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1. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Alle Einheiten wurden nach dem internationalen Standard abgekiirzt (SI-Einheiten).
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2. EINLEITUNG

2.1  Problemstellung

Das GBM (Glioblastom) ist der haufigste und bosartigste Tumor des zentralen
Nervensystems. Er manifestiert sich bevorzugt in der 5. und 6. Lebensdekade und macht 15-
20 % aller Hirntumoren aus (Ohgaki und Kleihues 2005). Trotz intensiver Bemiihungen die
Therapie zu verbessern, konnte die Prognose der Patienten mit GBM in den letzten Jahren
nicht wesentlich verbessert werden. Die durchschnittliche Uberlebensdauer betrigt weniger
als ein Jahr (Kunwar et al. 2001). Neben chirurgischen Mallnahmen stellt die adjuvante
Radiotherapie die einzige Behandlungsmoglichkeit dar, die beweisend zu einer Verldngerung
der Uberlebenszeit bei Patienten mit GBM fiihrt. Sie kann die Uberlebenszeit jedoch nur auf
14 Monate verlingern (Grossman und Batara 2004). Die begrenzte Effektivitit der
Radiotherapie wird auf die geringe apoptotische Antwort der Tumorzellen auf Bestrahlung
zurlickgefiihrt (Kerr et al. 1994).

Die funktionellen Konsequenzen genetischer Verdnderungen in Tumorzellen sind zunehmend
Ziel neuer diagnostischer und therapeutischer Ansétze geworden. Die Aktivierung der PKB
(anti-apoptotischen Proteinkinase B, auch Akt genannt) in einem Teil maligner Gliome
scheint flir die Entwicklung der erheblichen Therapieresistenz dieser Tumoren
mitverantwortlich zu sein (Ohgaki 2005). Daher konnte ihre strahlenbiologische
Untersuchung sowohl von pradiktivem Wert flir Therapieentscheidungen sein als auch neue
Ziele fiir eine adjuvante Therapie zur Verbesserung der Strahlentherapie charakterisieren.

In der vorliegenden Arbeit wird versucht, die funktionelle Regulation intrazelluldrer
Signaltransduktionswege glialer Tumorzellen bei experimenteller Bestrahlung zu
untersuchen, um die Moglichkeiten der Blockade des anti-apoptotischen Akt-Signalweges als

neuen Ansatz fiir eine supportive Therapie zu analysieren.



2.2 Subklassifizierung des Glioblastoms

2.2.1 Die WHO-Klassifizierung astrozytirer Tumoren

Das GBM ist ein hochmaligner, glialer Tumor astrozytéren Ursprungs, der sich bevorzugt in
der 5.-6. Lebensdekade manifestiert (Ohgaki und Kleihues 2005). Astrozytome machen etwa
45 % der hirneigenen bzw. intraaxialen Tumoren aus. Sie treten bevorzugt in den
GroBhirnhemisphiren und seltener in den Basalganglien, im Hirnstamm oder im Spinalkanal
auf (Kleihues und Cavenee 2000).

Man kann niedriggradige und hochgradige Astrozytome unterscheiden. Entsprechend ihrer

Histologie wurden die Astrozytome von der WHO (World Health Organisation) in vier Grade

eingeteilt.

WHO-Grad | Tumor Klinik

Grad I WHO | Pilozytisches Astrozytom
Subependymales Riesenzell-Astrozytom umschrieben

Grad I WHO | Pleomorphes Xanthoastrozytom wachsend

Grad I -1V  [Diffuses Astrozytom niedrigmaligne

WHO Anaplastisches Astrozytom

Glioblastom hochmaligne

Tab. 1: Die WHO-Klassifikation der Astrozytome (Kleihues und Cavenee 2000)

Die WHO Grad I Astrozytome, zu denen auch das pilozytische Astrozytom gezahlt wird, sind
meist gut umschrieben und treten vor allem bei Kindern und jungen Erwachsenen auf. Sie
werden zu den gutartigen Tumoren gezéhlt (Kleihues und Cavanee 2000).

Die bosartigen Astrozytome, die durch ihr diffus infiltrierendes Wachstum charakterisiert
sind, werden in WHO Grad II-IV unterteilt, wobei Zellzahl sowie zelluldre Atypien von Grad
I bis IV zunehmen. Dem Grad IV entspricht das GBM, welches durch vaskuldre

Proliferationen und Nekrosen charakterisiert ist (Kleihues und Cavanee 2000).
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Die Uberlebenszeit reicht von ca. 5 Jahren bei Patienten mit Grad II Astrozytomen, ca. 2-5
Jahren bei Patienten mit anaplastischen Astrozytomen bis hin zu ungefdhr einem Jahr bei

Patienten mit GBM (Kleihues und Cavanee 2000).

2.2.2 Klinische Untergruppen des Glioblastoms

Klinisch treten GBM in zwei Varianten auf. Dabei sind die Patienten, deren Tumoren im
Rahmen einer Tumorprogression als Rezidivtumoren niedriggradiger Gliome (sog.
sekunddres GBM) auftreten, jliinger und haben eine insgesamt etwas bessere Prognose. Die
iiberwiegende Mehrheit (ca. 65-75 %) der GBM entwickelt sich aber de novo (sog. primires
GBM). Diese Patienten sind hoheren Alters und haben eine besonders schlechte Prognose
(Ohgaki und Kleihues 2005). Histologisch konnen priméres und sekundidres GBM nicht
unterschieden werden (Kleihues und Cavenee 2000); beide weisen Nekrosen,

Gefédflendothelproliferationen sowie zelluldre Atypien auf.

2.2.3 Genetische Untergruppen des Glioblastoms

Die Atiologie der GBM ist unbekannt. In zahlreichen Untersuchungen konnte jedoch
nachgewiesen werden, dass ein sehr hoher Prozentsatz dieser Tumoren molekulargenetische
Veranderungen aufweist. Kleihues und Ohgaki (1999) zeigten, dass eine Assoziation
zwischen den klinischen Varianten und den genetischen Verdnderungen, die in den Tumoren
auftreten, besteht.

Mutationen im 7P53-Tumorsuppressorgen konnen fast ausschlieBlich in sekundéren GBM
nachgewiesen werden. Dagegen weisen primidre GBM, die klinisch de novo auftreten,
Verluste von chromosomalem Material des Chromosom 10 und Genamplifikationen des
EGFR (Epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor) sowie von MDM2 (murine double minute
2), aber keine 7P53-Veranderungen auf (von Deimling et al. 1993). Weiterhin konnte ein
Zielgen des Chromosom 10-Verlustes in GBM identifiziert und kloniert werden. Es handelt
sich um das das sog. PTEN-Gen (Phosphatase- und TENsin-Homologie), das auch als
MMACI (mutated in multiple advanced cancers) oder TEPI (TGFbeta-regulated and
epithelial-cell enriched phosphatase) bezeichnet wird (Besson et al. 1999).

Das TP53-Genprodukt p53 stellt das zentrale Element in der zelluliren Uberwachung der

genomischen Integritit dar. Das p53-abhéngige Kontrollsystem ist daher unmittelbar an der
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Regulation genotoxischen Stresses beteiligt, z.B. im Rahmen einer strahlen- oder
chemotherapeutischen Behandlung. Dabei scheint p53 zwei wesentliche Reaktionen zu
regulieren: auf der einen Seite wird durch eine Blockade des Zellzyklus DNA-Reparatur
ermOglicht (Kastan et al. 1991), auf der anderen Seite kann iiber p53 die zelluldre Apoptose
eingeleitet werden (Lowe et al. 1993). Es ist daher verstindlich, dass genetische
Verdnderungen in diesem System unmittelbare Auswirkungen auf therapeutische Ansitze
haben. Dagegen haben die wesentlichen genetischen Verdnderungen, die in den priméren
GBM nachweisbar sind, also Amplifikation des EGFR-Gens und Deletion des PTEN-Gens,
erhebliche funktionelle Auswirkungen auf die zelluldre Signaltransduktion. Der EGF-
Rezeptor ist als transmembrane Rezeptortyrosinkinase an der Wachstumsfaktor-vermittelten
Aktivierung intrazelluldrer Signalwege beteiligt (Kao et al. 2001). Dabei scheint sowohl die
Aktivierung des Proliferations-assoziierten =MAPK-Signalweges (Mitogen-aktivierten
Proteinkinase) als auch des anti-apoptotischen PI3K-Signalweges (Phosphatidyl-Inositol-3-
Kinase) von grofler Bedeutung zu sein.

Es konnte gezeigt werden, dass PTEN in der D3-Position dephosphoryliert und damit der
direkte Gegenspieler der PI3K ist (Vazquez und Sellers 2000). PTEN-Knockout-Miuse
zeigten eine konstitutive Aktivierung des PI3K-abhédngigen Akt-Signalweges. Die
homozygote Deletion war embryonal letal und die Gewebe zeigten eine deutlich gesteigerte
Proliferation. Die heterozygoten Tiere wiesen eine erhohte Tumorrate auf und Fibroblasten
der Knockout-Miuse waren deutlich resistent gegen zytotoxische Behandlung (Vazquez und
Sellers 2000). Diese Daten deuten auf eine Rolle des PI3K/Akt-Signalweges fiir die
Uberwindung des Zelltodes auch in Tumorzellen hin. Inzwischen konnte durch mehrere
Arbeiten gezeigt werden, dass die konstitutive Aktivierung dieses Signalweges in malignen
Gliomen durch PTEN-Deletionen/Mutationen mit einer erhohten Resistenz gegeniiber

induziertem Zelltod (z.B. durch Strahlenbehandlung) einhergeht (Hopkin 1998).

2.3 Signalwege

Die verschiedensten intrazelluliren Effekte konnen durch extrazelluldre Stimuli ausgelost

werden. Diese Effekte werden im Allgemeinen durch intrazelluldre Signalwege vermittelt. Im

Folgenden sollen einige dieser Signalwege erklidrt werden. Aufgrund der fast tdglich neu
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entdeckten Wege und Komponenten wird hier nur ein Uberblick iiber einige dieser

Signalwege gegeben, ohne jedoch Anspruch auf Vollstdndigkeit zu erheben.

2.3.1 Der Proteinkinase B/Akt-Signalweg

Ob eine Zelle iiberlebt oder in die Apoptose iibergeht, hingt von verschiedensten &ufBeren
Faktoren wie z.B. der Anwesenheit von Wachstumsfaktoren (z.B. Insulin) ab. Akt, eine Serin-
/Threoninkinase, konnte als eine wichtige Komponente im anti-apoptotischen Signalweg
identifiziert werden (Khwaja 1999). Akt reguliert eine breite Anzahl verschiedenster
Funktionen, wie Apoptose, Proliferation und Differenzierung. Die Aktivierung von Akt
erfolgt am hédufigsten iiber die PI3K-abhingige Phosphorylierung und scheint von der

Anwesenheit verschiedener Wachstumsfaktoren abhingig zu sein.

insulin, etc

S=r1 GG Ser 235 Ser 1Jb

/ 75 —
- | & ’.
S, | .\ Io
Surwvaf
_er‘j

Abb. 1: Der Akt-Signalweg (modifiziert nach Cell Signaling Technology Catalog 2000-2001)

Die PI3K aktiviert Akt. Diese Aktivierung erfolgt u.a. iiber PIP3 (Phosphatidyl-Inositol-3,4,5-
Triphosphat). Nach Bindung verschiedener Wachstumsfaktoren an Rezeptoren der
Zellmembran kommt es liber die Aktivierung der PI3K zur Phosphorylierung von PIP2
(Phosphatidyl-Inositol-4,5-Diphosphat) zu PIP3, welches u.a. Akt aktiviert. Akt wiederum
phosphoryliert eine breite Anzahl an Zielmolekiilen, die die Funktion des Uberlebens der
Zelle innehaben, u.a. auch MDM2, den wichtigsten Regulator von p53. Akt verstirkt die
Inhibierung und Destabilisierung von p53 durch MDM2. Interessanterweise wirkt die Stress

induzierte Aktivierung von p53 diesen inhibitorischen Effekten durch verschiedene
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Mechanismen entgegen. p53 unterstiitzt die Caspasen-vermittelte Spaltung und Herabsetzung
von Akt. AuBBerdem induziert p53 die Expression von PTEN, einem Tumorsuppressorgen und
Gegenspieler des Akt (Haupt et al. 2003).

Die Aktivierung von Akt (siche oben) erfolgt an 2 Phosphorylierungsstellen Thr308 und
Ser473 durch PDK I bzw. PDK II (phosphoinositide-dependent kinase). PDK wird von PIP3
direkt aktiviert. Akt kann das pro-apoptotische BAD (Bcl-2/BCL-XL-associated death
promoter), ein Mitglied der Bcl-2 Gruppe, an Ser136 phosphorylieren und dadurch dessen
pro-apoptotische Funktion blockieren. BAD wiederum ist Angriffspunkt von drei anti-
apoptotischen  Proteinkinasen, ERK  (extracellular-signal-regulated  kinase), PKA
(Proteinkinase A) und Akt. Akt kann weiterhin die Apoptose inhibieren, indem es die
Aktivitdt der Caspasen reguliert (Cross et al. 2000) (siehe auch Punkt 2.3.2).

Eine Inaktivierung der PI3K kann durch den hoch selektiven Inhibitor LY 294002 erreicht
werden. Es kommt zu einer Inhibierung von Akt und allen weiteren in dieser Kaskade
folgenden Komponenten u.a. auch des p70 S6K-Signalweges.

Weiterhin fiihrt LY 294002 zu einer Inhibition der Zellzyklus-Progression durch Induktion
eines G1-Arrests, welcher wiederum zu einer Inhibition der Zellproliferation fiihrt. Einige
Arbeitsgruppen konnten bereits in Tiermodellen zeigen, dass die Behandlung mit LY 294002
zu einer signifikanten Reduktion des Tumorwachstums und des Tumorvolumens fiithren kann
(Hu et al. 2000; Semba et al. 2002). Brognard et al. konnte zeigen, das die Aktivierung von
Akt moglicherweise die Therapieresistenz beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom erklart
und, dass die Behandlung mit LY 294002 zu einer Zunahme der Chemotherapie induzierten
Apoptose fiihrt, v. a. in Tumorzellen mit konstitutiv aktiviertem Akt (2001). Das toxische
Profil von LY 294002 spricht jedoch noch gegen den Einsatz bei klinischen Versuchen. Es ist
bis dato noch unklar, ob die Toxizitdt dieses Inhibitors auf seinem Wirkungsmechanismus

basiert oder durch seine Eigenschaften als solche hervorgerufen wird (Gupta et al. 2003).

Ein wesentlicher funktioneller Gegenspieler der PI3K ist die Lipid- und Proteinphosphatase
PTEN, welche die PI3K-abhingige Aktivierung von Akt inhibiert, indem es PIP3 zu PIP2
dephosphoryliert (Hopkin 1998). Eine Deletion oder Inaktivierung von PTEN fiihrt nun zu
einer konstitutiven Aktivierung von Akt (Cantley und Neel 1999), wihrend normalerweise die
Aktivitdt von Akt in Abwesenheit von Wachstumsfaktoren niedrig ist.

Es konnte gezeigt werden, dass die ,Restauration” von PTEN in PTEN-mutierten GBM-

Zellen eine Suppression des Zellwachstums bewirkt (Furnari et al. 1997).
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PTEN schiitzt die Zellzyklus-regulatorische Funktion von p53, indem es die Fahigkeit von
MDM2, die Induktion von p21 zu beeintrdchtigen, blockiert. Weiterhin ist PTEN fiir die
Induktion von IGF-BP3 (insulin-like growth factor-binding protein 3) durch p53 zusténdig.
Dieses Protein inhibiert die Kapazitidt von IGF-1, welches von vielen Tumoren produziert
wird, zelluldres Akt zu aktivieren (Mayo et al. 2001). Eine direktere Verbindung zwischen
p53 und PI3K/Akt folgt aus der Beobachtung, dass die konstitutive Aktivierung von
PI3K/Akt den Beginn der Apoptose in Zellkulturen, in denen dieses Ereignis abhéngig von
pS3 ist, verzogert. PTEN erhoht die Aktivitdit und Expression von p53 und induziert
Zellzyklus-Arrest (Mayo et al. 2001).

Dadurch kommt es bei einem Verlust des Tumorsuppressorgens PTEN auf Chromosom 10
héufig zu Malignomen. Dieser Verlust wurde z.B. bei Gliomen (von Deimling et al. 1993),
Mamma- und Prostata-Karzinomen (Hopkin 1998) sowie beim Cowden-Syndrom (Herold
2001) nachgewiesen.

Tohma et al. konnte zeigen, dass nach einer Uberexpression bzw. Amplifikation des EGF-
Rezeptors, der Verlust von PTEN die hdufigste Alteration in primidren GBM darstellt,
wohingegen sekundidre GBM sehr selten eine Mutation im P7TEN-Gen, jedoch héufig eine
p353-Mutation, aufweisen (1998).
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2.3.2 Die Caspasen
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Abb. 2: Die Signalwege der Caspasen (modifiziert nach Cell Signaling Technology Catalog
2000-2001)

Die Caspasen gehoren zu einer Familie von Cystein-Proteasen, die nach Asparaginséure-
Resten spalten (Budihardjo et al. 1999). Die biochemische Aktivierung dieser
Schliisselkomponenten im ,,Zelltodprogramm® ist fiir morphologische Verdnderungen
verantwortlich, die wihrend der Apoptose beobachtet werden, wie mitochondriale Schiden,
Zellmembranuntergang, DNA-Fragmentation, Chromatinkondensation und die Formation
apoptotischer Korperchen (Budihardjo et al. 1999). Alle apoptotischen Caspasen liegen
normalerweise in Zellen in inaktiver Form vor. Wenn Zellen nun Apoptose begehen, werden
diese Caspasen durch einen oder zwei aufeinander folgende proteolytische Schritte aktiviert,
in denen der Einzelpeptidvorldufer in ein grofes und kleines Fragment gespalten wird, die das
aktive Enzym darstellen (Thornberry und Lazebnik 1998)

Es gibt sog. ,Initiator“-Caspasen (z.B. Caspase 8, 9, 10 und 12), die an pro-apoptotische
Signale gekoppelt sind. Wenn diese aktiviert werden, spalten und aktivieren sie nachfolgende

Caspasen (z.B. 3, 6 und 7). Caspase-3 stellt ein Schliisselenzym der Apoptose dar, indem sie
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verantwortlich fiir die partielle oder komplette proteolytische Spaltung von weiteren Enzymen

ist, z.B. von PARP (sog. poly ADP-ribose polymerase) (Chang und Yang 2000).

2.3.3 Der p70 S6Kinase-Signalweg

Der p70 S6K-Signalweg stellt einen weiteren wichtigen Schritt in der Signaltransduktion,
insbesondere der Regulation der Proteintranslation in Zellen, dar. Die p70 S6K, die auch zu
den Serin-/Threoninkinasen gehort, liegt im mitogen aktivierten Signalweg ,.,downstream* der

PI3K und mTOR (mammilian target of rapamycin) (Law 2005).

Growth Factors, Insulin, etc.
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Abb. 3: Der p70 S6K-Signalweg (modifiziert nach Cell Signaling Technology Catalog 2000-
2001)

Die p70 S6K kann an verschiedenen Stellen phosphoryliert und somit aktiviert werden. An
ihrer Threonin-229-Doméne kann sie durch die PI3K-abhingige Proteinkinase, die sog.
PDKI1, phosphoryliert werden. Diese Kinase kann jedoch auch iiber eine Aktivierung von Akt
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mTOR aktivieren und somit indirekt die p70 S6K aktivieren, da mTOR die p70 S6K an ihrer
Threonin-389-Doméne phosphorylieren kann (Bjornsti and Houghton 2004).

Weiterhin wird ihr eine entscheidende Rolle im Zellwachstum sowie in der G1-Zellzyklus-
Progression nachgesagt (Law 2005). Thr Hauptsubstrat ist das S6 Protein der 40S ribosomalen

Untereinheit, welches eine grof3e Rolle in der Proteinsynthese spielt.

Eine Inaktivierung der p70 S6K kann nun durch den Inhibitor Rapamycin erreicht werden.
Rapamycin gehort zu der Familie der Makrolid-Antibiotika und zeigte in unterschiedlichen
Untersuchungen potente immunsuppressive Eigenschaften. Der Wirkung von Rapamycin
liegen zwei verschiedene Mechanismen zugrunde. Erstens fiihrt es zur Inhibierung der p70
S6K (Dumont und Su 1996). Zweitens konnte in Zellzyklus-Analysen gezeigt werden, dass
Rapamycin zu einer Akkumulation der Zellen in der Gl-Phase fiihrt, jedoch keinen
vollstiandigen Stopp beziiglich des Ubergangs zwischen G1- und S-Phase verursacht (Dumont
und Su 1996).

Es stellte sich heraus, dass der Angriffspunkt von Rapamycin die Proteinkinase FRAP/mTOR
(auch RAFT oder RAPT genannt) ist. Rapamycin bindet an das zytoplasmatische
Immunophilin FKBP-12 (FK506-binding protein-12), welches spezifisch an mTOR bindet
und dessen Fihigkeit z.B. die S6Kinase und 4E-BP1/PHAS-1 (elF4E-binding protein) zu
phosphorylieren, inhibiert (Neshat 2001). Durch diese Inhibition kommt es zu einer
Verminderung der Aktivierung und Phosphorylierung der S6Kinase, der Translation von
ribosomalen Proteinen und Elongationsfaktoren sowie zu einer Verminderung der
enzymatischen Aktivitdit des Cyclin-abhéngigen Kinase cdk2-cyclin E Komplexes, was
wiederum zu einem mittelspaten G1-Zellzyklus-Arrest fiihrt (Georger et al. 2001).

Aufgrund von Stabilitéts- und Loslichkeitsproblemen bei Rapamycin wurde nach Analoga fiir
den klinischen Gebrauch gesucht. U.a. fand man den Zellzyklus-Inhibitor CCI-779, ein
Esterderivat des Rapamycins. Einige Gruppen konnten zeigen, dass Tumoren mit PTEN-
Mutationen besonders vulnerabel gegeniiber der Behandlung mit CCI-779 sind (Garber
2001). CCI-779 kann ebenfalls die Funktion von mTOR inhibieren, zeigte aber bessere
pharmakologische Eigenschaften als Rapamycin (Mills et al. 2001) und wurde fiir den i.v.
Gebrauch entwickelt. Beide Stoffe weisen lipophile Eigenschaften auf und kdnnen somit gut
die Blut-Hirnschranke iiberschreiten, um dort in ausreichender Konzentration vorzuliegen
(Sehgal et al. 1975). Weitere Analoga wie RADOO1 und AP23573 wurden synthetisiert und
befinden sich in klinischer Erprobung. CCI-779 befindet sich mittlerweile in Phase 3
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klinischer Studien bei Tumoren wie Nierenzellkarzinom, Prostata- und Brustkrebs sowie
zahlreichen anderen Tumoren (Bjornsti and Houghton 2004). Insgesamt weisen die
vorklinischen Studien auf eine vielversprechende Antitumor-Aktivitdt bei gleichzeitig relativ

niedriger Toxizitdt des Rapamycins und seiner Analoga hin.

2.3.4 Die Mitogen-aktivierten Proteinkinasen-Kaskaden

Die MAPK (Mitogen-aktivierten Proteinkinasen) stellen eine grofle Familie der
Serin/Threoninproteinkinasen dar, die eine wichtige Rolle im Bereich der Zellproliferation

und Zelldifferenzierung sowie der Bewegung von Zellen und dem Zelltod spielen.

Abb. 4: Die MAPK-Kaskaden (modifiziert nach Cell Signaling Technology Catalog 2000-
2001)

Die MAPK-Signalkaskaden sind hierarchisch in dreireihige Module organisiert: MAPK
werden phosphoryliert und aktiviert durch MAPKK, die wiederum phosphoryliert und
aktiviert werden durch MAPKKK (sieche Abb. 4). Es wurden zahlreiche unterschiedliche
MAPK in den letzten Jahren identifiziert. Darunter befinden sich unter anderem die p42/p44
Kinase, die durch extrazelluldre Signale reguliert wird, die JNK (c-Jun N-terminale

Proteinkinase) / SAPK (durch Stress aktivierte Proteinkinase) und die p38-MAPK. Diese
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Kinasen stellen das jeweilige terminale Ende ihrer Signalkaskade dar, die durch Bindung am
Wachstumsfaktor- oder ,,Todes“-Rezeptor initiiert werden. Die Aktivierung von JNK/SAPK
und p38 MAPK fordert im GroBen und Ganzen die Apoptose, wohingegen die Aktivierung
der p42/p44 ERK mit einer Inhibierung der Apoptose assoziiert ist (Cross et al. 2000).

Die JNK- und die p38-Gruppe der MAPK werden hauptséchlich durch proinflammatorische
Zytokine und ,,Umweltstress* aktiviert. Im Gegensatz dazu reagiert die ERK-Gruppe der
MAPK leicht auf mitogene und Differenzierungs-Stimuli. Zum Beispiel wird das kleine G-
Protein Ras durch viele Wachstumsfaktoren aktiviert, und in Folge aktiviert es die Raf-MEK-

ERK Kaskade (Kuboki et al. 2000).

2.3.5 Der p53-Signalweg

Aufgrund der zentralen Stellung von p53 im Rahmen der Signaltransduktion soll hier auch
auf diesen Signalweg eingegangen werden.

pS3 wurde 1979 erstmalig identifiziert (Smolinski und Meltzer 2000). Seitdem gab es
zahlreiche Untersuchungen, in denen seine Schliisselrolle beim Schutz der Integritit des
zelluldren Genoms gezeigt werden konnte. 50 % aller Tumoren beim Menschen weisen
Mutationen des p53-Proteins auf; Zellen, denen kein intaktes pS3 zur Verfiigung steht, zeigen
genetische Instabilititen sowie Defekte in der Kontrolle des Zellzyklus (Smolinski und
Meltzer 2000). p53 ist ein Transkriptionsfaktor, der die Expression verschiedenster Gene
induziert (z.B. p21, MDM?2, BAX, IGF-BP3) (Allan und Fried 1999). Es konnte gezeigt
werden, dass das ,,Einbringen* von p53 in Zellen, die ihr endogenes p53 verloren haben, zu
Wachstumsstillstand oder Apoptose fithren kann (Lowe et al. 1993).

Die Struktur von p53 kann funktionell in 4 Dominen aufgeteilt werden. Das amino-terminale
Ende interagiert mit dem , Transkriptionsapparat. Daran schlieft sich eine Sequenz-
spezifisch DNA-bindende sowie eine ,,oligomerisierende Doméne an. Das C-terminale Ende
ist reich an basischen Aminoséuren, die mit begrenzter Spezifitdt an DNA binden. Sie binden
auch an schon beschddigte DNA und RNA und iibermitteln strukturelle Verdnderungen, die
die sequenz-spezifische DNA-bindende Doméne aktivieren.

Nativ liegt p53 als Tetramer vor, dessen Struktur mittels Interaktionen betreffend die

oligomerisierende Doméne stabilisiert wird (Smolinski und Meltzer 2000).
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Abb. 5: Struktur und biologische Effekte von p53 (modifiziert nach Smolinski und Meltzer
2000)

Die Aktivierung von p53 kann sowohl zu Zellzyklus-Arrest als auch zu DNA-Reparatur oder
Apoptose fithren. Diese Aktivierung kann auf unterschiedlichen Wegen erfolgen. DNA-
Schiaden werden u.a. durch UV- oder y-Strahlen sowie verschiedenste Chemikalien

verursacht. Sie fithren zu einem Anstieg des Tumorsuppressorproteins.
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Abb. 6: Aktivierung von p53 (modifiziert nach Cell Signaling Technology Catalog 2000-2001)

Schéden an der DNA induzieren eine Phosphorylierung von p53 an Serl5 und Ser20. Dies
fitlhrt zu einer reduzierten Interaktion von p53 mit dem Onkogen MDM?2. MDM2 stellt iiber
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einen autoregulatorischen Riickkopplungsmechanismus unter normalen Bedingungen einen
negativen zelluldren Regulator des p53 dar. Es bindet an die N-terminale Domine und
inhibiert die transkriptionale Aktivitit. MDM2 verhindert die Akkumulation von p53. p53
kann weiterhin durch ATM (Ataxia telangiectasia mutiertes Gen), ATR (alpha-thalassemia
(thal)/mental retardation) und DNA-PK (DNA-dependent proteinkinase) an Serl5
phosphoryliert werden; diese Phosphorylierung schwécht die Féhigkeit von MDM2 an p53 zu
binden, was aber die Akkumulation und die funktionelle Aktivierung von p53 als Antwort auf

DNA-Schidigung fordert.

Zahlreiche Genmutationen, die mit onkogenetischer Transformation assoziiert sind,
,eliminieren” den G1-/S-Checkpoint, erlauben also den Zellen ungehindert den Prozess der
DNA-Replikation zu erreichen, ohne vorher die Phase einer ,,DNA-Priifung® bzw.
,—Reparatur” zu durchlaufen. Die stete Akkumulation genetischer Alterationen resultiert oft
in der Progression der Tumormalignitit (Owa et al. 2001).

Es konnte nachgewiesen werden, dass GBM-Zellen, denen die Wildtyp p53-Funktion fehlt,
nach Bestrahlung keinen G1-Arrest zeigen, im Gegensatz zu Zellen mit funktionsfahigem p53
(Haas-Kogan 1996). In weiteren Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass das
Einbringen von p53 in Zellen, denen die Funktion des p53-Gens fehlt, einen reversiblen
Wachtumsstopp induziert, der in die G1-Phase féllt (Smolinski und Meltzer 2000) (sieche auch
Abb. 7).

p53 kontrolliert die G1- und G2/M-Zellzyklus-Kontrollpunkte, die den Wachstumsarrest
vermitteln. MDM2 bindet an die N-terminale Doméne von p53 und reguliert negativ die
transkriptionellen Funktionen von p53, u.a. seine Féhigkeit Zellzyklus-Arrest zu induzieren
(Mayo et al.2001).

Es werden stindig neue spezifische molekulare ,fargets entdeckt, die als mogliche
Angriffspunkte neuer antitumordser Medikamente fungieren konnen. So dass die Moglichkeit
besteht, dass man durch Eingreifen in die Regulation des G1-Checkpoints womdglich einen
Angriffspunkt findet, der gerade bei therapierefraktiren Tumoren eine Verbesserung der
Behandlung darstellen konnte.

Bestrahlung mit ionisierenden Strahlen fiihrt zu einer Akkumulation von p53.

Gupta et al. konnte zeigen, dass Gliomzellen, die die Wildtyp p53-Funktion besitzen, einen

konstanten Gl-Arrest nach Bestrahlung aufweisen, der direkt mit der Strahlendosis
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zusammenhdngt. Dieser p53-abhdngige Gl-Arrest ist verantwortlich flir den Anstieg der

apoptotischen Zellen nach Bestrahlung (1996).

2.4  Zellzyklus-Regulation
2.4.1 Zellzyklus-Kontrollpunkte
Unter dem Zellzyklus versteht man die Vorginge zwischen zwei Zellteilungen. Der

Zellzyklus wird in 4 Schritte eingeteilt, wobei die M-(Mitose)-Phase und die Interphase

(unterteilt in G1-, S-, G2-Phase) unterschieden werden.

(Weet)

Tyr15 4_. MY"
o<

\i
- 2 D
)

Go M
S
( r/s ac

\ \-' cakz/ ar807/811

Abb. 7: Der Zellzyklus (modifiziert nach Cell Signaling Technology Catalog 2000-2001)

Die Mitosephase gliedert sich in Pro-, Meta-, Ana-, und Telophase, mit dem Ergebnis zweier
identischer Tochterzellen. Nach der Mitose folgt die G1-Phase (erste Gap-Phase; engl. gap =
Liicke), in der die Zellen ihre spezifischen Funktionen erfiillen. Aus dieser Phase kann die
Zelle nun entweder in die GO-Phase (eine Art Ruhe-Phase) oder in die S-Phase {ibergehen. In
der S-Phase kommt es zu einer Verdoppelung der DNA. Es folgt die G2-Phase (zweite Gap-
Phase), nach der die Zellen wieder in die Mitose eintreten konnen (Campbell 2000).

An verschiedenen Phaseniibergingen existieren Kontrollpunkte, an denen die Zelle

kontrolliert wird, bevor sie die ndchste Phase durchlaufen kann. Diese Kontrollpunkte sind
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von entscheidender Bedeutung, da Mutationen auftreten konnen, die sonst unkontrolliert und
unrepariert an die Tochterzellen weitergegeben werden. Am Ende der G1-Phase, kurz bevor
die Zelle in die S-Phase iibergeht und mit der DNA-Synthese beginnt, befindet sich einer
dieser Kontrollpunkte, der sog. G1-Kontrollpunkt. An diesem Punkt wird eine ,,Alles-oder-
Nichts-Entscheidung® gefdllt. War die Kontrolle erfolgreich, beginnt die Zelle mit der
Verdopplung der DNA und teilt sich anschlieBend. Sonst geht die Zelle, ohne sich zu teilen,
in die GO-Phase iiber, in der sich die meisten Zellen, des menschlichen Organismus befinden

(Campbell 2000).

Fir diese Kontrollsysteme sind bestimmte Gene zustidndig, die verschiedene Proteine
produzieren, die diese Regulationen iibernehmen. Die Identifizierung und Charakterisierung
dieser Proteine (z.B. Cycline, Cdk (Cyclin-abhdngige Kinasen), Phosphatasen, Kinasen)
haben in den letzten Jahren weitere Einblicke in die Regulation des Zellzyklus erlaubt. Eine
weitere Proteinfamilie, die eine zentrale Rolle in der Zellzyklus-Regulation {ibernimmt,
stellen die Cdk-Inhibitoren dar. Sie konnen an verschiedenen Stellen des Zellzyklus negativ
auf die Aktivitdt der Cdk wirken. Der erste Cdk-Inhibitor, der identifiziert wurde, ist p21. Die
p21-Expression ist niedrig in der G1-Phase, steigt jedoch mit zunehmendem Fortschreiten des
Zellzyklus an. Man vermutet, dass dieser Inhibitor verantwortlich fiir die Vermittlung des
Zellzyklus-Arrests als Antwort auf DNA-Schéden ist (Smolinski und Meltzer 2000). p21 wird
von p53 induziert und dies fiihrt wiederum zu einem Zellzyklus-Arrest in der G1-Phase. Es
zeigte sich, dass diese Inhibitoren in vielen Tumoren (z.B. in Lymphomen, Leukdmien, Brust-
und Blasenkrebs) ihre Funktion aufgrund von Mutationen verdndert haben (Buolamwini
2000). Weiterhin wurde von onkogenetischen Amplifikationen und Uberexpression der cdk in

verschiedenen Tumoren wie z.B. in Gliomen oder Weichteilsarkomen berichtet.

Ionisierende Strahlung fiihrt zu einer Akkumulation von Zellen gehéduft in der G1- und G2-
Phase. Jedoch kommt es auch zu einer Inhibierung der Replikation und Elongation, was in
einem transienten Arrest in der S-Phase fiihrt. Weiterhin ist es von entscheidender Bedeutung
fiir die Radiosensitivitdt einer Zelle, in welcher Phase des Zellzyklus sie sich zum Zeitpunkt
der Bestrahlung befindet. Einige Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass die Zellen in der M-
Phase am empfindlichsten gegeniiber ionisierender Strahlung reagieren. Zellen, die sich am
Ubergang zwischen G1- und S-Phase befinden, weisen ebenfalls eine auffallende Sensitivitit

gegeniiber Bestrahlung auf, die jedoch nicht so ausgeprigt wie in der M-Phase ist (Kiefer
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1981). Nach einer Bestrahlung iiberleben hauptsichlich die Zellen, die sich zum Zeitpunkt der
Bestrahlung in einer ,resistenten” Phase befinden. Nach dem Einwirken ionisierender
Strahlen schreiten diese Zellen in Phasen des Zellzyklus, in denen sie sensitiver auf die
Radiatio reagieren.

Es tritt jedoch in allen Phasen des Zellzyklus nach Bestrahlung eine Verzdgerung des
Fortschreitens in die nidchste Phase auf. Die Dauer der Verzogerung ist von verschiedenen
Faktoren abhingig: der Zelllinie, der Strahlendosis und dem Alter der Zelle zum Zeitpunkt
der Bestrahlung. Am langsten ist die Verzogerung fiir Zellen in der G2-Phase, so dass es zu
einem rapiden Abfall des mitotischen Index kommt. Nach einer gewissen Zeit, die wiederum
abhéngig von Zelllinie und Strahlendosis ist, beginnen die Zellen wieder durch den Zellzyklus
fortzuschreiten und der Mitoseindex normalisiert sich. Bestrahlung fiihrt also zu einer

partiellen Synchronisation der Zellen (Wang 2000).
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3. ZIELSETZUNG DER ARBEIT

Glioblastome sind hochmaligne Hirntumoren, die sich als besonders resistent gegeniiber einer
Behandlung erweisen. Es ist daher dringend notwendig, neue therapeutische Strategien zu
entwickeln. Um ein besseres Verstdndnis fiir die funktionellen Aspekte der Apoptosekontrolle
sowie der Regulation des Zellzyklus in Gliomen zu erhalten, war es Ziel dieser Arbeit, die
molekularen Verdnderungen als Reaktion auf Behandlung mit Inhibitoren verschiedener
apoptotischer Signalwege als auch in Kombination mit ionisierender Strahlung zu

untersuchen.

Es scheint, dass die Aktivierung der anti-apoptotischen Proteinkinase Akt in einem Teil
maligner Gliome fiir die Entwicklung der erheblichen Therapieresistenz dieser Tumoren
mitverantwortlich ist (Hopkin 1998). Ein weiterer wichtiger Angriffspunkt stellt der p70 S6K-
Signalweg dar, der in der Signalkaskade dem PI3K-Weg nachfolgt, so dass es nahe lag, die
Konsequenzen einer Blockade dieser Signalwege alleine sowie in Kombination mit

Bestrahlung genauer zu betrachten.

In der vorliegenden Arbeit sollte versucht werden, die funktionelle Regulation intrazellulérer
Signaltransduktionswege glialer Tumorzellen bei experimenteller Bestrahlung zu
untersuchen, um die Moglichkeiten der Blockade anti-apoptotischer Signalwege als neuen
Ansatz fiir eine adjuvante Therapie bei Patienten mit GBM zu analysieren.

Im Einzelnen sollte bei vier verschiedenen GBM-Zelllinien mit unterschiedlichen p53- und
PTEN-Status der Effekt von Bestrahlung in Kombination mit Signalwegsinhibitoren
untersucht werden. Dabei sollte insbesondere das zellulire Uberleben, die Zellproliferation,

der Zellzyklus sowie die biochemischen Effekte auf die Signalwege beobachtet werden.
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4. MATERIAL UND METHODIK

4.1 Material

4.1.1 Chemikalien und Gerite

Alle in der Arbeit verwendeten Chemikalien wurden — soweit nicht gesondert in der unten

angegebenen Tabelle erwdhnt — von Boehringer Ingelheim Bioprodukte, Ingelheim,

Deutschland, bezogen.

Chemikalien Firma

Zellkultur-Medien

Zellkultur-Seren Gibco-BRL, Karlsruhe, Deutschland

Trypsin/EDTA

Streptomycin, Glutamin, Penicillin

Proteinassay nach Bradford (1976) BioRad, Miinchen, Deutschland

Rapamycin

LY 294002 Biomol Research Laboratories, Hamburg, Deutschland
Diff Quick Dade Behring, Schwalbach, Deutschland

ECL Western blotting detection Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg,
reagents Deutschland

Tab. 2: Verwendete Chemikalien

Die sterile Plastikware fiir die Zellkultur wurde bei Falcon, New Jersey, USA, bezogen.
Rontgenfilme Kodak X-OMAT MA und Kodak Biomax light wurden bei Eastman Kodak,
Rochester, USA bestellt. Polyvinylidon-Difluorid (PVDF) Immobilion-Membranen fiir
Westernblots wurden von Millipore, Bedford, MA, USA, bezogen.
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Folgende Gerite kamen in der vorliegenden Arbeit zum Einsatz:

Gerdte

Firma

Sterikult 200 Inkubator:

Heraeus cytoperm 2 incubator

Kendro, Hanau, Deutschland

Protein-Gelelektrophoresekammer:

Mini-Protean II cell chamber

Blotkammer:

Semi-Dry Transfer Cell

Spannungsquelle:

Power Pac 300

BioRad, Hercules, CA, USA

Photometer fiir Bradford-Assay:
Spektralfotometer DU530

Beckman, Fullerton, CA, USA

Photometer fiir Zellproliferations-Assay:

Digiscan

Mikrotech, Hohenlinden, Deutschland

FACS Calibur

BD Biosciences, San Diego, CA, USA

Tab. 3: Verwendete Gerdite

4.1.2 Zelllinien

Die humanen GBM-Zelllinien LN18 und LN229 wurden uns von Dr. E. Van Meir, Lausanne,

Schweiz, iiberlassen (Ishii et al. 1999). Die Primarkulturen G109 und G139 stammten aus

einem Kollektiv von insgesamt 21 humanen glialen Tumoren und normalen Fibroblasten, die

von K. Miinkel und Dr. B. Eifert vom Institut fiir Neurochirurgie der Universitit Heidelberg,

Deutschland, etabliert und unserem Labor zur Verfiigung gestellt wurden (Kraus et al. 2000).
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4.1.3 Puffer und Losungen

Folgende Standardpuffer (modifiziert nach Sambrook et al.1989) wurden verwendet:

TBS Puffer:
TTBS Puffer:
SDS Ladepufter:

Zelllyse Puffer:

PBS Puffer:
SDS Laufpuffer:

Bradford-Reagenz:

20 mM Tris, 138 mM NacCl, pH 7,6

20 mM Tris, 138 mM NaCl, 0,1 % Tween 20

62,5 mM Tris-Cl (pH 6,8), 2 % SDS, 10 % Glycerol, 50 mM DTT,
0,1 % Bromphenol Blau

20 mM Tris-CI (pH 7,5), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA,
1 % Triton X-100, 2,5 mM Natrium Pyrophosphat, 1 mM -
Glycerolphosphat, I mM Na3;VO,, 1 pg/ml Leupeptin, 1| mM PMSF
138 mM NaCl, 4,3 mM Na,HPO,, 1,4 mM KH,PO,, pH 7,4

25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1 % SDS

0,01 % Coomassie Brilliant Blau G-250, 4,7 % Ethanol, 8,5 %
Phosphorséure, H,O ad 1 Liter
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4.1.4 Antikorper

Zum Proteinnachweis wurden folgende Antikorper eingesetzt:

Antikérper Antigen Molekulare | Verdiinnung | Quelle
Masse [kDa] |in TTBS

Phospho-Akt AS Serd73 60 1:1000 Polyklonales Kaninchen-IgG
Gesamt-Akt Humanes AKT 60 1:1000 Polyklonales Kaninchen-IgG
Phospho-MAPK AS Thr202/Thr204 42/44 1:1000 Polyklonales Kaninchen-IgG
Gesamt-MAPK Humanes MAPK 42/44 1:1000 Polyklonales Kaninchen-IgG
Phospho-SAPK/INK AS Thr183/Tyr185 46/54 1:1000 Polyklonales Kaninchen-IgG
Gesamt-SAPK/JINK Humanes SAPK/JNK 46/54 1:1000 Polyklonales Kaninchen-IgG
Phospho-p70 S6K AS Thr389 70/85 1:500 Polyklonales Kaninchen-IgG
Gesamt-p70 S6K Humanes p70 S6K 70 1:500 Polyklonales Kaninchen-IgG
Cleaved-PARP Humanes cleaved-PARP 89 1:2000 Polyklonales Kaninchen-IgG
PARP Humanes PARP " 89/116 1:2000 Polyklonales Kaninchen-IgG
HRP-konj.-Anti-Rabbit Zweit-Antikorper 1:2000 Polyklonales Ziegen-1gG

1) volle Lange

Tab. 4: Verwendete Antikorper

Alle oben aufgefiihrten Antikorper wurden bei Cell Signaling Technology, Inc., Beverly,

USA, bestellt.

4.2 Methoden

4.2.1

Zellkultur

Die Zelllinien G109 und G139 wurden als Monolayer-Kulturen in 10 cm Petrischalen mit

RPMI 1640 Medium kultiviert, das mit 10 % FCS, 2 mM Glutamin, 100 U/ml Penicillin und

100 U/ml Streptomycin supplementiert war.
Die Zelllinien LN229 und LNI18 wurden ebenfalls als Monolayer-Kulturen in 10 cm
Petrischalen in DMEM Medium (Dulbecco’s Minimal Essential Medium) kultiviert. Das
DMEM Medium war ebenfalls mit 10 % FCS, 2 mM Glutamin, 100 U/ml Penicillin und 100
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U/ml Streptomycin versetzt. Die Zellen wurden bei 37 °C in 5 % CO; und 92 %
Luftfeuchtigkeit im Brutschrank inkubiert, alle 2-3 d passagiert und bei Erreichen einer

Konfluenz von 80 % fiir die Versuche ausgesit.

4.2.2 Behandlung mit Inhibitoren

Da durch die im Serum enthaltenen Wachstumsfaktoren unerwiinschte Nebeneffekte
entstehen konnen, wurden die Zellen 24 h vor einem Versuch in serumfreien Medium
gehalten.

Als spezifischer PI3K-Inhibitor wurde LY 294002 fiir 24 h bei einer Konzentration von 20
uM Medium eingesetzt.

Weiterhin wurden die Zellen mit dem Makrolid-Antibiotikum Rapamycin fiir 24 h bei einer
Konzentration von 100 nM Medium behandelt.

AufBlerdem wurden bei jedem Versuch unbehandelte Zellen, die ebenfalls 24 h serumfrei
gehalten wurden, als Kontrolle mitgefiihrt. Nach der Behandlung mit den entsprechenden
Inhibitoren wurden die Zellen zur Beendung der Inhibition mit eiskaltem PBS gewaschen und

danach auf Eis, wie unten beschrieben, lysiert.

4.2.3 Bestrahlung

Die Bestrahlung der Zellen erfolgte im Institut flir Strahlentherapie der Technischen
Universitit Miinchen (Direktor Univ.-Prof. Dr. med. M. Molls).

Um auch die hier die unerwiinschten Nebenwirkungen durch die im Medium enthaltenen
Wachstumsfaktoren zu umgehen, wurden die Zellen ebenfalls 24 h vor Bestrahlung in
serumfreiem Medium gehalten. Die proliferierenden Zellen wurden in 24-well-Platten (10°
Zellen pro Vertiefung), in 6-well-Platten oder 10 cm Petrischalen (beide mit 80 %iger
Konfluenz der Zellen) mit Gamma-Strahlung von einer Kobalt-Quelle (6 MeV) mit einer
Dosisleistung von 6 Gy/min bestrahlt.

Zu Beginn der Experimente wurden die Zellen mit 2, 4, 6, 8 und 10 Gy bestrahlt, um die
geeignete Strahlendosis fiir die weiteren Untersuchungen zu ermitteln. Aufgrund der

Ergebnisse wurde eine Strahlendosis von 6 Gy gewihlt.



31

Die Proteinisolierung und der ,,Colony Assay* wurden 2 h nach Bestrahlung durchgefiihrt.
Fiir die Zellzyklus-Bestimmung wurden die Zellen 24 h nach Bestrahlung in 70 % Methanol

fixiert.

4.2.4 Proteinextraktion

Nach einmaliger Spiilung mit eiskaltem PBS wurden die Zellen durch Inkubation mit Triton
X-100-Lysis-Puffer fiir 10 min auf Eis lysiert. Das Lysat wurde mittels eines Zellschabers
abgekratzt und in Eppendorf-Tubes iiberfiihrt. Der Zelldebris wurde abzentrifugiert (10.000
U/min, 10 min, 4 °C) und der Uberstand bei —20 °C aufbewahrt. Die Proteinkonzentration im
Uberstand wurde mit der Methode nach Bradford (Bradford 1976) ermittelt.

4.2.5 Bradford-Assay

Die Proben wurden zunidchst mit PBS und mit PBS mit 0,01 % Triton X-100 1:250 bzw.
1:500 verdiinnt und danach mit dem Bradford-Reagenz (s. 4.1.3) versetzt. Danach wurden die
Absorptionen bei einer Wellenldnge von 595 nm gegen einen Leerwert aus 0,01 % Triton X-
100 in PBS und Bradford-Reagenz gemessen. Da sich die Absorption bei Messung mit
entsprechender Wellenldnge proportional zu der vorhandenen Proteinmenge verhilt (Bradford
1976), konnten aus den gemessen Absorptionswerten und mit Hilfe der Absorptionen eines

bekannten Proteinstandards die Konzentrationen berechnet werden.

4.2.6 SDS-PAGE

10 pg Gesamtprotein wurden in 5-fach konzentriertem SDS-Laufpuffer aufgenommen und fiir
5 min bei 100 °C denaturiert. Danach wurden die Proben kurz abzentrifugiert und auf 10-
%ige denaturierende SDS-Polyacrylamidgele geladen. Die Elektrophorese erfolgte in einer

vertikalen Mini-Protein-Gelkammer von Biorad bei 120 V fiir 1,5 h in SDS-Laufpufter.



32

4.2.7 Westernblot

Die SDS-Gele wurden nach Sambrook (Sambrook et al. 1989) in einem halbtrockenen
(,,semi-dry*) System aus 3 Puffern (Anodenpuffer I: 0,3 M Tris, 20 % Methanol;
Anodenpuffer II: 25 mM Tris, 20 % Methanol; Kathodenpuffer: 25 mM Tris, 40 mM e¢-
Amino-n-capronsiure, 20 % Methanol) auf PVDF-Membranen ,,geblottet” (225 mA, 1 h).
Nach dem Transfer der Proteine wurde die Membran 1 h in TTBS + 5 % fettfreiem
Magermilchpulver geblockt, einmal mit TTBS gespiilt und anschlieBend iiber Nacht mit dem
Primér-Antikorper bei 4 °C inkubiert. Danach wurde die Membran 3 x 5 min mit TTBS
gespiilt und 1 h mit dem Sekundér-Antikorper bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluf3
daran erfolgte die Immunreaktion durch verstirkte Chemielumineszenz-Reaktion mit ECL
Western blotting detection reagents. Die Reaktion basiert auf einem Umsetzen des in dem
Reagenz enthaltenen Substrats in einen fluoreszierenden Farbstoff durch die Meerrettich-
Peroxidase des Sekundér-Antikorpers. Die Visualisierung dieser Fluoreszenzreaktion erfolgte
mittels Exposition von hochsensiblen Rontgenfilmen wie Kodak BioMax light fiir 60 s oder

X-OMAT MA fiir 5, 10 oder 15 min.

4.2.8 Behandlung der Membranen zur Expressionskontrollen-Analyse

Zum Nachweis der Gesamtexpression einiger Proteine wurden die Membranen in 0,1 M
Glycin (pH 2,5) 30 min ,,gestrippt™, 3 x 20 min mit TTBS gespiilt und wieder 1 h in TTBS + 5
% fettfreiem Magermilchpulver geblockt. Mit diesen Membranen wurde dann wie beim
Westernblot (wie unter 4.2.7 beschrieben) weiterverfahren; es wurden nur die Gesamt-

Antikorper bei den weiteren Schritten verwendet.

4.2.9 Klonogenes Wachstum

Zur Bestimmung des klonogenen Wachstums wurden sog. ,,Colony Assays® durchgefiihrt. 24
h vor Behandlung oder Bestrahlung wurden 10* Zellen auf 6-well-Platten ausplattiert. 2 h
nach Bestrahlung wurden die Zellen mit PBS gewaschen und ,abtrypsiniert. Die
Zellsuspension wurde in jeweils 20 ml Medium aufgenommen und auf eine 15 cm Petrischale

ausplattiert. AnschlieBend wurden die Zellen im Brutschrank fir 10 d wunter
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Standardbedingungen kultiviert, danach mit Methanol fixiert und mittels Vitalfirbung (Diff-
Quik von Dade Behring) angefarbt.

Anschliefend wurden digitale Aufnahmen der geférbten Platten gefertigt, die mittels der NIH
image v. 1.5 Software analysiert wurden. Kolonien unterschiedlicher Gré3enordnung wurden
ausgezdhlt: Klasse 1 mit einem minimalen Durchmesser von 100 pm, Klasse 2 mit mehr als
500 um und Klasse 3 mit mehr als 1 mm. Statistische Analysen der Unterschiedlichkeit der
KoloniegroBenverteilung unter unterschiedlicher Behandlung wurden mit dem chi-square Test

durchgefiihrt.

4.2.10 Zellzyklus-Bestimmung

24 h nach Bestrahlung wurden bestrahlte und nicht bestrahlte Zellen als Kontrolle in eiskalten
70 % Methanol fixiert. Die Zelldichte lag bei etwa 10° Zellen pro ml. Die Zellzyklus-
Bestimmungen wurden im Institut fiir Pathologie der Universitit Regensburg (Direktor: Prof.
Dr. med. F. Hofstadter) durchgefiihrt. Hierzu wurden die fixierten Zellen mit 50ul RNase
(Konzentration 1 mg/ml) bei 37 °C fiir 20 min inkubiert und danach mit 0,05 mg/ml
Propidiumjodid angefirbt. Die Messungen wurden mittels des Durchflusszytometers FACS
Calibur durchgefiihrt. Das Gerét enthilt einen Argon Laser, dessen Emissionswellenldnge 488
nm betrdgt. Diese Wellenldnge eignet sich zur Anregung des Fluoreszenzfarbstoffes
Propidiumjodid, mit dem die Zellen markiert wurden. Mittels eines Photomultipliers kdnnen
die jeweiligen Lichtsignale aufgenommen und in elektrische Signale moduliert und verstéarkt
werden. Diese Signale wurden durch einen Analog-Digital-Wandler, der mit dem
Durchflusszytometer verbunden ist, in digitale Werte konvertiert. Die Darstellung der
Ergebnisse erfolgte in Histogrammen, bei denen die Fluoreszenzintensitdt gegen die relative

Anzahl registrierter ,,Ereignisse aufgetragen wurde.

4.2.11 Proliferationsmessung

Um die quantitative Zellschddigung zu ermitteln, wurde ein Zellproliferations-Assay nach
Versteeg (Versteeg et al. 2000) 24 h nach Bestrahlung sowohl mit bestrahlten als auch mit
nicht bestrahlten Zellen durchgefiihrt. Fiir diesen Versuch wurden jeweils 10* Zellen pro

Vertiefung auf 24-well-Platten ausplattiert und weitere 24 h unter normalen Bedingungen
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kultiviert. Danach wurden die Zellen fiir weitere 24 h mit FCS-freiem Medium und den
verschiedenen Inhibitoren inkubiert und anschlieBend nach Mediumwechsel mit 6 Gy
bestrahlt. Nach wiederum 24 h wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit 4 %
Formaldehyd in PBS fiir 20 min bei Raumtemperatur fixiert. Danach wurden die Zellen mit
0,1 % Triton X-100 in PBS und anschlieBend 2 x mit aqua dest. gewaschen. Die Platten
wurden 5 min luftgetrocknet und je 500 ul 0,04 %ige Kresylviolettlosung zu den Zellen
iiberfiihrt. Nach 30 min wurden die Zellen 2 x mit aqua dest. gewaschen und mit 500 ul 1-
%iger SDS-Losung lysiert. Die Zellen wurden nun eine Stunde bei Raumtemperatur auf
einem Schiittler lysiert und anschlieBend auf 96-well-Platten {iberfiihrt. Die
Absorptionsmessung fand bei 595 nm statt.

Fiir die Auswertung wurden die Extinktionen in Prozentzahlen umgerechnet und in Excel-
Tabellen graphisch dargestellt, wobei die Kontrolle (Konzentration 0 pM) mit 100 Prozent

gleich gesetzt wurde.

4.2.12 Statistik
Die in dieser Arbeit verwendeten statistischen Auswertungen werden im jeweiligen Absatz

aufgefiihrt.
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S. ERGEBNISSE

5.1 Etablierungsversuche

5.1.1 Zellkultur

In Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgemeinschaft wurden die in dieser Arbeit verwendeten
humanen Gliomzelllinien hinsichtlich ihres funktionellen p53-, Akt- und PTEN-Status

charakterisiert, so dass diese Daten vor Beginn dieser Arbeit bereits vorlagen (Schlegel et al.

2000) (Kraus et al. 2000).

LN18 LN229 G109 G139
pS3 mutiert wt mutiert wt
Akt konst. aktiviert | nicht aktiviert konst. aktiviert | konst. aktiviert
PTEN wt wt mutiert mutiert

Tab. 5: p53-, Akt-, PTEN-Status der humanen Gliomzelllinien LN18, LN229, G109, G139

5.1.2 Dosisfindung fiir Bestrahlungsversuche

Um die geeignete Dosis fiir die Bestrahlungsversuche herauszufinden, wurden alle vier
Zelllinien mit unterschiedlichen Dosen (2, 4, 6, 8, 10 Gy) bestrahlt und anschlieBend der
Effekt auf das Koloniebildungsverhalten untersucht. Es zeigte sich, dass bei allen Zelllinien
der grofite Effekt zwischen 4 und 8 Gy auftrat, so dass als geeignete Dosis 6 Gy ausgewéhlt
wurde (siche Abb. 8 und 9; die Zelllinien G109 und LN229 bilden nur relativ kleine Kolonien

und wurden deshalb hier nicht gesondert dargestellt).
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Zelllinie G139

B PN e,

Kontrolle

10 Gy

Abb. 8: Koloniebildungsverhalten der Zelllinie G139 nach Bestrahlung mit unterschiedlichen

Strahlendosen

Zelllinie LN18

Kontrolle 2 Gy 4 Gy
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2 .

6 Gy 8 Gy 10 Gy

Abb. 9: Koloniebildungsverhalten der Zelllinie LN18 nach Bestrahlung mit unterschiedlichen

Strahlendosen

5.2 Bestrahlungseffekt auf Koloniebildung

Zur Bestimmung der qualitativen sowie quantitativen Zellschdadigung wurde ein ,,Colony-
Assay“ (siche 4.2.9) durchgefiihrt. Die glialen Zelllinien wurden wie unter 4.2.2/4.2.3
beschrieben vorbehandelt und bestrahlt. Als Kontrolle wurden nichtbestrahlte unbehandelte
und nichtbestrahlte behandelte Zellen mitgefiihrt.

Anschliefend wurden digitale Aufnahmen der geférbten Platten gefertigt, die mittels der NIH
image v. 1.5 Software analysiert wurden. Kolonien unterschiedlicher Gré8enordnung wurden
ausgezdhlt: Klasse 1 mit einem minimalen Durchmesser von 100 pm, Klasse 2 mit mehr als
500 um und Klasse 3 mit mehr als 1 mm. Statistische Analysen der Unterschiedlichkeit der
KoloniegroBenverteilung unter unterschiedlicher Behandlung wurden mit dem chi-square Test

durchgefiihrt.

5.2.1 Zelllinie G139

Bei den G139-Zellen fiihrte alleinige Bestrahlung mit 6 Gy zu Abnahme der Kolonienanzahl
um 53 %. Bei zusitzlicher Behandlung mit den Inhibitoren LY 294002 und Rapamycin
konnten keine Kolonien mehr nachgewiesen werden.

Alleinige Behandlung mit den Inhibitoren fiihrte zu einer Reduktion der Anzahl der Kolonien

um 58 bzw. 78 %.
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Ohne Bestrahlung 6 Gy
G139 Anzahl der Anzahl der Anzahl der Anzahl der
Kolonien Kolonien in % Kolonien Kolonien in %
Kontrolle 36 100 17 47
LY 294009 15 42 0 0
Rapamycin 8 22 0 0

Tab. 6. ,,Colony-Assay “-Ergebnisse der Zelllinie G139

5.2.2 Zelllinie LN229

Es zeigte sich eine starke Reduktion der Anzahl der Kolonien um 83 % nach Bestrahlung mit
6 Gy. Zusdtzliche Behandlung mit LY 294002 fiihrte zu einer Verminderung der
Kolonienzahl um 92 %. Die zusitzliche Behandlung mit Rapamycin zeigte eher einen leicht
proliferativen Effekt, da es hier nur zu einer Reduktion um 75 % kam.

Alleinige Behandlung mit den Inhibitoren fiihrte auch zu einer Verminderung der Anzahl der

Kolonien (bei LY 294002 um 92 %; bei Rapamycin um 8 %).

Ohne Bestrahlung 6 Gy
LN229 Anzahl der Anzahl der Anzahl der Anzahl der
Kolonien Kolonien in % Kolonien Kolonien in %
Kontrolle 12 100 2 17
LY 294009 1 8 1 8
Rapamycin 11 92 3 25

Tab. 7: ,, Colony-Assay “-Ergebnisse der Zelllinie LN229

5.2.3 Zelllinie LN18

Alleinige Bestrahlung mit 6 Gy fiihrte bei dieser Zelllinie zu einer Verminderung der
Kolonienanzahl um 100 %. Zusétzliche Behandlung mit LY 294002 oder Rapamycin fiihrt
ebenfalls zu einer Verminderung der Kolonienanzahl auf 0 %.

Alleinige Behandlung mit LY 294002 bzw. Rapamycin fiihrte zu einer Reduktion der
Kolonienzahl um 95 bzw. 55 %.
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Ohne Bestrahlung 6 Gy
LN18 Anzahl der Anzahl der Anzahl der Anzahl der
Kolonien Kolonien in % Kolonien Kolonien in %
Kontrolle 20 100 0 0
LY 294009 1 5 0 0
Rapamycin 45 0 0

Tab. 8: “Colony-Assay “~-Ergebnisse der Zelllinie LN18

5.2.4 Zelllinie G109

Da diese Zelllinie nur sehr kleine Kolonien bildet, lieBen sich hier mittels der ausgewéhlten
Durchmesser fiir die Koloniegrof3e nach Bestrahlung mit 6 Gy mit und ohne Behandlung mit

Inhibitoren keine auswertbaren Kolonien mehr nachweisen.

Ohne Bestrahlung 6 Gy
G109 Anzahl der Anzahl der Anzahl der Anzahl der
Kolonien Kolonien in % Kolonien Kolonien in %
Kontrolle 0 100 0 0
LY 294009 0 0 0 0
Rapamycin 0 0 0 0

Tab. 9: “Colony-Assay “~-Ergebnisse der Zelllinie G109
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5.3 Bestrahlungseffekt auf Zellzyklus-Kontrollpunkte

Der Bestrahlungseffekt auf die Zellzyklus-Kontrollpunkte wurde mittels FACS-Analyse
(fluorescence activated cell sorting) an in Methanol fixierten Zellen der oben genannten 4
glialen Zelllinien analysiert (siche 4.2.10). Die Zelllinien wurden wie unter 4.2.2/4.2.3
beschrieben mit den Inhibitoren behandelt und mit 6 Gy bestrahlt. Als Kontrolle wurden
nichtbestrahlte unbehandelte und nichtbestrahlte behandelte Zellen mitgefiihrt.

Im Folgenden sind die gewonnenen Ergebnisse beschrieben und mittels Histogrammen
wiedergegeben. Zusdtzlich sind die Resultate prozentual in den jeweiligen Tabellen

aufgelistet.

5.3.1 Kontrolle

Bei der Zelllinie G139 befanden sich die meisten der unbehandelten Zellen in der G2/M-
Phase, die wenigsten in der S-Phase.

Die weiteren drei Zelllinien zeigten sehr #hnliche Ergebnisse in der Kontrolle: Die
liberwiegende Anzahl der Zellen befanden sich hier in der GO/G1-Phase und die wenigsten in

der G2/M-Phase.

G139 LN229 LN18 G109

Abb. 10: FACS-Analyse der unbehandelten und nichtbestrahlten glialen Zelllinien

G0/G1-Phase S-Phase G2/M-Phase
Probennummer [%] [%] [%]
G139, Kontrolle 29,90 26,00 44,00
LN229, Kontrolle 54,70 27,20 18,10
LN18, Kontrolle 48,70 32,20 19,10
G109, Kontrolle 47,60 41,60 10,80

Tab. 10: Prozentuale Darstellung der in der FACS-Analyse gewonnenen Ergebnisse
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5.3.2 Behandlung mit Rapamycin

Nach Behandlung mit Rapamycin zeigt sich bei der Zelllinie G139 ein deutlicher Anstieg des
Anteils der Zellen in der GO/G1-Phase als Zeichen einer G1-Arretierung. Bei der LN229-
Zelllinie findet sich ebenfalls ein Anstieg der in der GO/G1-Phase befindlichen Zellen, jedoch
sehr gering ausgepragt. Bei der Zelllinie LN18 kommt es nach Behandlung mit Rapamycin zu
einer Reduktion der Zellen in der GO/G1-Phase und der G2/M-Phase; die grofite Anzahl der
Zellen befindet sich hier in der S-Phase. Bei der G109-Zelllinie zeigt sich als Zeichen des G1-

Arrests auch eine geringe Zunahme des Anteils der Zellen in der GO/G1-Phase.

G139 LN229 LN18 G109

Abb. 11: FACS-Analyse der glialen Zelllinien nach Rapamycin-Behandlung

G0/G1-Phase S-Phase G2/M-Phase
Probennummer [%] [%] [%]
G139, Rapamycin 55,20 22,90 21,90
LN229, Rapamycin 56,10 37,80 6,10
LN18, Rapamycin 41,30 49,90 8,80
G109, Rapamycin 52,20 47,80 0,00

Tab. 11: Prozentuale Darstellung der in der FACS-Analyse gewonnenen Ergebnisse

5.3.3 Behandlung mit LY 294002

Die G139-Zelllinie zeigte eine G2/M-Arretierung. Bei LN229-Zellen zeigte sich ein geringer
Anstieg der Zellen in der GO/G1-Phase als Zeichen eines G1-Arrests. Die Zelllinie LN18 wies
einen deutlichen Anstieg der Zellen in der S-Phase auf, bei gleichzeitiger Reduktion der
Gesamtzahl der Zellen in der GO/G1- und G2/M-Phase.
Die G109-Linie wurde durch die Behandlung mit LY 294002 so geschédigt, dass eine
Auswertung mittels FACS-Analyse nicht mdglich war.
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G139 LN229 LN18

Abb. 12: FACS-Analyse der glialen Zelllinien nach Behandlung mit LY 294002

G0/G1-Phase S-Phase G2/M-Phase
Probennummer [%] [%] [%]
G139, LY 20,60 26,60 52,80
LN229, LY 59,60 23,30 17,00
LN18, LY 38,80 53,90 7,40
G109, LY nicht auswertbar

Tab. 12: Prozentuale Darstellung der in der FACS-Analyse gewonnenen Ergebnisse
5.3.4 Bestrahlung

Nach Bestrahlung zeigten alle Zelllinien auler den LN229-Zellen einen Anstieg des Anteils
der Zellen in der G2/M-Phase als Zeichen eines G2/M-Arrests. Am deutlichsten ausgeprégt
zeigte sich dies bei der Zelllinie G139, am wenigsten bei den Zellen LN18.

Bei den LN229-Zellen zeigte sich keine wesentliche Verdanderung der prozentualen Anteile

der Zellen nach Bestrahlung.

G139 LN229 LNI18 G109

Abb. 13: FACS-Analyse der glialen Zelllinien nach Bestrahlung (6 Gy)

166
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G0/G1-Phase S-Phase G2/M-Phase
Probennummer [%] [%] [%]
G139, 6Gy 6,20 20,20 53,40
LN229, 6Gy 54,70 28,80 16,50
LN18, 6Gy 38,50 42,00 19,60
G109, 6Gy 39,80 33,50 27,00

Tab. 13: Prozentuale Darstellung der in der FACS-Analyse gewonnenen Ergebnisse

5.3.5 Bestrahlung und Behandlung mit Rapamycin

Die Zelllinien G139 und LN229 wiesen nach Bestrahlung und zusétzlicher Rapamycin-
Behandlung eine G1-Arretierung auf, die bei den LN229-Zellen deutlicher ausgeprigt war.
Bei den Zelllinien LN18 und G109 kam es zu einem Anstieg des Anteils der Zellen in der
G2/M-Phase als Zeichen eines G2/M-Arrests.

G139 LN229 LN18 G109

0 1023

Abb. 14: FACS-Analyse der glialen Zelllinien nach Bestrahlung (6 Gy) und Rapamycin-

Behandlung
G0/G1-Phase S-Phase G2/M-Phase
Probennummer [%] [%] [%]
G139, 6Gy + Rapamycin 35,00 35,40 29,60
LN229, 6Gy + Rapamycin 81,60 18,40 0,00
LN18, 6Gy + Rapamycin 44,40 36,00 19,60
G109, 6Gy + Rapamycin 38,30 47,40 14,60

Tab. 14: Prozentuale Darstellung der in der FACS-Analyse gewonnenen Ergebnisse
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5.3.6 Bestrahlung und Behandlung mit LY 294002

Bei den G139- und LN18-Zellen kam es zu einer Reduktion der Gesamtzahl der Zellen in der
GO0/G1-Phase und S-Phase mit einer Erh6hung des G2/M-Anteils als Zeichen eines G2/M-
Arrests. Bei der LN229-Zelllinie kam es zu einer deutlichen Zunahme des GO/G1-Anteils,
wihrend die anderen beiden Phasen an Anteil verloren. Es kam hier also zu einer GI-
Arretierung nach Bestrahlung und zusétzlicher Behandlung mit LY 294002.

Die G109-Linie wurde durch die Behandlung mit LY 294002 so geschédigt, dass eine
Auswertung mittels FACS-Analyse nicht mdglich war.

G139 LN229 LN18

Abb. 15: FACS-Analyse der glialen Zelllinien nach Bestrahlung (6 Gy) und LY-Behandlung

G0/G1-Phase S-Phase G2/M-Phase
Probennummer [%] [%] [%]
G139, 6Gy +LY 13,10 20,90 66,00
LN229, 6Gy + LY 67,90 20,40 11,70
LN18, 6Gy +LY 25,80 25,60 48,60
G109, 6Gy +LY nicht auswertbar

Tab. 15: Prozentuale Darstellung der in der FACS-Analyse gewonnenen Ergebnisse
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5.4  Bestrahlungseffekt auf Signalwege

Der Bestrahlungseffekt auf die Signalwege wurde mittels Westernblot-Analyse an
Proteinextrakten der oben genannten 4 humanen GBM-Zelllinien durchgefiihrt. Die Zelllinien
wurden wie unter 4.2.2/4.2.3 beschrieben mit LY 294002 oder Rapamycin vorbehandelt und
mit 6 Gy bestrahlt. Als Kontrollen wurden Proteinextrakte von nichtbestrahlten

unbehandelten und nichtbestrahlten behandelten Zellen mitgefiihrt.

5.4.1 Phosphorylierung von Akt

Zur Detektion des phosphorylierten Akt sowie des Gesamt-Akt wurden die unter 4.1.4
genannten Antikorper benutzt. Diese Antikorper reagieren mit Akt als eine 60 kDa Bande in

der Westernblot-Analyse.

Fiir die verschiedenen Zelllinien zeigten sich unterschiedliche Ergebnisse.

Bei der G139-Zelllinie zeigte sich, dass die Behandlung mit Rapamycin mit und ohne
Bestrahlung sowie die Behandlung mit LY 294002 zu einer Abnahme der Intensitdt der
immunreaktiven Bande fiihrte. Bei Behandlung mit LY 294002 und Bestrahlung zeigte sich
diese Abnahme noch deutlicher. Hingegen wiesen die Kontrolle und die nur bestrahlten
Zellen eine starke Intensitit auf.

Bei der LN229-Zelllinie zeigte sich, dass Bestrahlung sowie Bestrahlung und Rapamycin-
Behandlung zu einer deutlichen Intensitdtszunahme der immunreaktiven Bande fiihrten.

Bei der Kontrolle und den weiteren Behandlungen konnte keine Intensitit der Bande
nachgewiesen werden.

Bei der LN18-Zelllinie fiihrte Bestrahlung sowie Behandlung mit LY 294002 zu einer
deutlichen Zunahme der Intensitét. Die Kontrolle und alle anders behandelten Zellen wiesen
eine geringe Intensitdt auf.

Bei der G109-Zellinie zeigte sich unter Beriicksichtigung der ungleichméfigen Expression
des Gesamtproteins eine Zunahme der Intensitét der immunreaktiven Bande bei Bestrahlung.

Die Kontrolle sowie alle anders behandelten Zellen zeigten eine geringe Intensitit.
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Behandlung mit Rapamycin:

G139 LN229 LNI18 G109

— ok — — — — CEED S —
6Gy+ 6Gy Ra Ko 6Gy+ 6Gy Ra Ko 6Gy+ 6Gy Ra Ko 6 Gyt 6Gy Ra Ko
Ra Ra Ra Ra

Abb. 16: Nachweis von phosphoryliertem Akt nach Stimulation mit Rapamycin und

Bestrahlung.

G139 LN229 LNI18 G109
- TS G = - ow T =N -_— -
6Gy+ 6Gy Ra Ko 6Gy+ 6Gy Ra Ko 6Gy+ 6Gy Ra Ko 6Gy+ 6Gy Ra Ko

Ra Ra Ra Ra

Abb. 17: Expressionskontrolle von unphosphoryliertem Akt (Gesamt-Akt) bei demselben Blot
wie Abbildung oben. Hier zeigt sich, dass in den Spuren von Rapamycin-Behandlung mit
Bestrahlung und Bestrahlung allein bei der Zelllinie G109 etwas weniger Akt exprimiert wird

als in den restlich; ansonsten zeigt sich eine gleichmdfsige Expression des Proteins.

Behandlung mit LY 294002:

G139 LN229 LN18 G109
6Gy+ LY 6Gy+ LY 6Gy+ LY 6Gy+ LY
LY LY LY LY

Abb. 18: Nachweis von phosphoryliertem Akt nach Stimulation mit LY 294002 und

Bestrahlung.

G139 LN229 LN18 G109
-t -— - — . e

6Gy+ LY 6Gy+ LY 6Gy+ LY 6Gy+ LY

LY LY LY LY

Abb. 19: Expressionskontrolle von unphosphoryliertem Akt (Gesamt-Akt) bei demselben Blot

wie Abbildung oben. Hier zeigt sich eine gleichmdfsige Expression des Proteins.
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5.4.2 Phosphorylierung von p70 S6K

Zur Detektion der phosphorylierten p70 S6K sowie der Gesamt-p70 S6K wurden die unter
4.1.4 genannten Antikorper verwendet. Diese Antikorper reagieren mit p70 S6K als eine 70
kDa Bande. Die phosphorylierte p70 S6K reagiert zusétzlich als eine 85 kDa Bande im
Westernblot.

Bei der G139-Zelllinie zeigte die Kontrolle sowie die mit Rapamycin und Bestrahlung
behandelten Zellen eine schwache Intensitit der immunreaktiven Bande. Bei Behandlung mit
Rapamycin oder Bestrahlung konnte keine immunreaktive Bande nachgewiesen werden. Mit
LY 294002 mit und ohne Bestrahlung behandelten Zellen zeigte sich eine starke Intensitét.
Bei der LN229-Zelllinie konnte bei der Kontrolle und bei Rapamycinbehandlung mit und
ohne Bestrahlung keine immunreaktive Bande nachgewiesen werden. Alle anders behandelten
Zellen zeigten eine geringe Intensitit.

Bei der LNI18-Zelllinie zeigte die Kontrolle sowie die mit Rapamycin mit und ohne
Bestrahlung vorbehandelten Zellen keine immunreaktive Bande. Hingegen bei Bestrahlung
und Behandlung mit LY 294002 sowie bei Bestrahlung allein konnte eine starke Intensitét
nachgewiesen werden. Behandlung mit LY 294002 allein fiihrte zu einer gering ausgeprigten
immunreaktiven Bande.

Bei der G109-Zellinie zeigte sich eine Zunahme der Intensitdt der immunreaktiven Bande
durch Bestrahlung. Bei der Kontrolle sowie bei Behandlung mit LY mit und ohne Bestrahlung
konnte eine schwache Intensitdt nachgewiesen werden. Behandlung mit Rapamycin mit und

ohne Bestrahlung zeigten keinen Nachweis einer Intensitit.

Behandlung mit Rapamycin:

G139 LN229 LNI18 G109

~_
6Gy+ 6Gy Ra Ko 6Gy+ 6Gy Ra Ko 6Gy+ 6Gy Ra Ko 6 Gyt 6Gy Ra Ko
Ra Ra Ra Ra

Abb. 20: Nachweis von phosphorylierter p70 S6K nach Stimulation mit Rapamycin und
Bestrahlung.
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G139 LN229 LNI18 G109

= - — p— B 52 o -
6Gy+ 6Gy Ra Ko 6Gy+ 6Gy Ra Ko 6Gy+ 6Gy Ra Ko 6 Gyt 6Gy Ra Ko
Ra Ra Ra Ra

Abb. 21: Expressionskontrolle von unphosphorylierter p70 S6K (Gesamt-p70 S6K) bei
demselben Blot wie Abbildung oben. Hier zeigt sich, dass in den Spuren von Rapamycin-
Behandlung mit Bestrahlung und Bestrahlung allein bei der Zelllinie G109 etwas weniger
Gesamt-p70 S6K exprimiert wird als in den restlichen;,  ansonsten zeigt sich eine

gleichmdfsige Expression des Proteins.

Behandlung mit LY 294002:

G139 LN229 LNI8 G109
- a)” T — —
6Gy+ LY 6Gy+ LY 6Gy+ LY 6Gy+ LY

LY LY LY LY

Abb. 22: Nachweis von phosphorylierter p70 S6K nach Stimulation mit LY 294002 und
Bestrahlung.

G139 LN229 LNI8 G109

nt o P - ~ .

6Gy+ LY 6Gy+ LY 6Gy+ LY 6Gy+ LY
LY LY LY LY

Abb. 23: Expressionskontrolle von unphosphorylierter p70 S6K (Gesamt-p70 S6K) bei
demselben Blot wie Abbildung oben. Hier zeigt sich eine gleichmdfsige Expression des

Proteins.

5.4.3 Phosphorylierung von MAPK

Mit Hilfe des Phospho-p44/p42 MAPK Antikorpers und des p44/42 MAPK Antikorpers
wurden die phosphorylierte und unphosphorylierte MAPK in Proteinextrakten der 4 humanen



49

GBM-Zelllinien nachgewiesen. Der Antikorper erkennt sowohl die 42 kDa als auch die 44
kDa Isoformen der MAPK, die dann als Doppelbande erscheinen.

Bei der G139-Zelllinie zeigte sich eine starke Intensitét bei allen Proteinextrakten auller bei
Kontrolle und Rapamycin-Behandlung, die eine schwache Intensitit aufwiesen. Die
Expression der unphosphorylierten MAPK war jedoch auch bei diesen beiden Banden
geringer ausgepragt.

Bei der LN229-Zelllinie zeigte sich dasselbe Ergebnis wie bei der G139-Linie.

Bei der LN18-Zelllinie konnte bei der Kontrolle und Rapamycin-Behandlung eine geringe
Intensitit der immunreaktiven Bande nachgewiesen werden, alle anders behandelten Zellen
wiesen eine starke Intensitét auf, bei gleichmiBiger Expression des Gesamt-Proteins.

Bei der G109-Zelllinie zeigten alle Proteinextrakte eine starke Intensitit der immunreaktiven
Bande. Bei allen vier Zelllinien zeigt nach Behandlung mit LY 294002 alleine oder in

Kombination mit Bestrahlung eine starke Intensitéit der Bande.

Behandlung mit Rapamycin:

G139 LN229 LN18 G109
| —
_——— = D -_——— -
6Gy+ 6Gy Ra Ko 6Gy+ 6Gy Ra Ko 6Gy+ 6Gy Ra Ko 6Gy+ 6Gy Ra Ko
Ra Ra Ra Ra

Abb. 24: Nachweis von phosphorylierter MAPK nach Stimulation mit Rapamycin und

Bestrahlung.

G139 LN229 LN18 G109

- - = = P - = = -
6Gy+ 6Gy Ra Ko 6Gy+ 6Gy Ra Ko 6Gy+ 6Gy Ra Ko 6Gy+ 6Gy Ra Ko
Ra Ra Ra Ra

Abb. 25: Expressionskontrolle von unphosphoryliertem MAPK. Hier zeigt sich, dass in der
Spur von Rapamycin-Behandlung verbunden mit Bestrahlung bei der Zelllinie G109 etwas
weniger MAPK exprimiert wird als in den restlichen, ansonsten zeigt sich eine gleichmdfige

Expression des Proteins.
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Behandlung mit LY 294002:

G139 LN229 LNI18 G109
E -l gy -ae
6Gy+ LY 6Gy+ LY 6Gy+ LY 6Gy+ LY
LY LY LY LY

Abb. 26: Nachweis von phosphorylierter MAPK nach Stimulation mit LY 294002 und

Bestrahlung.

G139 LN229 LN18 G109
e — - =
6Gy+ LY 6Gy+ LY 6Gy+ LY 6Gy+ LY
LY LY LY LY

Abb. 27: Expressionskontrolle von unphosphoryliertem MAPK. Es zeigt sich eine

gleichmdfsige Kontrolle des Proteins.

5.4.4 Phosphorylierung von SAPK/JNK

Zur Detektion der phosphorylierten SAPK/INK sowie der Gesamt-SAPK/JNK wurden die
unter 4.1.4 genannten Antikorper verwendet. Der Antikorper erkennt sowohl die 46 kDa als

auch die 54 kDa Isoformen der SAPK/JNK, die dann als Doppelbande erscheinen.

Bei der G139-Zelllinie fithrte LY 294002-Behandlung zu einer ausgeprigten, zusitzliche
Bestrahlung zu einer geringen Intensitdt der immunreaktiven Bande. Bei der Kontrolle und
allen anders behandelten Zellen konnten keine Bande nachgewiesen werden.

Bei der LN229-Zelllinie fiihrte Bestrahlung allein sowie zusétzliche Rapamycin- oder LY-
Behandlung zu einer schwach ausgeprédgten Intensitdt. Bei der Kontrolle und den anders
behandelten Zellen zeigte sich keine immunreaktive Bande im Westernblot.

Bei der LN18-Zelllinie konnte keine immunreaktive Bande nachgewiesen werden, lediglich
bei Bestrahlung zeigte sich eine geringe Intensitit.

Bei der G109-Zellinie fiihrte Behandlung mit LY 294002 mit und ohne Bestrahlung zu einer
starken Intensitdt, alle weiteren behandelten Zellen sowie die Kontrolle fiihrten zu keiner

nachweisbaren immunreaktiven Bande.
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Behandlung mit Rapamycin:

G139 LN229 LNI18 G109
6Gy+ 6Gy Ra Ko 6Gy+ 6Gy Ra Ko 6 Gy+ 6 Gy Ra Ko 6 Gy+ 6 Gy Ra Ko
Ra Ra Ra Ra

Abb. 28: Nachweis von phosphorylierter SAPK/JNK nach Stimulation mit Rapamycin und

Bestrahlung.
G139 LN229 LNI8 G109
| ] A \"
R o Bl v i 4 * \ .
— W = \ \ -4 .
6Gy+ 6Gy Ra Ko 6 Gy+ 6 Gy Ra Ko 6 Gy+ 6 Gy Ra Ko 6 Gy+ 6 Gy RaKo
Ra Ra Ra Ra

Abb. 29: Expressionskontrolle von unphosphoryliertem SAPK/JNK. Es zeigt sich eine

gleichmdfsige Expression des Proteins.

Behandlung mit LY 294002:
G139 LN229 LN18 G109

A - -
6 Gy+ LY 6Gy+ LY 6Gy+ LY 6Gy+ LY
LY LY LY LY

Abb. 30: Nachweis von phosphorylierter SAPK/JNK nach Stimulation mit LY 294002 und

Bestrahlung.

G139 LN229 LN18 G109

2 ¥ @B [
. L e o - jres——

6Gy+ LY 6 Gy+ LY 6 Gy+ LY 6Gy+ LY

LY LY LY LY

Abb. 31: Expressionskontrolle von unphosphoryliertem SAPK/JNK. Es zeigt sich eine

gleichmdfsige Expression des Proteins.
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5.4.5 Nachweis von cleaved-PARP und PARP

Zur Detektion von cleaved-PARP sowie PARP wurden die unter 4.1.4 aufgefiihrten
Antikorper verwendet. Diese Antikorper reagieren mit cleaved-PARP als eine 89 kDa Bande.
PARP reagiert zusitzlich als eine 116 kDa Bande im Westernblot.

Bei der G139-Zelllinie zeigte die Kontrolle sowie alle behandelten Zellen (aufer alleinige
Behandlung mit LY 294002) eine schwache Intensitit der immunreaktiven Bande cleaved-
PARP. Behandlung mit LY 294002 fiihrte zu einer Zunahme der Intensitit.

Der Nachweis von PARP zeigte bei allen Proteinextrakten eine gleichméBige schwache
Expression der immunreaktiven Bande.

Bei der LN229-Zelllinie konnte bei der Kontrolle, bei den bestrahlten Zellen sowie bei
Behandlung mit Rapamycin mit und ohne Bestrahlung eine schwache Bande cleaved-PARP
nachgewiesen werden. Behandlung mit LY 294002 mit und ohne Bestrahlung fiihrte zu einer
Intensitidtszunahme. Der Nachweis von PARP zeigte bei Kontrolle und Behandlung mit
Rapamycin eine schwache Intensitdt der immunreaktiven Bande und ein starke bei allen
anderen Proteinextrakten.

Bei der LN18-Zelllinie konnte bei der Kontrolle keine Bande cleaved-PARP nachgewiesen
werden. Bestrahlung sowie Behandlung mit Rapamycin mit und ohne Bestrahlung fiihrte zu
einer mafigen Zunahme der Intensitit der immunreaktiven Bande. Behandlung mit LY
294002 mit und ohne Bestrahlung fiihrte zu einer starken Expression der Bande.

Der Nachweis von PARP zeigte bei Kontrolle und Behandlung mit Rapamycin mit und ohne
Bestrahlung eine schwache Expression des Proteins, Bestrahlung sowie Behandlung mit LY
294002 mit und ohne Bestrahlung eine starke Expression.

Bei der G109-Zelllinie zeigte sowohl der Nachweis von cleaved-PARP als auch von PARP

bei allen Proteinextrakten eine schwache Expression der immunreaktiven Bande.

Behandlung mit Rapamycin:

G139 LN229 LNI18 G109

C— — -

- - - - " -
6Gy+ 6Gy Ra Ko 6Gy+ 6Gy Ra Ko 6Gy+ 6Gy Ra Ko 6Gy+ 6Gy Ra Ko
Ra Ra Ra Ra

Abb. 32: Nachweis von cleaved-PARP nach Stimulation mit Rapamycin und Bestrahlung.
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G139 LN229 LNI18 G109
b - - - —— a— -
= pﬂ— e
==
6 Gy+ 6 Gy Ra Ko 6 Gy+ 6Gy Ra Ko 6Gy+ 6Gy Ra 6 Gyt 6Gy Ra Ko
Ra Ra Ra Ra

Abb. 33: Expressionskontrolle von PARP.

Behandlung mit LY 294002:

G139 LN229 LN18

— Sha -
6 Gy+ LY 6 Gy+ LY 6 Gy+ LY
LY LY LY

G109

6Gy+ LY
LY

Abb. 34: Nachweis von cleaved-PARP nach Stimulation mit LY 294002 und Bestrahlung.

G139 LN229 LNI18

— — — .
6Gy+ LY 6Gy+ LY 6Gy+ LY
LY LY LY

Abb. 35: Expressionskontrolle von PARP.

G109

6Gy+ LY
LY
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5.4.6 Zusammenfassende Darstellung

Zur iibersichtlicheren Darstellung der in den Westernblot-Analysen gewonnenen Ergebnisse
wurden alle Intensitdten der verschiedenen Antikorper nachfolgend in Tabellenform noch

einmal gesondert fiir jede Zelllinie aufgefiihrt.

Die verschiedenen Intensititen wurden in 3 Abstufungen dargestellt ( ++ : starke,

+ : schwache, - : keine Intensitét):

G139 Kontrolle |Ra LY 6 Gy Ra+6Gy |LY + 6Gy
Phospho-Akt ++ + + ++ + -
Akt ++ ++ ++ ++ ++ ++
Phospho-p70 S6K + - ++ - + ++
p70 S6K ++ ++ ++ ++ ++ ++
Phospho-MAPK + + ++ ++ ++ ++
MAPK + + ++ ++ ++ ++
Phospho-SAPK/JNK - - ++ - - +
SAPK/INK ++ ++ ++ ++ ++ ++
Cleaved-PARP + + ++ + + +
PARP + + + + + +
LLN229 Kontrolle |Ra LY 6 Gy Ra+6Gy |LY + 6Gy
Phospho-Akt - - - 1+ ++ _
Akt ++ ++ ++ ++ ++ ++
Phospho-p70 S6K - - + + - +
p70 S6K ++ ++ ++ ++ ++ ++
Phospho-MAPK + + ++ ++ ++ ++
MAPK + + ++ ++ ++ ++
Phospho-SAPK/JNK - - - + + +
SAPK/INK ++ ++ ++ ++ ++ ++
Cleaved-PARP + + ++ + + ++
PARP + + ++ ++ ++ ++
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LN18 Kontrolle |Ra LY 6 Gy Ra+ 6Gy |LY + 6Gy
Phospho-Akt + + ++ ++ + +
Akt ++ ++ ++ ++ ++ ++
Phospho-p70 S6K - - + ++ - ++
p70 S6K ++ ++ ++ ++ ++ ++
Phospho-MAPK + + ++ ++ ++ ++
MAPK ++ ++ ++ ++ ++ ++
Phospho-SAPK/JNK - - - + - -
SAPK/INK ++ ++ ++ ++ ++ ++
Cleaved-PARP - + ++ + + ++
PARP + + ++ ++ + ++
G109 Kontrolle |Ra LY 6 Gy Ra+ 6Gy |LY + 6Gy
Phospho-Akt + + + ++ + +
Akt ++ ++ ++ + + ++
Phospho-p70 S6K + - + ++ - +
p70 S6K ++ ++ ++ + + ++
Phospho-MAPK ++ ++ ++ ++ ++ ++
MAPK ++ ++ ++ ++ + ++
Phospho-SAPK/JNK - - ++ - - ++
SAPK/INK ++ ++ ++ ++ ++ ++
Cleaved-PARP + + + + + +
PARP + + + + + +

Tab. 16: Zusammenfassende Darstellung der Westernblot-Ergebnisse
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5.5  Quantitative Zellschiidigung

Zur Bestimmung der quantitativen Zellschadigung wurde ein Zellproliferations-Assay nach
Versteeg (Versteeg et al. 2000) durchgefiihrt (siche 4.2.11). Die glialen Zelllinien wurden wie
unter 4.2.2/4.2.3 beschrieben vorbehandelt und bestrahlt. Als Kontrolle wurden
nichtbestrahlte unbehandelte und nichtbestrahlte behandelte Zellen mitgefiihrt.

5.5.1 Zelllinie G139

Hier zeigte sich eine Reduktion der Lebensfahigkeit der Zellen 24 h nach Bestrahlung um 13
%. Zusdtzliche Behandlung mit LY 294002 bzw. Rapamycin fiihrte zu einer Reduktion um
jeweils 24 %.

Alleinige Behandlung mit den Inhibitoren fiihrte jedoch auch zu einer Zellschidigung (18 %
bei LY-Behandlung; 19 % bei Rapamycin-Behandlung).

Ohne Bestrahlung 6 Gy
G139 Absorption Uberlebende Absorption Uberlebende
Zellen in % Zellen in %
Kontrolle 0,241 100 0,210 87
LY 294002 0,198 82 0,183 76
Rapamycin 0,195 81 0,182 76

Tab. 17: Zellschidigung nach Bestrahlung sowie Behandlung mit Inhibitoren bei der glialen
Zelllinie G139
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Abb. 36: Graphische Darstellung der im Zellproliferationsassay gewonnenen Ergebnisse

(iiberlebende Zellen in Prozent)

5.5.2 Zelllinie LN229

Nach Bestrahlung konnte bei dieser Zelllinie eine Reduktion der Lebensfahigkeit um 6 %

nachgewiesen werden. Zusétzliche Behandlung mit LY 294002 fiihrte zu einer Verminderung

um 14 %, bei Behandlung mit Rapamycin um 22 %. Alleinige Behandlung mit den

Inhibitoren fiihrte auch bei diesen Zellen zu einer Zellschidigung um 11 %.

Ohne Bestrahlung 6 Gy
LN229 Absorption Uberlebende Zellen Absorption Uberlebende
in % Zellen in %
Kontrolle 0,253 100 0,238 94
LY 294002 0,226 89 0,217 86
Rapamycin 0,225 89 0,198 78

Tab. 18: Zellschidigung nach Bestrahlung sowie Behandlung mit Inhibitoren bei der glialen

Zelllinie LN229
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5.5.3 Zelllinie LN18

37: Graphische Darstellung der im Zellproliferationsassay gewonnenen Ergebnisse

Bestrahlung fiihrte bei LN18-Zellen zu einer Reduktion der Zelllebensfahigkeit um 11 %.

Gleichzeitige Behandlung mit LY 294002 oder Rapamycin fiihrte zu einer Reduktion um 34

% bzw. 20 %.

Wurden die Zellen nur mit den Inhibitoren behandelt, zeigte sich ebenfalls eine

Zellschiadigung (23 % bei LY-Behandlung; 15 % nach Behandlung mit Rapamycin).

Ohne Bestrahlung 6 Gy
LN18 Absorption Uberlebende Zellen Absorption Uberlebende
in % Zellen in %
Kontrolle 0,228 100 0,203 89
LY 294002 0,175 77 0,151 66
Rapamycin 0,194 85 0,182 80

Tab. 19: Zellschidigung nach Bestrahlung sowie Behandlung mit Inhibitoren bei der glialen

Zelllinie LN18
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Abb. 38: Graphische Darstellung der im Zellproliferationsassay gewonnenen Ergebnisse

5.5.4 Zelllinie G109

Hier zeigte sich eine Reduktion der Lebensfdhigkeit der G109-Zellen 24 h nach Bestrahlung

um 2 %. Zusétzliche Behandlung mit LY 294002 fiihrte zu einer starken Verminderung der

Lebensfahigkeit um 60 %. Alleinige LY-Behandlung zeigte eine Reduktion um 56 %. Dieser

Effekt zeigte sich auch bei Rapamycin-Behandlung (20 %) und zusétzlicher Bestrahlung (24

%).
Ohne Bestrahlung 6 Gy
G109 Absorption Uberlebende Absorption Uberlebende
Zellen in % Zellen in %
Kontrolle 0,236 100 0,231 98
LY 294002 0,104 44 0,095 40
Rapamycin 0,189 80 0,178 76

Tab. 20: Zellschidigung nach Bestrahlung sowie Behandlung mit Inhibitoren bei der glialen

Zelllinie G109
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39: Graphische Darstellung der im Zellproliferationsassay gewonnenen Ergebnisse
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6. DISKUSSION

GBM (Glioblastome) sind die héufigsten und bosartigsten Tumoren unter den glialen
Tumoren. Die Prognose ist nach wie vor schlecht. Die Uberlebensdauer der Patienten erreicht
nach Diagnosestellung kaum mehr als 12 Monate. Das GBM wiéchst infiltrierend in das
benachbarte Hirngewebe ein, so dass eine kurative chirurgische Resektion meist nicht
moglich ist. Folglich sind adjuvante Regime wie Bestrahlung und Chemotherapie wichtige
therapeutische Optionen. Viele klinische Studien konnten zeigen, dass Radiotherapie bei den
meisten Patienten mit GBM zu einer Verldngerung der Uberlebenszeit fiihrt. Sie kann die
Uberlebenszeit jedoch nur auf 14 Monate verldngern (Grossman und Batara 2004).

Eine neue Therapiemdglichkeit, die Uberlebensdauer der Patienten mit GBM zu verlingern,
wire nun eine Kombination mit Chemotherapeutika, die die Effektivitit der Bestrahlung
verbessern, indem sie entweder die Tumorzellen radiosensitiver machen und/oder in

entscheidende zelluldre Signalwege eingreifen.

Man konnte beobachten, dass verschiedene zelluldre Kontrollmechanismen Ziel genetischer
Alterationen wihrend der Entstehung des malignen Phénotyps der GBM-Zellen sind (Ohgaki
und Kleihues 2005). Unter anderem zdhlen Verdnderungen im p53-System sowie die
Amplifikation des EGFR-Gens und die Deletion des PTEN-Gens, die erhebliche funktionelle
Auswirkungen auf die zelluldre Signaltransduktion nach sich ziehen, hinzu. Das p53-System
spielt eine wichtige Rolle bei der genomischen Integritit von Zellen. Es konnte gezeigt
werden, dass p53 eine zentrale Stelle in der Zellantwort auf ionisierende Strahlung einnimmt.
Der EGF-Rezeptor ist als transmembrane Rezeptortyrosinkinase an der Wachstumsfaktor-
vermittelten Aktivierung intrazelluldrer Signalwege beteiligt (Kao et al. 2001, Buolamwini
2000). Ein wichtiger Signalweg, der durch die EGF-Uberexpression aktiviert wird, ist der
PI3K-Signalweg. PTEN kann die PI3K in der D3-Position dephosphorylieren und ist damit
der direkte Gegenspieler der PI3K (Vazquez und Sellers 2000). Folglich fiihrt eine PTEN-
Deletion zu einer konstitutiven Aktivierung des PI3K-Signalweges. Diese Daten deuten auf
eine Rolle des PI3K/Akt-Signalweges fiir die Uberwindung des Zelltodes auch in
Tumorzellen hin.

Natiirlich werden auch andere Signalwege als Reaktion auf die Aktivierung des PI3K-Weges

aktiviert. Jedoch hat gerade Akt aufgrund seiner Schliisselrolle im Bereich des zelluldren
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Uberlebens, der Apoptose und eventuell auch bei der Antwort auf Bestrahlung unsere

Aufmerksamkeit auf sich gezogen.

Es konnten mittlerweile viele Zielmolekiile von Akt identifiziert werden, wie z.B. BAD und
Caspase 3. Weiterhin ist Akt als Regulator an der Initiierung der Proteintranslation beteiligt,
und es konnte gezeigt werden, dass die ribosomale S6Kinase in einem Akt-abhdngigem
Schritt phosphoryliert wird. Dieser Signalweg wird durch mTOR kontrolliert, welches
wiederum ein indirekter Angriffspunkt der Akt ist. Der Inhibitor Rapamycin bindet spezifisch
an mTOR und blockiert somit die Proteintranslation und die Zellproliferation. Einige
Forschergruppen konnten zeigen, dass Tumoren mit PTEN-Mutationen besonders vulnerabel
gegeniiber der Behandlung mit Rapamycin sind (Garber 2001). PTEN-Mutationen sind bei
malignen Gliomen relativ hdufig nachweisbar, so dass eine Kombination der Behandlung mit
Rapamycin und Bestrahlung eine neue Therapiemoglichkeit bei malignen Gliomen sein
konnte.

Diese Art der Tumortherapie, bei der die Chemotherapie zielgerichtet an einzelnen Molekiilen
ansetzt, wird als sog. ,.,fargeted therapy* bezeichnet. Sie ist den letzten Jahren immer mehr in

das Blickfeld der Tumorforschung geriickt.

Das Ziel dieser Arbeit war deshalb, den Einfluss des genetischen Hintergrunds auf die
Effektivitit einer kombinierten Behandlung (Inhibitorenbehandlung (LY 294002 bzw.
Rapamycin) und Bestrahlung) bei unterschiedlichen humanen GBM-Zelllinien zu

untersuchen.

6.1 Untersuchte Signalwege

In der Einleitung wurde bereits erwédhnt, dass die dort aufgefiihrten Signalwege nur einen
kleinen Ausschnitt der gesamten Signaltransduktion widerspiegeln (siehe 2.3). In dieser
Arbeit wurde versucht, durch Blockade anti-apoptotischer Signalwege die Radiotherapie bei
malignen Gliomen zu optimieren; daher wurden speziell anti-apoptotische Signalkaskaden,
die bereits in der Literatur bekannt waren, miteinbezogen.

Bereits 1993 konnten von Deimling et al. zeigen, dass verschiedene genetische

Verdnderungen gehduft in glialen Tumoren auftreten, z.B. EGFR-Amplifikation, p53-
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Mutationen, Mutationen im PTEN-Gen (1993). Weiterhin konnten Kleihues und Ohgaki
(Kleihues und Ohgaki 1999, 2005) zeigen, dass eine Assoziation zwischen den klinischen

Varianten und den genetischen Verdnderungen, die in den Tumoren auftreten, besteht.

Es lag daher nahe, humane Gliomzellen zu untersuchen, die o.g. Mutationen aufweisen, und
deren Verhalten gegeniiber Bestrahlung bzw. Behandlung mit Inhibitoren mit humanen

Gliomzellen zu vergleichen, die diese genetischen Verdnderungen gerade nicht zeigen.

Die vier verwendeten Zelllinien stellen ein gut etabliertes Modell fiir GBM-Zellen in der
Zellkultur dar. In Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe (Schlegel et al. 2000; Kraus et al.
2000) wurden die Zelllinien bereits hinsichtlich ihres p53-, PTEN- und Akt-Status
charakterisiert (vgl. Tab. 5). Ausgewidhlt wurden gerade diese vier Linien, da sie sich im

Bezug auf ihren p53- und PTEN-Status alle voneinander unterscheiden:

LN18 LN229 G109 G139
pS3 mutiert wt mutiert wt

wt wt mutiert mutiert
PTEN

Tab. 21: Charakterisierung der verwendeten humanen GBM-Zelllinien

Der PI3K-Signalweg gehort mittlerweile zu den am besten untersuchten anti-apoptotischen
Signalwegen, so dass es naheliegend war, gerade eine Blockade dieses Signalweges zu
betrachten. Er spielt in der Regulation von Transkription, Translation, Proliferation,
Zellwachstum und —iiberleben eine wichtige Rolle. Die Entwicklung und das Wachstum von
Tumoren resultieren meist aus einer Imbalance zwischen Zellproliferation und Apoptose. Der
PI3K-Signalweg ist nun mit beiden dieser Ereignisse verkniipft und in einer Vielzahl von
Tumoren dysreguliert (Khwaja 1999).

Akt als Hauptsubstrat der PI3K vermittelt nach Aktivierung eine Vielzahl von anti-
apoptotischen Signalwegen, u.a. die Inhibierung der Apoptose-induzierenden Caspasen.
Weiterhin konnten verschiedene Arbeitsgruppen einen engen Zusammenhang zwischen Akt
und FRAP/mTOR bzw. der p70 S6K aufzeigen (Brunn et al. 1996; Neshat et al. 2001). Die
PDKI1 kann die p70 S6K direkt oder indirekt iiber mTOR durch Aktivierung von Akt
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aktivieren. Rapamycin, ein Makrolid-Antibiotikum mit potenten antimikrobiellen,
immunsupressiven und zytostatischen Eigenschaften, stellt einen spezifischen Inhibitor von
mTOR dar. Seine antitumordsen Eigenschaften wurden bereits in der Mitte der siebziger
Jahre entdeckt. Die p70 S6K kontrolliert durch ihre Aktivitit Translationsvorgénge und den
Zellzyklus. Die Inhibierung von mTOR blockiert die Signale zu zwei separaten
nachfolgenden Signalwegen, die die Translation einer mRNA kontrollieren, die
verantwortlich fiir den Ubergang aus der G1- in die S-Phase im Zellzyklus ist (Hidalgo und
Rowinsky 2000).

Auch die Zellzyklus-Regulation in der G1-Phase stellt ein vielversprechendes Target in der
Behandlung von Tumoren dar. Es konnte gezeigt werden, dass Gene, die mit der Gl-
Regulation assoziiert sind, eine Schliisselrolle im Rahmen der Proliferation, Differenzierung
und onkogenetischen Transformation sowie im Bereich der Apoptose darstellen (Owa et al.
2001). Wir untersuchten in der vorliegenden Arbeit die Kombination aus Bestrahlung und der

Behandlung mit Inhibitoren auf den Zellzyklus bei unterschiedlichen Zelllinien (sieche oben).

6.2  Eingesetzte Methoden

Durch Behandlung mit Inhibitoren (Rapamycin und LY 294002) wurden gezielt bestimmte
Schliisselenzyme in den untersuchten Signalkaskaden blockiert und deren Auswirkungen
untersucht. Die eingesetzten Inhibitoren zéhlen zu Standardsubstanzen im Bereich der
Signaltransduktion. Sie zeichnen sich in den hier verwendeten Konzentrationen durch eine
hohe Sensitivitdt und Spezifitit aus. Der PI3K-Inhibitor LY 294002 inhibiert sowohl die
Phosphorylierung von PI3K als auch teilweise der p70 S6K, jedoch nicht von p38 oder
MAPK (Gupta et al. 2001). Rapamycin bindet an mTOR und verhindert auf diese Weise die
Phosphorylierung der p70 S6K durch mTOR (Dumont und Su 1996).

Der Inhibitor LY 294002 blockiert in der Signalkaskade weiter oben und wurde u.a. deshalb
ausgewdhlt. Rapamycin blockiert die Signalkaskade einige Schritte unterhalb der PI3K, es
wirkt nicht direkt auf Akt (siche auch Abb. 3).

Die eingesetzten Konzentrationen von LY 294002 (20 uM) und Rapamycin (100 nM) sowie
die Behandlungsdauer der Zellkulturen iiber 24 h wurden aufgrund der signifikanten Effekte
in Etablierungsversuchen ausgewdhlt, die auch in der Literatur beschrieben werden (Semba et

al. 2002; Hu et al. 2000; Zhang et al. 2001).



65

Als Dosis fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Bestrahlungsversuche wurde 6 Gy
ausgewdhlt. In zuvor durchgefiihrten Bestrahlungsreihen (2, 4, 6, 8, 10 Gy) zeigte sich bei
allen vier Zelllinien im Bereich von 4-8 Gy ein im ,,Colony Assay* sichtbarer Effekt auf das
Koloniebildungsverhalten (vgl. Abb. 8 und 9). Die Dosis von 6 Gy wurde gewihlt, da man
bei dieser Dosis zwar eine Verminderung der Koloniegroe und -zahl feststellt, jedoch
weiterhin ein Koloniewachstum sichtbar ist, so dass man den Effekt einer zusitzlichen
Inhibitorenbehandlung, falls vorhanden, beobachten kann.

Im klinischen Alltag werden jedoch weitaus niedrigere Dosen verwendet (z.B. 1,8 Gy/d),
diese aber an aufeinander folgenden Tagen iiber einen Zeitraum von mehreren Wochen.
Aufgrund zeitlicher und technischer Umsténde lieB sich dies bei den Experimenten dieser

Arbeit nicht durchfiihren.

Zur Untersuchung des biologischen Effekts der Behandlung bzw. Bestrahlung wurden sowohl
der Proliferationsassay (Versteeg et al. 2000) sowie der ,,Colony Formation Assay*
durchgefiihrt. Durch Kombination der beiden Untersuchungsmethoden kann man den
biologischen Effekt der Behandlung zu zwei verschiedenen Zeitpunkten beobachten. Der
Proliferationsassay wurde 24 h nach Behandlung durchgefiihrt und vermittelt einen Eindruck
iiber die akute quantitative Zellschddigung. Die Auswertung des ,,Colony Assays* hingegen
erfolgte erst 10 d nach Behandlung und dient somit der Beobachtung des langfristigen Effekts
einer Behandlung bzw. Bestrahlung. Beide Moglichkeiten sind gut etablierte Methoden und

werden bei Untersuchungen der Zellschddigung standardméBig eingesetzt.

Parallel wurden mittels Westernblot o.g. Signalwege auf ihre Aktivierung untersucht. Die
Westernblot-Analysen stellen ein gutes Monitoring fiir den Nachweis einer Aktivierung
verschiedener Kinasen dar. Zusidtzlich untersuchten wir mittels FACS-Analyse die
Auswirkungen der Bestrahlung und/oder Inhibitorenbehandlung auf den Zellzyklus. Die
FACS-Analysen wurden an 24 h nach Behandlung fixierten Zellen durchgefiihrt. In bereits
vorher durchgefiihrten Etablierungsversuchen der Arbeitsgruppe Schlegel (Kraus et al. 2000)
sowie in der Literatur (z.B. Gupta et al. 1996) zeigte sich dieser zeitliche Abstand als

signifikant.
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6.3  Ergebnisse der vorliegenden Arbeit im Einzelnen

Humane Gliomzellen sind hoch resistent gegeniiber experimenteller Radiotherapie. Dies
zeigte sich auch in den zunichst durchgefiihrten Bestrahlungsreihen und anschlieBenden
,Colony Assays“. Selbst bei einer Strahlendosis von 10 Gy war nach 10 d bei allen vier
Zelllinien ein Koloniewachstum nachweisbar.

In den durchgefiihrten ,,Colony Assays®, mit denen man sowohl das zellulire Uberleben als
auch die Proliferation der iiberlebenden Fraktion gut beurteilen kann, zeigte sich, dass sich die
Zelllinien LN18 und G139 sehr resistent gegeniiber Bestrahlung verhalten, wohingegen die
beiden Zelllinien LN229 und G109 eine signifikante Reduktion der grolen Koloniepopulation
aufweisen. Dies lésst sich nur teilweise aus den Ergebnissen in Punkt 5.2 erkennen, da bei der
Auswertung nur Kolonien einer bestimmten Grof3e beriicksichtig werden konnten. Jedoch bei
visuell semiquantitativer Auswertung waren o.g. Ergebnisse signifikant.

Die Behandlung mit Rapamycin allein war am effektivsten in den Zelllinien G109 und G139,
die einen funktionellen Verlust von PTEN aufweisen (siehe Tab. 6 und 9). LN229 und LN18
hingegen zeigen auch eine Reduktion der groBen Kolonien, jedoch insgesamt in geringerem
AusmalB (vgl. Tab. 7 und 8). Vergleicht man letztere beiden Zelllinien untereinander, so fallt
eine stirkere Reduktion bei den LN18-Zellen auf.

Die Kombination experimenteller Bestrahlung und Behandlung mit Rapamycin zeigte in allen
Zelllinien eine deutliche Reduktion der Koloniebildung, jedoch am ausgeprégtesten in der
Zellinie G139, die bei intaktem p53-Status eine PTEN-Mutation aufweist.

Auch bei Betrachtung der kurzfristigen Effekte im Proliferationsassay konnten diese
Ergebnisse teilweise nachgewiesen werden. Hier zeigte sich, dass die Zelllinien LN229 und
G109 kurzfristig resistenter gegeniiber alleiniger Bestrahlung reagieren (sieche Abb. 37 und
39). Bei Behandlung mit Rapamycin alleine sowie mit der Kombination Rapamycin und
Bestrahlung decken sich die Daten mit dem langfristigen Ergebnissen der ,,Colony Assays‘:

am effektivsten in den Zelllinien G109 und G139 (vgl. Abb. 36-39).

Betrachtet man die Ergebnisse nach Behandlung mit dem Inhibitor LY 294002 alleine sowie
in Kombination mit Bestrahlung, so zeigt sich, dass diese Behandlung sowohl im
kurzfristigen Proliferationsassay als auch im langfristigen ,,Colony Assay* in allen Zelllinien
effektiver als die Behandlung mit Rapamycin ist (vgl. 5.2 und 5.5), aufler in der LN229-
Zelllinie.
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Bei allen Zelllinien war die alleinige Behandlung mit LY 294002 effektiver als Rapamycin,
auller in der Zelllinie G139 (vgl. Tab. 6 und Abb. 36).

Es wurden weiterhin Westernblot-Analysen durchgefiihrt, die ein gutes Monitoring des
Aktivitétslevels der verschiedenen Kinasen darstellen.

In allen vier Zelllinien lésst sich nach Bestrahlung eine Aktivierung von Akt nachweisen (vgl.
Abb. 16). Diese Aktivierung lédsst sich durch Behandlung mit LY 294002 reduzieren bzw.
génzlich blockieren (siehe Abb. 18).

In den Zelllinien G109, LN18 und LN229 ldsst sich bei Bestrahlung eine Aktivierung der p70
S6K nachweisen, die durch eine zusétzliche Behandlung mit Rapamycin blockiert werden
kann. Im Gegensatz dazu zeigte die Zelllinie G139, die bei intakten p53-Status kein
funktionierendes PTEN besitzt, keine Aktivierung der p70 S6K nach Bestrahlung (vgl. Abb.
20).

Bei der Untersuchung der MAPK-Gruppe im Westernblot lieen sich keine signifikanten
Ergebnisse erzielen. Lediglich in den Zelllinien LN18 und LN299 konnte nach Bestrahlung
eine Aktivierung der JNK/SAPK nachgewiesen werden (vgl. Abb. 28).

Wir untersuchten den Effekt experimenteller Bestrahlung und Behandlung mit Rapamycin
bzw. LY 294002, alleine oder in Kombination, auf die Zellzyklus-Kontrolle in humanen
Gliomzelllinien. Bestrahlung und Rapamycin zeigten unterschiedliche Effekte auf den
Zellzyklus. Alleinige Behandlung mit Rapamycin fiihrt in den Zelllinien G139 und LN229 zu
einem G1-Arrest, wohingegen die Zelllinien LN18 und G109 eine Zunahme der Zellen in der
S-Phase zeigen (siehe Tab. 11 und Abb. 11).

Alleinige Bestrahlung mit 6 Gy fiihrte zu einem G2/M-Arrest (siche Tab. 13 und Abb. 13).
Wie in Abbildung 14 zu sehen, fiihrte die Kombination beider Behandlungen auch zu einer
Arretierung in G1. Jedoch zeigte sich auch in den Zelllinien LN18 und G109 ein signifikanter
Anstieg der Zellen in der frithen S-Phase.

Die Behandlung mit LY 294002 zeigte keinen signifikanten Einfluss auf das Fortschreiten des
Zellzyklus (vgl. Abb. 12 und 15).
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6.4 Signalwegstatus in Abhdingigkeit von der Bestrahlung

In den zunéchst durchgefiihrten ,,Colony Formation Assays* konnten wir zeigen, dass sich die
verwendeten humanen GBM-Zelllinien hoch resistent gegeniiber experimenteller
Radiotherapie verhalten. Dieses Ergebnis deckt sich sehr gut mit den klinischen Erfahrungen
in der Behandlung von Patienten mit GBM, bei denen die Strahlentherapie die mittlere
Uberlebenszeit meist nur auf 14 Monate verlingern kann (Grossman und Batara 2004).
Jedoch scheint das schlechte klinische Ansprechen des GBM auf therapeutische
Behandlungen nicht nur durch die Resistenz gegeniiber Strahlentherapie erklérbar zu sein. So
konnte Taghian et al. 1992 in der Untersuchung von 21 GBM-Zellinien (1992) zeigen, dass es
auch Zelllinien gibt, die radiosensitiv sind.

Die Zelllinien LN18, LN229 und G109, von denen zwei Linien einen mutierten p53-Status
aufweisen, zeigten sich besonders resistent gegeniiber experimenteller Bestrahlung. Alleinige
Behandlung mit Rapamycin hingegen war am effektivsten in den Zelllinien, die kein intaktes
PTEN besitzen (G109 und GI139). Die Kombination von Bestrahlung und
Rapamycinbehandlung zeigte in allen vier Zelllinien eine deutliche Reduktion der
Koloniebildung, jedoch am ausgeprégtesten in der Zelllinie G139 (p53 wt, PTEN mutiert).
Auch die Gruppe von deGraffenried konnte zeigen, dass Tumoren, die aufgrund ihrer
konstitutiven Akt-Aktivierung besonders resistent gegeniiber Behandlung sind, nach
Rapamycinbehandlung deutlich besser auf eine chemotherapeutische Behandlung reagieren
(2004). Feng et al. konnte kiirzlich zeigen, daB3 die Aktivierung von p53 mTOR inhibiert und
auch weitere nachfolgende Signalwege beeintrachtigt. Weiterhin fiihrt die Aktivierung von
p53 zu einer ansteigenden Expression von PTEN, und hohe Level von PTEN wiederum
blockieren die Aktivitdit von mTOR (2005).

Dieser Regelmechanismus scheint jedoch durch weitere genetische Verdnderungen der

Zelllinie G139 nicht anzuspringen.

Die Behandlung mit dem Inhibitor LY 294002 war effektiver als mit Rapamycin. Am ehesten
lasst sich dies darauf zuriickfiihren, dass mit LY 294002 in der Signalkaskade eine Blockade
weiter oben (Blockade der PI3K) durchgefiihrt wird als mit Rapamycin (Blockade der p70
S6K), so dass wohl auch die nachfolgenden Signalwege bei Blockade der PI3K gehemmt
werden. Bei allen Zelllinien war die alleinige Behandlung mit LY 294002 effektiver als
Rapamycin, aufer in der Zelllinie G139.
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Dies ldsst sich anhand unserer Uberlegungen nicht ganz nachvollziehen, da diese Zelllinie
aufgrund ihres PTEN-Status stirker auf die Blockade der PI3K reagieren miisste. Eventuell
gibt es jedoch noch weitere genetische Verdnderungen der Zelllinie G139, die wir nicht in
unsere Untersuchungen miteinbezogen haben. Moglicherweise spielt auch eine weitere Serin-
/Threoninkinase eine entscheidende Rolle, die sog. DNA-PK (DNA-Proteinkinase). Sie wird
u.a. durch Doppelstrangbriiche der DNA aktiviert. Es konnte gezeigt werden, dass die durch
DNA-Schiden induzierte Apoptose in Zellen, denen eine intakte DNA-PK fehlt, nicht auftritt.
AuBerdem scheint die Phosphorylierung von p53 an Serl5 eine entscheidende Rolle in der
DNA-PK abhingigen Apoptose zu spielen. Der Inhibitor LY 294002 scheint nun nicht nur die
PI3K zu inhibieren, sondern er kann in hohen Konzentrationen auch eine Einfluss auf andere
Proteinkinasen nehmen, u.a. auf die DNA-PK (Izzard et al. 1999, Dhanalakshmi et al. 2004),
so dass die Ergebnisse nach Behandlung mit LY 294002 wahrscheinlich nicht nur auf seine
Blockade der PI3K zuriickzufiihren sind.

Wie oben bereits erwdhnt, konnten wir zeigen, dass die Behandlung mit Rapamycin (sowohl
alleine als auch mit Bestrahlung) effektiver in den Zelllinien war, die kein intaktes PTEN
aufweisen (G109, G139). Weiterhin konnte in den Westernblotanalysen eine Aktivierung der
p70 S6K in diesen Zelllinien nachgewiesen werden, die durch Rapamycinbehandlung
inhibiert werden kann (vgl. Abb. 20, Tab. 16). Dies konnte unterdessen von weiteren

Arbeitsgruppen bestétigt werden (z.B. Neshat et al. 2001, Chan 2004).

Ein weiterer Signalweg, der in enger Verbindung zu der PI3K steht, sind die MAPK-
Kaskaden. Sie stellen eine grofle Familie aus Serin/Threoninkinasen dar. Es konnten bisher
drei grofe Subfamilien beschrieben werden: MAPK, SAPK/INK und p38. Die letzteren
beiden werden in den meisten Zellen als Reaktion auf zelluldren Stress aktiviert, z.B. durch
Bestrahlung oder Behandlung mit genotoxischen Substanzen. Sie sind besonders wichtig fiir
die Ubertragung von Signalen der Zellmembran zu Transkriptionsfaktoren, die die
Transkription aktivieren konnen.

Diese beiden stress-abhidngigen Kinasewege sind strukturell dem MAPK-Signalweg sehr
dhnlich, jedoch funktionell verschieden. Die MAPK werden jedoch durch Wachstumsfaktoren
und weitere Stimuli, die in Zellproliferation und Differenzierungsprozesse involviert sind,
aktiviert (Alonso et al. 2000).

Da die INK/SAPK hauptsichlich durch ,,Umweltstress* (z.B. Strahlung) aktiviert wird, wiirde

man nach Bestrahlung eine Phosphorylierung erwarten. Dies lief3 sich jedoch nur bei zwei der
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vier untersuchten Zelllinien nachweisen, ob sich dies nun durch den unterschiedlichen PTEN-
Status (G109 und G139 PTEN mutiert) oder die geringe Strahlensensibilitit der humanen
Gliomzellen erkléren ldsst, ist nicht geklért.

Bei der Untersuchung des MAPK-Signalweges lieBen sich in hier verwendeten Zellinien
keine signifikanten Ergebnisse beobachten. Dies deckt sich gut mit den Resultaten der
Arbeitsgruppe um Hara, die in Versuchen an humanen Schilddriisenzellen zeigen konnte, dass
sich im MAPK-Signalweg nach Bestrahlung (2-10 Gy) kein ,,dose-response“-Effekt auf die
Aktivitdt der MAPK nachweisen lésst (vgl. Abb. 24-27) (1998).

In den Zellzyklus-Untersuchungen konnten wir zeigen, dass alleinige Behandlung mit
Rapamycin einen G1-Arrest in den Zelllinien hervorruft, die ein intaktes p53 besitzen (G139,
LN229). In den Linien LNI18 und G109 konnten wir keinen eindeutigen G1-Arrest
nachweisen, jedoch stieg der Anteil der Zellen in der S-Phase an (vgl. Abb. 11 und Tab. 11).
Dies deckt sich gut mit den Ergebnissen der Arbeitsgruppe um Huang: Vor kurzem konnte
diese zeigen, dass Rapamycin in den Zellen Apoptose hervorruft, die einen Defekt in der p53-
abhéngigen Zellzyklus-Kontrolle haben. In diesen Zellen ist der durch Rapamycin induzierte
G1-Arrest nur temporidr und die Zellen, die die frithe S-Phase erreichen, neigen zur Apoptose
(2001). In diesem Zusammenhang scheint auch p21 eine wichtige Rolle zu spielen. Der p53-
abhingige Zellzyklus-Arrest ist zum Teil eine Konsequenz aus dem Anstieg von p21. p21
inhibiert die G1 Cyclin-abhingige Kinase, was wiederum zu einem GO-Gl-Arrest des
Zellzyklus fiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass Rapamycin auch in den Zellinien die
Apoptoserate erhoht, die einen Defekt des p21 aufweisen (Huang et al. 2001). Inwieweit p21
bei den hier verwendeten humanen Gliomzelllinien eine Rolle spielt, miisste in weiteren
Versuchen geklart werden.

Heimberger et al. konnte kiirzlich zeigen, dass in Gliomzelllinien ohne funktionierendes
PTEN Rapamycin zu einer Akkumulation der Zellen in der G1-Phase sowie einer Abnahme
der Zellzahl, die die friihe S-Phase durchlaufen, fithrt. Weiterhin fiihrte die Behandlung mit
Rapamycin in allen Zelllinien zu einer Abnahme der Produktion von VEGF (vascular
endothelial growth factor) (2005). In einigen Tumoren (z.B. in GBM und Melanomen) ldsst
sich eine gesteigerte Produktion dieses Wachstumsfaktors nachweisen und wird u.a. fiir eine
Resistenz gegeniiber Behandlung verantwortlich gemacht (Geng et al. 2001). Dies deckt sich
nur bedingt mit den Ergebnissen dieser Arbeit, da sich auch in der Zelllinie LN229 nach



71

Behandlung mit Rapamycin ein Gl-Arrest nachweisen ldsst, diese Zelllinie jedoch ein

intaktes PTEN aufweist.

6.5  Bedeutung fiir die Klinik

Die Rolle des PI3K-/Akt-Signalweges im Bereich des Zelliiberlebens und der
Zellproliferation hat sich in den letzten Jahren durch immer neuere Erkenntnisse rapide
vergroBert. Das Auffinden von neuen Substraten von Akt hat weitere Funktionen und die
Wichtigkeit dieses Signalwegs in den Vordergrund treten lassen. In der vorliegenden Arbeit
konnte gezeigt werden, dass die zusitzlich Behandlung mit einem Inhibitor des PI3K/Akt-
Signalweges die Effektivitit der Bestrahlung verbessern kann. Dies konnte mittlerweile nach
Abschluf3 der Arbeit von weiteren Gruppen bestitigt werden (z.B. Osaki et al. 2004, Hu et al.
2000). Akt hat nun eine herausragende Rolle im Bereich der Tumorprogression und ist mit
zahlreichen anderen Signalwegen assoziiert (MAPK-, Caspasen-Signalweg), die die
Zellproliferation und das zellulire Uberleben kontrollieren. Er stellt gerade deshalb einen
guten therapeutischen Angriffspunkt fiir eine kombinierte Behandlung maligner Tumoren dar.
Die Pharmaindustrie ist derzeit auf der Suche nach weiteren PI3K/Akt-Inhibitoren, die
klinisch eingesetzt werden konnen (Osaki et al. 2004). Der hoch spezifische Akt-Inhibitor
KP372-1 zeigte bei Versuchen mit Zellen von Schilddriisenkarzinomen bessere Ergebnisse als
LY 294002. Moglicherweise ldsst sich dies durch die zusidtzliche Blockade anderer
Signalwege wie PKC, S6K, ERK1 durch KP372-1 erkldren. Bisher ist kein Akt-Inhibitor im
klinischen Einsatz (Mandal et al. 2005). Die Problematik hinsichtlich der potentiellen
Nebenwirkungen, der méfigen pharmakologischen Eigenschaften sowie der schlechten
Loslichkeit konnten bisher nicht zufriedenstellend gelost werden (West et al. 2002).

Auch Rapamycin ist in den letzten Jahren bei der Suche nach neuen Ansatzpunkten fiir
Tumortherapien immer mehr in das Blickfeld getreten.

Rapamycin bzw. sein Ester CCI-779 (Sirolimus®) findet mittlerweile auch vermehrt Einsatz
in der Klinik, wenn auch teilweise noch in experimenteller Art und Weise. In Deutschland ist
es seit April 2001 als Immunsuppressivum im Handel und wird v.a. nach Nierentrans-
plantationen als Schutz vor einer Abstoungsreaktion eingesetzt. Es scheint aber auch in der

Behandlung fortgeschrittener Mamma-Karzinome, kolorektaler Tumoren und Prostata-
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Karzinome nicht nur gute Ergebnisse zu liefern (Chan et al. 2005), sondern auch insgesamt
gut vertraglich zu sein.
Die Entwicklung weiterer spezifischer Inhibitoren und ihre Ergebnisse im klinischen Einsatz

bleiben abzuwarten.

Es ist bekannt, dass genetische Verdnderungen in Tumorzellen einen Hinweis auf
Therapieansprechen und die 5-Jahresiiberlebensrate geben konnen (z.B. n-myc beim
Neuroblastom). Bei Gliomen gab es bisher keinen ,,Tumormarker”, der eine derartige
Schlussfolgerung zugelassen hitte. Unsere Ergebnisse sowie Daten anderer Arbeitsgruppen
(Huang et al. 2001, Huang und Houghton 2003, Heimberger et al. 2005) legen die Vermutung
nahe, dass der PTEN- und p53-Status bei Gliomen diese Rolle in der Vorhersage {ibernehmen

konnte. Auch hier bleiben weitere Untersuchungen (v.a. mit groBBeren Fallzahlen) abzuwarten.

6.6  Schlussfolgerung

Die Behandlung humaner Gliomzellen mit den Inhibitoren LY 294002 (Blockade des
PI3K/Akt-Signalweges) und Rapamycin (Blockade des p70 S6K-Signalweges) kann die
Ergebnisse der Strahlentherapie in vitro verbessern. Die Behandlung mit LY 294002 war in
allen vier Zelllinien effektiver als die Behandlung mit Rapamycin. Die Rapamycinbehandlung
ist am effektivsten bei Zellen, die kein intaktes PTEN besitzen und eine konstitutive
Aktivierung des Akt-Weges aufweisen (G109 und G139). Auch der p53-Status scheint einen
Einfluss auf das Ansprechen der Behandlung zu haben. Rapamycin ruft in Zellen Apoptose
hervor, die einen Defekt in der p53-abhingigen Zellzyklus-Kontrolle haben. In diesen Zellen
ist der durch Rapamycin induzierte G1-Arrest nur tempordr und die Zellen, die die frithe S-
Phase erreichen, neigen zur Apoptose.

Die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse sowie die Tatsache, dass der Akt- und p70 S6K-
Signalweg in Gliomzellen hdufig fehlreguliert sind, fiihren zu der Schlussfolgerung, dass eine
Blockade dieser anti-apoptotischen Signalwege neue Moglichkeiten in der Behandlung

maligner Gliome er6ffnen konnte.
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7. ZUSAMMENFASSUNG

Die Prognose des hiufigsten und bosartigsten glialen Tumors, des GBM (Glioblastoms), ist
nach wie vor schlecht. Aufgrund seines infiltrierenden Wachstums ist eine kurative
chirurgische Resektion meist nicht moglich. Die einzige etablierte adjuvante Therapie ist die
postoperative Bestrahlung, die aber auch in Kombination mit Chemotherapie bisher keinen
wirklichen Durchbruch bei der Verlidngerung der Uberlebenszeit erbringen konnte (Grossman
und Batara 2004).

Bislang konnten die Griinde fiir das schlechte Ansprechen auf Radiotherapie nicht
ausreichend geklart werden. In zahlreichen Untersuchungen konnte jedoch gezeigt werden,
dass ein sehr hoher Prozentsatz der Tumoren genetische Verdnderungen aufweist, die
zumindest teilweise fiir die Strahlenresistenz verantwortlich zu sein scheinen (z.B. im p53-
und PTEN-Status). Weiterhin konnten Kleihues und Ohgaki zeigen, dass eine Assoziation
zwischen den klinischen Varianten und den genetischen Verdnderungen besteht (1999).
Insbesondere scheint die Aktivierung anti-apoptotischer Signalwege in einem Teil maligner
Gliome fiir die Entwicklung der erheblichen Therapieresistenz dieser Tumoren
mitverantwortlich zu sein (Ohgaki 2005).

In den letzten Jahren hat eine neue Art der Chemotherapie immer mehr an Bedeutung
gewonnen: die sog. ,targeted therapy* (zielgerichtete Therapie). Hierbei interferieren die
eingesetzten Medikamente gezielt mit einzelnen Molekiilen spezifischer, z.B. anti-
apototischer Signalwege.

In der vorliegenden Arbeit sollte dazu in verschiedenen GBM-Zelllinien die funktionelle
Regulation intrazelluldrer Signaltransduktionswege bei experimenteller Bestrahlung
untersucht werden, um einen neuen Einblick in die Moglichkeiten der Blockade anti-
apoptotischer Signalwege als neue Therapieoption zu erhalten.

Insbesondere sollte bei GBM-Zelllinien mit unterschiedlichem p53- und PTEN-Status der

Effekt von Bestrahlung in Kombination mit Signalwegsinhibitoren untersucht werden.

Durch Blockade des PI3K/Akt-Signalweges mit dem synthetischen Inhibitor LY 294002 als
auch des p70 S6K-Weges durch Rapamycin konnte die Effektivitidt der Bestrahlung in allen
Zelllinien verstirkt werden. Die Behandlung mit LY 294002 war in allen Zelllinien effektiver
als die Behandlung mit Rapamycin. Die Rapamycinbehandlung zeigte den stirksten Effekt
bei Zellen, die kein intaktes PTEN besitzen und eine konstitutive Aktivierung des Akt-Weges
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aufweisen. Auch der p53-Status scheint einen Einfluss auf die Effektivitit der Behandlung zu
haben. Es konnte gezeigt werden, dass Rapamycin in Zellen, die einen Defekt in der p53-
abhédngigen Zellzyklus-Kontrolle haben, Apoptose induzieren kann. In diesen Zellen war der
durch Rapamycin induzierte G1-Arrest nur tempordr und die Zellen, die die friihe S-Phase

erreichen, neigten zur Apoptose.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Hemmung des anti-apoptotischen PI3K-
bzw. des p70 S6K-Signalweges den experimentellen Bestrahlungseffekt bei humanen GBM-
Zelllinien effektivieren konnte. Die Stirke dieses Effekts war vom Signalwegstatus der
jeweiligen Zelllinie abhingig.

Unter diesen Gesichtspunkten stellt die Blockade anti-apoptotischer Signalwege einen
moglichen neuen Therapieansatz insbesondere in Kombination mit Radiatio oder als
kombinierte Radiochemotherapie bei der Behandlung maligner Gliome dar. Auch wenn sich
bislang nur wenige Signalwegsinhibitoren im klinischen Einsatz befinden, bleibt die

Entwicklung neuer spezifischer Inhibitoren sowie deren Langzeitergebnisse abzuwarten.
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