
dH,O
steril filtrieren

7.10-7.13

&ml
Iml
Iml

100ul
6ml

0.1g
100ml

11.24ml
20ml
3ml
165.76ml

5.55¢
add 20ml
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2.3 Durchflusszytometrie

Nicoletti-Puffer

Natriumcitrat
Triton-X-100
Propidiumiodid

PBS 2%FCS
PBS

FCS
FACS-Fix

PBS

1% PFA Endkonzentration

2.4 Immunozytochemie

10x PBS

NaCl

NazHPO4 X H2O
KH,PO4

KCl

H,O

PBS/Triton-X-100

PBS (1x)
Triton-X-100

Blockierlosung

FCS
BSA
Fischhaut Gelatine
PBS

0.1% (w/v)
0.1% (w/v)
50pg/ml

50ml
Iml

500ml

80g

11.5g

2g

2g

add 1000ml

100ml
200ul

20g

20g

2g

add 1000ml
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2.5 Proteinextraktion

0.2% SDS

SDS (10%)
dH,0

Fir die Proteinextraktion werden frische

zugesetzt.

2.6 Western Blot

PBS/Tween
PBS (1x)
Tween 20

Lauf-Puffer

Tris-Base

Glycin

SDS
H,O

Transfer Puffer

Tris
Glycin
Methanol
H,O

Lower Tris Puffer (4x)

Tris Base
10% SDS
HCl
H,O

2ml
100ml

Proteinaseinhibitoren und Phosphataseinhibitoren

1000ml
1ml

20g

60.55¢

300g

add 2000ml

6g

28.8g
400ml

add 2000ml

181.7¢g
40ml
135ml

add 1000ml
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Upper Tris Puffer (4x)

Tris Base
10% SDS
H,O

Probenpuffer

TrisHCI (1M) pH 6.8

Glycerol
[B-Mercaptoethanol
10% SDS
Bromphenol blau
H,O

Stripping Puffer

[-Mercaptoethanol
10% SDS

TrisCIl (1M) pH 6.8
H,O

Laufgel 10ml

Reagenz 10% 12% 15%
dH,O 4.1 3.5 2.5
Lower Tris 2.5 2.5 2.5
Acrylamid 30% | 3.4 4 5
Temed 10 10 10
APS 10% 100 100 100

60.6g
4ml
add 1000ml

12.5ml
20ml

10ml

40ml

Smg

add 100ml

234ul
6ml
3.75ml
add 50ml
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Sammelgel 10ml

Reagenz Volumen

dH,0O 6.35

Upper Tris 2.5

Acrylamid 30% | 1.15

Temed 10

APS 10% 100

2.7 Ausstattung und Ger:iite

Autoradiografie Kassette

Elektrophorese Power Supply Consort 865
FACS Calibur
Film-Entwicklungsmaschine Curix 160
Mikroskop

SDS Page Apparatur

Stericult Incubator

Sterile Werkbank

Steritop Filter

Tischzentrifuge, Zellzentrifuge

Ultrazentrifuge

Rego, Deutschland

Renner

Beckton Dickinson, Deutschland
Agta-Gevaert

Olympus, Deutschland

Biorad, Deutschland

Forma Scienfitic, Deutschland
Heraeus, Deutschland

Millipore, Deutschland

Heraeus, Deutschland

Sorvall
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3. Methoden

3.1. Kultivierung eurkaryotischer Zellen

Die Kultivierung hoherer Zellen erfordert sterile Bedingungen, um Kontaminationen mit
Bakterien, Hefen oder Pilzen zu vermeiden. Deshalb fiihrt man alle Arbeiten mit Zellen und
Zelllinien an speziell daflir vorgesehenen sterilen Arbeitspldtzen durch. Die zusétzliche
Verwendung von gammabestrahlten Zellkulturmaterialien wie Kulturschalen, Kulturflaschen,
Pipetten und Zentrifugenrohrchen ist ein weiterer Schutz vor Kontaminationen.

Die Zellen werden in folgenden Medien kultiviert:

DMEM, 10% FCS, 1%PS: LN18, T98G, A172,293T, NCH

MEM-F12 10%FCS, 1% non-essential Aminoacids, 1% L-Glutamin, 1% PS: SH-SY5Y

Die Zellen werden im CO,-Inkubator bei 90% Luftfeuchtigkeit, 37°C und 5% CO, gehalten.

3.2 Spheroidkulturen

Spheroide sind Anhdufungen von Krebszellen mit deren Hilfe das Migration- und
Invasionsverhalten beobachtet werden kann. Die Herstellung von Spheroiden erfolgt durch
die ,hdngende Tropfen Methode* (engl., hanging drop). Dabei werden die Glioblastom
Zelllinien T98G und LN18 verwendet. Die Zellen werden nach Enfernen des Mediums mit
Trypsin abgeldst, abzentrifugiert und in frischem Medium resuspendiert. Mit Hilfe der
Neubauerzihlkammer wird die Zellzahl ermittelt. 2 x10* — 3,5 x 10* Zellen pro 20ul werden
in einem Tropfen kopfiiber hingend an den Deckel einer Petrischale (@ 10cm) pipettiert. Die
Petrischale wird mit 10ml dH,O gefiillt damit die Tropfen nicht austrocknen. Nach 24-48 h
bilden sich Zellaggregate, die in 10ml Medium in eine mit 2% Agar beschichtete Petrischale
tiberfiihrt werden. Diese bilden innerhalb der néchsten 24-48 h dichte Spheroide, die dann im

Kollagen-Invasions-Assay eingesetzt werden konnen.
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3.3 Kollagen-Invasions-Assay

Im Kollagen-Invasions-Assay kann in einer dreidimensionalen Matrix das Invasions- und
Migrationsverhalten von Tumoren und Spheroiden untersucht und verfolgt werden. Dazu wird
ein Gel aus Kollagen wie folgt hergestellt. Eine kalte Kollagenldsung (Vitrogen®3mg/ml,
Typl) wird mit kaltem 10fach konzentriertem MEM und kalter 0,1M Natronlauge zu einer
Endkonzentration von 2,4 mg/ml vermischt. Nach Einstellen des pH-Wertes wird die
Kollagenlosung auf eine 96 Lochplatte verteilt (0,1ml/well). Ein bis zwei Spheroid(e) werden
in jedem Loch platziert, anschlieBend kommen die Platten in einen Brutschrank, damit das
Kollagen polymerisieren kann, was zwischen 30 und 60 Minuten in Anspruch nimmt. Im
folgenden Schritt werden die Gele mit der gleichen Menge an Medium tiiberschichtet und die
Platten kommen in den CO,-Inkubator bei 37°C und 90% Luftfeuchtigkeit.

Die Zellinvasion wird iiber eine Zeitspanne von 1-5 Tagen verfolgt. Die Spheroide werden in
dieser Zeit mit unterschiedlichen Reagenzien behandelt. Um sicher zu gehen, dass die
Substanz das Spheroid erreicht, beginnt die Behandlung bereits eine Stunde vor der
Kultivierung in der dreidimensionalen Matrix. Die Substanz wird dann ebenfalls dem
Medium zugesetzt. Als Reagenzien werden eingesetzt: LZ-CD95L (1pul/ml); Nok1 (50ng)und

anti-Apo-1 (2ug/ml). Die Spheroide werden iiber ein Zeitintervall von 48 h beobachtet.

3.4 Nachweisverfahren der Zellmigration

Um das Migrationverhalten der etablierten Glioblastomzelllinien LN18 und T98G, sowie der
aus Patientenmaterial gewonnenen Glioblastomzelllinien NCH im zweidimensionalen Raum
zu studieren, werden die Zellen auf Kollagen beschichteten ,,Boyden-Chambers® ausplattiert.
Neben Kollagen verwendet man auch Matrigel oder Bestandteile wie Fibronectin, die die
extrazellulire Matrix simulieren sollen. Die ,,Boyden-Chambers* sind ,,Transwells®, die eine
8um porige Membran besitzen und in eine 24-Lochplatte eingesetzt werden, allerdings

miissen sie zuerst beschichtet werden. Dazu wird eine Kollagenlosung (50pg/ml) mit
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Carbonatpuffer hergestellt und auf die ,,Transwells* verteilt. Zum Polymerisieren kommen die
Platten iiber Nacht bei 37°C in den CO,-Inkubator. Nach dieser Inkubation wird das restliche
Kollagen abgesaugt, die Einsdtze zweimal kurz mit HBSS gewaschen bevor die Zellen
ausplattiert werden. Pro Einsatz werden 5x10* Zellen ausplattiert, nach 4 h werden die Zellen
mit den gleichen Reagenzien und der gleichen Konzentration wie beim Invasions-Assay
behandelt. Die Migration wird iiber einen Zeitraum von 48 h verfolgt. Die migrierten Zellen
sammeln sich am Boden der 24-Lochplatte und kénnen in der Neubauerkammer gezihlt

werden. Die Zellzahl wird als totale Zahl migrierter Zellen dargestellt.

Abb. IV.1 Schematische Darstellung des Migrationsassay (Chemicon Katalog 2005)

1. Load Cell Suspension into plate well insert 2. Invading cells migrate and attach to bottom of 3. Detach invading cells in cell detachment buffer
membrane. Non-invading cells remain above

3.5 y-Bestrahlung von Zellen

Die Glioblastomzellinien T98G und A172 sowie die aus Patientenmaterial gewonnenen
Glioblastomzellinien NCH 89, 125 und 270 werden mit unterschiedlichen y-Strahlendosen (1,
3 und 10 Grey) bei RT behandelt. Die Strahlenquelle ist ein Gammacell 1000D Atomic
Energy/Canada, Ltd., ON (**’Cs 10,23 Grey/min). Direkt nach der Bestrahlung wird jeweils
die Haélfte jedes Ansatzes mit Nokl (10ng) behandelt. Die Zellen werden nach 24 h auf

Migrationsplatten ausplattiert bzw. fiir die RNA Extraktion gesammelt.
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3.6 Nachweisverfahren zur Apoptosemessung

Der Apoptosassay detektiert kondensierte DNA, wie sie klassisch im Fall von Apoptose
auftritt. Um Apoptose auszulosen werden die einzelnen Zelllinien mit unterschiedlichen
Konzentrationen von LZ-CD95L (5ng/ml), anti-Apo-1 (2ug/ml bzw. 0.1pg/ml + ProteinA)
und Staurosporin (1uM) behandelt. Nach 24 und 48 h werden die Zellen abgeldst und mit
70% Ethanol fiir mindestens eine Stunde bei -20°C fixiert. Die Zellen kénnen in Ethanol
monatelang gelagert werden. Die fixierten Zellen werden abzentrifugiert (3.000rpm) und das
Pellet zweimal mit PBS gewaschen. AnschlieBend, werden die Zellen in
Propidiumiodidlésung resuspendiert und fiir mindestens eine Stunde oder iiber Nacht im
Kiihlschrank inkubiert. Die gefarbten Zellen werden am Durchflusszytometer in der
Fluoreszenz 3 (FL3) gemessen. Staurosporin ist ein zytotoxisches Reagenz das Apoptose
auslost und somit als Positivkontrolle fungiert. Um sicher zu gehen, dass der Effekt des LZ-
CDOS5L spezifisch ist, wird ein neutralisierender Antikorper gegen CD95L verwendet (Nokl,

50ng). Dieser wird mit dem LZ-CD95L priinkubiert und anschlieBend zu den Zellen gegeben.

3.7 Antikorperfiarbung fiir das Durchflusszytometer (engl., Fluorescence activated cell
sorter FACS)

Circa 1x10° Zellen werden abgelost und abzentrifugiert, das Pellet wird einmal mit
PBS/2%FCS gewaschen und in selbigem in 100ul aufgenommen. Die Zellen werden mit dem
Antikorper (anti-Apo-1, 1:100) fiir 15-20 Minuten auf Eis inkubiert. Anschlieend werden die
Zellen dreimal mit PBS/2%FCS gewaschen und wiederum in 100ul PBS/2%FCS
aufgenommen. Im letzten Farbeschritt werden 3ul des Zweitantikorpers (anti-goat-PE) zu den
100ul Zellsuspension pipettiert und fiir 20 Minuten auf Eis inkubiert. Nun folgt noch ein
dreifacher Waschschritt bevor die Zellen im FACS gemessen werden konnen. Als
Férbekontrollen werden zum einen ungeférbte Zellen fiir die Einstellung des FACS- Gerites

und zum anderen eine Probe, die nur mit dem zweiten Antikorper gefarbt wird, verwendet.
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3.8 Immunozytochemie

5x10* T98G-Zellen werden auf Zwei-Loch-Objektriger ausplattiert. Nach entsprechender
Behandlung werden die Zellen mit 4%-iger Paraformaldehydldsung fiir 15 Minuten fixiert.
Anschliefend wird dreimal mit mit PBS gewaschen. Nach 10 miniitiger Behandlung mit
50mM Amoniumacetat und 5 miniitiger Permeabilisierung mit 0,2% Triton-X-100/PBS wird
nochmals dreimal mit PBS gewaschen. Die Blockierung erfolgt mit Blockierungslosung fiir
30 Minuten bei Raumtemperatur. Der erste Antikorper kann direkt im AnschluB3 in 10%
Blockierlosung/PBS auf die Zellen gegeben und eine Stunde bei RT inkubiert werden. Nach
dreimaligem Waschen mit PBS wird der zweite Antikorper in PBS fiir 45 Minuten bei RT
inkubiert. Der zweite AntikOrper ist an ein Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt, so dass die Zellen
nach Ablauf der Inkubationszeit und dreimaligem waschen direkt mit Mowiol eingedeckt und

bei —20°C gelagert werden.

3.9 Transfektion von Zellen

3.9.1 Lipofectamine™2000

Mit Hilfe des Lipofectamine™2.000 Transfektions-Kits der Firma Invitrogen werden die
eukaryotischen Zelllinien (LN 18 und T98G) transient transfiziert.

Die Zellen werden am Vortag so ausplattiert, dass sie zum Zeitpunkt der Transfektion 90-95%
konfluent sind. Die Zellen werden in serum- und antibiotikum-freien Medium transfiziert.

Das DNA (png): Lipofectamine™2.000 (ul) Verhéltnis sollte fiir die Komplexbildung 1:2 oder
1:3 sein, um 0,5-2 x 10° Zellen in einer 24 Lochplatte zu transfizieren, bendtigt man 0,8-1ug
DNA und 2-3ul Lipofectamine™2.000. Ein Mediumwechsel nach der Transfektion ist nicht

erforderlich. Die Transfektionseffizienz kann 24 bzw. 48 h spiter iiberpriift werden.
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3.9.2 Kalzium-Phosphat-Methode

293T Zellen werden einen Tag vor der Transfektion auf 80-90% Konfluenz gesplittet. 2x
HBS wird abgetaut und anschlieBend wird der HBS/DNA/CaCl, Komplex vorbereitet. Pro
10cm Petrischale wird ein Volumen von 1ml bendtigt, dieses setzt sich 1:1 aus der DNA
(10png), 2M CaCl, (61ul) und dH,O zu einem Teil und zum zweiten Teil aus 0,5ml HBS
zusammen. Das CaCly/DNA Gemisch wird unter starker Blasenbildung mit HBS gemischt.
Das DNA-Gemisch wird in die Zellkulturflaschen zu DMEM-FCS-25uM Chloroquine

gegeben und tiber Nacht inkubiert. Die Transfektionseffizienz wird nach 24-48 h tiberpriift.

3.10 Produktion des LZ-CD95L

293T Zellen werden (6-8 x 10° Zellen) auf Gelatine (0,1%, 20 Minuten) beschichtete (T150)
Zellkulturflaschen ausplattiert. Am folgenden Tag werden sie mit der Kalzium-Phosphat-
Methode transfiziert, unter Verwendung von 45ug DNA (15pug 409-LZCD95, 15ug 409-
CrmA, 15ug 409-BV-p35). Die Zellen werden fiir 72 h bei 37°C und 5%CO, kultviert. Nach
dieser Zeit wird der Uberstand, der den LZ-CD95L enthilt, gesammelt, steril filtriert und in
Aliquots bei —80°C gelagert. Die Standardisierung erfolgt zum einen durch die Messung der
Todesaktivitdt des LZ-CD95L sowie im Western Blot durch die Phosphorylierung von

GSK3p.

3.11 Lentivirus Produktion (erfolgt unter S2-Bedingungen)

293T Zellen werden (6-8 x 10° Zellen) auf Gelatine (0,1%, 20 Minuten) beschichtete (T150)
Zellkulturflaschen ausplattiert. Am folgenden Tag werden sie mit der Kalzium-Phosphat-
Methode, unter Verwendung von 40ug Transfer Vektor, 26pg pCMVARS9.1 Hilfsplasmid
und 14pg pDM.2 Hiillplasmid, transfiziert. Das DNA-Gemisch wird in die Zellkulturflaschen
zu DMEM/FCS Chloroquine (25uM) gegeben und iiber Nacht inkubiert. Am néichsten

Morgen wird das Medium durch frisches Medium ersetzt.



Material und Methoden 49

Der Uberstand, der den Virus enthilt wird nach 48 bzw. 72 h gesammelt, steril filtriert
(0,22pum) und mit Hilfe der Ultrazentrifugation (2 h 20 Minuten, 20.000rpm, SW28 Beckman
Rotor) ankonzentriert. Das Pellet wird in 60ul PBS/1%BSA resuspendiert in ein 1,5ml
Reaktionsrohrchen tiberfiihrt und unter stindigem Rotieren iiber Nacht bei 4°C vollstindig
gelost. Die Suspension wird bei —80°C in Aliquots tiefgefroren und kann jetzt fiir die
Titerbestimmung eingesetzt werden.

Die Transfektionseffizienz wird nach 48-72 h, im FACS iiberpriift. Dazu werden die Zellen
mit PBS abgelost 250ul Zellsuspension werden mit 250ul FACS-Fix gemischt und kénnen
dann sofort gemessen werden. Die Absorption des Green Fluoreszenz Protein (GFP) wird in

der Fluoreszenz 1 gemessen.

3.12 Titerbestimmung

Eine Titerbestimmung des Uberstandes ist notwendig, um die Konzentration an viralen
Partikeln zu bestimmen. 293T Zellen werden auf 24-Lochplatten ausplattiert (5 x 10* Zellen),
am ndchsten Tag werden die Zellen in einem Loch gezdhlt um die Ausgangszellzahl vor der
Titerbestimmung zu bestimmen. Der gefrorene Uberstand wird abgetaut und 1:100 in
Medium verdiinnt. Von dieser 1:100 Verdiinnung werden 1pl, 10pul und 100ul pro 1ml
Medium auf die einzelnen Locher der 24-Lochplatte pipettiert. Die Zellen werden mit dem
Virusiiberstand 72 h inkubiert. Nach Ablauf dieser Inkubationszeit 16st man die Zellen mit
Trypsin ab. Nach der Zentrifugation (3.000rpm, 5 Minuten) wird das Pellet in FACS-Fix
aufgenommen und mit dem FACS der Prozentsatz der infizierten Zellen bestimmt.

Die Prozentzahl der positiven Zellen wird mit der Ausgangszellzahl unter Berlicksichtigung
der Verdiinnung multipliziert. Bsp.: 1x10° Zellen Ausgangszellzahl, 12% GFP positiv,

1:100.000 Verdiinnung.
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X=1x10"x0,12x10° X entspricht in diesem Beispiel der Anzahl von Viruspartikeln /ml.
Hat man die Viruspartikel/ml bestimmt, kann nun das Volumen bestimmt werden, dass fiir

eine Zellinfektion eingesetzt werden soll.

3.13 Infektion eukaryotischer Zellen mit lentiviralen Konstrukten

Die Infektion der Zellen lauft prinzipiell genau wie die Titerbestimmung ab, der Unterschied
besteht lediglich in der definierten Menge an Viruspartikeln, die auf die Zellen gegeben wird.
Mit einer sogenannten MOI (engl., multiplicity of infectious particles) werden die Zellen
infiziert, die MOI kann von Zelllinie zu Zelllinie sehr unterschiedlich sein und muf} deshalb
fiir jede einzeln ausgetestet werden. Eine MOI 5 bedeutet, dass fiinf Virsupartikel eine Zelle
infizieren. Aufgrund des zuvor bestimmten Virustiters kann nun das genaue Volumen
berechnet werden, das einer MOI von 5 entspricht.

Die Zelllinien werden mit dem lentiviralen Vektor pEIGW und einer MOI von 5 infiziert. Der
Austausch der eGFP-Sequenz zwischen dem EF1a-Promotor und dem WPRE-Element durch
eine IRES2-eGFP-Kassette wurde in dem ipWPTS-eGFP-Vektor (bereitgestellt von D.Trono,
Genf, Schweiz) vorgenommen. Ein rekombinanter lentiviraler Vektor pEIGW-HA-
GSK3BS9A wird unter Verwendung von pcDNA3.1 HA-GSK3BS9A (bereitgestellt von
Trevor C. Dale) konstruiert. Dieser Vektor enthélt eine konstitutiv-aktive Mutante von
GSK3p, die eine Serin-Alanin Substitution am Rest 9 enthdlt (GSK3BS9A). Unsere
Infektionsmethode basiert auf weit verbreiteten Methoden (Naldini et al., 1996; Zufferey et
al., 1998). Das Transgen wird in allen infizierten Zellen liber die Expression des GFP Proteins

mit Hilfe des FACS Gerétes nachgewiesen, dabei waren 80-90% der Zellen infiziert.

3.14 Proteinextraktion
Nach entsprechender Behandlung werden die Zellen aus dem Inkubator genommen, auf Eis

zweimal mit kaltem PBS gewaschen und anschlieBend in einem geeigneten Volumen
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Lysepuffer (0,2% SDS mit frisch zugesetzten Phosphatase- und Proteinaseinhibitoren) von
der Petrischale abgekratzt. Das Lysat wird noch zusétzlich mit einer Spritze und einer diinnen

Nadel (0,4) homogenisiert, anschlieBend wird die Proteinkonzentration des Lysats bestimmt.

3.15 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung nach dem BCA (bicinchoninische Séure) Pierce Assay ist eine
detergenzvertrigliche Rezeptur, die auf der BCA als Farbdetektierung beruht und eine
Quantifizierung von Proteinen ermdglicht. Diese Methode kombiniert die etablierte und gut
bekannte Biuret Reaktion, wo Cu®” zu Cu'" durch Proteine in alkalischer Losung reduziert
wird (Abb.IV.2), mit der hochsensitiven und selektiven Farbdetektierung von Cu'” durch die
Herstellung einer BCA-haltigen Losung. Die violette Farbung des Reaktionsprodukts wird
durch die Chelatbildung zweier BCA Molekiile mit einem Cu'" hervorgerufen (Abb.IV.2) und

ermOglichen somit Riickschliisse auf die Proteinkonzentration.

Abb. IV.2 Proteinreaktion mit Cu** zu Cu'': BCA reagiert mit Cu'* um einen intensiven violetten

Farbkomplex bei 562nm zu bilden (Pierce Katalog, 2005).

STEP 1. Finure 4: Proteins react with alkaline copper [ to
. . OH- . produce copper |, BCA then reacts with copper |
Pratein + T - bu to farm an intense purple color at 562 mim.

STEP 2. @ @
- 000 OHL ;"O Coo0-



Material und Methoden 52

Dieser wasserlosliche Komplex besitzt eine starke Absorption bei 562nm, die mit
ansteigender Proteinkonzentration (20-2.000pg/ml) nahezu linear ist.

In der folgenden Abbildung ist der Ablauf der Konzentrationsbestimmung schematisch
dargestellt. Die Losungen A und B werden im Verhiltnis 1:50 gemischt und anschlieSend
werden 0,1 ml der Probe mit 2,0 ml der Arbeitslosung gemischt und bei 37°C fiir 30 Minuten
inkubiert (Abb.IV.3), um eine verstiarkte Farbreaktion zu erzielen kann der Inkubationsschritt

bei 60°C durchgefiihrt werden, dies empfiehlt sich bei geringen Proteinkonzentrationen.

Abb. IV.3 Schematischer Ablauf der Prozedur (Pierce Katalog, 2005).

50 parts "A" + 1 parl "B" 0.1 ml Sample + 2.0 ml Warking Reagent Incubate: 30 min. at 37°C Specirophotometer

/ \\\;‘ ~

s

. 4
T

Mix working reagent Mix well Then cool Read at 562 nm

3.16 Gelelektrophorese und Immunoblot

Proteine werden mit 10%igen und 15%igen SDS-PAGE (sodium-dodecylsulfat polyacrylamid
gels) aufgetrennt und auf Nitrozellulosemembranen transferiert. Nitrozellulosemembranen
werden mit folgenden Antikdrpern geblottet: anti-ERK (1:1.000), anti-phospho-ERK
(1:1.000), anti-GSK3 (1:1.000), anti-phospho-GSK3f (Ser-9 1:1.000), anti-AKT (1:1.000),
anti-phospho-AKT (Ser-473; 1:1.000), anti-Caspase-8 (C15; 1:10), anti-aktives B-Catenin
(1:1.000) and B-Catenin (1:2.000). Immunreaktive Proteine werden mit Peroxidase
konjugierten Zweitantikorpern anti-Kaninchen oder anti-Maus (je 1:5.000 — 1:10.000)
markiert und mit Hilfe des Chemilumineszenz Verfahrens (ECL) durch die Exposition auf
einen X-Omat Film detektiert. Die Ergebnisse sind représentativ fiir drei unabhdngige

Experimente.
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3.17 RNA-Isolierung mit dem Qiagen Mini-Kit

Zellen werden in 600ul RLT Puffer geerntet und mit einer Spritze homogenisiert. Nachdem
die RNA an die Membran einer RNeasy Mini-Sdule gebunden wurde, wird sie von dieser
nach mehreren Waschschritten mit RNase freiem Wasser (20ul) eluiert. Als letzter Schritt
wird die RNA-Konzentration im Photometer bei einer Wellenldnge von 260nm gemessen und

anschlieBend bestimmt.

3.18 Reverse Transkriptase Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR)

Die reverse Transkription gekoppelt an eine Polymerase Kettenreaktion hat die Studien zur
Expression von Genen revolutioniert. Es ist nun moglich das RNA Transkript jedes Gens zu
detektieren, ungeachtet des Ausgangsmaterials oder der Menge an spezifischer mRNA. Bei
der RT-PCR Methode wird von der RNA-Matritze eine komplementdre DNA-Kopie (cDNA)
erzeugt. Das Enzym, das diesen Vorgang katalysiert ist die retrovirale reverse Transkriptase.
Die zu untersuchende DNA-Sequenz wird dann entweder mit der konventionellen PCR-
Methode amplifiziert und das Produkt auf einem Agarosegel detektiert oder mit der
sensitiveren Real-Time PCR, bei der die PCR-Produkte durch entstehende Fluoreszenz nach

jedem Zyklus gemessen werden.

RT-Mix: MgCl, 4ul
PCR Puffer 2ul
Rnase Inhibitor Tl
OligodT lul
dNTP 1ul

H,O +RNA (Ipg) 10l
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Reaktion: 3 Minuten 65°C
5 Minuten Eis (4°C)
1ul Reverse Transkriptase zu jedem Ansatz pipettieren
PCR-Programm 45 Minuten 42°C

5 Minuten 95°C

3.19 Real-Time PCR (Polymerase Kettenreaktion)

Bei der Real-Time PCR werden wie bei der konventionellen PCR-Methode DNA-Abschnitte
vervielfiltigt. Zusdtzlich werden jedoch schon wihrend des Laufs PCR-Produkte durch
Messung entstehender Fluoreszenz nachgewiesen. Post-PCR-Prozesse, die bei der
konventionellen PCR-Methode zum Nachweis des PCR-Produkts notwendig sind, entfallen
daher. So kann auf eine Gelelektrophorese verzichtet werden. Kontaminationen, die bei der
herkdmmlichen PCR ein grofes Problem darstellen, werden in diesem geschlossenen System
wesentlich reduziert. Dariiber hinaus ist das Verfahren schneller (,,Echtzeit”) und liefert
sowohl qualitative als auch quantitative Ergebnisse.

Anfang der 90er Jahre kam die Fluoreszenzdetektion vor allem mit der Einfiihrung neuer
DNA-Sequenzierungstechniken in das molekularbiologische Labor. Holland und seine
Kollegen etablierten den 5’Nuclease PCR Assay unter Ausnutzung der 5°-
Exonucleaseaktivitdit der Taq Polymerase zur Detektion der sequenzspezifischen
Amplifikation. Dies war jedoch im Post-PCR-Prozess ein sehr aufwendiges Verfahren. So
wurden **P-markierte Sonden verwendet und Sondenfragmente von intakten Sonden mittels
Diinnschichtchromatographie nachgewiesen. Erst durch die Entwicklung von Lee und seinen
Kollegen 1993 bei Applied Biosystems fluorogene Sonden in den Assay einzusetzen, konnte
der Abbau der Sonden ohne aufwendige Post-PCR-Prozesse nachgewiesen werden. Der
sogenannte TagMan™PCR Assay basiert auf dem urspriinglichen 5°-Nukelase-Assay und

macht sich zunédchst ebenfalls die 5°-3’- Exonukleaseaktivitdt der AmpliTaq Polymerase zu
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Nutze (Abb.9). Die hierfiir spezielle fluorogene TagMan Sonde ist ein einzelstringiges
Oligonukleotid, das am 5’-Ende mit einem fluoreszenz Reporter-Farbstoff (Fluoreszein-
Derivat) markiert ist, wihrend das 3’-Ende einen Quencher-Farbstoff (Rhodamin-Derivat)
trdgt und durch einen Phosphatrest zusitzlich blockiert ist (Abb.IV.4 ). Fluorophor und
Quencher liegen 3 bis 30 Basenpaare auseinander. Im Zuge einer Amplifikation wird diese
Sonde durch eine mit der Taq Polymerase assoziierte doppelstranspezifische
Nukleaseaktivitdt hydrolysiert, so dass die Minderung der Fluoreszenz durch die rdumliche
Trennung vom Quencher aufgehoben wird. Entsprechend der Akkumulation des PCR-
Produktes steigt die Fluoreszenz des Reporters also mit jedem PCR-Zyklus an. Das dabei
gebildete Signal ist absolut sequenzspezifisch, da nicht 100%ig bindende Sondenmolekiile
verdriangt werden noch bevor die Exonukleaseaktivitit der Taq Polymerase aktiviert wird. Die
Verianderungen der Fluoreszenzen der verschiedenen Farbstoffe wird mit Hilfe des ABI

PRISM 7700 Sequenz Detektors im geschlossenen Reaktionsgefdl Zyklus flir Zyklus

gemessen.

80x PCR-Mix (1ml): PCR Puffer 200ul
MgCl, 400ml
dNTP 160ul

HGS Polymerase 10ul
Uracil-N-Glykosylase 20ul

H,0 210ul
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Pipettierschema:

Reagenzien Actin

CD95 CD9SL. MMP-9 MMP-2

for. Primer 5,3 5,3 0,88 0,88 5,3
rev. Primer | 15,8 5,3 15,8 5,3 15,8
Probe-Taq 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5
PCR Mix 43,8 | 43,8 43,8 43,8 43,8
H,O 149 | 244 20,3 29,8 14,9
cDNA 4,4 4,4 4,4 4,4 4,4

Abb. IV 4 Einfluss der 5’-3’-Exonukleaseaktivitit der AmpliTaq DNA Polymerase auf eine Fluorogene

Sonde wihrend der Extensionsphase einer TagMan™PCR (Dr. T. A. Schild; Appl. Biosystems,

Deutschland)
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V. Ergebnisse

1. Die Expression und Funktion des CD95/CD95SL-Systems in

Glioblastomen

1.1 Glioblastom Zelllinien zeigen unterschiedliche Sensitivititen gegen CD95-vermittelte

Apoptose

Zunichst wird die Sensitivitdt verschiedener Glioblastomzelllinien gegen CD95-vermittelten
Tod untersucht. Hierzu werden die etablierten humanen Glioblastomzelllinien LN18, T98G
und A172 getestet. Der Zelltod wird nach dem Nicolettiprotokoll mit fluoreszenzaktiviertem
Zellsorter (FACS) analysiert. Die verschiedenen Glioblastomzelllinien zeigen nach der
Behandlung mit LZ-CD95L eine unterschiedliche Apoptoserate. Die LN18-Zellen sind im
Vergleich zu den T98G-Zellen und den A172-Zellen sehr sensitiv, sie sterben bereits bei einer
geringen Dosis des LZ-CD95L (50% vs. 2%; LN18 vs. T98G, bei 1ul/ml LZ-CD95L) nach
24 h. Dagegen ist die Sensitivitit der T98G-Zellen stark reduziert (40% vs. 80%, T98G vs.
LN18, bei 50ul/ml nach 24 h). Die A172 sind komplett resistent (Abb.V.1.1a). Der durch LZ-
CDO95L-induzierte Zelltod kann mit einem neutralisierenden Antikdrper gegen CD95L (Nok1)
gehemmt werden. Dies bestétigt, dass der zuvor induzierte Zelltod CD95-spezifisch ist

(Abb.V.1.1b).
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Abb. V.1.1 CD95-induzierte Apoptose in Glioblastomzellen: a) Die Glioblastomzelllinien LN18, T98G und

A172 werden mit den angegebenen Konzentrationen LZ-CD95L behandelt. Als Positivkontrolle werden die

Zellen mit Staurosporin (1pM) (St.) behandelt. Nach 24h und 48h wird die DNA-Fragmentierung mittels FACS

analysiert. b) Blockierung der CD95-induzierten Apoptose mit dem neutralisierenden Antikdrper Nok-1 (50ng),

Apoptose wird mittels FACS analysiert.

Die Ergebnisse sind reprisentativ fiir 3 unabhéngige Experimente und angegeben als Mittelwert + S.D.
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1.2 Die Expression von CD9S und CD95L in Glioblastomzellen

Die Rezeptorexpression wird mittels FACS analysiert. Als Kontrollen werden die
Hepatomzelllinie HepG2, mit einer bekanntermaflen hohen Expression des CD95 an der
Zelloberfliche und die Neuroblastomzelllinie SH-SYS5Y, mit einer niedrigen CD95-
Oberflachenexpression, eingesetzt. Die LN18- und T98G-Zellen zeigen eine vergleichbare
CD95-Expression (Abb.V.1.2a). Die A172 hingegen zeigen eine sehr geringe CD95-
Oberflachenexpression. Dementsprechend ist die Resistenz der A172-Zellen gegen CD95-
induzierten Tod auf die geringe CD95-Expression zuriickzufiihren. Dies ist jedoch nicht der
Fall bei den LNI8- und T98G-Zellen, die mit vergleichbarer CD95-Expression
unterschiedlich sensitiv sind. Auf mRNA-Niveau ist ein deutlicher Unterschied in der
Rezeptorexpression der drei Glioblastomzelllinien zu erkennen. Die LN18 und A172 zeigen
im Vergleich zu den T98G eine 2- bis 3-fach hohere Expression. Das gleiche trifft auch fiir
die Expression des CD95L zu, der bei den LN18 und A172 eine 30- bis 40-fach hohere
Expression verglichen mit den T98G zeigt. (Abb.V.1.2b).

Aufgrund der geringen Rezeptorexpression der A172 werden sie fiir die weiteren Versuche

nicht beriicksichtigt.
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Abb. V.1.2 Expression von CD95 und CDY9SL in Glioblastom- und Neuroblastomzelllinien: a) Die
Oberflachenexpression des CD95-Rezeptors in Glioblastomzelllinien LN18, T98G und Al172 in einer
Neuroblastomzelllinie (SH-SYS5Y) sowie als Positivkontrolle in der Hepatomzelllinie (HepG2), wird mittels
FACS analysiert. b) Real-Time PCR fiir CD95 und CD95L in Glioblastomzelllinien (A172, T98G und LN18).
Die Expression in der Zelllinie wird als 1 standardisiert und die Werte der anderen Zelllinien relativ dazu
dargestellt. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte angegeben + S.E., * p< 0.05; t-Test und représentieren drei

unabhingige Experimente.

1.3 CDISL induziert Migration/Invasion resistenter Glioblastomzelllinien

Aufgrund der unterschiedlichen Apoptoseresistenz der Glioblastomzelllinien T98G und
LN18, wird im ndchsten Schritt das Migrationsverhalten dieser Zellen untersucht. Ein
physiologisches Modell sind Spheroidkulturen, die in einem Kollagengel ausplattiert werden.
Solche Kulturen werden von T98G- und LN18-Zellen erzeugt. Die Behandlung mit LZ-
CDI5L (1ul/ml) erfolgt tiber 48 h und wird mittels Zeitraffer-Mikroskop verfolgt. Die Zugabe
des LZ-CD95L erhoht die dreidimensionale Invasion der T98G-Zellen in das Kollagengel

aber nicht die der LN18-Zellen (Abb.V.1.3a und b)
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Abb. V.1.3 CDYSL induziert die Invasion der T98G-Zelllinie: a) Spheroidkulturen werden in eine
dreidimensionale Kollagenmatrix eingebettet und mit LZ-CD95L, behandelt. Die Invasion der Zellen wird vom
Rand des Spheroids gemessen; pro Behandlung werden 3 Spheroide ausgewertet, pro Spheroid mindestens 10
Zellen. Die Ergebnisse sind Mittelwerte angegeben als + S.D.* p<0.05, t-Test). b) Reprisentative

Phasenkontrast-Aufnahmen der Spheroide (T98G) 0 h und 24 h nach der Behandlung.

1.4 Die Stimulierung des CD95-Rezeptors fiihrt zu einem Anstieg der Expression der

Matrix Metalloproteinasen-2 und -9.

MMPs sind bekanntermafen an der Umsetzung von Migration/Invasion beteiligt.
Dementsprechend ist es naheliegend, deren Regulation nach Stimulierung des CD95-
Rezeptors zu untersuchen. Unter den MMPs sind MMP-2 und MMP-9 fiir die Lyse von
Kollagen zustindig (Gelatinasen).

Die semi-sensitiven T98G-Zellen werden mit anti-CD95-Antikdrper (a-Apo-1) iiber einen
Zeitraum von 48 h behandelt. Mit zunehmender Inkubationszeit kann ein Anstieg der MMP-
2-mRNA detektiert werden, der nach 48 h eine 300-fach hohere Expression gegeniiber

unbehandelten Zellen aufweist (Abb.V.1.4a). Ein ebenfalls starker zeitabhingiger Anstieg ist
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fir die MMP-9-mRNA detektierbar. Er erreicht nach 48 h einen 350-fachen Anstieg im
Vergleich zu den Kontrollzellen (Abb.V.1.4b). In den LN18-Zellen konnte weder ein Anstieg

der MMP-9 noch der MMP-2 beobachtet werden (Abb.V.1.4c und d).
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Abb. V.1.4 Die Stimulierung des CD95-Rezeptors erhoht die Expression der MMP-2 und -9, in Zellen, die
gegen CD95-induzierten Tod resistent sind: Die Glioblastomzellen werden iiber Nacht auf Petrischalen (1x10°
Zellen) ausplattiert und anschlieBend mit a-Apo-1 Antikorper (1pg/ml) fiir die angegebene Zeit inkubiert. MMP-
2 und MMP-9 werden mittels spezifischer Real-Time PCR detektiert. Alle Grafiken zeigen die Ergebnisse drei

unabhéngiger Experimente, die als Mittelwerte angegeben sind + S.E., * p<0.05, t-Test).
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1.5 Welche Molekiile sind an dem CD95-induzierten Migrationsprozess beteiligt?

Molekiile, die unterhalb des CD95-Rezeptors liegen und einen direkten Einfluss auf die
Transkription der MMPs haben koénnten, sollen im folgenden Abschnitt genauer untersucht
werden. Ein mdglicher Kandidat, der zur Hochregulation der MMPs fiihren kann, ist die
Integrin-linked-Kinase (ILK). Um die Beteiligung von ILK an CD95-induzierter Migration zu
analysieren, werden T98G-Zellen auf Migrationsplatten (Boyden-Kammern) ausplattiert.
CD95 wird entweder mit a-Apo-1 Antikdrper oder LZ-CD95L stimuliert in An- bzw.
Abwesenheit des ILK-Inhibitors (KP-SD1). Die durch a-Apo-1 Antikdrper bzw. LZ-CD95L
induzierte Migration der T98G-Zellen kann mit KP-SD1 auf die basale Migrationsaktivitét
reduziert werden. KP-SD1 alleine hat keinen Effekt auf das Migrationsverhalten der Zellen

(Abb. V.1.5).

<000
3500
2000
2500 A

o0

a00 -
GO0 -
400 -
00 - * *

0.

o1
KP-EEI

CDasL -
Hakl - - -

aH - T

[ PN
— Xl

s

Zahl migrierter Zellen

'+
e
R SR
Vo
+4

+

Abb. V. 1.5 Die Inhibierung von ILK kann den Migrationsstimulus des CD95L aufheben: T98G-Zellen
werden mit a-Apo-1 Antikérper (2pg/ml), KP-SD1 (10uM), LZ-CD95L (CD95L, 1ul/ml), LZ-CD95L/Nokl
(CD95L/Nok1, 50ng/ul) oder Uberstand (SN, 1ul/ml) iiber 24 h bzw. 36 h behandelt. Die Zellzahl der migrierten
Zellen wird mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Die Grafik ist représentativ fiir zwei unabhéngige

Experimente und die Ergebnisse sind Mittelwerte angegeben als = S.E.,* p<0.05, t-Test).
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1.6 ILK verstirkt die Migration/Invasion der Zellen durch die Hemmung von GSK3p

Als nachgeschaltetes Molekiil in der ILK-Signalkaskade steht GSK3f. Zuerst wird die
Phosphorylierung des Serin-9-Restes auf Proteinebene im Western Blot untersucht. Dazu
werden die Zellen einer Kinetik unterzogen, um anschlieend die Hemmung von GSK3f auf
Proteinebene zu liberpriifen.

Die basale Phosphorylierung von GSK3 ist bei T98G- wesentlich hoher als bei LN18-Zellen.
Bei den T98G-Zellen siecht man zwei ,,Wellen” der Phosphorylierung. Die erste ist nach
kurzer Stimulierung von 5 Minuten detektierbar, und die zweite beginnt nach 15-miniitiger
Stimulierung und bleibt dann langanhaltend stabil (Abb.V.1.6a). Wihrend bei den LNI18-
Zellen eine kurzzeitige Zunahme nach 5 bzw. 10 Minuten zu erkennen ist, die anschlieend
wieder abfillt (Abb.V.1.6a).

Um die funktionelle Bedeutung der Hemmung von GSK3p zu untersuchen, werden Zellen
stabil mit einer konstitutiv aktiven Form von GSK3f (GSKS9A; mT98G) transfiziert. Dieses
Konstrukt enthélt eine IRES-GFP-Kassette, so dass die Expression des Konstrukts jederzeit
tiberpriift werden kann. Als Kontrolle werden vektorinfizierte Zellen verwendet (pEIGW,
vT98QG).

Diese Zellen werden im Migrationsassay eingesetzt. Nach der Behandlung mit o-Apo-1
Antikorper oder LZ-CD95L in Ab- oder Anwesenheit des blockierenden Antikérpers (Nok1)
kann nach 12 h, weder bei den mT98G noch bei den vI98G ein Anstieg der Migration
festgestellt werden (Abb.V.1.6b). Jedoch ist nach 36 h bei den vT98G ein deutlicher Anstieg
der Migration nach der Rezeptorstimulierung detektierbar. Diese Zunahme kann mit Nokl1
komplett gehemmt werden. Die Migration der mT98G ist durch CD95-Stimulierung nicht
induzierbar (Abb.V.1.6b). Die LN18-Zellen dagegen zeigen nach 12-stiindiger Behandlung

mit LZ-CD95L eine Zunahme der Migration in den vLN18 und mLN18. Dieser Effekt ist
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jedoch nach 36 h nicht mehr zu erkennen. Alle Ansdtze zeigen eine basale Migration, die
nicht verstiarkt werden kann (Abb.V.1.6c, unten).

diese Ergebnisse zeigen, dass GSK3[ die CD95-induzierte Migration umsetzt.

Da die Aktivierung von GSK3 auch zu Apoptose flihren kann (Kaytor and Orr, 2002), wird
bei den mT98G zum einen das Wachstum und zum anderen die Sensitivitit gegeniiber CD95-
induzierter Apoptose untersucht. Die T98G-Zellen zeigen keine Unterschiede in der
Sensitivitdt gegeniiber CD95-vermittelter Apoptose; sowohl die vT98G als auch die mT98G
sind resistent (Abb.V.1.6d). Dies zeigt auch die vergleichbare Wachstumskurve der beiden
Zelllinien (Abb.V.1.6e, links). Bei den LNI18-Zellen ist ein Unterschied zwischen den
vektorinfizierten Zellen und den mit GSK S9A festzustellen. Die Zellen mit GSK S9A zeigen
einen resistenteren Phédnotyp als die vLN18-Zellen, was auch durch eine Zunahme der
Proliferation zu erklédren ist (Abb.V.1.6d und e) Die mLN18-Zellen hingegen proliferieren

schneller im Vergleich mit den vVLN18 (Abb.V.1.6e, rechts).
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Abb. V.1.6 Die Hemmung von GSK3f ist notwendig fiir die CD95-vermittelte Migration/Invasion: a)
Western Blot mit den T98G- und LN18-Zellen nach der Behandlung mit a-Apo-1 (5pg) und LZ-CD95L (LZ;
1ul/ml). Die Proteine werden mit spezifischen Antikoérpern Phospho- und Total-GSK3[ (P-GSK3f, T-GSK3p)
nachgewiesen. b) und c¢) Migrationsassay mit stabil infizierten T98G- und LN18-Zellen mit lentiviralen
Konstrukten, Vektorkontrolle (Kontrolle und vLN18) und konstitutiv aktivem GSK3p (GSK S9A; mT98G und
mLN18). 12 h und 36 h nach der Behandlung mit a-Apo-1 (2pug/ml), LZ-CD95SL (LZ; 1ul/ml) oder LZ-
CD95L/Nok1 (LZ 1pul/ml, Nok 50ng), wurde die Zahl der migrierten Zellen mit der Neubauer-Zahlkammer
bestimmt. ¢) Wachstumskurven der vT98G, mT98G sowie der vVLN18 und mLN18 iiber einen Zeitraum von 48

h. Die Ergebnisse sind représentativ fiir drei unabhidngige Experimente und werden als Mittelwerte angegeben +

S.E., * p<0.05, ** p<0.005, t-Test).

1.7 AKT ist mitverantwortlich fiir die Hemmung von GSK3p

GSK3 kann unterhalb von ILK direkt oder indirekt iiber AKT gehemmt werden. Welche Art
der Hemmung hier vorliegt, wird mit einem spezifischen AKT-Inhibitor (Ly 290059, 25uM)
untersucht. Nach der Behandlung der Zellen in Ab- oder Anwesenheit von Ly 290059 werden
die Proteine im Western Blot detektiert. Die Phosphorylierung von AKT wird durch die
Stimulierung des CD95-Rezeptors mit o-Apo-1 Antikdrper (2pg/ml) ausgeldst und kann

durch die Priinkubation mit Ly 290059 gehemmt werden (Abb.V.1.7 oben). Die Inhibierung
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von GSK3p, die bei gleicher a-Apo-1-Stimulierung detektierbar ist, wird durch die
Prainkubation mit Ly290059 komplett unterdriickt (Abb.V.1.7 mitte). Die Aktivierung von
ERK ist durch die Stimulierung des CD95-Rezeptors und durch die Prdinkubation mit Ly
290059 nicht beeinflussbar (Abb.V.1.7 unten).
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Abb. V.1.7 AKT ist fiir die Hemmung von ILK verantwortlich: T98G-Zellen werden in An- oder
Abwesenheit mit Ly 290059 (25uM) priinkubiert und anschlieBend mit den angegebenen Dosen a-Apo-1
Antikorper fiir 1 h behandelt. Die Proteine werden mit spezifischen Antikdrpern gegen Phospho-AKT (P-AKT),
Total-AKT (T-AKT), Phospho-GSK3p (P-GSK3p), Total-GSK3p (T-GSK3p), Phospho-ERK (P-ERK) und

Total-ERK (T-ERK) im Western Blot detektiert. Repréasentativ fiir zwei unabhéngige Experimente.

1.8 Die Inhibierung von ERK hat keinen Einfluss auf die CD95-induzierte Migration

Um die Aktivierung von ERK zu hemmen wird der spezifische MAPK-Inhibitor PD 98059
eingesetzt. Durch die Prdinkubation mit PD 98059 wird die Aktivitdit von ERK deutlich

gehemmt, wie es auf Proteinebene im Western Blot dargestellt ist (Abb.V.1.8). Diese
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Hemmung hat jedoch keinen Einfluss auf die CD95-induzierte Migration. Der
Migrationsanstieg ausgeldst durch die CD95-Stimulierung mit a-Apo-1 Antikorper (2pug/ml)

wird durch die Inhibierung von ERK verstérkt (Abb.V.1.8)
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Abb. V.1.8 Die Inhibierung von ERK verstirkt die CD95-induzierte Migration: T98G-Zellen werden in An-
oder Abwesenheit mit dem MAPK-Inhibtior (PD 98059, 25uM) préinkubiert und anschliefend mit o-Apo-1
Antikorper (2ug/ml) 1 h fiir die Detektion im Western Blot be andelt oder 36 h fiir den Migrationsassay.
Ergebnisse sind reprisentativ fiir zwei unabhingige Experimente und dargestellt als Mittelwert angegeben *

S.E., * p<0.05, t-Test.

1.9 Der Migrationseffekt ist unabhingig von Caspasen

Caspasen werden bekanntermalBlen nach der Stimulierung des CD95-Rezeptors aktiviert und
induzieren in sensitiven Zellen die Apoptosesignalkaskade. Um herauszufinden, ob Caspasen
auch fiir die Migration benétigt werden, werden LN18, T98G und Jurkat 16 (J16) Zellen mit

a-Apo-1 bzw. LZ-CD95L fiir 60 Minuten behandelt und anschlieend die Expression der
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Caspase-8 im Western Blot tiberpriift. Die basale Expression der Procaspase-8 ist in allen
Zelllinien dhnlich. Nach der Stimulierung des CD95-Rezeptors mit einer hohen Dosis LZ-
CDO5L (5pg/ml) kann eine deutliche Prozessierung der Caspase-8 in den LN18 und den J16
detektiert werden, jedoch nicht in den resistenten T98G-Zellen im Vergleich mit den jeweils
unbehandelten Zellen (Abb.V.1.9a).

Um festzustellen, ob die Aktivierung der Caspasen einen EinfluB3 auf unsere Signalkaskade
und auf die Migration hat, werden die Zellen zusitzlich zur Stimulierung des CD95 mit o-
Apo-1 Antikorper in Ab- oder Anwesenheit eines spezifischen Caspaseinhibitors, zVAD-fmk
(40uM) behandelt. Die Phosphorylierung von GSK3f wird im Western Blot nachgewiesen.
Durch die Behandlung mit a-Apo-1 Antikdrper sowie bei der Doppelbehandlung mit a-Apo-
1/zVAD-fmk nimmt die Phosphorylierung von GSK3 bei T98G-Zellen verglichen mit den
unbehandelten Kontrollzellen zu. Die Behandlung mit zZVAD-fmk alleine hat keinen Einfluss
auf die Phosphorylierung von GSK3[ (Abb.V.1.9b, rechts). Die LN18-Zellen zeigen zwar
auch eine Phosphorylierung von GSK3p, jedoch wird diese durch die Doppelbehandlung mit
zVAD-fmk/a-Apo-1 aufgehoben, so dass bei diesen Zellen eventuell ein Zusammenhang

zwischen der Caspaseaktivitit und der Phosphorylierung von GSK3[ bestehen konnte.
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Abb. V.1.9 Caspasen sind am Migrationsprozess nicht beteiligt: a) Glioblastomzelllinien (LN18 und T98G)
werden mit o-Apo-1 (1pg/ml) fir 10 min. und 60 min. behandelt oder bleiben als Kontrollzellen unbehandelt.
Die Proteine werden nach der angegebenen Zeit extrahiert und im Western Blot fiir Caspase-8 (C15
Hybridomiiberstand 1:10) analysiert. b) Die Zellen werden 1 h mit a-Apo-1 (1pg/ml), a-Apo-1/Nokl (50ng), a-
Apo/zVAD-fmk (40uM) oder zVAD-fmk alleine behandelt oder bleiben als Kontrollen unbehandelt. Die
Aktivitdit von GSK3 wird im Western Blot mit einem spezifischen Phospho-GSK3p (P-GSK3f) und Total-
GSK3B (T-GSK3B) Antikorper nachgewiesen. Die Ergebnisse sind reprdsentativ fiir zwei unabhdngige

Experimente.

1.10. Die Aktivierung von B-Catenin als Folge der Inhibierung von GSK3f

Die Hemmung von GSK3p fiihrt unter anderem zur Stabilisierung und Translokation von (-
Catenin in den Nukleus. Die Bindung von B-Catenin an T-cell factor/lymphoid enhancing
factor (Tcf/Lef) fithrt zur Transkription bestimmter Zielgene. Andererseits spielt die Bindung
von B-Catenin an E-Cadherine eine wichtige Rolle im Adhédsionsverhalten der Zellen.

Die Relevanz der Aktivierung von B-Catenin wird in unserem Glioblastommodell getestet.
Die T98G- und LN18-Zellen werden mit a-Apo-1 Antikorper in Ab- oder Anwesenheit von
zVAD-fmk fiir 1 bzw. 3,5 h behandelt. Die aktive Form von B-Catenin wird im Western Blot
und immunhistochemisch nachgewiesen (Abb.V.1.10a und b). Die T98G-Zellen zeigen eine

deutliche Aktivierung von B-Catenin durch die Behandlung mit a-Apo-1/zVAD-fmk sowie
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auch mit zVAD-fmk alleine, jedoch nicht mit a-Apo-1 Antikorper alleine. In den LN18-
Zellen konnte keine Aktivierung von 3-Catenin beobachtet werden (Abb.1.10a rechts). Nach
der Stimulierung des CD95-Rezeptors kann immunhistochemisch, in den T98G-Zellen,
aktives B-Catenin im Nukleus detektiert werden (Abb.V.1.10b). Bereits nach einer Stunde ist
ein deutliches Signal (griin) in der Membran unbehandelter Zellen und im Nukleus
stimulierter Zellen zu erkennen. Das Signal ist nach 3,5 h noch stabil, die Lokalisation von

GSK3p (rot) verdndert sich nach der Behandlung mit a-Apo-1 Antikorper nicht.
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Abb. V.1.10 CD95-Stimulierung fiihrt zur Aktivierung von B-Catenin in T98G-Glioblastomzellen: a) Die
T98G- und LN18-Zellen werden mit zVAD-fmk (40uM) priainkubiert und anschlieBend mit a-Apo-1 (2pg/ml)
Antikorper fiir 1 h behandelt. Die Proteine werden im Western Blot mit spezifischen Antikorpern fiir die aktive

Form von B-Catenin und fiir das Gesamtprotein 3-Catenin nachgewiesen. b) Immunofluoreszenz fiir aktives [3-
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Catenin (griin, 1:200), Phospho-GSK3f (rot, 1:100) and 4’,6-Diamidino-2-phenylindole Dihydrochloride (blau,

DAPI, 1:10.000) in T98G-Zellen. Die Erbenisse sind représentativ fiir zwei unabhingige Experimente.

1.11 Phosphoprotein ,enriched in diabetes/phosphoprotein enriched in astrocytes-

15kDa* (PED/PEA-15) - ein mogliches Bindeglied zwischen CD95 und ILK?

Nachdem der Signalweg unterhalb von ILK aufgezeigt werden konnte, wird im néchsten
Schritt versucht, das Verbindungsmolekiil unterhalb des CD95-Rezeptors, das zur
Aktivierung von ILK fiihrt, herauszufinden. Ein potentieller Kandidat kénnte das DED
tragenden Protein PED sein. Um dies zu untersuchen werden die resistenten T98G-Zellen mit
PED/PEA-15 siRNA (,,small interfering* RNA) transfiziert, um die Expression des Proteins
auszuschalten bzw. zu reduzieren. 48 h nach Transfektion der siRNA mit Lipofectamin™2000
kann bereits eine reduzierte Expression von PED verglichen mit den Kontrollansétzen (Co,
Lipof.,, Co siRNA), festgestellt werden (Abb.V.1.11 oberster Blot). Auch die
Phosphorylierung von ERK (Abb.V.1.11 mittlerer Blot), das in der Signalkaskade unterhalb
von PED liegt, ist im Vergleich zu den Kontrollzellen reduziert, die alle identische PED- und
Phospho-ERK-Level aufwiesen.

Die Erwartung, dass durch die Reduktion der PED-Expression auch die Hemmung von
GSK3p beeintrachtigt sein wird, bestdtigt sich nicht. Im Gegenteil, zeigt sich durch die
Stimulierung des CD95-Rezeptors eine deutlich hdhere Phosphorylierung bei den siRNA-
PED-Zellen verglichen mit den Kontrollansitzen (Abb.V.1.11 untere Blots), so dass auf
Grund dieser Ergebnisse PED als Verbindungsmolekiil zwischen CD95 und ILK bzw. GSK3[
ausgeschlossen werden kann.

Als Ladekontrolle wird fiir ERK und GSK3p das nicht-phosphorylierte Protein mit

identischer Expression nachgewiesen (Abb.V.1.11).
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Abb. V.1.11 siRNA fiir PED zeigt keinen Effekt auf die Inhibierung von GSK3f: T98G-Zellen transfiziert
mit PED-siRNA (50nM) oder Co-siRNA (50nM) oder nicht transfiziert (Co, Lipof.) werden 48 h nach der
Transfektion mit a-Apo-1 (2pug/ml), LZ-CD9SL (1pul/ml) 1 h behandelt oder bleiben als Kontrollen unbehandelt.
Die Proteine werden mit spezifischen Antikdrpern gegen PED, Phospho.ERK (P-ERK), Total-ERK (T-ERK),
Phospho-GSK3B(P-GSK3B) und Total-GSK3p (T-GSK3) im Western Blot detektiert. Die Ergebnisse sind

repréasentativ fiir drei unabhéngige Experimente.

2. Tumorzelllinien von Hirntumorpatienten

Nachdem in etablierten Glioblastomzelllinien gezeigt werden konnte, dass resistente
Glioblastomzelllinien nach der Stimulierung des CD95-Rezeptors einen invasiveren Phanotyp
ausbilden, der mit der Inhibierung von GSK3p, der Aktivierung von B-Catenin und der
Hochregulierung der MMP-2 und -9 einhergeht, soll nun im folgenden Abschnitt diese
Signalkaskade auf ein physiologischeres System iibertragen werden. Hierzu werden von

Hrintumorpatienten stammende Zelllinien eingesetzt.
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2.1 Expression des CD95-Rezeptors und die Sensitivitit fiir CD95-indzuierte Apoptose

in Astrozytom- und Oligodendrogliomzelllinien

Die hier eingesetzten Zelllinien stammen aus der Kopfklinik-Heidelberg. Sie werden direkt
aus frischem Tumormaterial gewonnen und haben maximal fiinf Kulturpassagen hinter sich.
Es handelt sich um Astrozytome und Oligodendrogliome, die einen WHO Grad II-1II
besitzen, sowie Glioblastome mit WHO IV. Die Astrozytome und Oligodendrogliome zeigen
eine vergleichbare CD95-Oberfldchenexpression (Abb.V.2.1a) sowie einen dosisabhidngigen,
spezifischen (mit Nokl blockierbaren) LZ-CD95L-induzierten Zelltod (Abb.V.2.1b). Die
Oberflachenexpression des CD95 ist bei den Glioblastomzellen vergleichbar, sie sind jedoch

gegeniiber CD95-induzierter Apoptose komplett resistent (Abb.V.2.1a und b).

Tabelle 1. Klinische Daten der Patienten-Zelllinien

NCH Nummer | Geschlecht Alter Diagnose
323 ménnlich 25 Astrozytom WHO II
408 ménnlich 35 Oligodendrogliom WHO III

351 maénnlich 37 GBM WHO IV




Ergebnisse 76

a)

= ikt
NCH 323 ————
Astrozytom B
WHO II
NNCH 408
Oligo -Gliom
WHO III
NCH 351
GEM
WHO IV
L.
CDa5
b)
100 INCH 323 T NCH 408
F o= Fm
i :
E: 40 o
2,
* @ <
Col255 1255 8 (uliml) TCot1255 1255 B rpliml)
LZ-CD95L LZThkl LZ-CD95L LZTNeld
0 NCH 351

Apoptoss (%)

Col123 3 12355 8 (plimD
LE-CDO5L LZMNokl

Abb. V.2.1 CD95-Expression und Sensitivitit gegeniiber CD95-induzierter Apoptose in Astrozytom-,
Oligodendrogliom- und Glioblastomzelllinien von Patienten stammend: a) Fir die Bestimmung des
Rezeptors werden die Zellen mit a-Apo-1 und anschlieBend mit anti-Maus-Phycoerithrin inkubiert und mittels
FACS analysiert. b) Die Zellen werden fiir den Nicoletti Assay mit LZ-CD95L(1, 2,5 oder 5ul/ml) behandelt,
und als Blockierungsexperiment wird die gleiche Menge LZ-CD95L mit Nok1 (50ng) pridinkubiert. Nach 24 h
und 48 h werden die Zellen fixiert und mit Propidiumiodid geférbt und mittels FACS analysiert. Die Ergebnisse

sind dargestellt als Mittelwerte = S.D. und représentieren zwei unabhingige Experimente.
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2.2 CDY95-Expression und Apoptosesensitivitit in Glioblstomzellinien von Patienten

stammend (WHO 1V)

Um ein Klinik relevantes System zu finden, das mit den etablierten T98G- und LNI18-
Zelllinien vergleichbar ist, werden zehn aus Glioblastompatienten stammende Zelllinien
getestet. Diese Zelllinien sind ebenfalls aus Tumorgeweben einzelner Patienten gewonnen,
entsprechen alle dem WHO IV und haben maximal 50 Passagen in Kultur. Die CD95-
Oberflachenexpression ist in allen getesteten Zelllinien identisch (Abb.V.2.2a und b). Jedoch
konnen die Zelllinien aufgrund ihrer unterschiedlichen Apoptoseresistenz in 2 Gruppen
unterteilt werden: Zum einen die semi-sensitiven (Abb.V.2.2a), die sich dhnlich wie die
T98G-Zellen verhalten, und zum anderen die komplett resistenten Glioblastomzelllinien

(Abb.V.2.2b).

Tabell 2. Klinische Daten zu den Patienten-Glioblastomzelllinien

NCH Nummer | Geschlecht Alter Diagnose

37 ménnlich 52 Gliosarcom WHO IV
82 ménnlich 56 GBM
89 weiblich 41 GBM

125 ménnlich 43 GBM

149 ménnlich 54 GBM

156 ménnlich 54 GBM

199 ménnlich 88 sekundires GBM

270 ménnlich 71 GBM
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Abb. V.2.2 CD95-Expression und die Sensitivitit gegeniiber CD95-induzierter Apoptose in Zelllinien von

Glioblastompatienten: a) und b) Die Zellen werden fiir die CD95-Férbung mit o-Apo-1 und einem

Zweitantikorper der an Phycoerithrin gekoppelt ist, gefarbt und mittels FACS analysiert. Um bei diesen Zellen

Apoptose zu messen, wird ein Nicoletti-Assay durchgefithrt. Die Zellen werden mit den angezeigten
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Konzentration an LZ-CD95L behandelt, und nach 24 h und 48 h wird der Zelltod mittels FACS bestimmt. Die

Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwert + S.D. und reprisentativ fiir 2 unabhéngige Experimente.

2.3 Aus Patienten stammende Glioblastomzelllinien zeigen nach Stimulation des CD95-

Rezeptors einen Anstieg der Expression von Matrix-Metalloproteinasen

Fiir die weiteren Experimente werden vier Zelllinien ausgewéhlt. Davon sind zwei komplett
resistent und zwei semi-sensitiv gegeniiber CD95-induzierter Apoptose. semi-sensitiv sind
Zellen, die erst bei relativ hohen Dosen des exogenen CD95L (5 bzw. 10ul/ml) sterben. Als
erstes wird die Expression der MMP-2 und -9 nach Rezeptorstimulierung detektiert. Die
Zelllinien NCH 125 und 270 zeigen einen Anstieg der MMP-2 und-9 nach der Stimulation
des CD95-Rezeptors verglichen mit der jeweiligen Kontrolle, wihrend die NCH 199 nur
einen Anstieg der MMP-9 aufweisen, nicht aber der MMP-2. Weder die Expression der
MMP-2 noch der MMP-9 wird durch die Behandlung mit a-Apo-1 Antikorper in der NCH 89

Zelllinie induziert (Abb.V.2.3a und b).
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Abb. V.2.3 Induktion der MMP-2 und-9 nach Stimulierung des CD95-Rezeptors: a) und b) Die aus
Patienten stammenden Glioblastomzellen werden auf Petrischalen ausplattiert und mit a-Apo-1 (1pg/ml) fiir 40
h behandelt. Mit der Real-Time PCR wird die Expression der MMP-2 und -9 nachgewiesen. Ergebnisse sind

dargestellt als Mittelwerte £ S.E., * p<0.05, ** p<0.005, *** p<0.001, t-Test und reprisentativ fiir vier

unabhignige Experimente.

2.4 Tumorzelllinien von Glioblastompatienten zeigen eine erhohte Migration nach

CD95-Stimulierung

Das Migrationsverhalten wird fiir die Zelllinien NCH 125, 270 und 89 genauer untersucht.
Die NCH 125- und 270-Zellen, die beide eine Hochregulierung der MMPs nach der
Stimulierung des CD95-Rezeptors zeigen, zeigen auch eine deutliche Zunahme der Migration
nach der Behandlung mit a-Apo-1 Antikorper bzw. LZ-CD95L nach 36 h. Die Migration ist

durch die Priinkubation mit Nokl komplett gehemmt (Abb.V.2.4). Die NCH 89-Zellen, die
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keine Hochregulierung der MMPs nach Rezeptorstimulierung zeigen, zeigen ebenfalls keine

Zunahme der Migration nach dessen Stimulierung (Abb. V.2.4).
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Abb. V.2.4 Die Stimulierung von CD95 induziert die Migration in Glioblastomzelllinien von Patienten:

NCH-Zelllinien (270, 125 und 89) werden nach dem Ausplattieren auf Migrations-Platten mit a-Apo-1
(2pg/ml), a-Apo-1 (0,1pug/ml) /ProteinA (1pl/ml), LZ-CD95L (1ul/ml), LZ-CD95L (1ul/ml)/Nokl (50ng),
Nokl1 (50ng), ProteinA (10ng/ml), IgG (2pg/ml) und IgG (0,1 pg/ml)/ProteinA (10ng/ml) fiir 36 h behandelt und
anschlieBend die Zellzahl mit der Neubauer Zahlkammer bestimmt. Ergebnisse sind Mittelwerte angegeben als +

S.E. * p<0.05; ** p<0.001; *** p<0.0005, t-Test und reprasentativ fiir zwei unabhéngige Experimente.
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2.5 Expression des CD95/CD95L-System in Tumorgewebe

Wichtig fiir die klinische Relevanz der bisher dargestellten Daten ist es zu zeigen, dass das
CD95/CD95L-System in Gewebe exprimiert ist. Die Expression wird mittels quantitativer
Real-Time PCR detektiert. Fiinf verschiedene Tumore (Tabelle 3) werden miteinander
verglichen. Fiir die CD95-mRNA kann man bei vier Tumoren vergleichbare Werte feststellen,
wiahrend der Tumor 356 eine 40-fach hohere Expression zeigt (Abb.V.2.5a). Die Varianz
zwischen den einzelnen Tumoren fiir die CD95L-mRNA ist wesentlich hoher (Abb. V.2.5b).
Aus diesem Versuch kann jedoch eindeutig gezeigt werden, dass das CD95/CD95L-System in
Tumoren vorhanden ist und somit den bisher gezeigten Daten eine physiologische Rolle

zugeordnet werden kann.

Tabelle 3: Klinische Daten zu den Tumorproben

NCH Nummer Geschlecht Alter Diagnose
NCH 160 minnlich 58 GBM
NCH 277 weiblich 78 GBM
NCH 316 weiblich 72 GBM
NCH 325 minnlich 31 GBM
NCH 356 ménnlich 67 GBM
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Abb. V.2.5 Die CD95- und CD95L-Expression in Tumorgewebe: a) und b) Aus dem tiefgefrorenen
Tumorgewebe (160, 277, 316, 325 und 356) wird RNA isoliert und in der Real-Time PCR die Expression des

CD95-Rezeptors und CD95-Liganden detektiert.

2.6 Klinische Relevanz des CD95/CD95L-Systems nach y-Bestrahlung

Das Hauptaugenmerk der Behandlung von Glioblastomen liegt derzeit auf dem operativen
Eingriff und der anschliefenden y-Bestrahlung. Die Konsequenz der Bestrahlung ist die
Hochregulierung des CD95/CD95L-Systems, was die Apoptosemaschinerie aktivieren soll.
Deshalb wird zurerst die Hochregulierung des CD95-Rezeptors und -Liganden in zwei
Glioblastomzelllinien (T98G und A172) nach Bestrahlung iiberpriift. Die A172-Zellen dienen
als Positivkontrolle; bei ihnen ist die Hochregulation von CD95 und CD95L nach Bestrahlung
bereits verdffentlicht (Fulda et al., 1998a). Sowohl die CD95-mRNA als auch die CD95L-
mRNA steigt nach einer Strahlendosis von 3 Grey (3 Gy) in den T98G-Zellen auf ein 6- bis 8-
faches an, relativ zu den Kontrollzellen (Abb.V.2.6a). Bei hoheren Dosen fallen die mRNA-
Level wieder ab. Die A172-Zellen hingegen zeigen bei einer hohen Strahlendosis von 50
Grey (50 Gy) eine Hochregulation der CD95-mRNA auf ein 500-faches und der CD95L-
mRNA auf ein 30-faches relativ zu den unbestrahlten Kontrollen (Abb.V.2.6b). Die Resistenz

dieser Zelllinien wird im Nicoletti-Assay deutlich. Die T98G-Zellen sterben nur bei einer sehr
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hohen Dosis von 50 Gy, (35% vs. 3%; 50 Gy vs. Co), wihrend die A172-Zellen komplett

resistent bleiben (Abb.V.2.6¢).
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Abb. V.2.6 Durch y-Bestrahlung induzierte Expression des CD95-Rezeptors und CD95-Liganden in
Glioblastomzelllinien: a) und b) Die Zellen (T98G und A172) werden auf Petrischalen ausplattiert und am
folgenden Tag mit unterschiedlichen Strahlendosen behandelt (3, 10 und 50 Gy). Nach 24 h wird mittels Real-
Time PCR mRNA des CD95-Rezeptors und -Liganden gemessen. Ergebnisse sind Mittelwerte angegeben als +

S.E. * p<0.05, t-Test und repréisentieren drei unabhéngige Experimente.
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2.7 y-Bestrahlung fiihrt zur Transkription der Metalloproteinasen-2 und -9

Der nichste Abschnitt soll kldren, ob die Hochregulierung des CD95/CD95L-Systems nach
therapeutischer Bestrahlung, erstens zur Transkription der mRNA von Matrix-
Metalloproteinasen-2 und -9 fiihrt und zweitens, ob dadurch das Migrationsverhalten der
Zellen verdandert wird. Die Zelllinien werden unterschiedlichen y-Strahlendosen ausgesetzt.
Nach 36 h wird die Expression der MMP-2 und -9 in der Real-Time PCR gemessen. Die
T98G-Zellen zeigen einen deutlichen Anstieg der MMP-2- und MMP-9-mRNA-Levels bei
einer Strahlendosis von 3 Gy (Abb.V.2.7a). Bei hoheren Strahlendosen fillt die Expression
wieder ab. Dies korreliert mit der Zunahme an CD95- und CD95L-mRNA (Abb. V.2.6a). Die
A172 zeigen ebenfalls einen 10-fachen Anstieg der MMP-2- und einen 400-fachen MMP-9 -

mRNA, jedoch erst bei einer Strahlendosis von 50 Gy (Abb V.2.7b).
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Abb. V.2.7 Aktivierung der MMP-2 und -9 nach therapeutischer Bestrahlung: a) T98G-Zellen und b)
A172-Zellen werden mit den angegebenen Strahlendosen behandelt, und nach 36-40 h wird mittels real Time
PCR die Expression der MMP-2 und -9 nachgewiesen. Die Ergebnisse werden dargestellt als Mittelwerte + S.E.

* p<0.05; ** p<0.005, t-Test und repriasentieren drei unabhingige Experimente.

2.8 y-Bestrahlung verstarkt die Migration resistenter, etablierter Glioblastomzellen

Bestitigt sich, dass nach therapeutischer Bestrahlung die Hochregulierung der MMPs zu
einem invasiveren Phinotyp apoptoseresistenter Zellen fiihrt, hitte dies fiir Patienten fatale
Folgen. Die etablierte Zelllinie T98G wird wie zuvor mit 3 und 10 Gy bestrahlt und nach 24 h
im Migrationsassay analysiert. Die Migration zeigt einen deutlichen Anstieg nach beiden

Strahlendosen und kann mit Nok1 komplett gechemmt werden (Abb.V.2.8).
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Abb. V.2.8 y-Bestrahlung erhoht die Migration der T98G: T98G-Zellen werden mit 3 und 10 Gy bestrahlt,
und nach 24 h werden sie auf Migrations-Platten ausplattiert. Nach weiteren 24 h wird das Migrationsverhalten
untersucht. Mit Nok1 10ug werden die Zellen direkt nach der Bestrahlung behandelt. Die Ergebnisse werden als

Mittelwerte angegeben £ S.E., * p<0.05, t-Test und sind reprisentativ fiir drei unabhingige Experimente.
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2.9 y-Bestrahlung erhoht die Migration in Zelllinien von Glioblastompatienten

Wie die T98G-Zellen werden auch die NCH 125, 270 und 89 auf ihr Migrationsverhalten
nach y-Bestrahlung untersucht. Nach unterschiedlicher Strahlenbehandlung (1, 3 und 10 Gy)
kann man einen deutlichen Anstieg der Migration in den NCH 270 und 125 beobachten. Ein
Hohepunkt ist bei einer Strahlendosis von 3 Gy zu erkennen (Abb.V.2.9). Bei den NCH 89 ist
ebenfalls eine Zunahme der Migration zu erkennen, jedoch erst bei einer Dosis von 10 Gy.

Der Migrationsanstieg ist CD95L-spezifisch und durch Nok1 blockierbar.
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Abb. V.2.9 y-Bestrahlung erhoht die Migration der aus Gliobalstompatienten stammenden Zelllinien:
NCH- 270, 89 und 125 Zellen werden mit 1, 3 und 10 Gy bestrahlt, und nach 24 h werden sie auf Migrations-
Platten ausplattiert, und nach weiteren 24 h wird das Migrationsverhalten untersucht. Mit Nok1 10ug werden die
Zellen direkt nach der Bestrahlung behandelt. Die Ergebnisse werden als Mittelwerte angegeben + S.E., *

p<0.05, ** p<0.005, t-Test und sind reprasentativ fiir zwei unabhingige Experimente.
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VI. Diskussion

1. Migration/Invasions-Modelle

In unserer Studie wurde gezeigt, dass viele Glioblastomzelllinien gegen CD95-vermittelte
Apoptose resistent sind. Fiir unsere Untersuchungen standen uns drei etablierte Glioblastom-
Zellinien sowie elf aus Hirntumorpatienten stammende Astrozytom- Oligodendrogliom- und
Glioblastom-Zelllinien zur Verfiigung. Diese Zellen simulieren teilweise die in vivo Situation
invadierender Hirntumore, speziell dann, wenn sie als sogenannte Spheroidkulturen kultiviert
werden (Corcoran and Del Maestro, 2003;Farrell et al., 1987). Solche dreidimensionalen
Modelle der Hirntumor-Invasion ermdglichen die Untersuchung des invasiven Verhaltens der
Spheroide in vitro. Diese Bedingungen spiegeln die Dynamik der Tumorinteraktion mit dem
Hirnparenchym wieder (Corcoran and Del Maestro, 2003;Tamaki et al., 1997). Faktoren, die
an der Migration/Invasion maligeblich beteiligt sind, einschlieBlich der Matrixkomponenten,
der Oberfldchenrezeptoren sowie auch des Zellbewegungs-Apparates, konnen eingehend
untersucht werden (Bauman et al., 1999b;Bauman et al., 1999a;Bell et al., 1999;Tamaki et al.,
1997). Des weiteren miissen die Zellen in einem dreidimensionalen Verbund die Féhigkeit
besitzen ihre zelluldiren Verbindungen zu l6sen, um als einzelne Zelle aus dem Spheroid
invadieren zu konnen. In unserer Studie wurde dieses Modell genutzt um den Einfluss des
CD95/CD95L-Systems auf das Invasionsverhalten der T98G und LNI18 Spheroide zu
untersuchen (Abb.1.3a und b). Neben dem dreidimensionalen Modell kam auch das
zweidimensionale Migrationsmodell nach Boyden (1962) zum Einsatz. In diesem
zweidimensionalen Assay wird die Gliomabewegung durch speziell mit Extrazelluldren-
Matrixkomponenten (Kollagen, Vitronectin, Fibronectin oder Matrigel) beschichtete

Membranen beobachtet (Albini et al., 1987;Berens et al., 1994;Chicoine and Silbergeld,



Diskussion 89

1995). Der Vorteil dieses Systems ist die einfache und schnelle Nutzung sowie die rasche
Analyse der Ergebnisse. In unserer Studie werden sowohl immortalisierte Zelllinien (T98G
und LN18) sowie von Glioblastompatienten stammende Zelllinien (NCH) als Monolayer auf
Kollagen beschichtete Boyden Kammern ausplattiert und die Migration nach der Stimulierung
des CD95-Rezeptors beobachtet (Abb.V.1.5; Abb.V.1.6b und c; Abb.V.2.4; Abb.V.2.8 und
Abb.V.2.9). Wir wihlten Typ I Kollagen als Oberfliche aus, da es neben Fibronectin,
Laminin und Heparansulfat Proteoglykanen eines der Bestandteile der ECM des zentralen
Nervensystems (ZNS) darstellt. Durch die Nutzung beider Modelle konnten wir eine CD95-
induzierte Migration/Invasion in T98G und NCH Zellen detektieren. Dariiber hinaus konnte
ein direkter Zusammenhang zwischen Migration/Invasion und der Aktivierung der Matrix-
Metalloproteinasen gezeigt werden (Abb.V.1.4; Abb.V.2.3a und b sowie Abb.V.2.7a und b).

Neben den erwdhnten Modellen sind fiir zukiinftige Arbeiten physiologischere in vitro sowie
in vivo Modelle vorgesehen. Beispiel fiir ein physiologisches in vitro Modell ist das
sogenannte Konfrontationsmodell, bei dem normales Gewebe mit Tumorzellen in Kontakt
gebracht wird (Mareel et al., 1979). Das gesunde Gewebe ist das Zielgewebe fiir die
invadierenden Zellen und wird von diesen zerstort bzw. ersetzt. Dies wird allgemein auch bei

bosartigen GBM beobachtet (Abb.VI.1).
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Abb.VIL.1 Schematische Darstellung der unterschiedlichen irn vitro Invasionsmodelle (Corcoran et al., 2003).

Fir die in vivo Untersuchungen der Hirntumore stehen verschiedene Tiermodelle zur
Verfligung. Entweder werden den Tieren neurokarzinogene Substanzen wie beispielsweise
Methylnitrosurea (MNU) und Ethylnitrosurea (ENU) injiziert, um Tumore in neuronalem
Gewebe zu induzieren, oder es werden Glioblastomzellinien (C6, 9L und BT4
Rattenzellinien) als sogenannte Xenotransplantate intracranial injiziert. Jedoch hat das
letztgenannte Modell den Nachteil, dass die Tumore zwar wachsen, aber nicht wie im
menschlichen ZNS in das Hirnparenchym invadieren (Peterson et al., 1994). Deshalb wurden
diese Modelle weiterentwickelt, so dass immer hadufiger transgene Tiere (ras, Akt, EGFR oder
GFAP) eingesetzt werden, da auf diese Weise erzeugte Tumore vergleichbare Eigenschaften

humaner Glioblastome aufweisen (Holland, 2000;Holland et al., 2000b;Holland et al., 2000a).
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Tabelle 1: Modellsysteme fiir die Untersuchung der Invasion und Migration von Glioblastomas (Tysnes et

al., 1996).

2. Die Expression des CD95 und CD95L in Glioblastomas

Im Gehirn konnen die verschiedenen Zelltypen ganz unterschiedlich auf die Stimulierung des

CD95-Rezeptors reagieren. In dorsalen Ganglienzellen (DRGs) fithrt der CD95SL zum

Auswachsen des Axons (Desbarats et al., 2003), wihrend in embryonalen, hippocampalen

und corticalen Neuronen der CD95L eine verstdrkte Verzweigung der neuronalen Fortsitze

herbeifiihrt (Zuliani et al., 2005). Deshalb zeigen Tiere, die einen nicht funktionellen CD95-

Rezeptor (Ipr) bzw. einen nicht funktionellen CD95L (g/d) besitzen, eine reduzierte

Verzweigung ihrer neuronalen Fortsdtze verglichen mit WT-Tiere. Im Gegensatz zu den

embryonalen Neuronen, sind Motoneuronen und verletzte adulte Neuronen, wie sie bei der

Ischdmie oder Querschnittlihmung auftreten, sensitiv fiir die CD95-vermittelte Apoptose

(Demjen et al., 2004;Martin-Villalba et al., 1999;Raoul et al., 1999) (AbbV1.2).



Diskussion 92

embryonale Neuornen = Differenzierung

vl
NIy

=Af
Verletzungen des ZNS === Apoptose AN

5 wi
2 : " :
g 00 =) Die Zahl der dendritischen Verzweigungspunkte der
“; 250 CAl Neuronen ist in gld- und [p-Miusen bis zu 25%
B reduziert verglichen zu den wt-Miusen (Zuliani et al., 2005).
§ 150
g " hésartige Glioblastoma multiforme == Invasion
2, &
: 400
g o0 —12h

Saine kG oTHF «CD¥LoCDISL j—yre
R =T 0 #* == 3h

optose 15t durch die Neutralisierung des 1gan
E=) Apoptose ist durch di¢ Neutralisicrung des CD95Ligand
3 Tage nach der Querschnittlihmung signifikant reduziert
200

{(Demjen et al., 2003).

100

Zahl migrierter Zellen

Co  LZ-CDR5L o-Ape-1 LZ-CDRILS
Mek-1

=) Dic Invasivitiitbs sartiger Glioblastomzellen wird durch die
Stimulierung des CD93-Rezeptors verstirkt.

Abb. VI.2 Die unterschiedlichen Rolle des CD95/CD95L-Systems im ZNS

Weiterhin ist das CD95/CD95L-System bei einer Vielzahl maligner Tumore exprimiert. Viele
dieser Tumore sind sensitiv gegeniiber der CD95-vermittelten Apoptose, deshalb wird das
CD95/CD95L-System als spezifisches Tumorangriffsziel angesehen. Frithere Studien haben
auch die Expression des CD95-Rezeptors in vivo mit dem Malignitétsgrad verschiedener ZNS
Tumore korreliert (Ehrmann, Jr. et al., 2000;Frankel et al., 1999;Husain et al., 1998;Tohma et
al., 1998). Jedoch steigt die Zahl der Tumore, die trotz der CD95-Oberflachenexpression eine
Resistenz gegeniiber CD95-vermittelter Apoptose aufweisen, stetig an. Maligne Hirntumore,
eingeschlossen GBMs, Medulloblastome sowie Neuroblastome, exprimieren CD95, ihre
Sensitivitidt gegeniiber CD95-vermittelter Apoptose ist jedoch sehr unterschiedlich (Choi et

al., 2001;Frei et al., 1998;Weller et al., 1994). Ausserdem kann die Stimulierung des CD95-
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Rezeptors zur Expression proinflammatorischer und Angiogenese fordernder Molekiile in
bosartigen Astrozytomen fithren (Choi et al., 2001;Choi et al., 2002). Dadurch konnen
Tumorzellen vor dem CD95-vermittelten Zelltod geschiitzt oder sogar das Tumorwachstum
durch die Angiogenese gefordert werden (Shinohara et al., 2000).

Neben dem CD95-Rezeptor exprimieren die meisten bosartigen Hirntumore auch einen
funktionellen CD95L. Sie konnen damit vielleicht das korpereigene Immunsystem umgehen,
indem sie CD95-positiven T-Zellen, die das Tumorgewebe infiltrieren, durch Apoptose
abtoten. Dies wird als ,,tumor counter attack™ Theorie bezeichnet (Walker et al., 1997). Die
Expression des CD95/CD95L-Systems konnte auch in unserer Studie in allen Zelllinien und
Tumoren sowohl auf Protein als auch auf mRNA-Ebene nachgewiesen werden. Bei den
Tumorproben, miissen wir berilicksichtigen, dass die Expression des CD95 und CD95L durch
eventuell infiltrierende Lymphozyten ebefalls erhoht sein konnte (Abb.V.2.5a und b). Jedoch
wird anhand unserer Daten deutlich, dass die Hohe der Rezeptorexpression nicht mit der
Sensitivitit gegeniiber CD95-vermittelter Apoptose korreliert. Denn die semi-sensitiven
T98G-, sowie die sensitiven LNI18-Zellen zeigen eine identische CD95-
Oberflichenexpression (Abb.V.1.2a). Jarad und seine Kollegen zeigten, dass das CD95-
System auch Einfluss auf die Zellmigration haben kann. In dieser Studie wurden nephrogene
Epithelzellen mit einem agonistischen Antikorper gegen CD95 behandelt, was zu einer
erhohten Migrationsaktivitdt fiihrte. Hervorgerufen wurde die Migration durch die
Hochregulierung der a.,fg Integrin Expression, die mit der Vitronectin bedingten Migration
korreliert (Jarad et al., 2002). Barnhart und seine Kollegen konnten als erste zeigen, dass die
Stimulierung des CD95-Rezeptors auch in Tumorzellinien (Eierstock-, Brust-, Haut-, Lunge-
und Nierenkrebszellen) eine Zunahme der Migration/Invasion ausldst, anstatt Apoptose zu
induzieren (Barnhart et al., 2004). Dies stimmt mit unseren Ergebnissen liberein. Wir konnten
ebenfalls zeigen, dass resistente Glioblastomzellinien (T98G sowie die NCH Zelllinien)

einen deutlichen Anstieg der Migration nach der Stimulierung des CD95-Rezeptors aufweisen
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(Abb.V.1.3; Abb.V.1.5; Abb.V.1.6b; Abb.V.1.8;Abb.V.2.4 und Abb.V.2.8). Die LZ-CD95L-
vermittelte Migration konnte mit dem neutralisierenden Antikorper Nokl (gegen CD95L) auf
basale Werte reduziert werden. (Abb. V.1.5; Abb.V.1.6b; Abb. V.2.4 und Abb.V.2.8). Im
Unterschied zu dem in Barnhat et al., (2004) verwendeten Migrationsmodell wird in unserem
Modell kein zusitzlicher Migrationsstimulus (Serum) neben CD95L benétigt. Der Grund

hierfiir konnte die charakteristische konstitutive invasive Neigung der Glioblastomzellen sein.

3. Signalkaskade der CD95L-induzierten Invasion/Migration

Die Aktivierung der klassischen Signalkaskade des CD95-Rezeptors schlieft die Formierung
des DISC, die Spaltung und Aktivierung von Caspasen und deren Substrate, was letztlich zum
Zelltod fiihrt, ein. In unserem Fall sind die Zellen jedoch resistent gegeniiber CD95-
vermittelter Apoptose (Abb.V.1.1a) und =zeigen stattdessen einen invasiven Phénotyp.
Barnhart und seine Kollegen fiihrten den CD95-induzierten Migrationsanstieg auf die
Aktivierung drei parallel ablaufender Signalwege =zuriick, die die antiapoptotische
Signalkaskade in Tumorzellen auslosen: Die Aktivierung der Caspase-8, ERKI1/2 und
NFkappaB. Die Aktivierung der Caspase-8 ist fiir die ansteigende Migration/Invasion einiger
Krebszellen verantwortlich. Durch ihre Hemmung kann die CD95-induzierte Invasion
komplett blockiert werden (Barnhart et al., 2004). In unseren Glioblastomzellinien scheint die
Aktivierung von Caspasen keinen Einfluss auf die CD95-induzierte Migrationssignalkaskade
zu haben. Nach der Stimulierung des CD95-Rezeptors zeigen nur die sensitiven LN18-Zellen
eine Prozessierung der Caspase-8 (p41/43), wihrend die resistenten T98G-Zellen keine
Spaltung der Caspase-8 zeigen (Abb.V.1.9a). Dariiber hinaus bleibt auch die
Phosphorylierung von GSK3B nach der Hemmung der Caspasen mit zVAD-fmk, einem
spezifischen Caspase-Inhibitor in den T98G-Zellen, bestehen (Abb.V.1.9b). Das gleiche trifft

auch fiir die Aktivierung von ERKI1/2 zu: Gliobalstomzellinien zeigen keine
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Phosphorylierung des Molekiils nach CD95-Stimulierung, verglichen mit den unbehandelten
Kontrollzellen. Dies korreliert mit der Beobachtung, dass auch die Hemmung der ERK-
Aktivitdit mit dem spezifischen Inhibitor PD 98059 die Migration nicht beeinflusst
(Abb.V.1.8). Im Widerspruch zu diesen Ergebnissen stehen die Studien von Desbarats (2003)
und Barnhart (2004), wo die Aktivierung von ERK sowohl als Schliisselereignis des CD95-
induzierten Auswachsens der Neuriten (Desbarats et al., 2003), als auch der CD95-induzierten
Invasion verschiedener Tumorzellinien angesehen wird (Barnhart et al., 2004). In letzterem
Fall fiihrt die Hemmung von ERK zur Blockierung der Invasion. In unserem Glioblastom-
Modell fithrt die CD95-induzierte Migrations-Signalkaskade iiber die Aktivierung der
Integrin-Linked-Kinase (ILK), AKT zur Inhibierung von GSK3f (Abb.V.1.5, Abb.V.1.6 und

Abb.V.1.7). Dieser ist in der Abbildung VI1.3). schematisch dargestellt.
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Abb. V1.3 Anti-apoptotische Signalwege unterhalb des CD95-Rezeptors
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Die Aktivierung von ILK und die dadurch ausgeloste Inhibierung von GSK3p wurde bereits
von Troussard und ihren Kollegen bei invadierenden Glioblastomzellinien beobachtet
(Troussard et al., 1999). Des weiteren konnten sie zeigen, dass die Inhibierung von GSK3p zu
einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors AP-1 fiihrte und somit die Transkription der
Matrix-Metalloproteinasen -2 und -9 verstirkte (Troussard et al., 2000a). Die angrenzende
5'-Sequenz des MMP-9-Promotors enthdlt neben der AP-1-Bindungsstelle auch
Bindungsstellen fiir NFkB, SP1 und AP-2 (Sato et al., 1993). Die Aktivierung der Matrix-
Metalloproteinasen ist fiir die Invasion absolut notwendig, um die extrazellulire Matrix zu
verdauen (Abb.VI.4). Die Expression der MMP-9 ist in Glioblastomzellen signifikant erhoht,
verglichen mit normalem Gehirngewebe und mit Tumoren, die ein geringeres
Invasionspotential aufweisen (Rao, 2003). MMP-9 defiziente Glioblastomzellen zeigen einen

deutlich reduzierten invasiven Phénotyp in vitro und in vivo (Rao, 2003).
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Abb. V1.4 Metalloproteinase unterstiitzen das Wachstum und die Invasion von Krebszellen (Rao, 2003).
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Auch die in unserer Studie verwendeten Glioblastomzellinien zeigen nach der Stimulierung
des CD95-Rezeptors einen Anstieg der Migration/Invasion, die auf die Hochregulation der
MMP-2 und -9 zuriickzufiihren ist (Abb.V.1.4 und Abb.V.2.3). Wie jedoch AP-1 aktiviert
wird ist unklar. Moglicherweise erfolgt die Aktivierung iiber B-Catenin. Dieses Molekiil liegt
zusammen mit ,,Adenomatous Polyposis Colon“ (APC), einem Tumorsupressorprotein, Axin
und GSK3p in einem Multiproteinkomplex im Zytoplasma vor. In unstimulierten Zellen
phosphoryliert GSK3 B-Catenin, dadurch wird das Protein fiir den Abbau im Proteasom
markiert (Nateri et al., 2005). Durch die Inhibierung von GSK3p wird dieser
Multiproteinkomplex instabil, p-Catenin wird dephosphoryliert und akkumuliert im
Zytoplasma, bevor es in den Nukleus wandert. Dort fungiert es als Kofaktor der
Transkriptionsfaktorfamilie T-cell factor/lymphoid enhancing factor (TCF/Lef) (Giles et al.,
2003;Reya and Clevers, 2005). Diese Translokation konnten wir nach der Behandlung mit o-
Apo-1 in den T98G-Zellen durch Immunfluoreszenzbilder nachweisen (Abb.V.1.10b). GBMs
weisen einen groBeren zytoplasmatischen Pool an unsphosphoryliertem B-Catenin auf
(Herold-Mende, personliche Auskunft). Eine kiirzlich veroffentlichte Studie unterstiitzt diese
Hypothese. C-Jun ist eine Komponente des AP-1 Transkriptionskomplexes und wurde als
meistinduziertes TCF/B-Catenin-Zielgen identifiziert (Mann et al., 1999;Staal et al., 2004).
AuBerdem wurde phosphoryliertes c-Jun als Interaktionspartner von TCF4 detektiert und
reguliert auf diesem Weg wahrscheinlich die Darmkrebs-Tumorgenese durch das
EinschlieBen des JNK und GSK Signalweges. Wir behaupten, dass eine hohe basale Aktivitit
von ERK, JNK und GSK3p die CD95-kanzerogene Aktivitdt bestimmt. Insofern konnten wir
zeigen dass hohere basale GSK3pB Level, aber nicht die Hoéhe der CD95-
Oberflachenexpression, positiv mit der CD95-induzierten Migration korreliert (nicht gezeigte
Daten). Dennoch sollte eine grofere Anzahl der aus Patienten stammenden
Glioblastomzellkulturen und Tumore auf die basale Phosphorylierung von GSK3[3 gestestet

werden.
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4. y-Bestrahlung und Chemotherapie fithren zu einer Hochregulierung des

CD95/CD95L-Systems

Die standardméfBige Therapie bei Hirntumoren ist, wie bereits erwdhnt, die operative
Entfernung des Tumors und eine anschlieBende Strahlentherapie, die zusitzlich mit einer
Chemotherapie gekoppelt sein kann. Die Strahlentherapie ist seit den 80er Jahren eine der
wichtigsten Therapien, die zu einer vielleicht geringeren Verlingerung des Uberlebens bei
Patienten mit bosartigen Hirntumoren fiihrt. In der Regel wird die Strahlentherapie zwei bis
vier Wochen nach der Operation angewendet. Die meist angewandte Form der Bestrahlung ist
die Rontgen (X-) Bestrahlung. Diese kann direkt wirken, d.h. die Atome der Zielzelle werden
direkt von den Strahlen getroffen, was zu einem hohen linearen Energietransfer fiihrt.
Daneben kann auch ein indirekter Effekt erzielt werden. Hierbei werden Molekiile innerhalb
der Zelle von der Strahlung betroffen (z.B. Wasser). Dies fiihrt zur Bildung freier Radikale
die einen sekundéren Schaden auslosen. Neben der normalen X-Bestrahlung kommt auch eine
sogenannte Teilchen-Therapie zum FEinsatz. Dabei werden Neutronen und Protonen
eingesetzt. Der Vorteil dieser Form der Strahlentherapie ist eine direkte lokale Strahlendosis.
Ausgehend von dieser klassischen Strahlentherapie werden immer wieder neue
Modifizierungen entwickelt. So werden die Zellen beispielsweise durch Chemikalien
Bestrahlungs-sensitiv gemacht, um einen besseren therapeutischen Effekt zu erzielen. Jedoch
ist bis heute keine deutliche Verbesserung der Therapie sichtbar (Burton and Prados, 2000).
Ziel dieser Therapien ist es, noch vorhandene Tumorzellen zu zerstéren. Die therapeutische
Strahlungsdosis sind 60 Gy, normalerweise verabreicht in tdglichen Dosen von 180 bis 200
cGy fiir etwa sechs Wochen. Die zu bestrahlende Region wird in der Regel durch Magnet-
Resonanz-Imaging (MRI) detektiert und auf 2-3 cm ausgeweitet. Diese Form der Bestrahlung

wurde basierend auf dem Wissen entwickelt, dass die Wiederkehr des Tumors in 80% bis
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90% der Falle 2 cm neben dem urspriinglichen Tumorherd auftritt (Burton and Prados, 2000).
Sowohl durch die Strahlentherapie als auch durch die chemotherapeutische Behandlung wird
Apoptose in sensitiven Zielzellen durch Induktion der Expression der Todesliganden wie
beispielsweise CDI95L oder ,,TNF-related apoptosis inducing ligand* (TRAIL) hervorgerufen
(Fisher, 1994;Meyn et al., 1996). Das CD95/CD95L-System wurde von verschiedenen
Arbeitsgruppen als Hauptausloser des medikamentds-induzierten Zelltodes in Leukédmien und
soliden Tumoren identifiziert (Friesen et al., 1997;Fulda et al., 1997). Beispielsweise induziert
die Behandlung mit Doxorubicin und y-Bestrahlung den Zelltod in Medulloblastomen, nicht
aber in resistenten Glioblastomzellen (Fulda et al., 1998b). In dieser Studie konnte auch die
Hochregulation des CD95 und CD95L nach y-Bestrahlung und Chemotherapie gezeigt
werden. Auch in unserer Studie ist ein signifikanter Anstieg der CD95 und CD95L mRNA-
Expression nach y-Bestrahlung detektierbar (Abb.V.2.6a und b). Dieser Anstieg 16st jedoch in
resistenten Glioblastomzellinien keine Apoptose aus (Abb.V.2.6¢c), sondern induziert
gleichermallen, wie zuvor mit dem exogenen CD95L (LZ-CD95L) beobachtet, Migration
bzw. Invasion. Das Migrationspotential wird durch die y-Bestrahlung verstédrkt. So bekommen
die NCH 89-Zellen, die mit der exogenen Stimulierung des CD95-Rezeptors keinen Anstieg
der Migration zeigen, bekommen durch die endogene Hochregulation des CD95/CD95L-
Systems ein deutlich hoheres Migrationspotential als die unbestrahlten Kontrollzellen
(Abb.V.2.9). Ein signifikanter Anstieg der Migration kann auch in den etablierten T98G-
Zellen sowie den restlichen Glioblastomzellen (NCH 125 und 270), bereits bei einer
Strahlendosis von 3 Gy detektiert werden (Abb.V.2.8 und Abb.V.2.9). Dieser Anstieg ist in
allen Zelllinien auf die Expression der MMP-9 und MMP-2 zuriickzufiihren. Der beobachtete
Migrationsanstieg ist CD95L-spezifisch, da er mit dem neutralisierenden Antikorper gegen
CD95L (Nokl) komplett gehemmt werden kann. Deshalb kann moglicherweise ein
zusétzlicher Anstieg des CD95-Rezeptors oder eine Verdnderung der allgemeinen

Kinaseaktivitidt diese Zellen fir die CD95-induzierte Migration sensibilisieren. In dieser
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Hinsicht ist die therapeutische X-Bestrahlung, wie sie beispielsweise bei vielen Krebsarten im
Kindesalter angewendet wird, bisher der einzige Faktor, der eindeutig mit einem erhdhten
Hirntumorrisiko in Verbindung gebracht werden kann. Die Hirntumore einschlieBlich der
Glioblastome treten hdufig zehn Jahre nach der Therapie auf (Ohgaki and Kleihues, 2005).

Diese Ergebnisse sollten Folgen fiir die Strahlenbehandlung von Patienten haben, auf der
Grundlage der hierbei gewonnen Erkenntnissen wire es empfehlenswert, Tumore nach der
operativen Entnahme auf ihre Reaktion gegeniiber CD95-Stimulierung zu testen, bevor der
Patient der anschlieBenden Strahlentherapie unterzogen wird. Je nach Testergebnis sollte
abgewogen werden, ob die klassische Strahlentherapie oder eventuell eine neue Therapieform
Anwendung findet. Alternative Therapien konnten die herkommliche Strahlentherapie mit
Inhibitoren fiir die CD95-induzierte Migration, wie z.B. dem ILK-Hemmer (KP-SD1) oder
aber mit Reagenzien, die die Zellen fiir apoptotische Stimuli sensitivieren, koppeln. Erste
Hinweise, dass dies ein erfolgversprechender Schritt sein konnte zeigen Glioblastomzellen,
die Caspase-9 iiberexprimieren. Nach der Bestrahlung wird in diesen Zellen die Caspase-9
aktiviert, dies flihrt zu einer Blockade der Invasion und der Angiogenese (Yanamandra et al.,
2004). Die Schwerionentherapie konnte ebenfalls eine Alternative zur bisherigen
Standardtherapie darstellen. Die Partikeltherapie mit Schwerionen ist ein sehr prézises und
biologisch hochwirksames Therapieverfahren. Uber eine Beschleunigeranlage werden die
Schwerionen auf eine sehr hohe Geschwindigkeit gebracht und in den Tumor geschossen.
Dort fiigen die Schwerionen den Tumorzellen irreparable Schidden zu. Durch die exakt
berechenbare Reichweite und mithilfe einer millimetergenauen Steuerung ldsst sich der
Tumor punktgenau bestrahlen, wodurch das umliegende gesunde Gewebe geschont wird.
Moglicherweise wird bei dieser Strahlenform das CD95/CD95L-System nicht aktiviert. Dies
mull aber noch getestet werden. Sollte dies der Fall sein, wiirde sich die Gefahr, dass

resistente Zellen gegeniiber diesem System mit einem Anstieg der Migration/Invasion
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reagieren konnten, verringern. Um diese Theorie zu iiberpriifen, sind gezielte Vorversuche

mit Patientenmaterial notwendig.
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