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A. Einleitung

1. Problemstellung

Das Glioblastoma Multiforme ist der hdufigste maligne Tumor des hirneigenen
Gewebes im Erwachsenen. Gleichzeitig ist die Prognose mit einer medianen
Uberlebenszeit von 14 Monaten verheerend (Stupp et al. 2005).

Mit dem bisherigen Therapiestandard, der neurochirurgischen Resektion kombiniert
mit Radio- und Chemotherapie, steht bislang kein kurativer Ansatz zur Verfligung, da
Glioblastome friihzeitig in gesundes Hirngewebe infiltrieren und eine vergleichsweise
geringe Strahlen- und Chemosensibilitit aufweisen (DeAngelis et al. 1998).

Die relativ hohe Rate an EGFR (epidermal growth factor receptor)
iiberexprimierenden Glioblastomen (Schlegel et al. 1994) lésst einen Einfluss dieser
Signalkaskade auf die Tumorbiologie vermuten und eréffnete die Moglichkeit, gezielt
das EGFR-vermittelte Wachstum und Invasion (Rappl et al. 2008) in benachbartes
Hirngewebe durch geeignete Inhibitoren zu unterbinden.

Der bisher miBige Erfolg der zielgerichteten anti-EGFR Therapien (Brown et al. 2008)
zeigt die bisher nicht hinreichende Klérung des Stellenwertes von EGF-Rezeptoren in
der Zellbiologie glialer Tumoren.

Neben dem reguliren Liganden EGF gibt es noch eine atypische, also EGF-
unabhingige Aktivierung der EGFR-Signalkaskade iiber Produkte der
Lipidperoxidation. Diese entstehen bevorzugt unter oxdiativem Stress, welcher das
Milieu der hypoxischen Areale von Glioblastomen determiniert (Minyailenko et al.
1990).

Ein fiir das EGFR-Signaling bedeutsames Produkt der Lipidperoxidation ist das
Molekiil 4-HNE (4-Hydroxynonenal), welches direkt an den Rezeptor binden und
damit Einfluss auf die Rezeptor-Tyrosinkinaseaktivitét ausiiben kann (Liu et al. 1999).
Eine Charakterisierung der 4-Hydroxynonenal-vermittelten  Prozesse in
Glioblastomen wire besonders bedeutsam hinsichtlich der bislang nicht untersuchten
4-HNE-vermittelten Migration, unter anderem in Abhédngigkeit von dem 4-HNE
abbauendem Enzym Aldehyd-dehydrogenase 1, welches zugleich einen

Stammzellmarker von Glioblastomen darstellt:
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Die Migrationsféhigkeit glialer Tumorzellen ist nicht zuletzt fiir die Rezidive nach
neurochirurgischer Resektion und damit auch partiell fiir die infauste Prognose des

Glioblastoms verantwortlich.

2. Klassifikation glialer Tumoren

Entsprechend der World Health Organisation (WHO) werden gliale Tumoren in vier
Klassen, abhingig des Malignitétsgrades, unterteilt:

Der WHO Grad I gehoren z.B. pilozytische Astrozytome und subependymale
Riesenzell-Astrozytome an. Diese Tumoren sind benigne und konnen in aller Regel
durch chirurgische Resektion geheilt werden.

WHO Grad II Tumoren gelten als niedrig-maligne, verhalten sich jedoch biologisch
aggressiver als z.B. pilozytische Astrozytome und neigen zu Rezidiven.

Haufigster Vertreter der WHO Grad III Tumoren ist das anaplastische Astrozytom,
welches als maligner Tumor nicht zuletzt wegen seiner Tendenz, zum Glioblastom zu
Transformieren, eine schlechte Prognose hat.

Die mit Abstand schlechteste Prognose haben WHO Grad IV Tumoren. Diese
hochmalignen Gliome kénnen zum einen de novo als primédre Glioblastome entstehen
oder durch Entdifferenzierung von WHO Grad II und III Tumoren zu sekundiren

Glioblastomen fortschreiten.

3. Pathologische Aspekte des Glioblastoms

Glioblastome sind die hdufigsten hirneigenen Tumoren. Bedeutend ofter begegnet
man der supratentoriellen Manifestation, Fernmetastasen werden nur in seltenen
Féllen nach Kraniotomie beschrieben.

Der Makroskopisch abgrenzbare Tumor breitet sich bevorzugt entlang von
Markfaserbahnen aus (Salsbury 1975) und ist aufgrund seines mikroskopisch
disseminierten Wachstums daher kaum vollstindig resektabel.

Histologische Merkmale sind ausgeprdgte Tumornekrosen, welche oft zur
Abgrenzung von Grad III Astrozytomen dienen und gleichzeitig prognostische
Relevanz haben (Barker et al. 1996) und meist als ,,pseudo-Palisaden* imponieren.

Desweiteren ist eine erhohte Mitoseaktivitit, Kernpolymorphie sowie pathologische
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Angiogenese mit ,glomeruloiden” endothelialen Proliferaten oder abnormer
Kaliberstirke der Gefile typisch.

Die Histomorphologie erlaubt keinen Riickschluss auf die Genese eines Glioblastoms:
Sowohl primdre als auch sekundire, aus WHO II oder III Gliomen entstandene
Glioblastome weisen dhnliche histomorphologische Charakteristika auf. Dennoch geht
man davon aus, dass primére Glioblastome einen Anteil von ca. 80% einnehmen

(Dropcho et al. 1996).

4. Rezeptortyrosinkinasen

Rezeptortyrosinkinasen bilden eine Gruppe von Transmembranrezeptoren, welche alle
einen dhnlichen Aufbau besitzen: Eine extrazellulire Bindungsstelle fiir Liganden,
eine Transmembran-Region und eine intrazelluldre Tyrosinkinase-aktive Doméne
(Ullrich et al. 1990).

Typischerweise werden iiber Rezeptortyrosinkinasen verschiedene
Wachstumssignale, wie z.B. Proliferation, anti-Apoptose oder Migration vermittelt.
Nach Ligandenbindung auf der extrazelluliren Doméne erfolgt eine Dimerisierung mit
anschlieBender, gegenseitiger Phosphorylierung beider Untereinheiten.

Der EGFR ist hierbei in der Lage mit allen ErbB-Rezeptoren Oligomere zu bilden,
wobei ErbB2 den bevorzugten Bindungspartner darstellt. Bereits als Monomer weist
der EGFR katalytische Aktivitit auf, die vollstindige Aktivierung wird jedoch erst
nach Ligandenbindung und Dimerisierung erreicht. Als Folge der Phosphorylierung

wird die intrinsische Kinaseaktivitit der zytosolischen Rezeptordoménen angehoben.
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Ligand (EGF, TGF-alpha) :> .

Ligand-binding domain :> f

EGFR homodimer or
EGFR heterodimer with
erbB2 or erbB3

Abbildung 1: Schematische Darstellung der EGFR-Signaltransduktion (ladanyi, 2008)

Dadurch kénnen weitere Tyrosinreste des Rezeptordimers phosphoryliert werden und
bilden dadurch sog. ,,Docking-sites* fiir Signaltransduktionsproteine mit Src-
homologen 2 (SH2) oder Phosphotyrosin Bindedoméanen (PTB).

Uber weitere, SH2 oder PTB-Doménen enthaltende Proteine, wird eine Plattform von
Signalmolekiilen rekrutiert, welche ihrerseits iiber Effektorproteine

Signalkaskaden aktivieren kann. Bedeutende Signalwege sind hierbei der
Phosphoinositol 3-Kinase/Akt (PI3K/Akt) und die mitogen-activated protein kinase
(MAPK).

4.1 Der PI3K/Akt-Signalweg

Der Akt-Signalweg spielt bei der Zellzyklusregulation und Apoptose eine wichtige
Rolle. Mittels direkter Regulation des Zellzyklus und der Transkriptionsmodulation
fordert er Zellzyklusprogression und wirkt anti-apoptotisch.

Zentraler Bestandteil des PI3K/Akt Signalweges sind Phosphoinositol-3-Lipidkinasen
(PI3K), die in drei Klassen unterteilt werden.

Bei der Klasse I ist eine Rezeptor-Tyrosinkinasen gekoppelte Aktivierung ebenso wie

durch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren beschrieben. Die Signaliibermittlung erfolgt
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anschlieBend mittels Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PIP3), welches durch
Phosphorylierung des 3-Hydroxyl-Restes von Inositol-Phospholipiden der
Zellmembran entsteht (Katso et al. 2001). PI3K verfiigen iiber eine regulatorische p85-
Untereinheit und eine katalytische p110-Untereinheit (Ward et al. 2003).

Bei dem Rezeptortyrosinkinase (RTK) vermittelten Signalweg erfolgt nach
Dimerisation und Phosphorylierung der intrazelluldren Doméne eine Interaktion des
p85-p110-Komplexes der PI3K mit der SH2-Domine der RTK. Hierbei ist die p85
Einheit fiir die Interaktion verantwortlich und fiihrt zu einer Rekrutierung der PI3K an
den Rezeptor mit nachfolgender Aktivierung (Cantley 2002). Daraus resultiert eine
pl10-vermittelte PIP3;-Synthese mittels Phosphorylierung des membranstéindigen
PIP,.

An dieser Stelle setzt der negative Regulierungsmechanismus des Tumorsuppressors
PTEN (phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 10) an. Diese
Lipidphosphatase ist in der Lage, PIP3; zu PIP, zu dephosphorylieren, oder bereits die
Bildung von PIP; zu unterbinden und damit die Aktivierung von Akt zu unterbinden.
Die konstitutive Aktivierung von PI3K/Akt ist in zahlreichen Malignomen, darunter
auch das Glioblastom, durch Funktionsverlust von PTEN vermittelt (Schlegel et al.
2000).

Proteine mit einer ,,pleckstrin homology* (PH)-Domine, wie die Serin/Threoninkinase
Akt, werden mittels PIP; an die Zellmembran rekrutiert (Engelman et al. 2006). Eine
Phosphorylierung am Serin 473 und Threonin 308 bewirkten die vollstindige
Aktivierung von Akt (Alessi et al. 1997). Nach dieser Aktivierung kann Akt durch
weitere Downstream-Proteine Proliferation, Zellwachstum sowie anti-Apoptose

regulieren (Vivanco et al. 2002).

4.2 Der MAPK-Signalweg

Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK) sind eine Gruppe von Serin-
/Threoninkinasen, welche wichtig flir die Steuerung von Embryogenese, Migration,
Zelldifferenzierung, Proliferation und Zelltod und daher ebenfalls fiir die biologie
onkologischer Entitdten bedeutsam sind.

Grundsitzlich werden 3 Subtypen von MAP-Kinasen unterschieden: ERK1/2
(extracellular signal-related kinases), p38 MAPK und SAPK/JINK (stress-activated /c-

jun n-terminal proteinkinases).
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Wie bei der PI3K/Akt kann auch die MAPK iiber den EGFR aktiviert werden. Das
Protein ,,growth factor receptor-bound protein 2 (GRB2) verfiigt {iber eine SH2
Doméne und zwei SH3-Doménen (Pawson et al. 1993), an die Phosphotyrosinreste
des aktivierten EGF-Rezeptors binden kdnnen. Das Grb2-Protein kann vor allem durch
die SH2-Domaéne mit dem Phosphotyrosin-Rest 1068 des EGFR interagieren, die SH3-
Doméne stellt die Verbindung zum ,,Son of Sevenless“-Protein (SOS) her (Chardin et
al. 1995).

Das SOS-Protein ist in der Lage, einen GDP/GTP-Austausch im Ras-Protein zu
katalysieren. Dieser Austausch am Ras-Protein fiihrt es in den aktiven Zustand iiber
(Rozakis-Adcock et al. 1993).

Das Ras kann wiederum die Serin/Threonin-Kinase Raf-1 in den aktiven Zustand
iiberfiihren, welche weitere Serin/Threonin-Kinasen in Gang setzen kann. Uber
weitere Kinasen erfolgt zuletzt die Tyrosin- und Threoninphosphorylierung der MAP-
Kinasen ERK1 und ERK2 (Cobb et al. 1994). Diese sind in der Lage, in den Zellkern
zu diffundieren (Adachi et al. 1999) und dort die Phosphorylierung von

Transkriptionsfaktoren zu katalysieren (Jorissen et al. 2003).

5. Tumorstammazellen

5.1 Tumorstammzell-Hypothese

Der Tumorstammzellhypothese zufolge (Park et al. 1971) sind nicht alle Tumorzellen
im Stande, zu Proliferieren und Fernmetastasen zu bilden. Entsprechend der
Hypothese sind dazu nur Tumorstammzellen in der Lage (Singh et al. 2004). Nach der
Zellteilung konnen so entweder neue Tumorstammzellen entstehen, oder ,reife*
Tumorzellen, welche keine Tendenz zur Selbsterneuerung zeigen und den Grofteil der
Tumormasse ausmachen. In hidmatologischen Tumorzellen konnte dieses Konzept
bereits gut nachvollzogen werden (Reya et al. 2001).

Entsprechend dieser Hypothese ist davon auszugehen, dass Rezidive bzw.
disseminiertes Wachstum von Glioblastomen auf Tumorstammzellen zuriickzuftihren

sind.
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5.2 Stammzellmarker hirneigener Tumore

Aus diesem Grund ist bei der Betrachtung von Migrationskapazititen in glialen
Tumoren ein Fokus auf die Expression von Stammzellmarkern der behandelten Zellen
durchaus zweckmiBig.

Bislang galt das Transmembran-Glykoprotein CDI133 als zuverldssiger
Stammzellmarker in Glioblastomen, zumal sich aus CD133-positiven glialen
Tumorzellen neue, phénotypisch identische Tumormassen nachbilden lieen (Singh et
al. 2004).

Das Glykoprotein CD133 scheint jedoch in der Aussagekraft als alleiniger
Stammzellmarker eingeschrinkt zu sein, da vermutlich nur bis zu 10 % aller
Tumorstammzellen CD133 exprimieren (Ligon et al. 2007).

Des Weiteren wurden bereits CD133-negative Tumorzellen glialen Ursprungs
beschrieben, welche trotz geringerem Proliferationsindex ebenfalls Stammzell-
eigenschaften besitzen (Beier et al. 2007).

Ein neuer Stammzellmarker fiir Glioblastome ist das Enzym Aldehyd-dehydrogenase
1 (ALDHI1). Urspriinglich wurde das Stammzellpotential von ALDHI1-positiven
Zellen, assoziiert mit schlechter klinischer Prognose, bei Mammakarzinomen entdeckt
(Ginestier et al. 2007).

Die Stammzellkapazitit ALDHI1-positiver Zellen konnte an Glioblastomen
nachvollzogen werden (Rasper et al. 2010). Im Gegensatz zu CD133 ist ALDH1 ein
Enzym des oxidativen Stoffwechsels. Daraus konnten sich weitere Unterschiede,
verglichen mit Tumorzellen ohne Stammzelleigenschaften, in der milieuabhdngigen
Tumorbiologie ergeben:

Lipidperoxidationsprodukte, wie unter anderem 4-HNE, sind Substrate der Aldehyd-
dehydrogenase 1 (Zhang et al. 2010). Durch den 4-HNE Abbau in ALDH1-positiven
Zellen glialer Tumore, wire eine abweichende Substanzwirkung bis hin zur Resistenz
denkbar.

In dieser Arbeit soll unter anderem untersucht werden, ob ALDH1 bei einer moglichen

4-HNE-induzierten Migration Einfluss auf die Migrationsgeschwindigkeit hat.
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6. Zellmigration

Zellmigration nimmt in vielen physiologischen als auch pathologischen Prozessen der
Zellbiologie von Eukaryonten eine zentrale Stellung ein. Beispielsweise ist die
Ontogenese des menschlichen Organismus ohne Migration undenkbar: Die
Entwicklung der Keimblatter, des Nervensystems und der Keimbahnen werden erst
durch selbige ermoglicht.

Ebenfalls ist Migration grundlegend fiir die Physiologie der Wundheilung (Krawczyk
1971) und gerichtete zellulire Abwehr durch Chemotaxis von Bedeutung (Hurley
1963), (Gamow et al. 1971).

Die Invasion von Malignomen in gesundes Gewebe stellt auch einen
Migrationsvorgang dar. Die Therapie von bosartigen Erkrankungen wird durch das
invasive Wachstum der entarteten Zellen aus verschiedenen Griinden deutlich
erschwert. Die Verbreitung von einzelnen Zellen abseits des urspriinglichen
Zellverbandes erschwert die vollstindige Resektion von Tumoren bzw. macht sie in
Glioblastomen nahezu unmdglich (Brandes et al. 2008). Des Weiteren ist Migration
ein wichtiger Schritt bei der Metastasierung, da die Losung von Zellen aus dem
Zellverband fiir eine Ausbreitung iiber Lymph- und Blutgefae zwingend notwendig
ist.

Als Ursache fiir die Migration sind unter anderem bisher die Ldsung von
Zelladhédsionsmolekiilen wie Cadherin und Integrin charakterisiert.

Cadherine sind Transmembranproteine, die intrazelluldr iiber Catenine mit
Mikrofilamenten verbunden sind. Die extrazelluldren Domidnen der Cadherine sind
Ca”"-abhingige Glykoproteine, kénnen sich mit gegeniiberliegenden Zellen verbinden
und stellen so eine Zellverbindung her. In Glioblastomen ist der Subtyp N-Cadherin
in Zusammenhang mit Zellmigration beschrieben (Kohutek et al. 2009), wobei der
EGFR-Signalweg Einfluss auf die N-Cadherin-Dichte der Zellmembran zu haben
scheint (Rappl, Piontek et al. 2008). Die Migrationsinduktion iiber den EGFR-
Signalweg wurde bereits mehrfach beschrieben (Holsken et al. 2011). Diese kann auch
durch eine Uberexpression des EGF-Rezeptors positiv beeinflusst werden (Verbeek et

al. 1998).
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7. 4-Hydroxynonenal

7.1 Chemische Eigenschaften und Synthese

4-Hydroxynonenal (4-HNE) ist ein a,B-ungeséttigter Aldehyd. Es wurde erstmals von
H. Esterbauer beschrieben (Esterbauer et al. 1991).

H3C \

OH

Abbildung 2: Molekularstruktur des 4-Hydroxynonenals nach Esterbauer (Esterbauer,
Schaur et al. 1991)

4-HNE ist ein Produkt der Lipidperoxidation von omega-6 mehrfach ungesittigter
Fettsduren (omega-6-Polyenfettsduren) (Esterbauer et al. 1982). Der Erstbeschreiber
spricht sich iiber die Entstehung von 4-HNE an mikrosomalen Membranen wie folgt
aus: 4-Hydroxynonenal entsteht im Zuge einer Lipidperoxidation aus
Arachidonséduren in Zell- und Mikrosomenmembranen, welche Bestandteil polarer
Phospholipide sind (Esterbauer et al. 1986). Eine weitere Quelle fiir 4-
Hydroxynonenal sind ebenfalls die im Blutserum befindlichen ,low density
lipoproteins* (LDL) bzw. in bereits oxidierter Form oxLDL (Esterbauer et al. 1987).
Pryor et al. verfolgen ebenfalls die Theorie, dass 4-HNE ausschlielich aus omega-6-
Polyenfettsduren entstechen kann. Dabei erwédhnen sie zum einen die
Synthesemdglichkeit aus 11-Hydroperoxyarachidonséure oder 9-
Hydroperoxylinolsédure, andere Substrate wéren die jeweiligen Isomere 15-
Hydroperoxyarachidonsdure bzw. 13-hydroperoxylinolsiure (Pryor et al. 1990).

Der Mechanismus der Entstehung ist dabei eine Kettenreaktion, welche durch freie
Radikale initiiert werden kann. Polyenfettsduren sind durch ihre Féhigkeit zur
Mesomerie, also der Bildung von delokalisierten Elektronenaufenthaltsbereichen,

bevorzugte Stoffe fiir die Radikal-getriggerte Abspaltung von Wasserstoffatomen.
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Durch weitere Oxidation entstehen aus den Polyenfettsduren Hydroperoxide, welche
wiederum anderen Polyenfettsduren mit ihrer freien Radikalgruppe Wasserstoffatome
entreilen kdnnen. Auf diese Weise wird die Kettenreaktion in Gang gehalten.
4-Hydroxynonenal kann daher iiberall im Kdorper, wo das Milieu die Bildung von
freien Radikalen ermoglicht oder gar begiinstigt, entstehen.

Es sind verschiedene Moglichkeiten der Detoxifikation von 4-Hydroxynonenal
beschrieben. Zum einen ist es die Metabolisierung iiber Aldehyddehydrogenasen
(ALDH) und Alkoholdehydrogenasen (ADH) zu den reduzierten bzw. oxidierten
Metaboliten 4-Hydroxy-2-nonenolséure und 1,4-dihydroxy-2-nonen.

Eine weitere Mdglichkeit der Elimination besteht in der Glutathion-S-Transferase
vermittelten Konjugation zu 4-HNE-GSH. Daneben sind weitere, bisher nicht
bekannte Eliminationswege denkbar (Hartley et al. 1995).

Je nach Zelltyp und Gewebe kommt den einzelnen Mechanismen unterschiedliche

Bedeutung zu, wobei in der Leber die GSH-Konjugation dominiert.

7.2 Biologische Wirkungen

4-Hydroxynonenal kann auf vielfdltige Weise in den Zellmetabolismus eingreifen.
Dabei werden sowohl physiologisch-regulative Funktionen in Konzentrationen bis 0,1
uM, als auch die Mediation von oxidativem Stress bei Konzentrationen von 1 uM bis
20 uM beschrieben (Esterbauer et al. 1991).

Unter physiologischen Bedingungen sind bisher die Induktion von Chemotaxis in
neutrophilen Granulozyten (Curzio et al. 1986), Aktivierung der Adenylatcyclase,
Phospholipase C und Guanylatcyclase (Esterbauer et al. 1991) (Rossi et al. 1990)
bekannt.

Desweiteren wurde auch iiber die proliferative Wirkung des 4-HNE bei
physiologischen Konzentrationen bis 10 uM berichtet (Zarkovic et al. 1993; Ramana
et al. 20006).

Allerdings kann 4-HNE auch in  physiologischen = Konzentrationen
Stammzelldifferenzierung und Wachstumshemmung vermitteln (Barrera et al. 1991),
wobei mit ansteigender Dosis zunehmend mit wachstumsinhibierender und
apoptotischer Wirkung zu rechnen ist (Liu et al. 1999; Cheng et al. 2001). Biochemisch
scheint das 4-HNE iiber eine Vielzahl von Signalwegen als ,,second toxic messenger

(Esterbauer et al. 1991) in den Zellstoffwechsel einzugreifen.
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Im Folgenden soll die fiir diese Arbeit relevante Modulation des EGFR-Signalings
weiter beschrieben werden.

Erstmals wurde das Modell einer alternativen Aktivierung des EGF-Rezeptors durch
Metaboliten der Lipidperoxidation 1998 beschrieben. Dabei konnte man eine
Phosphorylierung des EGF-Rezeptors mittels oxLDL und 4-HNE zeigen. Dabei bindet
4-HNE an freie Amino-Gruppen der extrazelluliren Doméne des EGFR und bewirkt
dadurch eine Derivatisation, welche eine Erh6hung der intrinsischen Kinaseaktivitit
mit nachfolgender Aktivierung zufolge hat (Suc et al. 1998). Eine suffiziente
Rezeptoraktivierung wurde bis dahin lediglich mit SH2-Phosphotyrosin-Konjugaten
nachgewiesen.

Eine Aktivierung der Rezeptortyrosinkinase EGFR konnten Liu et al. 1999 durch
Nachweis von 4-HNE-EGFR Addukten und einer Phosphorylierung des EGF-
Rezeptors nach 4-HNE Inkubation in der A431 Zelllinie bestdtigen. Erstmals konnte
auch eine 4-HNE induzierte Kinaseaktivitdt im Downstream durch phosphorylierte
ERK1/ERK2 und phospho-JNK/SAPK nachgewiesen werden.

Séamtliche 4-HNE vermittelten Effekte lieen sich hierbei durch den direkten EGFR-
Inhibitor AG1478 suffizient autheben (Liu et al. 1999). Im Rahmen der Untersuchung
von EGFR-vermittelten proliferativen Effekten des 4-HNE zeigte sich eine
Wachstumsinhibierende Wirkung bei HNE Konzentrationen von 20uM. Bei ebenfalls
erfolgreicher Authebung der 4-HNE-vermittelten Wachstumsinhibition durch eine
EGFR-Blockade wurde schlussfolgernd die EGFR-vermittelte Wachsumsinhibition
durch 4-HNE postuliert (Liu et al. 1999). Hierzu sollte jedoch bemerkt werden, dass
der tiblicherweise mittels PI3K/Akt und MAPK proliferativ und anti-apoptotisch
wirkende epidermale Wachstumsfaktor in A431-Zellen einen paradoxen Effekt haben
kann: In mehreren Arbeiten konnte eine EGF-getriggerte Wachstumsinhibition in
A431 Zellen erzielt werden (Gill and Lazar 1981), (Bravo, Burckhardt et al. 1985).
Zusammenfassend kann also von einer Downstream-wirksamen EGFR-Aktivierung
mittels 4-HNE ausgegangen werden, die 4-HNE-getriggerte Wachstumsinhibition
konnte jedoch abseits der A431 Zelllinie {iber andere Signalwege vermittelt werden.
Die EGFR-Aktivierung von 4-HNE konnte bisher mehrfach gezeigt werden, die
charakterisierten tibergeordneten zelluldren Reaktionen beschrinken sich bislang auf

die Wachstumsinhibition (Liu, Akhand et al. 1999) sowie die Chemotaxis in
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Granulozyten (Moldovan et al. 1994) und Polymorphonukleozyten der Ratte (Curzio
et al. 1982).

8. Zielsetzung

Die EGFR-Amplifikation in iiber 40% der priméren Glioblastome (Schlegel et al.
1994) mit nicht zufrieden stellenden Ergebnissen der therapeutischen, singuldren
Antagonisierung (Brown et al. 2008) gibt Anlass zur Evaluation der direkten EGFR-
vermittelten Effekte. In Zusammenhang mit dem bevorzugten Partner der
Heterodimerisierung ErbB2 konnte eine Induktion der Migration glialer Zellen gezeigt
werden (Rappl et al. 2008).

Im Zuge der Entwicklung neuer Therapiekonzepte und Prognosefaktoren gerit der
Metabolismus glialer Tumore zunehmend in den Mittelpunkt. In Glioblastomen wird
ein vielfach erhohter Glucosemetabolismus beschrieben (Oudard et al. 1996; Gorin et
al. 2004). Dartiber hinaus spielt in Glioblastomen — ebenso wie in zahlreichen anderen
malignen Entitdten — die Hypoxie und der damit einhergehende oxidative Stress eine
grof3e Rolle.

Oxidativer Stress ist verantwortlich fiir die Entstehung einer Vielzahl von Metaboliten
wie oxLDL und 4-HNE (Esterbauer et al. 1986), welche ihrerseits {iber bedeutende
Signalwege wie z.B. den EGFR zelluldre Reaktionen bewirken kdnnen.

Der Nachweis EGFR-vermittelter Migration durch 4-HNE konnte diesen Signalweg
als Reaktionsmoglichkeit auf verschiedene Stoffwechselsituationen in Glioblastomen
identifizieren und zur Charakterisierung des milieuabhédngigen Verhaltens von glialen
Tumorzellen beitragen.

In der vorliegenden Arbeit sollten die Effekte von 4-HNE auf die
Rezeptortyrosinkinase-Aktivitdt des EGFR in Gliomen nachvollzogen werden.

Des Weiteren sollte die Fahigkeit einer Migrationsinduktion durch 4-HNE-
Stimulation des EGF-Rezeptors untersucht und spezifiziert werden.
4-Hydroxynonenal wird mitunter durch den Tumor-Stammzellmarker ALDHI1
metabolisiert. Falls ein Zusammenhang zwischen den Effekten von 4-Hydroxynonenal
und ALDHI1 besteht, lieBe sich daraus ein Modell der alterierten Reaktion und

Resistenz von Stammzellen auf oxidativen Stress ableiten.
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Daher sollte in dieser Arbeit ebenfalls ein modulierender Einfluss des metabolisch

aktiven ALDH1 auf eine mdgliche, 4-HNE-initiierte EGFR-Phosphorylierung und

Zellmigration gepriift werden.
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1. Material

B. Material und Methoden

1. Material

1.1 Laborausstattung

Brutschrank

CO2-Inkubator

Gelkammern

Genetic Analyzer 3130
Magnetriihrer/Heizplatte
Minishaker MS1

Kiihlzentrifuge 5471R

Orbital Shaker IKA-VIBRAX-VXR
Rontgenfilm-Entwicklungsgerit
Semidry Blotapparatur
Sterilwerkbank Hera Safe
Thermocycler AB 2720
Thermocycler Mastercycler gradient
Tischzentrifuge 5415D

UV/Vis Spektrophotometer DU®530
Waagen

Zeiss Axiovert 135 Konfokales
Mikroskop

1.2 Verbrauchsmaterial

Aqua ad injectabila
Deckgléser

Hyperfilm™ ECL™
Kiuvetten
Mikrotiterplatten 96-Well
PVDF Membran 0,45um
ReaktionsgefaBle 1,5 ml

Memmert, Schwabach

Heraeus, Miinchen

Biorad, Miinchen

Applied Biosystems, Weiterstadt
IKA-Labortechnik, Staufen
IKA-Labortechnik, Staufen
Eppendorf, Hamburg

IKA Labortechnik Staufen
Konica Minolta, Unterfohring
Biorad, Miinchen

Heraeus, Miinchen

Applied Biosystems, Weiterstadt
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Beckmann, Miinchen

Sartorius, Gottingen

Carl Zeiss, Jena

B. Braun, Melsungen
Schubert und Weiss, Miinchen
GE Healthcare, Miinchen
Sarstedt, Niimbrecht

Nunc, Wiesbaden-Biebrich
Millipore, Schwalbach

Sarstedt, Niimbrecht
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Pipetten und Pipetten (10ul-1000ul)
Western Blot Papier
Zellkulturplatten, 6-well
Zellschaber

1.3 Chemikalien, Reagenzien

4-Hydroxynonenal
Bis-/Acrylamid
Biorad Protein Assay
BSA Proteinstandard
DMSO

EDTA

Ethanol p.a.
Isopropanol p.a.
Magermilchpulver
Methanol p.a.
Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid
PMSF

Salzsdure 2M

SDS 20%

TBE Puffer 10fach
TEMED

Tris

Triton X-100
Tween® 20
Wasserstoffperoxid 30%

1.4 Lésungen und Puffer

Blockierungspuffer

1. Material

Sarsted, Niimbrecht
Sartorius, Gottingen
Sarstedt, Niimbrecht
Sarstedt, Niimbrecht

Merck Biosciences, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Biorad, Miinchen
Biorad, Miinchen
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Merck Biosciences, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Biorad, Miinchen
Biorad, Miinchen
Roth, Karlsruhe
Fluka, Neu-Ulm
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

5% Magermilchpulver, TBST

18



B. Material und Methoden

5x SDS Protein-Puffer

10x SDS Proteingel-Puffer
10x TBS Puffer

TE-Puffer

TBST Waschpuffer
Transferpuffer (Anode I)
Transferpuffer (Anode II)

Transferpuffer (Kathode)

Tris-Puffer pH 7,6

1. Material

312,5 mM Tris-Cl pH 6,8; 10% SDS; 50%
Glycerol; 250 mM DTT; 0,05% Bromphenol-
Blau; ad 10 ml H,O

250 mM Tris; 1% SDS; 1,92 M Glycin; ad 1000
ml H,O

24,2 g Tris, 80 g NaCl, pH 7,6 mit Essigséure
einstellen; ad 1000 ml H,O

1 ml Tris HCI (pH 8,0); 200 ul 0,5 M EDTA; ad
1000 ml H,O

1x TBS Puffer; 0,1% Tween 20

300 mM Tris, 20% Methanol, ad 500 ml H,O
25 mM Tris, 20% Methanol, ad 500 ml H,O

25 mM Tris, 20% Methanol, 40 mM amino-n-
caprioic acid; ad 400 ml H,O

60,5 g Tris-Base, 90 NaCl, pH 7,6 mit HCI]
einstellen ad 1000 ml H,O

1.5 Zellkultur-Reagenzien und Medien

Accutase

EGF (human, rekombinant)
Dulbecco’s MEM mit Glutamax
Dulbecco’s PBS

FCS

Glioblastom-Zelllinien
Mitomycin C
Penicillin-Streptomycin
Tyrphostin AG 1478
Zell-Lysepuffer

1.6 Kommerzielle Kits

REAL Detection System Peroxidase

PAA Pasching / Osterreich
Millipore, Schwalbach

Invitrogen, Karlsruhe

PAA Pasching / Osterreich
Biochrom, Berlin

Dr. E.Van Meir, Lausanne / Schweiz
Sigma, Deisenhofen

Invitrogen, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

New England Biolabs, Frankfurt

Dako, Hamburg
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ECL Western Blot Reagenzien Millipore, Schwalbach

Molekulargewichtsmarker Page Ruler™ MBI Fermentas, St. Leon-Rot

1.6 Antikorper

Antikorper Spezies Katalognummer Firma

Akt Kaninchen #9272 NEB, Frankfurt

pAkt Kaninchen #9271 NEB, Frankfurt

EGFR Kaninchen Sc-03 Santa Cruz, USA

pEGFR Kaninchen #36-9700 Invitrogen,
Karlsruhe

erbB2 Kaninchen #A 0485 Dako, Hamburg

perbB2 Kaninchen #2244 NEB, Frankfurt

Alpha-Tubulin Maus T 9026 Sigma,
Deisenhofen

Maus IgG, HRP-  Ziege #7076 NEB, Frankfurt

gekoppelt

Kaninchen IgG, Ziege #7074 NEB, Frankfurt

HRP-gekoppelt

p44/42 MAPK Kaninchen #9102 NEB, Frankfurt

Phospho-MAPK #9101S NEB, Frankfurt

(p44/42)

Phospho- Kaninchen #4668S NEB, Frankfurt

SAPK/INK

SAPK/INK Kaninchen #9252 NEB, Frankfurt
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2. Zellkultur

2.1 Kultivierung von Glioblastom-Zelllinien

Es wurden die etablierten Glioblastom-Zelllinien LN18, LN229, LNZ308, und G139
kultiviert. Des Weiteren wurde eine durch shRNA transfizierte LN18 Zelllinie als
ADLHI1-Knockdown-Variante verwendet. Die Transfektion der Zelllinien war nicht
Gegenstand dieser Arbeit, die transfizierten Zellen wurden durch die Arbeitsgruppe
Prof. Schlegel zur Verfiigung gestellt. Die Zellen wurden bei 95% relativer
Luftfeuchte, 5% CO; und 37°C im Brutschrank inkubiert.

Als Medium wurde Dulbecco’'s DMEM Vollmedium (DMEM, 1% Vol
Penicillin/Streptomycin, 1% Vol. L-Glutamin, 10% Vol. fetales Kélberserum) in
Kulturschalen von 10 cm Durchmesser verwendet. Alle 3 Tage erfolgte die Passage,
wobei das Medium unter sterilen Bedingungen abgesaugt, die Zellen mit 5 ml PBS
(Temperatur 37°C; Phosphatgepufferte Salzlosung, 137mM NaCl, 2,7 mM KCI, 12
mM Gesamtphosphat) gewaschen und mit Iml Accutase™ (37°) nach 5 Minuten
Inkubation abgeldst wurde. Ein Teil der abgeldsten Zellen wurde in neue
Zellkulturschalen iiberfiihrt und mit neuem DMEM-Vollmedium bis zur folgenden
Passage inkubiert.

Zur Stabilisation der shRNA-Transfektion in den ALDHI-Knockdown LNI18
Zelllinien wurde Puromycin (5pg/ml Medium) beigesetzt. Uber die Transfektion
erworbene Puromycin-Resistenz der ALDH1-Knockdowns konnte so eine Selektion

erfolgen.

2.2 Gewinnung von Proteinlysaten aus kultivierten Zellen

Abhingig von der Fragestellung wurden die Zellen in Vollmedium bzw. serumfreiem
Medium vorinkubiert. Im Anschluss erfolgte eine Behandlung mit verschiedenen
Wirkstoffen (siche Tabelle 2).

Nach erfolgreicher Vorbehandlung der Zellen wurden diese mit 4°C kaltem PBS
gewaschen. Unmittelbar darauf wurde 200ul Zell-Lysepuffer (kommerziell erwerbbar,
mit 1mM PMSF als Proteaseinhibitor sowie Phosstop ™ als Phosphataseinhibitor)
beigesetzt. Nach Abschaben der Zellen mittels eines Plastikschabers wurden die

Proteinlysate in 1,5 ml Reaktionsgefdf3e tiberfiihrt und 15 min. auf Eis inkubiert. Nach
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anschlieender Zentrifugation bei 10 000 U/min fiir 15 min. wurde die Proteinfraktion
im Uberstand in ein neues Reaktionsgefif iiberfiihrt und bei -20°C aufbewahrt, die

nicht 16sliche Fraktion im Sediment verworfen.

Substanz Konzentration Zielmolekiil
EGF 100 ng/mi EGFR
AG1478 10 uM EGFR
4-Hydroxynonenal 1-500 uM

EtOH 0,1-0,8 % Vol.

Tabelle 1: Substanzen, welche in der Zellkultur fur experimentelle Zwecke verwendet
wurden

3. Proteinanalyse

3.1 Quantitative Proteinbestimmung nach Bradford

Die Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration erfolgt {iber eine Anfdrbung mit
dem Triphenylmethanfarbstoff Coomassie-Brillant-Blau G250 (CBBG), welcher in
saurer Losung mit kationischen und unpolaren Seitenketten von Proteinen Komplexe
bildet. Nach Proteinkomplexierung hat der Farbstoff ein Absorptionsmaximum von
595 nm, welches photometrisch erfasst werden kann.

Die Proteinlysate werden mit PBS im Verhéltnis 1:10 verdiinnt und anschlieBend mit
0,01 % Triton X-100 und Bradford-Reagenz (Fa. Biorad, 1:4 mit PBS verdiinnt) in
einer Kiivette vermischt und fiir 5 min. inkubiert. Die anschlieBende Messung mittels
Spektralphotometer erfolgt bei 595 nm. AnschlieBend kann die Proteinkonzentration
mit Hilfe einer Kalibrationskurve, die parallel mit BSA-Proteinstandards angefertigt

wurde, ermittelt werden.
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Substanz Volumen pro Kiivette
Proteinlysat 1:10 20 pl
PBS 180 i
Triton X-100, 0,01 % 200 ul
Bradford-Reagenz 1:4 600 pl

Tabelle 2: Zusammensetzung des Bradford-Ansatzes

3.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Gelelektrophorese ist eine Methode zur Auftrennung von Proteingemischen. Bei
der SDS-PAGE wird als Trennmedium ein Gel auf Polyacrylamidbasis verwendet. Bei
der Probenvorbereitung wird den Proteinlysaten Natriumduodecylsulfat (SDS)
beigefiigt, welches als anionisches Tensid Eigenladungen der Proteine iiberdecken
kann. Die Proben werden auf 95° iiber 5 Minuten erhitzt, um Sekundir- und
Tertidrstrukturen durch die Eroffnung von Wasserstoftbriicken aufzubrechen.
Dadurch erlangen alle Proteine eine &hnliche, ellipsoide Form und anionische
Aufladung. Dies ist fiir eine systematische Auftrennung der Proteine nach
Molekulargewicht erforderlich.

Fiir die Elektrophorese wurde das diskontinuierliche System verwendet, bei dem das
Trenngel (10%, pH 8.8) mit einem Sammelgel (5 %, pH 6.8) liberschichtet wird. Das
Trenngel wird nach vertikalem AufgieBen zwischen zwei Glasplatten mit H,O
iiberschichtet. Nach 45 Minuten Polymerisation wurde das Sammelgel aufgegossen
und die Glaskammer mit einem Probenkamm verschlossen.

Die mit Ladepuffer vermischten Proteinlysate wurden mit gleichen
Gesamtproteinmengen von 5-15 pg in die Probetaschen verteilt. Die Auftrennung der

Proteine erfolgte bei konstanter Spannung von 110 V fiir 60-130 Minuten.
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Substanz 5 % Sammelgel 10 % Trenngel
30 % Acrylamid 836 ul 1,33 ml

1 M Tris/HCI pH 6,8 626 ul -

1 M Tris/HCI pH 8,8 - 1mi

H,0 bidest. 3,5ml 1,66 mi

20 % SDS 25 yl 25ul

10 % APS 25 ul 25ul

TEMED 10 pl 10 pl

Tabelle 3: Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel fir die SDS-PAGE

3.3 Western Blot Analyse

Nach erfolgter SDS-Gelelektrophorese wurden die Proteine mittels Semi-dry Blot
elektrophoretisch auf eine PVDF-Membran {iibertragen. Dazu wird ein Stapel
zwischen zwei Elektrodenplatten gelegt. Diese Stapel bestehen aus mehreren Lagen
Whatman-Papier, welche jeweils in Kathoden- bzw. Anodenpuffer getrankt wurden.
Zwischen den puffergetrinkten Papierschichten liegt die PVDF-Membran mit
anliegendem Elektrophoresegel. Die Proteine wurden von dem Gel auf die PVDF-
Membran bei konstanter Stromstirke von 225 mA fiir 60-180 Minuten (je nach
Molekulargewicht des gesuchten Proteins) iibertragen. Freie Proteinbindungsstellen
an der Membran wurden anschlieend durch 1 Stunde Inkubation in TTBS mit 5%
Magermilchpulver bei Raumtemperatur geblockt. Primédrantikdrper wurden
entsprechend der vorgegebenen Konzentrationen in TTBS und teilweise unter Zugabe
von 5% Magermilchpulver verdiinnt. Nach Inkubation der Membran mit der priméren
Antikorperlosung bei 4°C iiber Nacht wurde die Membran 3x7 min. in TTBS
gewaschen und mit HRP-konjugierten Sekunddrantikorpern in TTBS mit 5%
Magermilchpulver bei Raumtemperatur fiir 1 h inkubiert. Es folgte ein weiterer
Waschvorgang (s.0.) und darauf folgend die Inkubation der Membran in ECL-Ldsung.

Die dabei entstehende Lichtreaktion wurde iiber einen Rontgenfilm aufgezeichnet.
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4. Zellbiologische Assays

4.1 Zellvitalitatsbestimmung mittels MTT-Assay

Die Bestimmung der Vitalitdt von Zellen beruht auf der Fahigkeit einer biologisch
aktiven Zelle, ein Chromophor durch die mitochondriale Dehydrogenase zu einem
wasserunloslichen Formazanfarbstoff zu reduzieren. Es besteht daher eine Korrelation
zwischen der Farbintensitit und metabolischer Aktivitidt der untersuchten Zellen. Dies
erlaubt Riickschliisse auf deren Vitalitit zu Beginn des MTT-Assays.

Fiir den Ansatz wurden je 6000 Zellen pro Well einer 96-Well-Platte ausgesdt und
unter Zugabe von EGF, HNE, DMSO bzw. AG1478 in DMEM-Vollmedium
inkubiert.

Je nach Versuchsdauer wurden nach 2-5 Tagen die MTT-Reagenzien des MTT-Kits
der Fa. Roche den Wells beigefiigt. Dabei wurde zundchst 10ul MTT-Reagenz und
nach 4-6 Stunden bei 37°C Inkubation 100ul DMSO/Ethanol (1:2) in die Wells
pipettiert. Im Anschluss wurde die Zellvitalitit photometrisch tiber den ELISA Reader
Multiscan Ascent bei 595 nm Wellenlidnge (Referenzwellenlinge 620 nm) ermittelt.
Die Zellvitalitit wurde prozentual in Relation zur Kontrollgruppe aus den

Extinktionswerten berechnet.

4.2 Evaluation der Migration mittels Wound-healing Assay

Das Wound-healing Assay ist eine der dltesten Methoden zur Untersuchung von
Zellmigration. Diese Methode imitiert die Zellmigration wiahrend der Wundheilung.
Die Grundschritte bestehen aus dem Anfertigen einer artifiziellen Wunde unter
Zellkultur-Bedingungen innerhalb eines zelluldren Monolayers und anschlieBender
Dokumentation des migrationsbedingten Verschlusses.

Dabei wurden in 6-Well-Platten jeweils 4x10° Zellen pro Well nach vorheriger
Zihlung in je 2 ml DMEM Vollmedium kultiviert, bis eine Konfluenz des Monolayers
von 70 % erreicht wurde. Dabei wurden jeweils 4 Wells identisch behandelt, was eine
Summe von 40 Einzelmessungen pro Subgruppe ergibt. Bei Versuchsanséitzen mit
shRNA-transfizierten LNI18-Klonen wurde dem Medium Puromycin (5pg/ml
Medium) zur Sicherung der shRNA-transfizierten, Puromycin-resistenten Klone

hinzugefiigt.
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Um eine Uberdeckung des Migrationseffektes durch unerwiinschte zelluldre
Proliferation zu unterbinden, enthielt das Medium zusétzlich Spg/ml Mitomycin.

Es wurde in jedem Well mittels p200 Pipettenspitze der Zellrasen aufgekratzt
(Scratch). Entlang des Scratches wurden vorher 10 verschiedene Stellen pro Well auf
der Unterseite der Zellkulturplatte angezeichnet. Diese dienen als Markierung fiir die
standardisierten Messungen der Scratch-Breite. Bei Ansédtzen, welche eine
Antagonisierung des EGF-Rezeptors mit AG1478 vorsahen, wurde das Agens 1h vor
Aufkratzen beigemischt. Nach erfolgtem Scratch wurden die Zellen mindestens 3 mal
mit PBS bei 37°C gewaschen, um die entstandenen Zellreste zu entfernen. Das
anschlieBend erneuerte Medium enthielt wieder die gleichen Zusétze wie zu Beginn.
Als letzter Schritt wurden die Zellen unmittelbar nach dem Scratch mit den Substanzen
EGF, 4-Hydroxynonenal und als Kontrollen Ethanol und DMSO inkubiert. Ein
Austausch samtlicher Substanzen, einschliefSlich des Medium, wurde alle 12 Stunden
durchgefiihrt.

Der Wundschluss als Indikator fiir Migration wurde sofort im Anschluss sowie nach
12, 24 und ggf. 36 Stunden mittels eines Zeiss Axiovert 135 und Digitalkamera
dokumentiert. Als MaB fiir die Migration wurde mit der Software Axiovision an den

fotografierten Stellen der Scratch ausgemessen.

5. Statistische Analyse

Die statistische Analyse der Daten erfolgte tiber das Programm ,,Graphad Prism*®.
Zunichst wurde iiberpriift, ob den jeweiligen Proben die Gau3sche Normalverteilung
zugrunde liegt. Bei vorliegender Normalverteilung wurden einzelne Gruppen mittels
Student’s T-Test tiberpriift. Bei fehlender Normalverteilung erfolgte die statistische
Priifung mittels Mann-Whitney-U-Test.

Wenn innerhalb eines Datensatzes mehrere Gruppen verglichen wurden, wurde die
Bonferroni-Korrektur fiir multiples Testen angewendet, um das durch mehrfaches
Testen steigende Risiko falsch positiver Ergebnisse auszugleichen.

Als globales Signifikanzniveau wurde ein P-Wert < 0,05 gewéhlt.
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C. Ergebnisse

1. Einfluss von HNE auf die Zellproliferation

4-Hydroxynonenal scheint {iber =zahlreiche Mechanismen Einfluss auf die
Zellproliferation zu haben. Konzentrationsabhéngig wurde sowohl von proliferativen
(Zarkovic et al. 1993) als auch wachstumsinhibierenden Effekten berichtet: In B16-
F10 Melanomzellen wurde eine wirksame Inhibition ab 50 uM 4-HNE nachgewiesen
(Zarkovic et al. 1995). Ahnliches konnte auch bei A431 Zellen gezeigt werden (Liu et
al. 1999), wobei hier die Wachstumsinhibition unter EGFR-Blockade aufgehoben
werden konnte. Daher ging man von einer EGFR-vermittelten Wachstumsinhibition
des 4-HNE aus. Ahnliche Effekte wurden bei glialen Tumorzelllinien bisher nicht
publiziert und werden im Folgenden dargestellt.

Fiir die Ermittlung der Einfliisse von 4-HNE auf die Proliferation von Glioblastomen
wurde ein MTT-Proliferationsassay auf 96-Well-Plates ausgefiihrt. Als etablierte
Zelllinie wurden LN229-Zellen mit 4-HNE behandelt und der Proliferationsstatus
anschliefend entsprechend dem Protokoll ausgewertet. Fiir jede der unten tabellarisch
aufgefiihrten 4-HNE-Konzentrationen wurden parallel 4 Ansétze ausgefiihrt und

daraus das arithmetische Mittel der Extinktionswerte bestimmt.

Abkiirzung der Versuchsreihe HNE-Konzentrationen

0 0,3 % Ethanol

1 1 uM 4-HNE in Ethanol

5 5 uM 4-HNE in Ethanol
10 10 yM 4-HNE in Ethanol
20 20 yM 4-HNE in Ethanol
50 50 yM 4-HNE in Ethanol
100 100 yM 4-HNE in Ethanol

Tabelle 4: HNE-Konzentrationen der einzelnen Proben
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Die einzelnen Proben wurden jeweils 4 Mal fiir 12 Stunden mit den oben genannten
4-HNE-Konzentrationen bzw. Ethanol als Kontrolle inkubiert.

Die statistische Auswertung zeigte eine signifikante Wachstumsinhibition (p < 0,001)
der LN229 Zellen in Abhéngigkeit der applizierten 4-HNE-Konzentration. Im Bereich
von 0-20 uM 4-HNE konnte kein Einfluss auf die Zellproliferation gezeigt werden.
Der wachstumsinhibierende Effekt von 4-Hydroxynonenal setzt im Experiment ab 50
uM Konzentration ein.

Der im Vergleich zu 50 uM geringere Mittelwert der Extinktion bei 100 pM-Proben
lieB3 sich statistisch nicht bestitigen (p < 0,001). Ebenso war eine durch die Extinktion
der 20 uM-Probe suggerierte Proliferation - verglichen mit der Kontrollgruppe - nicht
signifikant.

0,4

0,3

0,2

Mittelwert der Extinktion

0,1

0 1 5 10 20 50 100

Diagramm 1: Mittelwert der Extinktion als Ausdruck fir Proliferation in LN229 Zellen; die
Werte der Abszisse sind aufsteigende Konzentrationen von 4-HNE in yM. Die Fehlerbalken
zeigen das 99% Konfidenzintervall.

Der Einfluss des EGF-Rezeptors auf die gezeigte Wachstumsinhibition erfolgte durch
Proliferationsassays mit zusétzlicher Inhibitorbehandlung. Als EGFR-Antagonist
wurde Tyrphostin AG1478 verwendet. Die suffiziente Abwendung einer 4-HNE-
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vermittelten Wachstumsinhibition durch Tyrphostin AG1478 kdnnte so einen Einfluss
auf den beschriebenen Effekt aufzeigen.

Die Versuchsbedingungen entsprachen dem vorausgegangenen Versuch, zusitzlich
wurden die Zellen neben der 4-HNE Inkubation jeweils 1 Stunde vor Zugabe des 4-
HNE mit Tyrphostin AG1478 in 2 uM Konzentration behandelt.

Abkiirzung der Versuchsreihe HNE-Konzentrationen

ctrl 0,3 % Vol. Ethanol + 0,3 % Vol. DMSO

ag 0,3 % Vol. Ethanol + 7 yM AG 1478

1 1 uM 4-HNE in Ethanol + 7 yM AG1478

5 5 UM 4-HNE in Ethanol + 7 uM AG 1478
10 10 yM 4-HNE in Ethanol + 7 uM AG 1478
20 20 yM 4-HNE in Ethanol + 7 yM AG 1478
50 50 yM 4-HNE in Ethanol + 7 yM AG 1478
100 100 yM 4-HNE in Ethanol + 7 yM AG 1478

Tabelle 5: Aufschlisselung der Abkiirzungen aus Diagramm 2
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0,4

0,3

0,2

Mittelwert der Extinktion

0,1

—

arl  ag 1 5 10 20 50 100

Diagramm 2: Mittelwert der Extinktion als Proliferationsindikator in LN 229 Zellen; Auf der
Abszisse sind die jeweiligen 4-HNE Konzentrationen in yM dargestellt. Die Fehlerbalken
zeigen das 99% Konfidenzintervall.

Die arithmetischen Mittel der Extinktionen ergaben einen signifikanten
Wachstumsinhibierenden Einfluss von AG 1478 (p < 0,001). Die im vorausgehenden
Experiment gezeigte, 4-HNE-vermittelte antiproliferative Wirkung wurde durch
Tyrphostin  AG 1478 nicht verdndert: Weiterhin bestand ein signifikanter
Proliferationsabfall ab  4-HNE-Konzentrationen von 50 pM. Im
Konzentrationsbereich 1-20 uM bestand zudem bei den AG-1478-behandelten Zellen
eine signifikant geringere Proliferation als in den ausschlieBlich mit 4-HNE
inkubierten Gruppen. Dies suggeriert eine additive, Wachstum inhibierende Wirkung
von AG 1478.
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2. Einfluss von 4-Hydroxynonenal auf die
Rezeptortyrosinkinase-Aktivitat des EGF-
Rezeptors

Die Aktivierung des EGFR durch 4-Hydroxynonenal mit anschlieBender
Phosphorylierung von Downstream-Proteinen wie Erkl/Erk2 und MAPK konnte
bereits in der Humanen Plattenepithelkarzinom-Zelllinie A431 nachgewiesen werden
(Liu et al. 1999; Vatsyayan et al. 2011; Uno et al. 2011). 4-HNE vermittelte Effekte in
Glioblastomen wurden bisher nicht charakterisiert.

Dieser Versuchsansatz wurde zunichst ebenfalls an LN229 Zellen durchgefiihrt. Die
Zellen wurden in 6 cm Zellkulturplatten in Vollmedium bis zu 80 % Konfluenz in
DMEM Vollmedium mit 10% fetalem Kélberserum inkubiert. AnschlieBend erfolgte
ein Mediumwechsel auf serumfreies DMEM fiir 24 Stunden. Fiir die Untersuchung
der Rezeptortyrosinkinase-Aktivitit wurden die Zellen mit 4-Hydroxynonenal (in
Ethanol gelost) in verschiedenen Konzentrationen behandelt (siche Tabelle). Einige
Proben wurden mit dem EGFR-Antagonisten Tyrphostin AG 1478 in 10 uM
Konzentration vorbehandelt. Bei zielgerichteter EGFR-Aktivierung durch 4-HNE
konnte damit die Tyrosinkinaseaktivitit am EGFR und die Phosphorylierung an den
Downstream-Proteinen suffizient antagonisiert werden.

Unmittelbar nach entsprechenden Inkubationszeiten mit oben genannten Substanzen
wurden die Zellen lysiert und die Proteinphosphorylierung als Zeichen der

Signalkaskaden-Aktivitit mittels Western Blot analysiert.
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Aktivitit des EGF-Rezeptors

Abkiirzung der EGFR-

Proben HNE-Konzentrationen Inkubationszeit Antagonisierung
10pM HNE 10 min 10 uM 15 min -

10pM HNE 30 min 10 uM 30 min -

100pM HNE 5 min 100 uM 5 min -

100¢M HNE 15 min 100 uM 15 min -

100¢M HNE 30 min 100 uM 30 min -

100pyM HNE 15 min + 10 uM 15 min 10 uM AG 1478
AG 1478

unbehandelt - - -

Tabelle 6: 4-HNE Konzentrationen, Inkubationszeiten und Antagonisierung des EGFR mit
AG 1478
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Abbildung 3: Western-Blot Analyse der Proteinphosphorylierung nach 4-HNE Vorinkubation
in LN229-Zellen
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Man erkennt in der Western Blot Analyse eine Zeit- und Konzentrationsabhingige
Phosphorylierung des EGFR-Tyrosinrestes Nr. 1086 nach Inkubation mit 4-HNE. Eine
EGFR-Antagonisierung vor der Inkubation mit 4-HNE (100uM HNE 15 min +
AG1478) fiihrt zu einer Signalabschwéichung von pAkt und pERK 1/2. Die
Negativkontrolle (,,unbehandelt*) wurde mit 0,3 % Vol. Ethanol als Aquivalent des 4-
HNE Losungsmittels inkubiert und zeigt in dieser Aufnahme keine intrinsische
Tyrosin-Phosphorylierung am Y 1086-Rest des EGFR.

Vergleicht man die Aufnahmen der anti-pAkt und anti-pERK1/ERK2, so ldsst sich
eine 4-HNE konzentrationsabhédngige, zueinander inverse Phosphorylierung erkennen.
Die Banden der Negativkontrolle und der antagonisierten Probe sind hierbei jeweils

schwicher bzw. kaum erkennbar.

3. Wechselwirkungen von 4-HNE und der
ALDH1-Expression auf das EGFR-Signaling

Nachdem eine Aktivierung der EGFR-vermittelten Signalkaskade durch 4-HNE
gezeigt werden konnte, sollte als ndchstes der Stellenwert der Aldehyd-dehydrogenase
1 fiir diese Signalkaskade ermittelt werden.

Dafiir wurden Klone der Zellreihe LN18 mit supprimierter ALDHI-Expression
verwendet. Der ALDHI-Knockdown wurde dabei mittels shRNA-Plasmid-
Transfektion erreicht, die Kontrolle erfolgte iiber MOCK 1 -transfizierte LN18-Klone.
Es wurden LN18 Wildtyp, MOCKI1 und shRNA-transfizierte Zellen mit 4-HNE
behandelt und mittels Western Blot die Proteinphosphorylierung untersucht.

Die Transfektion der Zelllinien war nicht Bestandteil dieser Arbeit und wurde von der
Arbeitsgruppe Prof. Schlegel zur Verfiigung gestellt.

Zunidchst wurde die ALDHI-Expression der genannten Zelltypen untersucht und

verglichen.
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EGFR-Signaling

Abkiirzung der Proben HNE-Konzentrationen

LN18 wt LN18 Wildtyp

LN18 MOCK1 LN18 MOCK1-Transfektion

LN18 shRNA LN18 shRNA-Transfektion (ALDH1-Knockdown)

Tabelle 7: Abkurzungen der Proben zur Untersuchung der ALDH1-Expression

alpha-Tubulin ” 50 kDa

Abbildung 4: Western-Blot Analyse der ALDH1 Expression von verschiedenen LN18-
Zellklonen

Man erkennt eine deutliche Signalabschwidchung der ALDH1-Bande bei dem shRNA-
transfizierten LN18 Klon. Bei vergleichbarer Ladungskontrolle ist daher von einer
erfolgreichen Minderexpression der ALDH1 bei den shRNA-transfizierten Klonen
auszugehen.

Im folgenden Versuchsansatz wurden Wildtyp-Zellen mit ALDHI-Knockdowns
gegeniibergestellt und nach 4-HNE-Inkubation die Phosphorylierung der Proteine
EGFR (Phosphorylierung am Tyrosinrest 1086), ERKI1/ERK2 und SAPK/JNK
verglichen.

Zusétzlich  wurden  Negativkontrollen ohne 4-HNE (mit &dquivalenter
Ethanolkonzentration) und Positivkontrollen mit EGF (100 ng/ml) behandelt. Des
Weiteren erfolgte ein EGFR-Inhibitionsversuch mittels Tyrphostin AG 1478.
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EGFR-Signaling

Inkubations- EGFR-
Abkiirzung der Proben Zelltyp Reagenzien zeit Blockade
shRNA+HNE shRNA 10 uM 4-HNE 10 min -
wt + HNE wildtyp 10 uM 4-HNE 10 min -
shRNA + HNE + AG1478 shRNA 10 uM 4-HNE 10 min 10 uM AG
1478
wt + HNE + AG1478 wildtyp 10 uM 4-HNE 10 min 10 uM AG
1478
shRNA + EGF shRNA 100 ng/ml EGF 10 min -
wt + EGF wildtyp 100 ng/ml EGF 10 min -
shRNA + Ethanol shRNA 0,8% Vol. 10 min -
Ethanol
wt + Ethanol wildtyp 0,8% Vol. 10 min
Ethanol

Tabelle 8: Abklrzungen der Proben; Aufschliisselung der Zelltypen, Reagenzien und deren

Inkubationszeiten.

170 kDa

50 kDa

Abbildung 5: Western-Blot Analyse der EGFR-Phosphorylierung am Tyrosinrest 1086. Die
Proben sind in Tab. 8 aufgeschlisselt.
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EGFR-Signaling

Im Phospho-EGFR Blot sind folgende Signale im Bereich von 170 kDA erkennbar:
Eine schwéchere Bande in 4-HNE behandelten shRNA-Zellen sowie stérkere Banden
bei beiden Zelltypen mit EGF-Inkubation. Die mit 4-HNE behandelten Wildtyp-LN18
zeigten keine nachweisbare Bande. Bei regelrechten Positiv- und Negativkontrollen
(shRNA + EGF; wt + EGF) ist davon auszugehen, dass die 4-HNE-abhéngige EGFR-
Aktivierung invers mit der ALDH1-Expression in LN18 Zellen korreliert.

Analoge Ergebnisse lieBen sich auch bei der Western-Blot Analyse der Downstream-
Proteine ERK1/ERK2 und SAPK/JINK erzielen.

Die selben Proben wurden in weiteren Proteinanalysen mit Phospho-ERK1/ERK?2
bzw. Phospho-SAPK/JNK  Primérantikdrpern  inkubiert und damit die
Proteinphosphorylierung der spezifischen Banden (ERK1/ERK?2: 42/44kDa; SAPK
JNK: 46/54 kDa) untersucht.

phospho-
ERK 1/2

alpha-
Tubulin

Abbildung 6: Western-Blot Analyse der ERK1/ERK2 Phosphorylierung an LN18 Wildtyp und
ALDH1-Knockdown Zellen. Aufschlisselung der Proben siehe Tab. 8; die Ladungskontrolle
erfolgte mittels alpha-Tubulin. Die mit phospho-ERK1/2 bezeichnete Zeile zeigt einen
Ausschnitt von ca. 35-50 kDa, die Proben wurden mit einem anti-Phospho-ERK1/ERK2
Primé&rantikérper inkubiert.
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phospho-

SAPK/JNK 46/54 kDa

50 kDa

Abbildung 7: Western-Blot Analyse der SAPK/JNK Phosphorylierung an LN18 Wildtyp und
ALDH1-Knockdown Zellen. Aufschlisselung der Proben siehe Tab. 8; die Ladungskontrolle
erfolgte mittels alpha-Tubulin; die mit phospho-SAPK/JNK bezeichnete Zeile zeigt einen
Ausschnitt von ca. 40-60 kDa, die Proben wurden mit einem anti-Phospho-SAPK/JNK
Primé&rantikérper inkubiert.

Es zeigt sich in diesen Versuchen das gleiche Ergebnis wie bei der Phospho-EGFR-
Analyse. Die shRNA-transfizierte Gruppe zeigt eine den Positivkontrollen (shRNA +
EGF; wt + EGF) entsprechende Bande nach 4-HNE-Inkubation, das Signal der
Wildtyp-Gruppe ist hier auf dem Niveau der Negativkontrollen (shRNA/wt +
Ethanol). Dieser Effekt ist durch Tyrphostin AG 1478 reversibel (shRNA/wt + HNE
+ AG1478).

Zum Ausschluss einer artifiziellen Verzerrung der Ergebnisse aufgrund der shRNA-
Plasmidtransfektion wurde ebenfalls eine Versuchsreihe mit MOCK 1 -transfizierten
LN18 Zellen ohne ALDH1-Supression angefertigt. Die Versuchsbedingungen waren
die gleichen wie im zuvor aufgefiihrten Versuch: Die MOCK 1 -transfizierten Klone
wurden flir 10 min mit 4-HNE, EGF bzw. Ethanol inkubiert. Zusétzlich erfolgte bei
einer Probe die Vorinkubation mit Tyrphostin AG 1478 und anschlieend mit EGF.
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EGFR-Signaling

Abkiirzung Inkubations- EGFR-

der Proben Zelltyp Reagenzien zeit Antagonisierung
MOCK1 + MOCK1 (LN18) 10 uM 4-HNE 10 min -

HNE

MOCK1 + MOCK1 (LN18)  0,8% Vol. Ethanol 10 min -
Ethanol

MOCK1 + MOCK1 (LN18) 100 ng/ml EGF 10 min 10 uM AG 1478
EGF +
AG178

Mock1 + MOCK1 (LN18) 100 ng/ml EGF 10 min
EGF

Tabelle 9: Aufschllsselung der in Abb. 8 gezeigten Proben. Die Zellen waren MOCK1-
transfizierte LN18 Zellen mit regelrechter ALDH1 Expression (siehe Abb. 4).

Qo)

o\»ﬁ\

> <X

¥ & A &

s & EE

\" \% \* @
od’ od’ oé’ Oo
F & ¥ <

Phg’Gs‘;R& q 170 kDA

alpha- —

Tubulin 50 kDA

Abbildung 8: MOCK1-LN18 Lysate wurden mittels Elektrophorese aufgetrennt und mit anti-
Phospho-EGFR Primérantikérpern inkubiert.

Die EGF-inkubierte Probe (MOCK 1 + EGF) zeigt eine regelrechte Bande bei 170 kDA
nach anti-Phospho-EGFR inkubation. In der 4-HNE inkubierten Probe (MOCK1 +
HNE) ist ebenso wie bei den antagonisierten Proben (MOCK1 + EGF + AG1478) und
der Ethanolkontrolle keine entsprechende Bande sichtbar. Die Ladungskontrolle

erfolgte mittels alpha-Tubulin.
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4. Einfluss von 4-Hydroxynonenal auf die
Zellmigration

Die Migration regulierende Wirkung von Rezeptor-Tyrosinkinasen der ErbB-Familie
konnte sowohl im Rahmen der biologischen Ontogenese und Organregeneration
(Barrandon 1987; Ware et al. 1998) als auch im Bereich der Tumorbiologie (Price et
al. 1999) gezeigt werden. Diese Mechanismen wurden unter anderem durch Rappl et
al. in glialen Tumorzellen nachvollzogen und weitergehend charakterisiert (Rappl et
al. 2008).

Nicht zuletzt aufgrund der mehrfach beschriebenen Bedeutung von HNE auf das
Rezeptortyrosinkinase-Signaling (Liu et al. 1999; Negre-Salvayre et al. 2003) ist es
naheliegend, dass die Anwesenheit von 4-HNE das Migrationsverhalten beeinflusst.
In den nachfolgenden Experimenten wurde das Migrationsverhalten verschiedener,
etablierter Glioblastom-Tumorzellreihen in Abhédngigkeit von 4-Hydroxynonenal

charakterisiert.

4.1 4-HNE-vermittelte Migration im LN229 Wildtyp

Zur Untersuchung des Migrationsverhaltens wurde der Woundhealing Assay
entsprechend der zuvor beschriebenen Methodik angewandt.

In diesem Versuchsansatz wurden 4 Gruppen der LN229-Wildtyp Zellreihe gebildet,
welche auf verschiedene Arten behandelt wurden.

Ziel des Versuches war es, nicht nur einen Unterschied in der Migration der Zellen
durch 4-HNE festzustellen - ebenfalls sollte dabei der Einfluss des EGF-Rezeptors
erfasst werden.

Daher wurden zum einen jeweils eine Gruppe mit und ohne Zugabe von 4-HNE
untersucht. Bei 2 weiteren Gruppen wurde der EGF-Rezeptor mittels Tyrphostin
AG1478 antagonisiert und hier ebenfalls einmal 4-HNE zugegeben - als Kontrolle
diente eine AG1478-vorinkubierte LN229-Gruppe ohne Zusatz von 4-HNE (sieche
Tab. 10).

39



C. Ergebnisse 4. Einfluss von 4-Hydroxynonenal auf die Zellmigration

Abkiirzung EGFR-
der Proben Zelltyp Reagenzien Inkubationszeit = Antagonisierung
LN229- LN229 0,1% Vol. Ethanol 12 h -
(Wildtyp)
LN229AG- LN229 0,1% Vol. Ethanol 12 h 10 uyM Tyrphostin
(Wildtyp) AG 1478
LN229AG+  LN229 5 uM 4-HNE 12 h 10 uyM Tyrphostin
(Wildtyp) AG 1478
LN229HNE  LN229 5 uM 4-HNE 12 h -
(Wildtyp)

Tabelle 10: Aufschlisselung der in Abb. 9 und Diagramm 3 dargestellten Proben
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Diagramm 3: Graphische Darstellung der arithmetischen Mittel der Migrationswerte. Die
Ordinate zeigt den relativen Wundverschluss in Prozent. Die Fehlerbalken enthalten das 99%
Konfidenzintervall.
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Oh |2h
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LN229AG+

LN229HNE

Abbildung 9: Graphische Veranschaulichung des in Diagramm 3 dargestellten
Migrationsverhaltens. Die Abkurzungen der Proben sind jeweils in Tabelle 10 aufgeschlisselt.
Die Abbildungen sind eine Auswahl einzelner Proben aus den jeweiligen Gruppen, welche
den Mittelwerten der einzelnen Gruppen entsprechen. Zur besseren Ubersicht der
Wundrander wurden diese im Nachhinein farbig markiert.

Die mit 4-HNE inkubierte LN229 Gruppe (LN229HNE) zeigte eine statistisch
signifikant (p<0,001) hohere Migrationsgeschwindigkeit als die Kontrollgruppe
(LN229-), welche - bis auf die Abwesenheit von 4-HNE - unter identischen
Versuchsbedingungen gemessen wurde.

Der positive Effekt auf die Migrationsgeschwindigkeit von 4-Hydroxynonenal lief3
sich in diesem Versuch durch den EGF-Rezeptortyrosinkinase-Inhibitor Tyrphostin
AG1478 aufheben: Die mit 4-HNE und Tyrphostin AG1478 inkubierte Gruppe
(LN229AG+) zeigte ein signifikant (p<0,001) langsameres Migrationsverhalten als
die ausschliefSlich mit 4-HNE behandelte Gruppe (LN229HNE).

4.2 Die Bedeutung der ALDH1 Expression fiir das Migrationsverhalten
unter 4-Hydroxynonenal

Im vorhergehenden Experiment lie sich eine erhohte Migrationsgeschwindigkeit von

4-HNE behandelten LN229 Zellen verifizieren.
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C. Ergebnisse 4. Einfluss von 4-Hydroxynonenal auf die Zellmigration

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob die Expression von Aldehyd-
Dehydrogenase 1 das durch 4-Hydroxynonenal vermittelte Migrationsverhalten
beeinflusst.

Es wurden Klone der Zellrethe LNI18 mit supprimierter ALDHI-Expression
verwendet. Der ALDH1-Knockdown erfolgte mittels sShRNA-Plasmid-Transfektion,
die Kontrolle iiber MOCKI-transfizierte LN18-Klone mit einer dem Wildtyp
entsprechenden ALDH1-Expression (siche Abb. 4).

Es wurden LN18 Wildtyp, MOCKI1- und shRNA-transfizierte Zellen mit 4-HNE
behandelt und deren Migrationsverhalten mit entsprechend unbehandelten Zellreihen
verglichen.

Des Weiteren wurden jeweils eine weitere Gruppe von MOCKI1- und shRNA-
transfizierten Zellen mit 4-HNE und dem EGFR-inhibitor Tyrphostin AG1478
behandelt. Hierbei sollte festgestellt werden, ob sich analog zum Migrationsversuch
mit der LN229-Zellreihe eine entsprechende Suppression des Migrationsvorteiles in

der 4-HNE behandelten Gruppe erzielen lésst.
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C. Ergebnisse

4. Einfluss von 4-Hydroxynonenal auf die Zellmigration

EGFR-
Abkiirzung Inkubations- Antagoni-
der Proben Zelltyp Reagenzien zeit sierung
wi- LN18 0,1% Vol. Ethanol 12h/24h -
(Wildtyp)
wi+ 5 uM 4-HNE 12h/24h -
Mock- LN18 (Mock1- 0,1% Vol. Ethanol 12 h -
transfiziert als Kon-
MockAG+ trolle der Plasmid- 5 uM 4-HNE 12h 10 uM
transfektion ohne Tyrphostin AG
veranderte ALDH1- 1478
Mock+ Expression 5 UM 4-HNE 12h/24h -
shRNA- LN18 (mittels 0,1% Vol. Ethanol 12h/24h -
shRNA-Plasmid-
shRNAAG+ ) ) 5 uM 4-HNE 12h/24h 10 uM
transfektion suppri-
) Tyrphostin AG
mierte ALDH1-
. 1478
Expression)
shRNA+ 5 uM 4-HNE 12h/24h -

Tabelle 11: Aufschllisselung der in den Abbildungen 10, 11 und den Diagrammen 4 und 5
verwendeten Proben.
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Diagramm 4: Graphische Darstellung der arithmetischen Mittel des relativen Wund-
verschlusses (Prozentual in der Ordinate). Die Fehlerbalken zeigen das 99%
Konfidenzintervall. Die Probenabkirzungen sind in Tabelle 11 Aufgeschlisselt.

Die erste Messung nach 12h Inkubationszeit veranschaulicht eine signifikant
(p<0,001) schnellere Verringerung der Wundbreite bei 4-HNE behandelten Zellen mit
supprimierter ALDH-1 Expression (shRNA+) im Vergleich zu allen anderen in diesem
Versuch angesetzten Gruppen.

Im Einzelnen erkennt man im Vergleich zum ALDH1-Knockdown (shRNA+) einen
signifikant langsameren Wundverschluss nach 12 Stunden bei ebenso 4-HNE
behandelten LN18 Wildtyp-Zellen (wt+). Die Differenz der Migration innerhalb der
Gruppen durch Zugabe von 4-Hydroxynonenal ist in den Zellen mit ALDHI-
Knockdown (AshRNA-/shRNA+) signifikant hoher als in den Gruppen LN 18 Wildtyp
(Awt-/wt+) sowie den Mock1-transfizierten LN18 (AMock-/Mock+) (p<0,001).
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Oh [2h

wt+

Mock1-

Mock1AG+

Mock1HNE

shRNA-

shRNAAG+

shRNAHNE

Abbildung 10: Graphische Veranschaulichung des in Diagramm 4 dargestellten
Migrationsverhaltens. Die Abkurzungen der Proben sind jeweils in Tabelle 11 aufgeschllsselt.
Die Abbildungen sind eine Auswahl einzelner Proben aus den jeweiligen Gruppen, welche
den Mittelwerten der einzelnen Gruppen entsprechen. Zur besseren Ubersicht der
Wundrander wurden diese im Nachhinein farbig markiert.

45



C. Ergebnisse 4. Einfluss von 4-Hydroxynonenal auf die Zellmigration
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Diagramm 4: Graphische Darstellung der arithmetischen Mittel des relativen Wund-
verschlusses (Prozentual in der Ordinate). Die Fehlerbalken zeigen das 99%
Konfidenzintervall. Die Probenabkiirzungen sind in Tabelle 11 Aufgeschlisselt.

Auch die zweite Messung nach 24h zeichnet die gleichen Resultate ab: Man findet
wieder eine signifikant (p<0,001) schnellere Verringerung der Wundbreite bei 4-HNE
behandelten Zellen mit supprimierter Aldehyddehydrogenase-1 Expression (shRNA+)
im Vergleich zu den {ibrigen, in diesem Versuch angesetzten Gruppen.

Der Wundverschluss schreitet nach 24 Stunden wieder bei 4-HNE behandelten LN18
Wildtyp-Zellen (wt+) langsamer als in der ALDH1-Knockdown Variante (shRNA+)
voran.

Die Differenz der Migration nach 24 Stunden innerhalb der Gruppen durch Zugabe
von 4-Hydroxynonenal ist im ALDH1-Knockdown (AshRNA-/shRNA+) signifikant
hoher als im LN18 Wildtyp (Awt-/wt+) und den Mock]1-transfizierten LN18 (AMock-
/Mock+) (p<0,001).
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Oh 24h
Mock1-
Mock1AG+
Mock1HNE
shRNA-

Abbildung 10: Graphische Veranschaulichung des in Diagramm 4 dargestellten
Migrationsverhaltens. Die Abkurzungen der Proben sind jeweils in Tabelle 11 aufgeschlisselt.
Die Abbildungen sind eine Auswahl einzelner Proben aus den jeweiligen Gruppen, welche
den Mittelwerten der einzelnen Gruppen entsprechen. Zur besseren Ubersicht der
Wundrander wurden diese im Nachhinein farbig markiert.
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D. Diskussion 4. Einfluss von 4-Hydroxynonenal auf die Zellmigration

D. Diskussion

Trotz verbesserter Therapiekonzepte sind Rezidive des Glioblastoma multiforme die
Regel. Weiterhin ist die Prognose dieser Entitit infaust. Eine wichtige Ursache hierfiir
liegt in der Migration von Tumorzellen und der damit einhergehenden Ausbreitung im
gesamten Zentralnervensystem, was eine onkologisch vollstindige Resektion nahezu
unmoglich macht. Ein Merkmal vieler hochmaligner Entititen ist der ausgeprégte
oxidative Stress innerhalb des Tumors — bedingt durch die unkontrollierte Proliferation
und dementsprechend unzureichende Vaskularisation. Bislang wurde die Wirkung von
Metaboliten des oxidativen Stress auf die Migration glialer Tumore nicht beschrieben.
In dieser Arbeit sollte der (EGFR-vermittelte) Einfluss von 4-HNE, einem oxidativen
Stressprodukt, auf die Migration in Glioblastomen beschrieben werden. Dariiber
hinaus sollte eine Korrelation mit dem glialen Tumorstammzellmarker ALDH1
untersucht werden.

Zunichst konnte eine konzentrationsabhingige Wachstumsinhibition durch das 4-
HNE beobachtet werden. Die EGFR-Blockade fiihrte zu keiner Aufhebung der 4-
HNE-induzierten Proliferationshemmung. Es ergibt sich daher kein Anhalt fiir eine
EGFR-vermittelte Proliferationshemmung durch 4-HNE.

Im Western Blot zeigte sich eine konzentrationsabhingige Aktivierung des EGF-
Rezeptors durch 4-HNE. Eine nachhaltige Aktivierung der Rezeptortyrosinkinase legt
die Phosphorylierung der ,,Downstream®-Proteine ERK1/2 und SAPK/JINK nahe.
Nachdem sich in den EGFR-Phosphorylierungen Unterschiede zwischen den
Zelllinien LN229 und LN18 zeigten, wurde die ALDH1-Expression als mdglicher
Einflussfaktor untersucht.

Der ALDHI1-Knockdown (shRNA-transfizierte LN18) zeigte nach 4-HNE-Inkubation
eine stirkere EGFR-Phosphorylierung im Western Blot als der LN18-Wildtyp. Man
kann in diesem Fall von einer hoheren Sensitivitit fiir 4-HNE bei ALDHI-
Knockdowns ausgehen. Mock1-transfizierte LN18-Klone verhielten sich linear zum
Wildtyp, was einen artifiziellen Effekt unwahrscheinlich macht.

Eine analoge Situation wurde bei der Zellmigration beobachtet. 4-HNE fiihrte zu
ausgeprigter Migration im Wound Healing Assay bei LN229-Wildtypzellen. Der
EGF-Rezeptor scheint diesen Effekt mafgeblich zu vermitteln, nachdem das 4-HNE

keine Migration bei EGFR-antagonisierten Zellen verursachte.
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D. Diskussion 1. Die Rolle des EGF-Rezeptors bei der Wachs-tumsinhibition durch
4-Hydroxynonenal

Dariiber hinaus wurde der Einfluss der ALDH1-Expression auf die Wirkungen des 4-
HNE am Migrationsverhalten iiberpriift. Analog zu den Beobachtungen aus der
Proteinanalyse zeigten ALDHI1-Knockdowns der Zellreihe LN18 eine erheblich
hohere Sensitivitidt gegeniiber dem 4-HNE am EGF-Rezeptor: Wiahrend ALDH1-
Knockdowns im Vergleich zum Wildtyp und der MOCKI-transfizierten Variante
unter 4-HNE-inkubation ein deutlich ausgepréigtes Migrationsverhalten zeigten, lie3

sich der Effekt erneut durch eine EGFR-Blockade auftheben.

1. Die Rolle des EGF-Rezeptors bei der Wachs-
tumsinhibition durch 4-Hydroxynonenal

Die Kernaussage diverser Publikationen (Zarkovic et al. 1995; Liu et al. 1999), dass
4-Hydroxynonenal = konzentrationsabhéngig  einen  Einfluss auf  die
Proliferationshemmung von Zellen hat, konnte in dieser Arbeit ebenfalls in glialen
Tumorzellen im Sinne einer konzentrationsabhingigen Wachstumsinhibition
nachvollzogen werden.

Liu et al. sprach dabei dem EGF-Rezeptor eine zentrale Rolle bei der 4-HNE
induzierten Wachstumsinhibition zu (Liu et al. 1999).

In der vorliegenden Arbeit lieB sich die 4-HNE-vermittelte Wachstumsinhibition mit
einem EGF-Rezeptorinhibitor nicht auftheben oder vermindern. Daher scheint ein
direkter Zusammenhang zwischen der beschriebenen Proliferationsinhibition und der
EGFR-Signalkaskade nicht wahrscheinlich.

Dieses Ergebnis deckt sich mit bisher publizierten Erkenntnissen, dass die
Rezeptortyrosinkinasen der ErbB-Familie Wachstumssignale wie Proliferation,
Antiapoptose und Migration vermitteln.

Griinde fiir die in glialen Tumorzellen festgestellte Wachstumsinhibition sind daher in
anderen = Mechanismen zu suchen, welche im Zusammenspiel eine
Wachstumsinhibition und Apoptose zur Folge haben: Das breite Spektrum der bisher
publizierten Wirkungsorte von 4-Hydroxynonenal (siehe Einleitung) verdeutlicht die
Vielfalt der biologischen Effekte. Diese Eigenschaft ist typisch fiir die Gruppe der
Aldehyde, welcher das 4-HNE angehort.
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D. Diskussion 2. Die Aktivierung der EGFR-Signalkaskade durch 4-Hydroxynonenal

2. Die Aktivierung der EGFR-Signalkaskade
durch 4-Hydroxynonenal

In dieser Arbeit konnte sowohl eine EGFR-Aktivierung am Tyrosinrest y1086 als auch
eine Phosphorylierung der Downstream-Proteine pAkt und pErk1/2 durch 4-HNE in
LN229 und LN18 Zelllinien nachgewiesen werden.

Die Kohérenz des Phosphorylierungsverhaltens vom EGF-Rezeptors und dessen
Downstreamproteinen bekriftigt daher die Theorie einer konzentrationsabhdngigen
Aktivierung der EGFR-Signalkaskade durch das 4-Hydroxyonenal. Dies wird nicht
zuletzt durch die Tatsache bekriftigt, dass sich die beschriebenen Effekte im Western
Blot durch die Zugabe eines EGFR-Inhibitors autheben lassen.

Zwar konnte bei der Untersuchung der Wachstumsinhibition durch 4-HNE kein Bezug
zum EGFR hergestellt werden, dies schlieBt jedoch andere EGFR-vermittelte Effekte
des 4-Hydroxynonenals nicht aus. Die positiven Ergebnisse aus der Western Blot
Analyse bilden die Grundlage der Annahme, dass zellulire Reaktionen auf
verschiedene Konzentrationen von 4-HNE iiber die EGFR-Signalkaskade initiiert

werden konnen.

3. ALDH1 moduliert die 4-Hydroxynonenal -
induzierte Phosphorylierung von Tyrosinresten
der EGFR-Signalkaskade

Neben der Induktion der Rezeptor-Tyrosinkinaseaktivitidt durch 4-HNE in LN229-
Zellen wurde bei LNI18-Klonen bezichungsweise entsprechenden ALDHI-
Knockdownvarianten eine starke Korrelation zwischen der ALDHI1-Expression und
der 4-HNE-vermittelten Wirkung beobachtet.

Mit 4-Hydroxynonenal behandelte, ALDH1-supprimierte Zellen zeigen ausgeprigte
Phosphorylierungen von EGFR und der Downstreamproteine Erkl/2 bzw.
SAPK/JINK.

Erheblich geringere EGFR-Phosphorylierungen des ALDH1-positiven Wildtyps, der
MOCKI1-Kontrolle und des EGFR-antagonisierten =~ ALDHI-Knockdown
verdeutlichen eine inverse Korrelation von 4-HNE vermittelten Effekten und der

ALDHI1-Expression.
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D. Diskussion 4. 4-Hydroxynonenal induziert die Migration glialer Tumorzellen iiber
den EGF-Rezeptor

Dieser Versuchsansatz suggeriert, dass in Abhdngigkeit der ALDHI-Expression
biologische Effekte unter oxdiativem Stress alteriert werden konnen. Im konkreten
Fall bedeutet das also ein geringeres oder gar fehlendes Ansprechen der EGFR-
Signalkaskade auf 4-Hydroxynonenal in Zellen, die eine hohe Expression von ALDH1

aufweisen.

4. 4-Hydroxynonenal induziert die Migration
glialer Tumorzellen GUber den EGF-Rezeptor

Die Familie der ErbB-Rezeptortyrosinkinasen wurde bereits mehrfach in
Publikationen als migrationsinduzierender Faktor genannt (Verbeek et al. 1998;
Dittmar et al. 2002).

Dieser Sachverhalt wurde durch Rappl et al. in Glioblastomen nachvollzogen und
hierbei die Reorganisation von N-Cadherin als Mediator der Migration identifiziert
(Rappl et al. 2008).

Im Wound Healing Assay konnte gezeigt werden, dass 4-Hydroxynonenal Einfluss auf
das Migrationsverhalten von glialen Tumorzellen nehmen kann. Nachdem die
Migration von 4-HNE behandelten Zellen sich unter EGFR-Blockade nicht von der
unbehandelten Kontrollgruppe unterschied, zeigt dieser Ansatz, dass die
Zellbewegung durch 4-HNE iiber den EGF-Rezeptor vermittelt werden kann.

Diese Wirkung von 4-Hydroxynonenal auf Tumorzellen wurde bislang - abgesehen
von der gerichteten Chemotaxis in Granulozyten (Moldovan et al. 1994) und

Polymorphonukleozyten der Ratte (Curzio et al. 1982) - noch nicht beschrieben.

5. Aldehyd-dehydrogenase 1 determiniert die
EGFR-vermittelte Zellmigration in LN18-Klonen

Nachdem die migrationsinduzierende Wirkung von 4-HNE iiber den EGFR im
Versuch mit der LN229 Zelllinie bereits verifiziert werden konnte, 14sst sich aus dem

Wound Healing Assay mit shRNA-transfizierten ALDH1-Knockdowns der Zelllinie

LN18 ein weiterer Schluss ziehen:
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D. Diskussion 6. 4-HNE als Mediator von oxidativem Stress in Glioblastomen

Eine ausgeprigte Migrationsinduktion fand in der LN18-Zellreihe ausschlieBlich bei
ALDH1-supprimierten Klonen statt, was folglich auf eine Korrelation zwischen 4-
HNE Effekten und der ALDHI1-Expression verweist. Die Rolle des EGFR als
Mediator konnte erneut iiber einen analogen Inhibitionsansatz bestétigt werden.

Nach der Proteinanalyse konnte nun ebenfalls im in-vitro Migrationsversuch die
Verkniipfung zwischen 4-HNE und ALDHI1 hergestellt werden:

4-Hydroxynonenal vermittelt in Glioblastomen {iber den EGF-Rezeptor Zellmigration,
welche durch hohe Expression des glialen Tumor-Stammzellmarkers ALDHI1

unterbunden werden kann.

6. 4-HNE als Mediator von oxidativem Stress in
Glioblastomen

Die EGFR-vermittelte Migration kann {iber verschiedene Impulse angeregt werden.
Neben der klassischen Ligandenbindung durch EGF ist die konstitutive EGFR-
Aktivitdit nach Genmutation bekannt. Dariiber hinaus wurde in dieser Arbeit eine
weitere Moglichkeit betrachtet, welche in Glioblastomen bislang nicht beschrieben
wurde: Die EGFR-Phosphorylierung und nachfolgende Zellmigration kann ebenso
durch Lipidperoxidationsprodukte, wie z.B. 4-Hydroxynonenal verursacht werden.
Lipidperoxidationsprodukte entstehen regelhaft durch freie Sauerstoffradikale, welche
in Glioblastomen durch unkontrollierte Proliferation, Angiogenese und Hypoxie
ubiquitir vorzufinden sind und daher hohe Konzentrationen von 4-HNE begiinstigen
konnen. Diese Annahme konnte in einer Arbeit bestitigt werden, welche eine
Korrelation zwischen Gewebskonzentrationen von Lipidperoxidationsprodukten und
den Malignititsgraden hirneigener Tumore zeigen konnte: In Glioblastomen fand man
dabei die hochsten Konzentrationen von 4-Hydroxynonenal (Juric-Sekhar et al. 2009).
Die Migrationsinduktion durch oxidativen Stress liefert eine weitere Erkldrung fiir die
rasante Tumorausbreitung in Glioblastomen. Dabei konnte ALDHI1 eine zentrale Rolle
in der Modulation dieser Stressreaktionen einnehmen:

Das 4-Hydroxynonenal wird als Aldehyd unter anderem durch die Aldehyd-
Dehydrogenase 1 abgebaut (Canuto et al. 1991; Zhang et al. 2010). Zugleich konnte
ALDHI1 als Stammzellmarker verschiedener Tumore identifiziert werden, unter

anderem bei Glioblastomen (Rasper et al. 2010).
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D. Diskussion 6. 4-HNE als Mediator von oxidativem Stress in Glioblastomen

Nachdem gliale Tumorstammzellen eine hohe ALDH1-Expression aufweisen konnen,
reagieren diese vermutlich weniger sensibel auf das 4-Hydroxynonenal. Experimente
mit 4-HNE, einem wichtigen Mediator von oxidativem Stress (Zarkovic et al. 1999)
konnen daher funktionelle Aspekte des Tumor-Stammzellmarkers ALDH1 unter
oxidativem Stress charakterisieren.

Zusammenfassend konnte der Stammzellmarker Aldehyd-dehydrogenase 1 ein
wichtiges Element der biologischen Reaktionsvielfalt von Tumorzellen auf das sie
umgebende Mikromilieu darstellen: Je nach Expressionsstatus und dem daraus
resultierenden Differenzierungsgrad der Tumorzellen werden unterschiedliche

Antworten auf oxidativen Stress determiniert.
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E. Zusammenfassung

E. Zusammenfassung

Das Glioblastoma Multiforme ist der hdufigste maligne Hirntumor des Erwachsenen.
Schnelles und vor allem stark invasives Wachstum machen eine vollstindige
Resektion nahezu unmoglich. Dadurch kommt es im weiteren Verlauf regelhaft zu
Rezidiven.

Die EGFR-vermittelte Migrationsinduktion durch Lipidperoxidationsprodukte (wie
z.B. 4-HNE) nach oxidativem Stress konnte eine Erklarung fiir das invasive Wachstum
liefern. 4-HNE wird unter anderem durch ALDHI1 metabolisiert. Die ALDHI1-
Expression konnte daher das Ausmal3 der 4-HNE vermittelten Effekte beeinflussen.
Das Ziel dieser Arbeit war die Beschreibung der EGFR-Signalkaskadenaktivierung
durch 4-HNE in Glioblastomen sowie die Charakterisierung einer moglichen
Wachstumsinhibition und Migrationsinduktion. Dariiber hinaus sollte eine Modulation
dieser Effekte durch den Tumorstammzellmarker ALDH1 untersucht werden.

In den ersten Versuchen konnte eine Wachstumsinhibition durch 4-HNE in glialen
Tumorzellen nachvollzogen werden. Es lieB sich jedoch kein Zusammenhang mit dem
EGFR als Mediator beweisen.

Die Aktivierung der EGFR-Signalkaskade durch 4-HNE konnte im Western Blot
durch Nachweis von phosphoryliertem EGFR und dessen aktivierten Downstream-
Proteinen pERK1/2 und pSAPK/pJNK sowie deren Fehlen nach vorheriger EGFR-
Blockade gezeigt werden.

Nur Zellreihen mit geringfiigiger ALDH1-Expression zeigen eine Phosphorylierung
am EGF-Rezeptor (in diesem Versuch handelte es sich um einen ALDH1-Knockdown
mittels sShARNA-Transfektion in der Zelllinie LN18).

4-Hydroxynonenal induzierte Migration im Scratch Assay mit Glioblastom-Zelllinien.
Die genannte Migrationsinduktion fand bei LN229 Zellen mit antagonisiertem EGF-
Rezeptor nicht statt, daher ist von einer EGFR-vermittelten und 4-HNE induzierten
Migration auszugehen.

Auch bei den Migrationsversuchen zeigte sich eine strenge Abhédngigkeit von der
ALDHI1 Expression. Im Experiment mit shRNA-transfizierten ALDH1-Knockdowns
der Zelllinie LN18 konnte man eine EGFR-abhidngige, signifikant hohere
Migrationsgeschwindigkeit von 4-HNE-behandelten Zellen im Vergleich zum
Wildtyp mit hoher ALDH1-Expression verifizieren.
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