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1 Einleitung

Das Hauptziel der Strahlentherapie ist die kurative Behandlung von malignen Tumoren.
Um dieses Ziel zu erreichen, miissen alle klonogenen Zellen eines Tumors zerstort
werden. Ein entscheidender Faktor ist dabei die Strahlensensibilitdt des Tumors bzw. des
umgebenden Normalgewebes, dessen Reaktion oft dosislimitierend ist.

Die Wirksamkeit der Strahlentherapie konnte durch Fraktionierung der Bestrahlung
und Kombination mit Zytostatikagabe [17,28] verbessert werden. Ein neuer erfolgsver-
sprechender Ansatz ist die gezielte Beeinflussung von bestimmten Schliisselproteinen,
die fiir die Strahlensensibilitdt der Zelle eine Rolle spielen. Ein Beispiel hierfiir ist die
Inhibition von rezeptorgebundenen Tyrosinkinasen wie dem epidermalen Wachstums-
faktorrezeptor EGFR [101,133] oder die Anwendung von Angiogeneseinhibitoren, die
den vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktorrezeptor VEGFR hemmen.

Die Integrine sind eine weitere Gruppe von Proteinen, die {iber die Regulation grund-
legender Zellfunktionen wie Zelliiberleben und Proliferation [89] eine Rolle beim Tu-
morwachstum in vivo spielen [128]. Integrine sind membrangebundene Rezeptoren, die
Interaktionen zwischen Zelle und extrazelluldrer Matrix vermitteln. Diese Interaktionen
finden an den fokalen Adhésionen statt, in denen die EZM, Zellmembran, Integrine,
Wachstumsfaktorrezeptoren, das Zytoskelett und eine Vielzahl von Signalmolekiilen
in Kontakt treten und in kooperativer Weise Zellfunktionen regulieren [139,149]. Die
fokalen Adhésionen spielen eine wichtige Rolle bei der Chemo- und Strahlenresistenz
von Tumorzellen. Solche erworbenen oder bereits vor Therapie bestehenden Resistenzen
besitzen klinische Relevanz fiir die Effektivitidt von Tumortherapien [3, 30,55, 56, 85].

Pinch-1 ist ein in vielen Geweben exprimiertes, ebenfalls in den fokalen Adhésionen
lokalisiertes Protein, das fiinf LIM Doménen enthilt, die Protein—Protein-Interaktionen
vermitteln. Bekannt sind Interaktionen von Pinch-1 iiber die LIM1 Doméne mit Integrin
gebundener Kinase (ILK) [169], iiber die LIM4 Doméne mit dem Adapterprotein Nck2
[167] und {iiber die LIM5 Domidne mit dem Ras Supressor 1 (RSU1) [13, 94]. Diese
Bindungspartner weisen auf eine Bedeutung von Pinch-1 sowohl in Integrin- als auch in
Wachstumsfaktorsignalwegen hin.

Zellbiologische und genetische Untersuchungen an Caenorhabditis elegans und Drosophila
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1 Einleitung

melanogaster haben eine direkte Beteiligung von Pinch-1 an verschiedenen Prozessen
wie Zelliiberleben, Zytoskelettorganisation und Signaliibertragung nachgewiesen [27,
53,62,84,107,108, 153,166, 189]. Diese Daten lassen Pinch-1 als vielversprechendes
therapeutisches Zielprotein bei malignen Erkrankungen erscheinen [77,104].

Zusammenfassend weisen diese Arbeiten auf eine zentrale Funktion der fokalen
Adhiésionen und insbesondere von Pinch-1 und ILK bei der Regulation des Zelliiberlebens
hin und zeigen, daf es erforderlich ist, die zugrunde liegenden Mechanismen genauer
zu verstehen. Aus diesem Grund wurde in dieser experimentellen Arbeit die Rolle
von Pinch-1 fiir das Zelliiberleben nach genotoxischem Stress in murinen embryonalen
Fibroblasten (MEF) untersucht.
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2 Grundlagen

2.1 Pinch-1

2.1.1 Struktur und Funktion

Identifikation Pinch-1 wurde erstmals 1994 von Ann Rearden identifiziert und sequen-
ziert [138, S. 1124ff]. Rearden war auf der Suche nach dem «senescence antigen», einem
Antigen, das z. B. gealterte Erythrozyten tragen und gegen die der Mensch Autoantikorper
besitzt. Rearden hat diese Autoantikdrper von Erythrozyten gewaschen und nach einem
entsprechenden Antigen gesucht.

Bei den Experimenten wurden E. coli Bakterien mit einer cONA-Bibliothek in A-Phagen
transformiert und so zur Expression einer Vielzahl von menschlichen Proteinen gebracht.
Die unterschiedlichen E. coli Klone wurden mit den Autoantikdrpern iiberpriift. Dabei
wurde ein Klon gefunden, der ein 35,8 kDa schweres Protein exprimiert, das aufgrund
seiner Aminosduresequenz den Namen Pinch von «particulary interesting new cys-his
protein» erhielt [138, S. 1125]. Nach der Beschreibung des zu Pinch weitgehend homologen

Proteins Pinch-2 durch Braun et al. im Jahr 2003 wurde Pinch zu Pinch-1 umbenannt [16].

Struktur

Pinch-1 besteht aus 325 Aminosduren, die fiinf LIM-Domanen bilden. Neben diesen
Protein-Protein-Interaktionen vermittelnden Doménen besitzt Pinch-1 keine weiteren
funktionellen Doménen. Es handelt sich somit um ein sogenanntes «LIM-only» Protein.
Unter den bisher bekannten LIM-Domaénen-Proteinen ist es dasjenige mit den meisten
LIM-Doménen. LIM-Doménen bestehen aus ca. 55 Aminosduren, bei denen 8 Cystein-

und Histidinreste hochgradig konserviert sind. Als Konsensussequenz kann

CXoCX16-23HX,CX,CX5CX16-21CX2(C/H/D)

angesehen werden, wobei X fiir eine beliebige Aminosdure steht [93,146, S. 920]. Ein
Vergleich von Pinch-1 LIM1 und verschiedenen anderen LIM-Doménen bestitigt dieses
Muster (siehe Abbildung 2.1).
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2 Grundlagen

+ 10 20 30 40 >0
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Lhx GMAGEMKRPI . LDRFLLNVLDRAWEIVKICIVQOIYCEMKCNLTE . . . KCFSREGKLY[MKND
LMO4 GMAGEMGGKI . ADRFLLYAMDSYWEISRICLK[S CIMOAQLGDIGTSCYTKSGMI L{MRND
LIMK2 GRGEMGTYVPLSQRLYRTANEAWEIGSICIFR[MSEMOESLTN. . .WYYEKDGKL Y[{&HKD
CRP1 GGVMOKTVYFAEE . VQCEGNSFRIKSICFLMVMKKNLDSTTVAVHGEE . . TY[MKS|C
MICAL-2 GYF[MKKRVYMIER.LSAEGHFFRIQECFR[SV[SATLRLAAYAFDCDEGKFY[§KPH
A *x

A A A A A A

Abbildung 2.1: Sequenzvergleich der LIM-Doménen verschiedener Proteine. Die konservierten
Aminosduren sind schwarz markiert, die laut Konsensussequenz vorgegebenen Aminosauren
sind mit Dreiecken bezeichnet. Zu erkennen ist eine gute Ubereinstimmung der Sequenzen
mit der Konsensussequenz, lediglich an dem mit * markierten Ort sind Abweichungen zu
sehen. Insgesamt liegt eine geringe Homologie der Sequenzen untereinander vor. Software:
MULTALIGN [38]

Da LIM-Domaénen fiir die Protein-Protein-Interaktion kein einheitliches Bindungsmotiv
aufweisen, ist es schwierig, die betreffenden Bindungspartner zu identifizieren. Fiir LIM1
[169], LIM4 [167] und LIMS5 [13,94] ist dies im Gegensatz zu LIM2, LIM3 bereits gelungen.
Es liegen Interaktionen mit ILK (iiber LIM1), einem Protein der fokalen Adhdsionen und
Nck-2 (iiber LIM4), einem Protein, das an Signalwegen der Wachstumsfaktorrezeptoren
beteiligt ist, vor. LIM5 interagiert mit RSU1 (Ras Supressor 1) in Drosophila melanogaster
wiahrend Thymosin—f4 in Mauszellen an LIM4 und LIM5 binden kann.

Eine LIM-Domaéne besitzt zwei Zinkfinger, die an ihrer Basis tiber Cystein und Histidin

ein Zink-Ion binden (vergleiche Abbildung 2.2). Es besteht eine — angesichts der grofsen

Xn Xn

AC Ha Ca Ca
X\Zn/ X X \ n/ X
X X X / X
AC/ \ Cx-X,—CaA \ CHDa
Abbildung 2.2: Schema einer LIM-Domine. Die konservierten Aminosduren (mit * und A

bezeichnet (siehe Abbildung 2.1) — meist Cystein oder Histidin — binden das Zink-Ion an der Basis
der Zinkfinger
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2 Grundlagen

Abbildung 2.3: Die Domé&nen Pinch-1 LIM1, LIM4 und zum Vergleich CRP1-LIM1 (Gallus gallus)
sind tibereinander gelegt. Blau: dhnlich lokalisierte aber nicht identische Aminoséduren, Rot: in allen
drei Strukturen tibereinstimmende Aminosauren, Gelb: Zink-Ion. Der hohe Grad an struktureller
Ahnlichkeit bei relativ geringer Sequenzéahnlichkeit ist zu erkennen. Software: CN3D, National
Center for Biotechnology Information (NCBI), Strukturen: Pinch-1 LIM1: 1G47A LIM4: INYPA,
CRP1 LIM1: 1B8TA (NCBI Entrez Protein Database),

Unterschiede in den Sequenzen — erstaunliche strukturelle Ahnlichkeit verschiedener
LIM-Doménen, zumindest auf der Ebene des Aminosaurenriickrats (siehe Abbildung
2.3).

Es ist bekannt, dass Zinkfinger neben Protein-Protein-Interaktionen auch DNA binden
konnen [129], wobei unklar ist, ob dies fiir Pinch-1 ebenfalls gilt. Sowohl Pinch-1 als auch
Pinch-2 enthalten carboxyterminal Sequenzen, die vermutlich Signale fiir den Import
und Export in bzw. aus dem Zellkern darstellen (NLS-Nuclear Localization Signal und
NES Nuclear Export Signal) [67]. Wahrend in humanen WI-38 Lungenzellen Pinch-2 [186]
und in Schwann-Zellen Pinch-1 [22] im Zellkern beobachtet wurde, konnte in NIH 3T3

keines der Proteine dort lokalisiert werden [16].

Funktion Einen Hinweis auf die Funktion von Pinch-1 geben Experimente mit Pinch-1
defizienten Genotypen von Drosophila melanogaster. Hier zeigt sich im Vergleich zum
Wildtyp eine hohe Letalitdt der Larven. Die iiberlebenden Larven sind signifikant kleiner
als beim Wildtyp und praktisch vollstandig immobil. Immunfluoreszenzmikroskopisch
konnte eine Storung der Muskelzellen gezeigt werden, wobei insbesondere das Ak-
tinzytoskelett in den Pinch-1 defizienten Zellen betroffen war. Zudem zeigt sich eine
Kolokalisation von Pinch-1 und ILK beim Wildtyp [27, 5.2614]. Diese Ergebnisse deuten

14



2 Grundlagen

darauf hin, dass Pinch-1 ein Modulator der Integrinfunktion ist und eine Bedeutung bei
der Organisation des Zytoskeletts hat.

Bei Mausen fiihrt ein Ausschalten des Pinch-1 kodierenden Gens lims1, zum Absterben
des Embryos kurz nach der Implantation, dhnlich wie bei ILK und B;-Integrin defizienten
Tieren. Es zeigen sich auch verminderte Zell-Zell-Kontakte, eine Ablosung endodermaler
Zellen von der Basalmembran und vermehrte Apoptose. Die Expression von ILK ist
vermindert, eine kompensatorische Hochregulation von Pinch-2 findet nicht statt [107].

Interessanterweise zeigen Pinch-27- Muse keinen offensichtlichen pathologischen Pha-
notyp. Es war jedoch in bestimmten Geweben (Niere, Harnblase) eine — moglicherweise
kompensatorisch — erhdhte Pinch-1 Expression nachweisbar. In vitro konnte gezeigt wer-
den, dass sowohl Pinch-1 als auch Pinch-2 in der Lage sind, bei Pinch-1/27- Fibroblasten
den Defekt der Zellausbreitung und Adhésion zu kompensieren, was auf ein teilweises
Uberlappen der Funktionen beider Proteine hinweist [153].

Anhand von Zellkulturexperimenten, in denen Pinch-1 durch Uberexpression einer
nicht funktionsfahigen Pinch-1 Variante gehemmt wurde, konnte gezeigt werden, dass
Pinch-1 Proliferation und Migration in Mauszellen moduliert [70,189].

Mittels RNA Interferenz konnte die Bedeutung von Pinch-1 fiir Adhdsion und Migration
in humanen Zellen bestétigt werden. Es zeigte sich auch ein Einfluss von Pinch-1 auf
Zelltiberleben und AKT Phosphorylierung [62].

2.1.2 Fokale Adhasionen

Bei Adhésion von Zellen an einem Substrat bilden sich fokale Adhé&sionen (FA), die eine
Verbindung zwischen dem Substrat und dem Zytoskelett der Zelle herstellen. Fokale
Adhésionen sind ca. 10 pm lange und 0,5 um breite Strukturen [2, 92]. Hier ist eine
uniiberschaubare Vielzahl an Proteinen lokalisiert. Die Verbindung zum Substrat wird
tiber Oberflachenrezeptoren der Integrinfamilie hergestellt, wiahrend die Verbindung
zwischen Integrinen und Zytoskelett tiber Aktin, Paxillin, a-Parvin, Vinculin, Talin, Tensin,
Filamin und andere vermittelt wird. Hier findet auch Signaltransduktion statt, was sich an
der grofen Zahl phosphorylierter Proteinen (z. B. Paxillin, Src, p130“**) und Kinasen (ILK,
FAK, Src, PI3K) zeigt. Auflerdem sind verschiedene Wachstumsfaktorrezeptoren wie z. B.
epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor (epidermal growth factor receptor, EGFR) und
vaskuldrer endothelialer Wachstumsfaktor (vascular endothelial growth factor receptor,
VEGEFR) involviert. Auch Pinch-1 und zahlreiche Adapterproteine (GRB2, Nck-2) sind

hier lokalisiert.
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2 Grundlagen

Es handelt sich bei den fokalen Adhdsionen um komplexe, aus vielen Proteinen
bestehende Strukturen, in denen strukturelle Beziehungen zwischen Zelle und Matrix
sowie funktionell verschiedene intrazelluldre Signalprozesse integriert werden

Nach Geiger et al. [64] lassen sich die Bestandteile der fokalen Adh&sionen vereinfa-
chend — und teilweise iiberlappend — klassifizieren. Eine Gruppe von Proteinen stellt
eine direkte mechanische Verbindung zwischen Integrinen und Zytoskelett her, erfiillt
also eine strukturelle Funktion. Hierzu zdhlen Talin, a-Aktinin, Tensin und Filamin.

Andere Proteine binden an Integrine, nicht aber an zytoskelettale Proteine. Beispiele
sind Paxillin, FAK, ILK, DRAL (Downregulated in RhAbdomyosarcoma Lim Protein),
14-3-3B oder Caveolin. Viele dieser Proteine haben signaliibertragende Funktion (ILK,
FAK) oder interagieren mit weiteren Proteine. Eine dritte Gruppe stellen Proteine dar,
die an Aktin binden aber keine Verbindung zu den Integrinen herstellen. Beispiele sind
Vinculin, ERM und VASP. Insbesondere Vinculin kommt eine Rolle als universelles
Verbindungsmolekiil zu, da es neben Aktin viele andere Proteine wie z. B. a-Aktinin,
VASP, Talin und Phospholipide bindet.

Eine grofse Zahl der Proteine fungiert in diesem Netzwerk als Adapter. Diese Ad-
apterproteine besitzen neben ihrer Fahigkeit Bindungen mit mehreren Partnern ein-
zugehen hdufig enzymatische Aktivitit wie z. B. die Tyrosinkinasen FAK, Src, die Se-
rin/Threoninkinasen PKC, ILK, p21-activated Kinase (PAK), die Tyrosinphosphatasen
SHP und LAR, die G-Protein Modulatoren ASAP1 und DOCK180 und andere Proteine
wie Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K) und die Protease Calpain.

Der ILK-Parvin-Pinch—Komplex (IPP-Komplex)

Durch Untersuchungen an den fokalen Adhésionen ergaben sich weitere Einblicke in die
Funktion von Pinch-1. Hierbei zeigte sich, dafd Pinch-1 in einem Komplex mit ILK und
einem Protein der Parvin Familie vorkommt (IPP-Komplex) [180, 187]. Dieser Komplex
spielt eine wichtige Rolle bei der Organisation fokaler Adhdsionskomplexe und somit
bei der integrinvermittelten Zelladhasion. IPP-Komplexe binden interessanterweise
sowohl an membranstdndige als auch an zytoplasmatische Bestandteile der fokalen
Adhésionskomplexe und sind somit an einer Schliisselstelle dieser Komplexe lokalisiert.
Zentraler Bestandteil eines IPP-Komplexes ist ILK. Diese Kinase bindet mit einer ihrer
Ankyrinrepeats Pinch-1 tiber dessen LIM1 Domine, wahrend Parvine mit ILK an der
Kinasedoméne interagieren. Parvine stellen eine Proteinfamilie dar, zu der neben a-

Parvin auch p-Parvin, y-Parvin und CH-ILKBP (Calponin-Homologie ILK bindendes
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Abbildung 2.4: Der ILK-Pinch-Parvin—-Komplex (IPP-Komplex) ist bei unterschiedlichen Si-
gnalwegen von Bedeutung. Orange ist der IPP-Komplex dargestellt, blau die direkt assoziierten
Proteine. Letztlich werden tiber JNK und GSK3 Proliferation, tiber mTOR Angioneogenese, iiber
AKT Uberleben und iiber Rac das Aktinzytoskelett reguliert.

Protein) zdhlen. Sie binden an ILK tiber deren CH-Domaéne, wobei diese Interaktion
zumindest bei a—Parvin tiber Phosphorylierung durch MAPK moduliert werden kann
[104]. Wahrscheinlich konnen so in einer Zelle verschiedene IPP-Komplexe bestehen, die
in ihrer Zusammensetzung einerseits bei den verschiedenen Parvinen, andererseits bei

den zwei Pinch Homologen differieren.

Der IPP-Komplex setzt sich nicht erst wahrend des Adhédsionsprozesses zusammen,

sondern bildet sich schon vorher im Zytoplasma. Fehlt ein Bestandteil, so entsteht
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der Komplex nicht und die anderen Bindungspartner sind nur noch in reduzierter
Menge nachweisbar. Moglicherweise findet ein Abbau der Proteine {iber Proteasomen
statt [62]. Durch Expression der LIM1-Doméne von Pinch-1 oder der Expression der
Ankyrin-Repeats von ILK l&sst sich der Abbau verhindern [104].

Eine Ubersicht iiber die Zellfunktionen, die der IPP-Komplex moduliert und die
daran beteiligten Signalwege ist in Abbildung 2.4 dargestellt. Im Folgenden soll auf die

einzelnen Bindungspartner des IPP-Komplexes eingegangen werden.

Pinch-1 Pinch-1 interagiert mit weiteren Proteinen, so bindet es in vitro {iber seine LIM4
Doméne das Sh2/Sh3 Adapterprotein Nck-2. Nck-2 ist in Signalwegen der Wachstumsfak-
torrezeptoren involviert und ist ebenso wie Nck-1 in der Lage, an den PDGF-$-Rezeptor
(Thrombozyten assoziierter Wachstumsfaktor Rezeptor B, platelet derived growth factor
p receptor), den EGF-Rezeptor und an IRS-1, einem Effektor des Insulinrezeptors und des
insulinartigen Wachsumsfaktorrezeptors (insulin like growth factor receptor, IGFR) zu
binden [124,161,167], wobei die Assoziation mit EGFR und PDGF abhingig von deren
Aktivierungszustand ist.

Ob diese Interaktionen in vivo von Bedeutung sind ist unklar. So sind Nck-17- und auch
Nck-27- Miuse ohne offensichtliche Defekte vital, obwohl der Nck-1/27- Genotyp bereits
in der Embryonalperiode letal ist. Defekte von Migration und Zytoskelettorganisation
bei murinen Nck-17- Nick-27 Fibroblasten lassen sich durch Wiederherstellen der Nck-1
Expression aufheben, obwohl Nck-1 nicht mit Pinch-1 interagiert.

Rsu-1 ist ein weiteres Protein, das mit Pinch-1 interagiert, wobei gezeigt werden konnte,
dass es sowohl in humanen Zellen als auch in Drosophila melanogaster an die LIM5 Doméne
bindet [94]. Die LIM5 Doméne zeigt eine nur 75 prozentige Homologie zwischen Pinch-1
und Pinch-2, weshalb die Interaktion von Rsu-1 und LIMS5 spezifisch fiir Pinch-1 ist [53].
Rsu-1 kann die maligne Transformation von Zellen durch das v-Ras-Onkogen, nicht
aber die durch v-Src und v-Raf hemmen und ist in der Lage adhdsionsunabhédngiges
Wachstum von Tumorzellen zu unterbinden. In einer humanen Glioblastomzelllinie in
der keine Rsu-1 Expression nachweisbar war, fiithrte die Wiederherstellung der Rsu-1
Expression durch Transfektion mit einem Rsu-1 exprimierenden Vektor zum Verlust des
tumorigenen Potentials der Zellen in Mdusen [165]. Rsu-1 inhibiert die Stimulation von c-
Jun-NH,-terminaler Kinase (JNK, Stress aktivierte Protein Kinase SAPK) moglicherweise
tiber eine GTPase vermittelten Hemmung des JNK Modulators Rac [114]. C-Jun bildet

zusammen mit c-Fos den Transkriptionsfaktor AP-1 und beeinflusst hierdurch Prozesse
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wie Zelliiberleben, Migration, und Tumorgenese [43].

Thymosin-f4 interagiert mit Pinch-1 an LIM4 und LIM5. Ob dies auch fiir Pinch-2
zutrifft, ist nicht bekannt. Aufferdem wurde eine schwéchere, aber hiervon unabhingige
Verbindung zur N-terminalen Ankyrin-Doméne von ILK nachgewiesen. In Kardiomyo-
zyten moduliert Thymosin-g4 iiber noch unbekannte Mechanismen Uberleben und
Migration [13].

Integrin-
Rezeptor

Abbildung 2.5: Ubersicht ILK Struktur, Bindungspartner und potentielle Zielphosphorylierungen
der Kinase. ILK beinhaltet 4 Ankyrin-Repeats (ANK 1-4), eine Pleckstrin-Homologie (PH) und
die Kinase-Domaéne. Die Ankyrin-Sequenz ist wichtig fiir die Verbindung iiber Pinch-1 zum
EGF-Rezeptor sowie fiir die Interaktion mit ILKAP, welche die Aktivitat von ILK reduzieren
kann. Die PH-Doméne ermoglicht die Bindung von PIP3 und konnte so fiir einen PI3K-abhingige
Regulation von ILK sprechen. Die Kinaseeinheit phosphoryliert in vitro sich selbst, AKT, g-Parvin,
p1-Integrin und GSK3p (rot). Inwieweit diese Interaktionen in vivo relevant sind ist bis jetzt noch
nicht ausreichend geklart.

ILK (Integrin linked kinase) Die Serin/Threonin-Kinase ILK besteht aus 452 Ami-
nosduren und besitzt am aminoterminalen Ende vier Ankyrin-Repeats, eine zentrale
Pleckstrin-Homologie Domé&ne und carboxyterminal eine katalytische Kinase Doméne.

Mit der Ankyrin-Doméne von ILK besteht neben der Verbindung zu Pinch-1 auch
Kontakt zu einer Serin/Threonin Phosphatase (ILK assoziierte Phosphatase, ILKAP). Uber
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den Wirkmechanismus und Zielproteine von ILKAP ist wenig bekannt, doch scheint
ILKAP als Inhibitor von EZM-stimulierter ILK-Signalwirkung zu fungieren [102,105].

Die Sequenzanalyse von ILK zeigt aufierdem eine strukturelle Basis fiir eine Phos-
phatidylinositol 3-kinase (PI3K) abhédngige Regulation auf. So existiert eine Doméne
die Ahnlichkeit zu einer Pleckstrin-Homologie besitzt [67]. AufSerdem zeigen Zellen
mit konstitutiv aktiver PI3K eine verstiarkte katalytische Aktivitdat von ILK, wéahrend
PI3K-Inhibitoren diese abschwéchen [47]. Verallgemeinernd ist jedoch zu bemerken, dafs
eine Reihe an Untersuchungen darauf hinweist, dass die Akkumulation von PIP; an der
Zellmembran zur lokalen Rekrutierung miteinander interagierender Proteine fiihrt und

dadurch verschiedene Signalkaskaden in Gang gesetzt werden [163].

Antagonistisch zu PI3K agiert «Phosphatase and Tensin homolog deleted on chromoso-
me Ten» (PTEN), eine 3'Inositol-Lipidphosphatase, die PIP; zu PIP, dephosphorylieren
kann. Mutationen von PTEN lassen sich in Tumoren von Prostata, Mamma und Gehirn
finden. In PTEN ™/~ Glioblastomzellen ist eine vermehrte ILK-Aktivitit nachweisbar,

welche durch Transfektion mit PTEN antagonisiert werden kann [126].

Die carboxyterminal gelegene Kinaseeinheit beinhaltet neben der Bindungsregion fiir
p1- und Bs-Integrine, Paxillin, Proteinkinase B,/AKT (AKT), a- und p-Parvin [77] den
Serinrest 343 als mogliche Autophosphorylierungsstelle.

Trotzdem ILK in vitro sich selbst und zahlreiche Proteine phosphorylieren kann, wurde
ihre katalytische Funktion von einigen Autoren angezweifelt [112]. Ein Grund hierfiir
ist die Tatsache, dass bestimmte fiir Serin/Threonin-Kinasen als essentiell erachtete
Aminosduresequenzen in ILK verdndert sind. Insgesamt iiberwiegen allerdings die
Hinweise darauf, dass ILK nicht nur als Adapterprotein fungiert, sondern ihre katalytische

Aktivitdt entscheidende Relevanz fiir die Signalwirkung besitzt [48].

Auch Glykogen-Synthase-Kinase-3-f (GSK3p) wird von rekombinanter ILK phospho-
ryliert, wobei die Phosphorylierung an Serin 9 die katalytische Aktivitdt der Kinase
inhibiert. Hierdurch kommt es zur Reduktion von E-Cadherin und mittels Aktivierung
von pB-Catenin und den Transkriptionsfaktoren Lefl/Tcf [11] zu erhohter Expression
von Zellzyklus-Regulatoren wie den Cyclinen [125,162]. Diese sind in der Lage «cyclin
dependent kinases» (cyklinabhidngige Kinase, CDK) zu binden und beeinflussen so
DNA-Synthese und Proliferation [60]. Die verminderte Synthese von E-Cadherin kann
zum einen direkt durch den p-Catenin-Lef/Tcf-Komplex ausgelost werden [125], zum
anderen induziert ILK moglicherweise die Transkription des E-Cadherin-Repressors

snail [9,160]. E-Cadherin wird als Vermittler von Zell-Zell-Interaktionen unter anderem
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auch deswegen eine wichtige Rolle bei der Transformation und Invasion zugeschrie-
ben [120], da eine Mutation in diesem Gen ein Risiko von 70 — 80 % beinhaltet, an einem
diffusen Magenkarzinom zu erkranken [69].

Als weiteres mogliches Zielprotein von ILK wird AKT diskutiert. Koprézipitations-
versuche haben gezeigt, dass in intakten Zellen beide Proteine einen Komplex bilden,
wobei es zu einer Phosphorylierung von AKT kommt [130]. AKT ist ebenfalls wie ILK
eine Serin/Threonin-Kinase, die sich iiber Bad [42] und Caspase-9 [23] auf Apoptose,
Uberleben und Proliferation auswirkt.

AKT aktiviert die Kinase mTor (mammalian Target of Rapamycine), die einerseits
durch Aktivierung des Transkriptionsfaktor e[F4E (eukaryotischer Translations Initiations
Faktor 4E)!, andererseits iiber die Stimulation der Transkription ribosomaler RNA
die Proliferation moduliert. AuSerdem kann mTor den Transkriptionsfaktor Hypoxie
induzierbaren Faktor 1 (hypoxia inducible factor 1, HIF1) induzieren, der wiederum
die Expression von VEGF stimuliert und somit mit der Gefdafineubildung auch in
Tumorgewebe in Zusammenhang steht [19].

Gegeniiber genotoxischem Stress mittels ionisierender Strahlen scheint ILK einen
sensibilisierenden Effekt zu besitzen. So zeigten sowohl mit ILK-DNA-Konstrukten
transfizierte A549 Bronchialkarzinomzellen [29] als auch humane Leukdmiezellen [83]
ein reduziertes Uberleben nach Bestrahlung, wobei eine Interaktion von ILK mit Caspase
8 und 9 nachgewiesen werden konnte. Duxbury et al. hingegen beobachteten bei ILK
tiberexprimierenden Pankreaskarzinomzellen verminderte Apoptose nach Behandlung
mit dem Nukleosidanalogon Gemcitabin [54]. Weitere Untersuchungen sind nétig, um

diese widerspriichlichen Ergebnisse zu erkldren.

Parvine Ebenfalls in der Kinase-Doméne von ILK befindet sich die Bindungsregion fiir
die Familie der Parvine. a-Parvin kann filamentoses Aktin (f-Aktin) sowohl direkt, als
auch indirekt iiber Paxillin binden und stellt somit eine Verbindung zum Zytoskelett
her [122].

Auch B-Parvin unterhélt Verbindungen zum Zytoskelett. Einerseits kann es f-Aktin
und a-Aktinin binden, andererseits besteht eine Beziehung zu a-PIX (PAK interaktiver
Austausch-Faktor «), einem Protein, das die Rho-GTPasen Rac und CDC42 reguliert?.

Diese GTPasen spielen eine Rolle bei der Organisation des Zytoskeletts und bei der

!Dies erfolgt durch Phosphorylierung von 4E-BP1 (humanen Eukaryotischer Translations Initiations
Faktor 4E bindendes Protein 1), das im unphosphorylierten Zustand elF4E bindet und inaktiviert
2a-PIX ist ein «guanine nucleotide exchange factor», der bei GTPasen GDP durch GTP ersetzt

21



2 Grundlagen

Zellmotilitat, wobei Rac die Zellausbreitung und die Bildung von Zell-Zell-Kontakten
begiinstigt [24]. a-PIX beeinflusst diese Vorgange auch iiber seine Bindungspartner
Calpain-4 und PAK1, welches wiederum ein Effektorprotein von Rac/CDC42 ist [113].
Calpain-4 baut Talin ab und ist am Turnover der fokalen Adhésionen beteiligt.

Uber y-Parvin und seine Bindungspartner ist bisher wenig bekannt. Es unterscheidet
sich von den anderen Parvinen durch sein auf hdamatopoetische Zellen beschranktes
Expressionsmuster. Kiirzlich konnte allerdings gezeigt werden, daf8 y-Parvin in diesen
Zellen keine essentielle Rolle spielt [25].

Die Parvine konnen die Signalwirkung von ILK modulieren. Wéahrend a-Parvin
verstarkend wirkt [7], besitzt f-Parvin eher einen hemmenden Einfluss. Interessanterweise
bewirken sowohl die Stérung der ILK-a-Parvin-Bindung als auch eine Uberexpression

von p-Parvin eine Zunahme der Apoptose [188].

FAK, fokale Adhédsionskinase Die fokale Adhéisionskinase (FAK) ist ein weiterer
wichtiger Mediator von integrinvermittelten Signalen. Diese rezeptorungebundene
Tyrosinkinase ist wichtig fiir Zellmotilitit und Uberleben. Sie beinhaltet eine zentrale
Tyrosinkinase, N-terminal die FERM-Domaéne und C-terminal die Prolin-reiche focal
adhesion targeting (FAT) Sequenz.

Durch integrinvermittelte Adhdsion kommt es zur Phosphorylierung von sechs verschie-
denen Tyrosin-Resten: 397, 407, 576, 577, 861 und 925. Phosphorylierung an Tyrosin 397,
der Autophosphorylierungsstelle, schafft ein Motiv, welches von zahlreichen Proteinen mit
SH2 Doménen, wie Kinasen der Src-Familie (Src family kinases, SFK), Phospholipase-Cy
(PLCy), growth-factor-receptor-bound protein 7 (GRB7), dem Adapterprotein Nck2 und
der p85 Untereinheit von PI3K, erkannt wird. Inwiefern diese verschiedenen Signalprotei-
ne aufgrund bestimmter Zellstimuli getrennt oder gleichzeitig binden, ist allerdings noch
unklar. Wahrend der Verlust der Adhésion zu verminderter Phosphorylierung an Tyrosin
397 fiihrt, bewirken ionisierende Strahlen eine Zunahme der Autophosphorylierung [12],
was im Hinblick auf die Radiotherapie bei Tumorerkrankungen von Interesse ist.

Als wichtiger Bindungspartner von FAK fungiert Src, eine weitere bedeutende Tyrosin-
kinase der fokalen Adhédsionen. Beide Proteine bilden einen sich gegenseitig stimulieren-
den Komplex, wodurch es zu Konformationsdnderung und Aktivierung von Src kommt,
welches wiederum FAK an den verschiedenen Tyrosinresten phosphoryliert. Auf diese
Weise konnten selbst initial schwache Signale amplifiziert werden [76].

Phosphorylierung an Tyrosin 576 und 577, welche sich innerhalb der Kinase-Doméne
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EGF-
Rezeptor

Abbildung 2.6: Ubersicht FAK Struktur und Bindungspartner: FAK beinhaltet eine FERM-
Doméne, die Kinaseeinheit und die focal-adhesion-targeting (FAT) Sequenz. Durch Autophospho-
rylierung von Tyrosin 397 wird Src gebunden und aktiviert. Src phosphoryliert dann wiederum
FAK an den verschiedenen Tyrosinresten (Pfeile). Phosphorylierung von FAK an Tyrosin 861
fordert die Interaktion mit p130“. Da sich die Bindungsstellen von Paxillin und Grb2 partiell
iiberschneiden, konnen die Proteine nicht gleichzeitig mit FAK interagieren. Phosphorylierung von
FAK an Tyrosin 925 erhoht die Affinitdt zu Grb2. Grb2 steht in Verbindung zum MAPK-Signalweg.
MAPK phosphoryliert Paxillin, wodurch Paxillin verstarkt an FAK bindet und diese aktiviert.

von FAK befinden, sind fiir die maximale katalytische Aktivitidt notwendig. Dement-
sprechend zeigen Mutanten mit kombinierter Phenylalanin Substitution eine 2-3 fach
reduzierte Kinaseaktivitdt verglichen mit Wildtyp-FAK [21]. Interessanterweise scheinen
diese Phosphorylierungen auch einen positiven Effekt auf Migration und Zellausbreitung

zu besitzen [127].

In der FAT-Doméne ist der Tyrosinrest 925 gelegen. Phosphorylierung dieses Ami-
nosdurerestes stellt die Verbindung zum MAPK-Signalweg iiber den Komplex von
Grb2/SOS und die GTPasen Ras und Raf her. Interessanterweise haben Strukturanalysen
von FAK ergeben, dass Grb2 und Paxillin, welches bei der Platzierung von FAK eine
wichtige Rolle spielt [156], nicht gleichzeitig mit FAK interagieren konnen. Grund ist
ein partielles Uberschneiden der Bindungsstellen der beiden Proteine [79,111]. Damit
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tibereinstimmend haben NMR-Untersuchungen gezeigt, dass die FAT-Doméne eine
Konformationsanderung eingehen kann, welche entweder Phosphorylierung an Tyrosin
925 und damit die Bindung von Grb2 oder die Interaktion mit Paxillin zuldsst [134].
Dies konnte die Beobachtung erkldren, weshalb Phosphorylierung von Tyrosin 925 zum
Ausschluss von FAK aus den fokalen Adhésionen fiihrt [98].

Dagegen beeinflusst die Phosphorylierungsstelle Tyrosin 861 die Interaktion von FAK
mit Crk assoziiertem Substrat (p130“**). Zum einen kommt es durch Phosphorylierung zu
einer verbesserten Bindung der beiden Proteine in vitro , zum anderen zeigen Zellen mit an
Tyrosin 861 unphosphorylierbarer FAK eine verminderte Aktivierbarkeit von JNK [109],
einem moglichen Effektor von p130“*. Die Phosphorylierung von p130“* ermoglicht
die Assoziation mit Crk, wodurch es iiber die GTPase Rac Einfluss auf Migration und

Invasion der Zellen nimmt [49, 87].

Molekulare Analysen verschiedener Tumore weisen auf eine zentrale Rolle von FAK in
einer Vielzahl von humanen Neoplasien hin. So findet sich in Plattenepithelkarzinomen [6],
Bronchial- [123,170], Leber- [90], Mamma- [175], Schilddriisen- [99], Ovarialtumoren [68]
und Astrozytomen [72] eine vermehrte Expression und Phosphorylierung von FAK, was
die Vermutung nahe legt, dass sich die Kinase als therapeutisches Zielprotein, prognosti-
scher Marker oder Indikator fiir maligne Transformation einsetzen lasst. Kasahara et al.,
die als erstes die Funktion von FAK bei der zelluldren Reaktion auf genotoxischem Stress
untersuchten, beobachteten nach Bestrahlung humaner Leukdmiezellen eine verminderte
DNA-Fragmentierung sowie eine geringere Aktivitdt von Caspase 3 und 8 bei FAK
Uberexpression [96]. Gleichzeitig fand sich eine Induktion des AKT Signalweges und der
Apoptoseinhibitoren (inhibitor of apoptosis, IAP) «cellular IAP-2» (cIAP-2) und «X-linked
IAP» (XIAP). Neben einer reduzierten Radiosensibilitit besafsen HL-60 Zellen mit erhoh-
ter FAK Expression eine vermehrte Resistenz gegentiber zytotoxischen Substanzen wie
Wasserstoffperoxid oder Etoposid [159]. Studien an adhdrent wachsenden A549 Bronchi-
alkarzinomzellen zeigten interessanterweise eine Induktion der FAK-Phosphorylierung
an den Tyrosinresten 397 und 925, nachdem die Zellen bestrahlt worden waren [12].
Als mogliche Erklarung fiir diesen Effekt konnte die strahleninduzierte Entstehung
von Sauerstoffradikalen dienen [140], unter deren Einfluss Zent et al. eine verstarkte

Phosphorylierung von Proteinen der fokalen Adhédsionen beobachteten [184].
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2.2 Extrazellulare Matrix

Erworbene oder bestehende Resistenzen von Tumoren gegen genotoxische Einfliisse,
wie ionisierende Strahlen oder zytotoxische Medikamente, sind ein weit verbreitetes
klinisch dufSerst relevantes Phanomen. Untersuchungen haben ergeben, dass hierbei
Zell-Matrix-Interaktionen eine wichtige Rolle spielen.

Unter der extrazellularen Matrix (EZM) versteht man die Gesamtheit der Makro-
und Mikromolekiile, die sich im Zellzwischenraum befindet. Sie bildet nicht nur ein
mechanisches Geriist und gewdhrleistet so die strukturelle Integritdt von Geweben und
letztlich des Gesamtorganismus, sondern ist auch fiir das Mikromilieu der Einzelzelle,
also fiir Faktoren wie Wasseranteil, Ionenkonzentrationen, Nahrstoffe und Signalmo-
lekiile verantwortlich. Zwischen der EZM und den Zellen besteht eine wechselseitige
Beziehung [75]. Wahrend durch Mikromilieu und Zell-Matrix-Kontakt verschiedene
essentielle Vorgange wie Differenzierung, Zellzyklusprogression, Migration, Adhésion
und Uberleben der Zellen moduliert werden, verdndern diese durch Sezernierung von
Matrixproteinen die Beschaffenheit der EZM.

Hinsichtlich der Makromolekiile unterscheidet man zwischen Faserproteinen wie
Kollagen, Laminin oder Elastin, die der EZM eine mechanische Stabilitét verleihen sowie
Proteoglykanen und Hyaluronsdure, die aufgrund ihres sehr hohen Hydratisierungsgra-
des fiir die gelartige Beschaffenheit der EZM wichtig sind. Fibronektin, ein aus zwei sehr
dhnlichen Polypeptiduntereinheiten bestehendes dimeres Protein, stellt eine Verbindung
zwischen den Matrixstrukturproteinen und den in der EZM eingebetteten Zellen her,
und spielt somit eine entscheidende Rolle fiir die Signaliibertragung. Interessanterweise
zeigen Versuche an Fibronektin-defizienten Madusen, dass der Verlust dieses Proteins
bereits in der frithen Embryonalperiode zum Tod fiihrt [65].

Klinisch ist die EZM bei einer Vielzahl von Krankheiten von Bedeutung. So ist beispiels-
weise die Erkrankung Osteogenesis imperfecta, auch bekannt als Glasknochenkrankheit,
durch eine Storung in der Prokollagen-I-Synthese charakterisiert. Wahrend die milden
meist heterozygoten Auspragungsformen mit quantitativ reduziertem aber normalem
Kollagen I einhergehen, kommt es bei Mutationen, die zu einem strukturellen Defekt in
einer der Proteinketten fiihren, zu schweren oft schon perinatal letalen Verlaufsformen
mit intrauterinen Knochenfrakturen und intrakraniellen Himorrhagien [137].

Beim Ehlers-Danlos-Syndrom, eine Gruppe hereditdrer Erkrankungen, liegt eine
Reduktion und gestorte Architektur von Kollagenfaser-Biindeln vor. Je nach dem welcher

Kollagentyp betroffen ist, kommt es zu verschiedenen dominierenden Symptomen. So ist
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der klassische Typ mit Defekt von Kollagen V iiberwiegend durch starke Dehnbarkeit
der Haut und Hypermobilitdt der Gelenken gepragt. Dagegen fiihrt eine Mutation im
Kollagen-III-Gen zu Fragilitdt von Arterien und inneren Organen mit der Gefahr von

Ruptur grofler Gefdfse und gastrointestinaler Perforationen [59].

Doch auch fiir Tumorerkrankungen spielt die EZM eine wichtiger Rolle, da hier das
Gleichgewicht verschiedener Zellgruppen und der EZM gestort ist [110]. Zwischen
Tumorzellen, Stromazellen und der EZM besteht eine wechselseitige Beziehung. Deutlich
wird dies bei grundlegenden Prozessen wie Angiogenese, Invasion, Metastasierung und
bei der Reaktion auf zytotoxische Substanzen oder Bestrahlung [71]. Tumoren bendtigen
viel Energie und Néhrstoffe, aus diesem Grund sind sie auf eine gute Vaskularisierung
angewiesen [8]. Dies spiegelt sich in einer gesteigerten Gefafineubildung wieder, die
ein Ansatzpunkt fiir eine Therapie darstellt. Weidner et al. konnten zeigen, dass eine
vermehrte Vaskularisierung bei Mammatumoren mit schlechterer Prognose korreliert
[177].

Bei der Angioneogenese exprimieren Endothelzellen a,p3-Integrine [18]. Angiogenese-
hemmer, die dieses Integrin inhibieren und somit das Wachstum von Gefdfien hemmen
befinden sich in der klinischen Evaluation [121]. So z. B. Cilengitide, das in Studien zum
Glioblastom oder Pankreaskarzinom eingesetzt wird und fiir das auch ein synergistischer
Effekt in Kombination mit Radiotherapie beim Mammakarzinom der Maus gezeigt
werden konnte [20]. Vitaxin, ein weiterer a,f3-Integrin-Antagonist befindet sich in der

klinischen Erprobung und scheint eine geringe Toxizitdt zu besitzen [73].

Insbesondere bei der Invasion ist ein Umbau der EZM notig. Ausgehend von den
haufigsten Tumoren des Menschen, den Karzinomen, muss bei der Invasion zuerst die
Basalmembran iiberwunden werden, bei weiterem Wachstum dringt der Tumor in die
stromale extrazelluldre Matrix ein. Die EZM wird durch Matrix-Metalloproteinasen
(MMPs) und Serin-Proteinasen (z. B. Tissue Plasminogen Activator, Plasmin, Thrombin
und Urokinase) abgebaut. Bei der Invasion muss dieser Abbau gerichtet verlaufen,
dies ist moglich, da die Proteasen nicht nur sezerniert werden, sondern auch von
membranstdndigen Proteinen gebunden werden. So wird beispielsweise Urokinase von
dem Rezeptor uPAR (Urokinase-Typ Plasminogen Aktivator Rezeptor) gebunden [110],

was einen rdumlich begrenzten EZM-Abbau ermoglicht.

Sowohl die gewebespezifische Zusammensetzung der EZM als auch die unterschiedli-
che Ausstattung an Integrinen ist beim Tumorwachstum von Bedeutung. Verldsst eine

Zelle ihre Umgebung, so dndert sich das Muster der EZM-Proteine, moglicherweise
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existieren hier weniger Liganden fiir die Integrine der Zelle. Durch Rekrutieren von
Caspase-8 konnen die ungebundenen Integrine zur Apoptose fithren und die abberante
Migration unterbinden. Dieser Mechanismus kann auch den klinisch wohlbekannten

Sachverhalt organspezifischer Metastasierung bestimmter Tumoren erkldren [86,154].

Die EZM moduliert auch die zelluldre Resistenz gegentiiber genotoxischen Einfliissen
wie Chemotherapeutika oder ionisierenden Strahlen. So besitzen viele klinisch verwende-
ten Zytostatika eine geringere Wirksamkeit, wenn die Zellen an Matrixproteinen adhérent
sind. Kleinzellige Bronchialkarzinomzellen zeigen in Matrigel genauso wie auf Laminin
eine verminderte Zytotoxizitdt gegeniiber Etoposid, Cisplatin und Doxorubicin [57], wih-
rend auf Fibronektin wachsende Pankreaskarzinom-, Glioblastom-, Bronchialkarzinom-
und Melanomzellen unabhéngig von Differenzierungsgrad und Ursprungsgewebe eine
reduzierte Radiosensibilitit aufweisen [34]. Auch in Kolon-, Ovarial- [115], Mamma-
[118], Gehirn- [168] und Lebertumoren [185] wurden vermehrt Therapieresistenzen
durch integrinvermittelte Adhédsion an EZM-Proteine gefunden. Interessanterweise zei-
gen an Fibronektin gebundene Leukdmiezellen nach Bestrahlung [40, 83] sowie nach

Fludarabin-Exposition [45] eine verminderte Apoptoserate.

Untersuchungen zur Identifizierung der zugrunde liegenden Mechanismen erbrachten
eine Vielzahl von potentiellen Proteinen, die fiir diese klinisch relevanten Effekte verant-
wortlich sein kdnnten, darunter insbesondere Integrine und Integrin-Signalmediatoren
wie «integrin linked kinase» (integringebundene Kinase, ILK), «focal adhesion kinase»
(fokale Adhésionskinase, FAK), p53, Proteinkinase Ba/AKT (AKT) oder B-Zell Lymphom
Protein-2 (Bcl-2) [29,30,36,44,81,96]. Aufgrund der grofien Anzahl von Integrinrezeptoren,
der komplexen intrazelluldren Vernetzung und der Kooperation von Integrin- und Wachs-
tumsfaktorrezeptorsignalwegen, lasst sich eine integrinvermittelte Modifikation aller
wichtigen Signalwege fiir die zelluldre Antwort auf genotoxischen Stress vermuten. Die
Integrin-Expression und -Signalgebung wie auch die EZM-Zusammensetzung scheinen
wiederum von der Tumor-Stroma-Interaktion beeinflusst zu werden. So weist schnell
wachsendes neoplastisches Gewebe eine hohe Umbildungrate der EZM innerhalb und in
unmittelbarer Umgebung des Tumors auf [142,179], wobei auch die massive Freisetzung
von Wachstumsfaktoren sowie die Neovaskularisation fiir die Resistenzentwicklung von

Malignomen gegeniiber Therapiemafinahmen von Bedeutung sein konnten.
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Kollagen

Fibronektin

Tenascin C

Vitronektin ®

Abbildung 2.7: Integrine sind membranstiandige Dimere, die sich aus einer a und einer f
Untereinheit zusammensetzen. Dargestellt sind die bekannten Kombinationen mit ihren Sub-
stratspezifitaten.

2.3 Integrine

Integrine sind membranstandige Glykoproteine und bilden eine eigenstandige Gruppe
von Oberfachenrezeptoren, die nur bei Vielzellern zu finden sind. Sie vermitteln Zell-
Matrix-Kontakte und tiber Bindung von ICAMs (Inter Cellular Adhesion Molecules)
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Integrin  Phanotyp (Maus)

a3 perinatal letal, Defekte der Nierenentwicklung

o embryonal letal, Defekte der Plazenta- und Herzentwicklung

o5 embryonal letal, Defekte der Mesodermentwicklung

Qg perinatal letal, Hautablésung, Defekte in Kortex und Retina

oy lebensfahig, Muskeldystrophie

as perinatal letal, gestérte Nierenentwicklung, Defekt der Haarzellen
des Innenohrs

a9 Tod nach 10 Tagen, Chylothorax bei Defekt des Ductus lymphaticus

Oy perinatal letal, rupturierte cerebrale Gefale

Qg Hamorrhagien, keine Thrombozytenaggregation

am Defekte der Phagozytose bei Neutrophilen

O stark reduzierte Anzahl intraepithelialer Lymphozyten

p1 letal im Stadium der Blastocyste

B2 Leukozytose, gestdrte Entziindungsreaktion, Hautinfektionen

B3 Hamorrhagien, keine Thrombozytenaggregation, Osteosklerose, Hy-
pervaskularisation von Tumoren

Ba Hautblasen, Defekte der epithelialen Gewebe

B7 gestdrte Immunitat im Darmbereich, keine Peyer’schen Plaques

Tabelle 2.1: Ubersicht der integrindefizienten Phanotypen der Maus. Obwohl die Bindungsspezi-
fitdten der Integrine sich teilweise tiberschneiden, sind die einzelnen Integrine fiir verschiedene
Prozesse essentiell. Integrine spielen bei so unterschiedlichen Vorgiangen wie embryonalen
Entwicklungsprozessen, Thrombozytenaggregation oder Lymphozytenfunktion eine Rolle.

auch Zell-Zell-Kontakte [26] und bestehen als Heterodimere aus zwei unterschiedlichen
Untereinheiten. Sie konnen EZM-Proteine wie z. B. Laminin, Fibronektin, 16sliche Fakto-
ren wie Fibrinogen oder auch spezifische Oberflichenproteine der Ig-Familie (VCAM-1)
binden. Die verschiedenen Integrine besitzen hierfiir unterschiedliche Affinititen (siehe
Abbildung (siehe Abb. 2.7)). Zusitzlich zu ihrer Funktion als Oberflichenrezeptor ver-
mitteln Integrine eine mechanische Verbindung zwischen der EZM und dem Zytoskelett.
Die intrazellulire Doméne bindet u.a. Strukturproteine wie Talin oder a-Aktinin und
steht somit in Verbindung zum System der Aktinmikrofilamente, dessen Aufbau und

Funktion auch von Integrinen moduliert wird [183].

Die Bindungsaffinititen der verschiedenen Integrine iiberschneiden sich teilweise.
Dennoch sind die einzelnen Integrin-Rezeptoren fiir viele verschiedene biologische
Prozesse essentiell. Dies veranschaulichen die integrindefizienten Phanotypen der Maus
mit hdufig embryonaler oder perinataler Letalitdt oder Sichtbarwerden von Defekten in
unterschiedlichen Geweben im adulten Tier (siehe Tabelle 2.1 [14,89]).
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Integrine stehen moglicherweise auch mit einer erhohten Resistenz von malignen
Erkrankungen gegeniiber therapeutischen Mafinahmen in Verbindung. asp;-Integrin
scheint als Antagonist gegen Zelltod nach Doxorubicin- oder Melphalan-Exposition in
multiplen Myelomzellen zu fungieren [82], wobei dieser Effekt ebenfalls bei Mamma-
tumoren nach Paclitaxel [5] und bei nicht kleinzelligen Bronchialkarzinomzellen nach
Cisplatin oder Mitomycin-C Behandlung [31] beobachtet wurde. Studien an murinen
GD25 Fibroblasten zeigen die wichtige regulatorische Funktion von f;-Integrinen fiir die
zelluldre Strahlenantwort [35, 148].

Nach Strahlenexposition zeigen humane Fibroblasten [34], Endothelzellen und Kerati-
nozyten [117] sowie auch maligne Zellen verschiedener Tumorentititen [32,33,52,152]
ein verdndertes Expressionsmuster bestimmter Integrinuntereinheiten, darunter £;-,
B3- und as-Integrin. Hallahan et al. nutzten die Induktion von «,f3-Integrinrezeptoren
nach Bestrahlung von Glioblastom- und Melanomzellen, um Radioisotope, welche an
Integrinliganden gekoppelt waren, in die Zellen einzubringen und sie dadurch spezifisch
zu schddigen [74]. Durch diese Methode konnte mit Hilfe von Integrinen eine lokale
Wirkung von applizierten Zytostatika durch die Auswahl des Bestrahlungsfeldes erreicht
werden. Interessanterweise lasst sich sowohl nach dreiwdchiger fraktionierter Radio-
therapie als auch nach Applikation von genotoxischen Substanzen wie Cisplatin und
Cyclophosphamid eine Reduktion der Integrinexpression nachweisen [152]. Kiirzlich
konnten Park et al. zeigen, dass die Inhibition von f;-Integrin mittels monoklonaler
Antikorper sowohl in 3-dimensionalen Zellkulturen als auch in vivo zu einer Reduktion
der Proliferation und zu einer Steigerung der Apoptoserate in Mammakarzinom Tumoren
fuhrt [128].

2.3.1 Struktur

Integrine setzen sich aus einer a und einer  Untereinheit zusammen, die jeweils einen
extrazelluldren, einen transmembranosen und einen intrazelluldren Teil besitzen [88].
Es wurden bisher 18 o und 8 § Untereinheiten identifiziert, es existieren aber nicht alle
18 X 8 = 144 Kombinationen dieser Einheiten, bisher sind 24 verschiedene Heterodimere
bekannt. Der aminoterminal gelegene «Kopf» des Integrins setzt sich aus der «Propeller»-
Sequenz der a-Untereinheit und der fA-Domaéne der f-Untereinheit zusammen und
enthdlt die Region, die fiir die Ligandenbindung verantwortlich ist (siehe Abb. 2.8).
Bei der a-Untereinheit folgen drei hauptsiachlich p-Faltblatt-Strukturen beinhaltende
Doménen: Tigh, Calf-1 und Calf-2. Wahrend die Untereinheiten Calf-1 und Calf-2 eine
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B B-Propeller

a,B,-Integrin ay-Untereinheit  B,-Untereinheit

Abbildung 2.8: Struktur des «,p3-Integrins: A ist eine schematische Darstellung der beiden
Untereinheiten. B zeigt den aktiven Zustand des Integrinrezeptors, der sich durch Rotation
der Doménen gegeneinander ergibt. [181]. C zeigt den inaktiven Zustand. Der «Kopf» des
Integrins ist fiir die Ligandenbindung zustandig. Er besteht aus der Propeller-Sequenz der
a-Untereinheit (dunkelblau) und der fA-Doméne der f-Untereinheit (hellgriin). Das «Genu»
der a-Untereinheit zwischen der Tigh-Region (mintgriin) und Calf-1 (grau) ist wichtig fiir die
Konformationsdnderung vom inaktiven in den aktiven Zustand. Bei der f-Untereinheit ist die
dreidimensionale Struktur dieser fiir den Klappmechanismus relevanten Region aufgrund hoher
Variabilitdt nicht ausreichend aufgeldst und entspricht hier nur einer Schitzung. (Struktur: PDB
1JV2, Software Cn3d, nach [89,181])
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starre Einheit bilden, ermdoglicht die Verbindung zwischen Calf-1 und Tigh die Bewegung
der Domiénen gegeneinander und wird ihrer Funktion nach «Genu» (Knie) genannt.
Dagegen schliefien sich bei der p-Untereinheit 4 auch im «epidermal growth factor»
(EGF) vorkommende Sequenzen (I-EGF-1 bis 4) und die p-Tail-Doméne (BTD) an. Diesem
mit ca. 160 A relativ langen extrazelluliren Teil folgt ein kurzer transmembrandser und

zytoplasmatischer Teil.

2.3.2 Signaliibertragung

Obwohl Integrine weder eine Kinaseaktivitdt noch sonst eine enzymatische Aktivitat
besitzen, haben sie wichtige signaliibertragende Funktionen. Diese laufen iiber Proteine ab,
die sich der zytoplasmatischen Doméne anlagern, wie Adapterproteinen, Proteinkinasen
oder Proteinen die beide Funktionen ausiiben. Beispiele hierfiir sind die Serin/Threonin
Kinase ILK und die Tyrosinkinase FAK.

Stimulation von Integrin-Rezeptoren {iiber ein geeignetes Substrat bewirkt durch
Integrin-Clustering und Rekrutierung von Wachstumsfaktorrezeptoren, Adapterprotei-
nen, Signalproteinen und Zytoskelettbestandteilen die Bildung komplexer Strukturen an
der Zellmembran. Diese werden fokale Adhdsionskomplexe genannt. Viele der Signalpro-
zesse, die durch Integrine vermittelt werden, dhneln denen von Wachstumsfaktorrezepto-
ren [89]. Auch die enge rdaumliche Beziehung in den fokalen Adhédsionskomplexen deutet
auf einen funktionellen Zusammenhang der beiden Rezeptor-Gruppen hin. Tatsdchlich
ist die zelluldre Reaktion auf Wachstumsfaktoren wie EGF und PDGF abhéngig von der
integrinvermittelten Adhédsion der Zelle auf einem Substrat. Hierin liegt der Grund fiir
die Adhésionsabhéngigkeit von Zelliiberleben und Proliferation. Den Integrinen kommt
hierbei eine zentrale Bedeutung zu [147]. Uber die in den fokalen Adhésionen enthaltenen
Signalproteine werden auch andere grundlegende Zellfunktionen wie Differenzierung,
Migration und Apoptose moduliert. Insbesondere fiir das Zelliiberleben nach Bestrahlung
konnte gezeigt werden, dass Integrinen und der EZM eine zentrale Rolle zukommt [29,34].

Neben dieser von aufien nach innen verlaufenden Signaliibertragung («outside-in
signaling») konnen Integrine auch Signale vom Inneren der Zelle nach auflen vermitteln,
indem sie ihre Affinitét fiir ein Substrat verandern und so nach auflen agieren («inside-out
signaling») [89]. So ist fiir einige Integrine gezeigt worden, dass sie zwei Zustdnde
«ON» oder «OFF» annehmen konnen. Ein Beispiel hierfiir ist ein fiir Thrombozyten
charakteristisches Integrin ay,p3, besser bekannt als GP IIb/Illa. Es befindet sich norma-

lerweise im «OFF» Zustand, wire dem nicht so, wiirde es seinen Liganden Fibrinogen
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binden und so zur Thrombozytenaggregation und Thrombosierung fithren. Werden
die Plattchen aktiviert, wechseln die a,p3 Integrine durch zytoplasmatische Signale in
den «ON» Zustand und binden Fibrinogen, Fibronektin und von Willebrand Faktor. Sie
adhdérieren so an der Gefafiwand und bilden einen Thrombus. Wie wichtig diese Funktion
ist, zeigt sich bei einem Defekt des oy, oder des 3 Integrins, die zu einem Verlust der
Thrombozytenaggregation fiithren [97].

Es existieren mittlerweile einige Medikamente, die diesen Mechanismen nutzen. So
ist z. B. Abciximab (ReoPro™) ein Antikorper der die Bindung von Fibrinogen und von
Willebrand-Faktor an das aypf3-Integrin verhindert und somit die Thrombozytenaggre-
gation hemmt [46]. Eptifibatid (Integrilin™), ein zyklisches Peptid wird nun ebenfalls
als Thrombozytenaggregationshemmer eingesetzt [131]. Tirofiban (Aggrastat™) ist ein
nichtpeptidischer Integrinantagonist, der wie Eptifibatid in der Kardiologie verwendet
und ebenfalls parenteral verabreicht wird.

Eine weitere Funktion der Integrine zeigt sich beim B,-Integrin auf Leukozyten. Bei
Aktivierung bindet es Oberflichenrezeptoren der Ig-Klasse wie ICAM und vermittelt die
Adhésion am Gefédfiendothel. Patienten mit einem Defekt des B, Integrins leiden an der
Krankheit LAD (Leukozyten Adhésions Defekt), die mit Leukozytose und der Unfahigkeit
der Leukozyten den Ort von Entziindungen zu erreichen einhergeht. Therapeutisch
lasst sich dieses Phianomen bei Krankheiten mit tiberschiefSender Immunreaktion nutzen,
so wurde ein Inhibitor fiir f4—Integrin (das bei Leukozyten eine dhnliche Funktion wie
po—Integrin hat) entwickelt und mit Erfolg bei Multipler Sklerose und auch Morbus Crohn
eingesetzt [119,144]. 3

Es wird vermutet, dass auch bei den anderen Integrindimeren ein aktiver und ein
inaktiver Zustand existiert. Der Mechanismus dieser Aktivierung ist noch unklar, wahr-
scheinlich handelt es sich um eine Konformationsianderung des Dimers. Schon 1992
wurde durch elektronenmikroskopische Aufnahmen gezeigt, dass ligandengebundene
Integrine eine gestreckte Form einnehmen [178]. Eine rontgenkristallographische Struk-
turanalyse zeigte jedoch eine zusammengeklappte Form des a,p3-Integrins [181]. Dies
stellt wahrscheinlich die inaktive Form dar [158]. Der Ubergang in die aktive Form erfolgt
durch einen Aufklappvorgang («switchblade»-Mechanismus, siehe Abb. 2.8).

Die Konformationsdnderung der extrazelluldren Doméne geht mit einer Verdnderung
im zytoplasmatischen Teil einher. So sind in der aktiven Form die zytoplasmatischen

Doménen voneinander getrennt, wiahrend sie bei der inaktiven Form Kontakt haben.

3Der Inhibitor Natalizumab (Tysabri™) ist in Europa zugelassen. Als gefdhrliche Nebenwirkung ist die
PML (Progressive multifokale Leukoenzephalopathie) zu beachten [103].
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Takagi et al. stellten ein a5p;-Integrin her, bei dem der zytoplasmatische und transmembra-
nose Teil beider Untereinheiten entfernt und durch zwei kurze mit einer Disulfidbriicke
verbundene Peptide ersetzt worden war. Hierbei war das resultierende 16sliche Integrin
inaktiv und zeigte keine Affinitit zu seinem Liganden Fibronektin. Durch Spaltung der
Disulfidbriicke entstand die aktive Form, die wieder Ligandenbindung zeigte. Elektro-

nenmikroskopisch war eine Separierung der carboxyterminalen Peptide sichtbar [157].
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3.1 Zelllinien

Untersucht wurden embryonale Mausfibroblasten, die entweder als Pinch-1// oder
als Pinch-1 defizienter Genotyp Pinch-17" vorlagen. Diese Zelllinien wurden uns in
einer Kooperation mit Prof. Fissler! dankenswerter Weise zur Verfiigung gestellt. Zur
Herstellung dieser Zellen wurde in embryonale Stammzellen ein Konstrukt (PINCH — 11)
eingebracht, das das Gen fiir Pinch-1, die angrenzenden Regionen und eine Neo-TK
Kassette (Neomycin Resistenz und die Herpes Thymidinkinase) enthielt. In diesem
Konstrukt waren LoxP-Sequenzen eingebracht, vor und nach einem Exon und der Neo-
TK Kassette. Diese LoxP-Sequenzen ermoglichen es, das Exon oder die Resistenz zu
einem spédteren Zeitpunkt durch die Cre-Rekombinase (Cyclization REcombination) zu
entfernen?.

Die Zellen mit erfolgreicher Integration des Konstrukts wurden durch Selektion mit
Neomycin gefunden. Nach Entfernung der Neomycinresistenz®> wurden aus diesen
embryonalen Stammzellen, die sich von den urspriinglichen Zellen nur durch die LoxP-
Sequenzen unterscheiden, Méduse herangeziichtet.

Um die Zelllinie Pinch-1"/! zu erhalten, wurden embryonale Fibroblasten isoliert und
mittels eines Adenovirus mit SV40 largeT-Antigen immortalisiert. Um die Zelllinie
Pinch-17 herzustellen, wurden diese Zellen mit einem Cre-exprimierenden Adenovirus
infiziert und somit das Exon im Gen von Pinch-1 entfernt.

Die ILK# und ILK” wurden in einem dhnlichen Verfahren hergestellt (beschrieben
in [143, S. 927]).

In den Pinch-1" Zelllinien ist die Pinch-1 Expression durch Transfektion der Pinch-17

Zelllinie mittels eines Pinch-1 exprimierenden, retroviralen Vektors wiederhergestellt

1Abteilung fiir Molekulare Medizin, Max Planck Institut fiir Biochemie, Martinsried

’Die Cre-Rekombinase schneidet die DNA zwischen zwei LoxP Sequenzen und ligiert die Enden
wieder.

*Dazu wurden die Zellen mit einem Cre-Rekombinase Expressionsplasmid transfiziert. Die Zellen, bei
denen die Neo-TK Cassette dadurch entfernt wurde, sind resistent gegen FIAU (1-(2-deoxy-2-fluoro-[beta]-
D-arabinofuranosyl)-5-iodouridine, eine Substanz mit antiviraler Wirkung), denn FIAU tétet nur Zellen, in
denen die Herpes Thymidinkinase (negativer Selektionsmarker) aktiv ist.
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(Pinch-1 rekonstituiert Pinch-1"%") [153].

Auflerdem wurden vergleichende Untersuchungen mit nichtmalignen menschlichen

Zelllinien und mit verschiedenen humanen Tumorzelllinien durchgefiihrt (siehe Tabelle

3.1).
Zelllinie Ursprung Medium Bezugsquelle
Pinch-171 embryonale Mausfibroblasten DMEM  Prof. Fassler
Pinch-1" embryonale Mausfibroblasten DMEM  Prof. Fassler
Pinch-1rekon embryonale Mausfibroblasten DMEM  Prof. Fassler
LK™ murine Nierenfibroblasten DMEM  Prof. Fassler
ILK™ murine Nierenfibroblasten DMEM  Prof. Fassler
A172 Glioblastom DMEM  ATCC CRL-1620
U138MG Glioblastom MEM ATCC HTB-16
A549 Lunge, Adenoca. DMEM DMSZ ACC-107
SKMESH1 Lunge, Plattenepithelca. DMEM DMSZ ACC-353
CLL-221 Colon, Adenoca. RPMI ATCC CLL-221
HTB-35 Cervix, Plattenepithelca. DMEM  SiHa
HTB-43 Pharynx, Plattenepithelca. DMEM  FaDu
MDA-MB-231 Mamma, Adenoca. DMEM  ATCC HTB-26
PA-TU-8902  Pankreas, Adenoca. DMEM DMSZ ACC-179
Jurkat ALL RPMI DMSZ ACC-282
HL60 AML FAB M2 RPMI DMSZ ACC-3
CCD32 Lungenfibroblasten DMEM  Prof. Rodemann
HSF-1 Hautfibroblasten DMEM  Prof. Rodemann
HSF-2 Hautfibroblasten DMEM  Prof. Rodemann

Tabelle 3.1: Verwendete Zelllinien (DMSZ: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellen, Braunschweig; ATCC: American Type Culture Collection, Manassas, USA; Prof. Fassler:
Max Planck Institut fiir Biochemie, Martinsried; Prof. Rodemann, Universitat Tiibingen)

3.2 Gerate und Hilfsmittel

3.2.1 Zellkultur

Sterilbank
Brutschrank
Wasserbad
Umbkehrmikroskop
Neubauer Zihlkammer
Zellzihler

Hera safe (Heraeus Kendro Laboratory Products, Hanau)
BBD 6220 (Heraeus Kendro Laboratory Products, Hanau)
TW 8 (Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach)

Axiovert 10 (Zeiss, Oberkochen)

(Baacklab, Schwerin)

Z2 Particle Analyzer (Beckman Coulter, Krefeld)
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Zellkulturflaschen
Falcon Rohrchen

Kryorohrchen
Abkiihlbehiilter

3.2.2 Bestrahlung

Rontgenrohre
Dosimeter
Priifstrahler

25 cm?, 75 cm?, 175 cm? (Becton Dickinson, Heidelberg)

15 ml, 50 ml (Becton Dickinson, Heidelberg)

1 ml (Nalgene, Hereford, United Kingdom)

Freezing Container (Nalgene, Hereford, United Kingdom)

Isovolt 320/10 (Seifert, Ahrensburg)
SN-4 (PTW, Freiburg)
Isotop: 90 Sr, 33 MBq (Dr. Pychlau, Freiburg)

3.2.3 Koloniebildungsassay

ber-Platten
Auflichtmikroskop
Software

Software

3.2.4 Western-Blot

ELISA-Spektrometer
Zentrifuge
Zentrifuge

Waage

Heizplatte

Vortexer
Schwenktisch
Riittler
Elektrophoresesystem
Transferapparat
Stromquelle

Scanner

Software

Software

Zellschaber

Nadel

Eppendorf Rohrchen

Multiwell 353046 (Becton Dickinson, Heidelberg)
STEMI SV8 (Zeiss, Oberkochen)

Excel (Microsoft, USA)

Sigma Plot 5,0 (SPSS Science Software GmbH, Erkrath)

SpectraMax 190 (Molecular Devices, Ismaning)
Sigma 202-MK (Sigma, Osterode)

Labofuge 400R (Heraeus Kendro Laboratory Products, Hanau)

PT 600 (Sartorius, Gottingen)

MR 3001 (Heidolph, Schwabach)

REAX 2000 (Heidolph, Schwabach)

Polymax 2040 (Heidolph, Schwabach)

KL 2 (Edmund Biihler, Tiibingen)

SE 600 (Hoefer, San Francisco, USA)

Multiphor II (Amersham Pharmacia Biotech, Frankfurt)
EPS 3500 (Amersham Pharmacia Biotech, Frankfurt)
Scanet (C6270, Epson, Meerbusch)

SoftMax Pro 3.01 (Molecular Devices, Ismaning)
ImageQuant 5.0 (Molecular Dynamics, Krefeld)
Costar cell scraper 3010 (Corning, Niederlande)
25-Gauge Nadel (Braun, Meisungen)

1,5 ml, 2 ml (Eppendorf AG, Hamburg)
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Mikrotiterplatte
Chromatographie Papier
Nitrocellulosemembran
Film

Filmkassette

Beads

3.2.5 Immunfluoreszenz

Objekttriger mit Kammer
Zytozentrifuge
Laserscanningmikroskop
Fluoreszenzmikroskop

feuchte Kammer

3.3 Reagenzien

96-Well (Becton Dickinson, Heidelberg)

3MM Chr (Whatman, Cambridge, UK)

Protran BA 83 (Schleicher & Schuell, Dassel)

Hyperfilm ECL (Amersham Biosciences Europe, Freiburg)
Hypercassette (Amersham Biosciences Europe, Freiburg)

Protein G Agarose (Sigma-Aldrich, Hamburg)

LabTek Chamberslide glass (Nunc, Wiesbaden)
Shandon Cytospin3 (Thermo, Erlangen)
TCSNT (Leica Microsystems, Wetzlar)

DM LB (Leica Microsystems, Wetzlar)

mit nassem Zellstoff ausgelegt

3.3.1 Reagenzien fiir Zellkultur

DMEM
RPMI

MEM
FKS
NEA
Trypsin
DMSO

Dulbecco Modified Eagle Medium, (Gibco, Karlsruhe)
Roswell Park Memorial Institute, Gibco RPMI 1640 (Invitrogen,
Karlsruhe)

Minimum Essenial Medium, (Invitrogen, Karlsruhe)

fetales Kdlber Serum Gold (PAA, Pasching, Osterreich)
nichtessentielle Aminosaduren (Gibco, Karlsruhe)

(Gibco, Karlsruhe)

Dimethyl-Sulfoxid (HybriMax, CR1194, Sigma-Aldrich, Stein-

heim)

Zur Kultivierung wurde DMEM oder RPMI (500 ml) mit 10% FKS (55 ml) und 1% NEA
(5,5 ml) versetzt. Lagerung steril bei 4 °C.

3.3.2 Reagenzien fiir Western Blot

NaCl
KClI

Natrium-Chlorid, MW 58,44 g/mol (Merck, Darmstadt)
Kalium-Chlorid, MW 74,56 g/mol (Merck, Darmstadyt)
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NEIQHPO4

KH,PO,

Tween

Tris-HCI
NP-40

Sodium deoxycholate

EDTA

Complete
BCA-Reagenz
Tris-Base
Acrylamidlosung
SDS

APS

TEMED
Isopropanol
Marker

Glycerol
Mercaptoethanol
Bromphenolblau
Glycin

Borsiure
Methanol
Ponceau-Losung
Milchpulver
ECL

Entwickler

Fixierer

Di-Natrium-Hydrogenphosphat, MW 141,96 g/mol (Merck,
Darmstadt)

Kalium-Hydrogenphosphat, MW 136,09 g/mol (Merck, Darm-
stadt)

Tween 20, USB (Amersham Biosciences Europe, Freiburg)
Tris-HCl (pH 7,4, MW 157,6 g/mol, Merck, Darmstadyt)
(Sigma-Aldrich, Steinheim)

414,56 g/mol (Merck, Darmstadt)

Ethylendiamintetraacetat (Sigma Chemical CO, St. Louis,
USA)

Proteaseinhibitor (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)
BC Assay Reagent (Interchim, Montlucon, Frankreich)
(Sigma-Aldrich, Steinheim)

Acrylamid/bis-Acrylamid 30% (Sigma-Aldrich, Steinheim)
n-Dodecylsulfat Natriumsalz (Merck, Darmstadt)

PlusOne Ammonium Persulfat (Amersham Biosciences, Frei-
burg)

PlusOne TEMED (Amersham Biosciences, Freiburg)

(Merck, Darmstadt)

BenchMark Protein Ladder (Invitrogen, Karlsruhe)

(Merck, Darmstadt)

(Merck, Darmstadt)

(Serva, Heidelberg)

75.07 g/mol (Sigma-Aldrich, Steinheim)

(Merck, Darmstadt)

(Merck, Darmstadt)

Ponceau S (Serva, Heidelberg)

Magermilchpulver (Merck, Darmstadt)

ECL™ Western Blot Detection Reagent (Amersham Bios-
ciences, Freiburg)

GBX Developer (Kodak, Stuttgart)

GBX Fixer (Kodak, Stuttgart)
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Phosphat gepufferte Salzlésung (Stammlésung, 10fach-PBS)

Natriumchlorid 80¢g
Kaliumchlorid 2¢g
Na,HPO, 11g
KH,PO, 2¢g

ad 11 Aqua bidest. Lagerung bei Raumtemperatur. 1XPBS: 100 ml 10xPBS ad 11 Aqua
bidest.

Waschpuffer

1xPBS 2000 ml
Tween 2ml
Lagerung bei 4°C.

RIPA-Lysepuffer

Tris-HCL (pH 7 ,4) 50 mM
NP-40 1%
Sodium deoxycholate 0,25 %
Natriumchlorid 150 mM
EDTA 1mM

ad 50 ml Aqua bidest. Lagerung bei 4°C. Vor Gebrauch 957 ul dieser Losung folgende
Zusitze zugeben: 40 ul einer Losung von einer Tablette Complete ad 2 ml Aqua dest.,

1 pl einer 200 mM Losung von NazVO, und 1 pl einer 200 mM Losung von NaF.

BCA (Bicinchoninsaure)-Protein Assay

Die Gebrauchslosung besteht aus 49 Teilen Reagenz A plus 1 Teil Reagenz B, wobei sich
die Menge eines Teils wie folgt berechnet:

Anzahl der Wells x 200 ul
50

= Menge von Reagenz B (1 Teil)

Lagerung bei Raumtemperatur, lichtgeschiitzt.

40



3 Material

Trenngelpuffer

Tris-Base 18,17 g

ad 50 ml Aqua dest., pH mit HCI auf 8,8 einstellen, Aqua dest. ad 100 ml
Sammelgelpuffer

Tris-Base 6,06 g

ad 50 ml Aqua dest., pH mit HCl auf 6,8 einstellen, Aqua dest. ad 100 ml

Trenngel

Je nach gewiinschter Acrylamid-Konzentration des Geles, ergeben sich die verschiedenen

Mischungsverhiltnisse der Reagenzien wie folgt:

8% 12% 15%
Trenngelpuffer 2,4 ml 2,4 ml 2,4ml
Aqua bidest. 49 ml 3,5ml 2,5ml
Acrylamidlosung 2,6 ml 4ml 5ml
SDS-Losung 10% 100 pl 100 pl 100 pl
APS-Losung 10% 100 pl 100 ul 100 pl
TEMED 10 pl 10 ul 10 ul
Sammelgel
Sammelgelpuffer 1,8 ml
Aqua bidest. 4,5ml
Acrylamidlosung 1,12ml
SDS-Losung 10% 75 ul
APS-Losung 10% 150 pl
TEMED 7,5ul
Ladepuffer
Glycerol 2ml
10% SDS-Lisung 2ml
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Sammelgelpuffer 2,5ml
p-Mercaptoethanol 0,5ml
Bromphenolblau 1mg

Aqua bidest. ad 10 ml. Lagerung bei 4°C.

Laufpuffer

Glycin 1441¢g
Tris-Base 303¢g
SDS lg

Aqua bidest. ad 11. Lagerung bei 4°C.

Anodenpuffer

Borsiure 31g
SDS-Losung 10% 4 ml
Methanol 200 ml

ad 11 Aqua bidest. pH-Wert mit NaOH auf 9,0 einstellen. Lagerung bei 4°C.

Kathodenpuffer

Borsiiure 31g
SDS-Losung 10% 4ml
Methanol 50 ml

ad 11 Aqua bidest. pH-Wert mit NaOH auf 9,0 einstellen. Lagerung bei 4°C.

Blocking Puffer

Milchpulver 5¢

ad 100 ml PBS, Lagerung bei 4°C nicht langer als 24 Stunden.
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ECL™ Western Blot Detection Reagent

ECL Reagenz 1 und Reagenz 2 zu gleichen Teilen mischen. Die bendtigte Menge errechnet

sich aus der Grofie der Membran wie folgt:

1
0,3% X Membranfliche[cm?] = anzusetzende Menge Reagenz

Entwickler

GBX Developer 100 ml
Aqua bidest 400 ml
Fixierer

GBX Fixer 100 ml
Aqua bidest 400 ml

3.3.3 Reagenzien fiir Koloniebildungsassay

Cisplatin Platinex™ (Bristol-Myers Squibb, Miinchen)

Mitomycin-C Mitomycin medac (Gesellschaft fiir klinische Spezialpréaparate
mbH, Wedel)

Coomassie G250 Brilliantblau (Merck, Darmstadt)

Eisessig (Merck, Darmstadt)

Ethanol vergillt Ethanol (Carl Roth , Karlsruhe)

Formaldehyd 4 % (Merck, Darmstadt)

Coomassie-Blau-Lésung

Methanol 200 ml
Eisessig 75ml
Coomassie 05¢g

ad 11 Aqua bidest. Lagerung lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur.

3.3.4 Reagenzien fiir Inmunfluoreszenz

DAPI 4’,6-Diamidino-2-phenylindol-2 HCI (Serva, Heidelberg)
Phalloidin, FITC konj. 1 mg/ml Ethanol (Sigma-Aldrich, Hamburg)
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Phalloidin, TRITC konj. 1 mg/ml Ethanol (Sigma-Aldrich, Hamburg)

Einbettfliissigkeit Vectashield H-1000 (Vector, Burlingame USA)

Einbettfliissigkeit-DAPI DAPI-Vectashield (Vector, Burlingame USA)

PFA Paraformaldehyd 4 % (Sigma-Aldrich, Hamburg)

Triton X-100 (Sigma-Aldrich, Hamburg)

Bovines Serumalbumin Fraktion V A4503, 1% BSA in 1xPBS (Sigma-Aldrich, Ham-
burg)

3.3.5 Reagenzien fiir y-H2AX-Farbung

Formaldehyd siurefrei 1 % Formaldehyd acid free (Merck, Darmstadt)
TX-100 Triton X-100 (Merck, Darmstadt))
Gelatine

PBS/Glycin Waschlésung

Glycin 0,5ml
IXPBS ad 100 ml

PBTG Waschlésung

Tween20 0,05 ml
Gelatine 0,5ml
1xPBS ad 100 ml

DAPI-Vectashield-Mischung

Vectashield 0,7 ml
DAPI 0,3 ml

Triton-X Losung

TX-100 0,025 ml
1xPBS ad 10 ml

3.4 Substrate

Fibronektin 1 mg/ml (Becton Dickinson, Heidelberg)
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Poly-L-Lysin

3.5 Antikorper

3.5.1 Primarantikorper

ILK

Pinch-1

o-Parvin

FAK

phospho-FAK Y%

phospho-FAK Y%

AKT

phospho-AKT Ser*’3

GSK3p

phospho-GSK3p Ser?

Paxillin

phospho-Paxillin Tyr’!

1 mg/ml (Sigma-Aldrich, Hamburg)

monoklonal, Maus IgG;, (Becton Dickinson, Heidelberg)
WB 1:500 MiPu, IF 1:100 BSA

polyklonal, Hase IgG, (Prof. Fassler, MPI, Martinsried)
WB 1:4000 1% PBS Tween MiPu, IF 1:500 BSA

polyklonal, Hase IgG, (Acris, Hiddenhausen)
WB 1:1000 MiPu, IF 1:250 BSA

monoklonal (Cl. 77), Maus IgG,, (Becton Dickinson, Heidelberg)
WB 1:1000 MiPu

polyklonal, Ziege, (Santa Cruz, Heidelberg)
WB 1:200 MiPu

polyklonal, Hase, (Calbiochem, Darmstadyt)
WB 1:250 MiPu

polyklonal, Hase IgG, (Cell Signaling, Frankfurt a.M.)
WB 1:500 MiPu, IF 1:100 BSA

polyklonal, Hase IgG, (Cell Signaling, Frankfurt a.M.)
WB 1:250 MiPu

monoklonal (Cl. 7), Maus IgG1, (Becton Dickinson, Heidelberg)
WB 1:500 MiPu

polyklonal, Hase IgG, (Cell Signaling, Frankfurt a.M.)
1:250 MiPu

monoklonal, Maus IgG;, (Sigma, Steinheim)
WB 1:500 MiPu

polyklonal, Hase, (Sigma, Steinheim)
WB 1:500 MiPu
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p130©s monoklonal, Maus IgG,,, (Upstate, Lake Placid)
WB 1:250 MiPu

phospho-p130© Y410 polyklonal, Hase, (Cell Signaling, Frankfurt a.M.)
WB 1:250 Tween MiPu

phospho-Tyrosin monoklonal (Cl. 4G10), Maus IgGop, (Upstate, Lake Placid)
WB 1:500 MiPu

Fibronektin monoklonal, Maus IgG, (Becton Dickinson, Heidelberg)
1:2000 MilPu

Src monoklonal (Cl. GD11), Maus IgG;, (Upstate, Lake Placid)
WB 1:500 MiPu

3.5.2 Sekundarantikorper

mouse 1gG, HRP konj. polyklonal, Hase, (Santa Cruz, Heidelberg)
WB 1:2000 MiPu

rabbit 1¢G, HRP konj. polyklonal, Ziege, (Santa Cruz, Heidelberg)
WB 1:2000 MiPu

goat IgG, HRP konj. polyklonal, Affe, (Santa Cruz, Heidelberg)
WB 1:2000 MiPu

mouse 1gG, Cy2 konj. polyklonal, Ziege, (Dianova, Hamburg)
IF 1:100 BSA

rabbit 1gG, Cy3 konj. polyklonal, Ratte, (Dianova, Hamburg)
IF 1:100 BSA
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4.1 Zellkultur

4.1.1 Subkultivierung

Die Zellen wurden bei einer Temperatur von 37 °C und einem CO, Gehalt von 10 %
(DMEM, MEM) oder 5 % (RPMI) kultiviert. Als Medium diente DMEM, MEM oder RPMI
mit einem Anteil von 10% FKS und 1% NEA. Bei einer Konfluenz von 70-90% wurden
die Zellen einmal mit Trypsin gespiilt, anschliefSend abtrypsiniert und im Verhéltnis

1:4-1:10in eine neue Zellkulturflasche umgesetzt.

4.1.2 Einfrieren

Zellen wurden abtrypsiniert, mittels Zellzdhler gezdhlt, zentrifugiert und in Einfrierme-
dium (Standardmedium mit 20% FKS und 5% DMSO) resuspendiert. Die Suspension
wurde in Kryorohrchen mit einer Abkiihlgeschwindigkeit von ca. 1°C/min auf —80°C
abgekiihlt. Die Lagerung erfolgte bei —130 °C.

4.1.3 Auftauen

Die gefrorene Zellsuspension erwédrmt und der in eine 75 cm? Zellkulturflasche mit 12 ml

Medium gegeben. Nach 24 h wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt.

4.1.4 Suspension

Um die Zellen in Suspension zu halten wurden Petrischalen mit 10 ml 1%-iger Losung
von Agarose in Aqua dest. befiillt und die Zellen nach dem Erkalten hierauf ausgebracht.

Das Agarosegel am Boden der Schale verhinderte effektiv ein Anheften der Zellen.
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4.2 Bestrahlung

Die Bestrahlung der Zellen erfolgte bei 20 °C Umgebungstemperatur mit einer Rontgen-
rohre. Die Anodenspannung betrug 240 kV, der Anodenstrom 13 mA. Zwischen Rohre
und Probe bestand ein Abstand von 22 cm, wobei die Stahlung mittels einer 3 mm dicken
Berylliumplatte gefiltert wurde. Die applizierte Dosis wurde mit einem Dosimeter, das
zuvor anhand eines Priifstrahlers kalibriert worden war, gemessen. Bei Erreichen der
gewiinschten Dosis wurde die Bestrahlung automatisch beendet. Die Bestrahlung erfolgte

innerhalb der 95% Isodose.

4.3 Koloniebildungsassay

Abbildung 4.1: Beispielhafte fotografische Aufnahmen eines Koloniebildungassays der ITLK/
Zelllinie. Es wurde mit 0 (links), 2, 4 oder 6 Gy (rechts) bestrahlt. Deutlich zu sehen ist die
Abnahme der Kolonienzahl bei hoherer Dosis, aufSerdem sind die Kolonien bei hoherer Dosis
kleiner.

Der Koloniebildungsassay, welcher das klonogene Uberleben erfaf3t, dient der Be-
stimmung der Sensibilitdt verschiedener Zellen gegeniiber genotoxischen Einfliissen. Es
wird eine definierte Zellzahl ausgesdt und nach entsprechendem Protokoll behandelt.
Nach einer Inkubationszeit von 7 Tagen werden die Kolonien angefarbt und gezahlt
(vergleiche [135], Abbildung 4.1). Diese Methode zur Bestimmung des Zelliiberlebens
gilt als Goldstandard in der Strahlenbiologie.

4.3.1 Ansatz

Die 6er-Platten wurden mit Fibronektin, Kollagen oder dem Kontrollsubstrat Poly-L-Lysin
(1 ug/cm?) eine Stunde bei Raumtemperatur beschichtet. Als weitere Kontrolle wurden

unbeschichtete Platten verwendet.
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Behandlung Dosis Pinch-1""  Pinch-17 ILK" |LK” Pinch-1"ekon

keine 500 500 500 500 500
IR 2 500 500 500 500 500
IR 4 1000 1000 1000 1000 1000
IR 6 3000 5000 3000 3000 3000
Cisplatin 0,1 500 500 500 500
Cisplatin 1 1000 1000 1000 1000
Cisplatin 10 3000 3000 3000 3000
Mitomycin-C 0,1 500 500

Mitomycin-C 1 1000 1000

Mitomycin-C 10 3000 5000

Tabelle 4.1: Beim Koloniebildungsassay verwendete Zellzahlen (Zellen pro Vertiefung) fiir
Bestrahlung (IR [Gy]), Cisplatinbehandlung [uM] und Mitomycin-C Behandlung [uM]

4.3.1.1 Bestrahlung in Adhasion

Fiir die Versuche wurden subkonfluent wachsende Zellen abtrypsiniert. Je nach Bedingung
wurden verschiedene Zellzahlen ausgesat und fiir 24 Stunden kultiviert (siehe Tab. 4.1).
Anschliefiend erfolgte die Bestrahlung mit 2 — 6 Gy. Die Platten wurden bei 37 °C, 10%
CO, 8 Tage belassen.

4.3.1.2 Bestrahlung in Suspension

Es wurden 10 ml einer Zellsuspension mit 5-10* Zellen/ml angesetzt und in eine mit
Agar vorbereitete Schale gegeben (siehe 47). Nach einer Zeitdauer von 0-300 Minuten
erfolgte die Bestrahlung mit 2 — 6 Gy, danach wurden die Zellen mit den in Tabelle 4.1
angegebenen Zellzahlen in 6-er Platten ausgesit. Hierzu wurde die Suspension erst

durchmischt und um den Faktor 5 verdiinnt.

4.3.1.3 Bestrahlung in Suspension unter Serumentzug

Die Zellen wurden trypsiniert und anschliefsend mit 1XPBS gewaschen, zentrifugiert und
in Medium ohne FKS resuspendiert. Es wurden daraus 10 ml einer Zellsuspension mit
5-10* Zellen/ml angesetzt und in eine mit Agar vorbereitete Schale gegeben (siehe 4.1.4).
Nach einer Stunde erfolgte die Bestrahlung mit 2 — 6 Gy, danach wurden die Zellen in
mit Fibronektin beschichtete 6-er Platten ausgesat (1000 Zellen je Vertiefung). Bei einem

Teil der Zellen wurde sofort nach dem Aussden serumhaltiges Medium zugegeben. Bei
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einem anderen Teil wurde serumfreies Medium verwendet, hier wurde nach 6 Stunden
10% FKS zugegeben.

4.3.1.4 Behandlung mit Zytostatika

Die Zellen wurden mit den in Tabelle 4.1 angegebenen Zellzahlen auf die 6-er Platten aus-
gebracht und in DMEM (+1%NEA +10%FKS) kultiviert. Nach 24 oder 48 Stunden wurde
das Medium abgenommen und Medium mit Cisplatin (Konzentrationen 0,1 pM, 1 pM
und 10 pM) oder Mitomycin-C (Konzentrationen 0,1 uM, 1 uM und 10 M) zugegeben
und fiir eine Stunde belassen. Anschlieflend wurde das Cisplatin enthaltende Medium
durch Spiilen mit 2 ml Medium griindlich entfernt und wieder 2 ml Standardmedium

zugegeben. Der Koloniebildungsassay wurde 8 Tage nach Ansatz fixiert.

4.3.2 Fixierung

Nach Entfernung des Mediums wurden die Vertiefungen mit 2 ml 1xXPBS gespiilt. 1 ml
von 4%-iger Formaldehydlosung wurde pro Vertiefung zugegeben und fiir 30 Minuten
belassen. AnschliefSend wurden die Platten fiir 30 Minuten mit 1 ml 70% Ethanol behandelt,

mit Wasser gespiilt und die Zellen mit Coomassie gefarbt.

4.3.3 Auswertung

Die Kolonien wurden mit einem Auflichtmikroskop ausgezahlt, wobei eine Kolonie als
eine Anhdufung von mehr als 50 Zellen definiert war. Die Experimente wurden drei
Mal durchgefiihrt und die Werte jedes Experiments auf die verwendete Zellzahl und die
Kontrolle abgeglichen.

4.4 Proliferationsbestimmung mittels Zellzahlung

4.4.1 Ansatz

Hierfiir wurden 25 cm?-Kulturflaschen mit Fibronektin fiir eine Stunde bei Raumtempe-
ratur beschichtet. Nach Abtrypsinierung wurden 4 -10* Zellen je Kulturflasche ausgesiit.
Die Kultivierung erfolgte tiber 8 Tage in DMEM (+1% NEA +10 % FKS) bei 10 % CO..
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4.4.2 Zahlung

Zunichst wurde jeder Flasche 2 ml Trypsin beigefiigt, wobei darauf geachtet wurde dass
nach Inkubation von 5 Minuten alle Zellen abgeltst waren. Dann folgte Zugabe von
DMEM (+1% NEA +10% FCS). Zur Kontrolle wurde das Volumen der Zellsuspension

gemessen. Zur Bestimmung der Zellzahl diente der automatische Zellzdhler.

4.4.3 Auswertung

Die Zellzahlen wurden relativ zur jeweiligen Kontrolle ermittelt und als Mittelwert aus

drei Experimenten angegeben. Zur graphischen Darstellung diente Sigma-Plot.

4.5 SDS-Elektrophorese und Western Blot

Mittels Elektrophorese konnen die verschiedenen Proteine eines Zellysats aufgetrennt
werden. Bei SDS-Polyacrylamid Gel Elektrophorese (PAGE) erfolgt dies fast ausschliefs-
lich nach dem Molekulargewicht, da die Proteine durch das SDS eine stark negative
Ladung erhalten und dadurch ihre eigene Ladung vernachldssigbar wird. Nach der
Elektrophorese werden die aufgetrennten Proteine durch Anlegen einer Spannung vom
Gel auf eine Membran transferiert (Blotten). Der Nachweis erfolgt durch Aufbringen spe-
zifischer Primédrantikorper, die in einem zweiten Schritt durch einen Enzym-gekoppelten
Sekundérantikorper gebunden werden. Dieses Enzym («horseradish peroxidase», HRP)
katalysiert die Freisetzung von H,O,, welches mit dem ebenfalls zugegebenen Luminol
reagiert. Die relative Intensitédt des hierbei entstehende Licht kann mittels Auflegen eines

Films gemessen werden.

4.5.1 Versuchsablaufe
4.5.1.1 Gesamtzellysat nach 24 h Adhéasion

Es wurden Petrischalen mit Fibronektin beschichtet. Ein Teil der Zellen wurde auf diese
Petrischalen ausgesét, andere Zellen wurden auf unbeschichtete Petrischalen ausgebracht.

Die Zellzahl wurde so gewihlt, dass nach 24 h eine Konfluenz von 70-90% erreicht wurde.
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4.5.1.2 Gesamtzellysat nach 1 h Suspension

Die Zellen wurden in einer 175 cm? Zellkulturflasche angesetzt. Nach 24 Stunden wurden
die Zellen trypsiniert und anschlieflend direkt in eine mit Agar vorbereitete Petrischale
gegeben (Gesamtvolumen 10 ml) oder mit Medium ohne Serumzusatz gewaschen und
ohne Serum in eine solche Petrischale tiberfiihrt. Die Zellen wurden bei 37 °C eine Stunde

in Suspension belassen, anschlieflend wurde das Gesamtzellysat hergestellt.

4.5.2 Herstellung der Gesamtzellysate

Zellen in Adhésion Vor der Lyse wurden die Zellkulturschalen auf 4 °C gekiihlt, das
Medium abgenommen und zweimal mit 1XPBS gespiilt. Dann wurden 200 pul Lysepuffer
zugegeben und mittels eines Zellschabers die Zellen abgeschabt. Das Lysat wurde in
ein Probenrohrchen iiberfiihrt. Nach 15 Minuten wurde das Lysat fiinfmal durch eine
25-Gauge Nadel passiert. Nach weiteren 15 Minuten wurde mit 13000 r/min 20 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Probenrshrchen tiberfiihrt. Falls nicht

gleich verwendet, wurde das Lysat bei —130 °C gelagert.

Zellen in Suspension Die Suspension wurde durchmischt und in ein Probenrshrchen
tiberfithrt. Ab diesem Zeitpunkt wurde die Probe auf 4 °C gekiihlt. Nach dem Zentrifugie-
ren fiir 5 Minuten mit 800 rpm wurde das Medium abgenommen, 5 ml 1xXPBS zugegeben
und nochmals mit 800 rpm fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und das Sediment in 50 — 150 ul Lysepuffer aufgenommen. Nach 15 Minuten auf Eis
wurde das Lysat 5x durch eine 25-Gauge Nadel passiert. Nach weiteren 15 Minuten
wurde mit 13000 r/min 20 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues
Eppendorfrohrchen tiberfiihrt. Falls nicht gleich verwendet, wurde das Lysat bei —130 °C
gelagert.

4.5.3 Proteinbestimmung

Um die Expression einzelner Proteine in verschiedenen Lysaten miteinander vergleichen
zu konnen, wurde von jeder Probe die gleiche Menge an Gesamtprotein verwendet.
Hierzu wurde die Proteinkonzentration mittels BCA-Assay bestimmt!.

Als Standard wurde eine Verdiinnungsreihe mit BSA (2 mg/ml) verwendet, die in vier

Schritten jeweils um den Faktor 2 mit RIPA-Lysepuffer (ohne Zusitze) verdiinnt wurde.

1Djeser Assay basiert auf der Reduktion von Cu®* zu Cu™, das in einem weiteren Schritt mit BCA
(Bicinchoninsdure) einen blauvioletten Komplex bildet (Biuret-Reaktion [145])
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Als Leerwert diente unverdiinnter RIPA-Lysepuffer. Von allen Werten wurden je zweimal
10 ul auf eine Mikrotiterplatte pipettiert und anschliefSfend mit 200 pl BCA-Reagenz
vermischt.

Die Absorption wurde mittels eines ELISA-Spektrometers bei einer Wellenldnge von

562 nm gemessen.

4.5.3.1 Vorbereitung der Proben

Es wurden anhand der Proteinbestimmung 20 pug Protein mit Ladepuffer ad 15 ul ver-

mischt. Die Proben wurden 5 Minuten gekocht und mit 4000 rpm herunterzentrifugiert.

4.5.3.2 Elektrophorese

Die Proben wurden der Reihe nach auf das entsprechende Gel aufgetragen, wobei ein Slot
tiir den Marker blieb. Nachdem das befiillte Gel in die Elektrophoresekammer eingespannt
war, wurde Laufpuffer aufgefiillt und die Elektrophorese gestartet (Einstellung: 5 mA
pro Gel, U,.y = 350 V bei 10°C).

4.5.4 Western Blotting

Sobald die Lauffront das Ende des Gels erreicht hatte, wurde die Elektrophorese be-
endet. Zum Transfer der Proteine auf die Membran diente ein Blotting-Gerat, das mit
Halbtrocken-Technik («semi-dry») arbeitete. Die in Anodenpuffer getrankte Membran
wurde auf die zur Anode liegenden Seite des Gels gelegt. Dann folgten oben und unten
drei Schichten Chromatographie Papier, die im entsprechenden Puffer getrankt waren.
Der Transfer fand bei einer Stromstirke von 0,8 mA pro cm? Membranfliche iiber einen
Zeitraum von 2 Stunden statt. Um das Blot-Ergebnis zu beurteilen und den Marker

anzuzeichnen, wurde die Membran anschliefiend mit Ponceau-S-Losung gefarbt.

4.5.5 Detektion

Die Membran wurde fiir 5 Minuten in 1XPBS und anschliefSend fiir weitere 60 Minuten
in 5% Milchpulver 1XPBS geblockt?. Der gemaf} Kapitel 3.5 verdiinnte Primérantikdrper
inkubierte auf dem Schwenktisch fiir eine Stunde bei Raumtemperatur oder {iber Nacht
bei 4 °C. Danach wurde die Membran dreimal 5 Minuten mit PBST gewaschen. Nach

Durch diese Losung werden unspezifische Bindungsstellen der Membran besetzt und so eine
Abschwichung des Hintergrundsignals erreicht
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Inkubation mit dem Sekundadrantikorper fiir eine Stunde bei Raumtemperatur, wurde
die Membran erneut sechsmal 5 Minuten mit PBST gewaschen. Zur Detektion wurde

gleichméaflig ECL aufgetragen und die entstehende Lumineszenz auf Film festgehalten.

4.5.6 Auswertung

Eine densitomentrische Auswertung erfolgte mit ImageQuant, die Filme wurden hierzu
mit einem Scanner eingelesen. Es erfolgte die Bestimmung der Schwérzung® (oder
«Volumen») der Banden des zu untersuchenden Proteins und eines «housekeeping»-
Proteins, das einen relativ konstanten Anteil am Gesamtprotein einer Zelle hat. Hierzu

verwendeten wir ;-Aktin. Die Expression des untersuchten Proteins wurde dann als

Quotient
. Volumenpyotein
Expressionpyotein =
Volumeng, _axtin
berechnet.
4.6 Dotblot

Um die Wirksamkeit der Beschichtung mit Fibronektin zu untersuchen wurde ein Dotblot
angefertigt. Dazu wurde eine Petrischale mit Fibronektin beschichtet, das Beschich-
tungsmedium abgenommen, einmal mit 1XPBS gespiilt und mit 300 ul RIPA-Puffer und
einem Plastikschaber die Beschichtung abgeschabt. Mit dem vorher abgenommenen
Beschichtungsmedium wurde wiederum eine Pertischale beschichtet und ebenso ver-
fahren. Dies wurde nochmals wiederholt. Mit den so gewonnenen Proben wurde ein
Dotblot durchgefiihrt. Hierzu wurde die Probe direkt auf eine Nitrozellulosemembran
aufgetraufelt. Nach dem Trocknen der Membran wurde wie in 4.5.5 beschrieben mittels

Antikorpern gegen Fibronektin eine Detektion durchgefiihrt.

SHierzu wurde mit ImageQuant das «Volumen» der Banden bestimmt. Volumen bedeutet hier der Raum
unterhalb einer gedachten Flidche, die entsteht, wenn man sich die gescannten Schwarzwerte als z-Werte
iiber einem zweidimensionalen Koordinatensystem vorstellt. Vereinfacht stellt dies die «Gesamtschwirze»
der Bande dar.

54



4 Methoden

4.7 Immunfluoreszenz

4.7.1 Ansatz
4.7.1.1 Ansatz

Falls erforderlich wurden die Objekttrager mit 1 ml Fibronektinlosung (4 mg/ml in
Medium) fiir eine Stunde beschichtet. Es wurden die Zellen auf Objekttragern mit

Kulturkammer angesetzt.

Pinch-1 Darstellung Die Pinch-1"# Zellen wurden nach 24 Stunden Kultivierung auf
dem Objekttrager fixiert.

Adhédsionsassay Die Pinch-1"/ und Pinch-17 Zellen wurden nach einer Stunde in
Suspension unter Serumeinfluss auf mit Fibronektin beschichtete Objekttrager aufgebracht

und nach jeweils nach 5 Minuten, 15 Minuten, 60 Minuten und 6 Stunden fixiert.

4.7.1.2 Fixierung

Nach Abnahme des Medium wurden die Zellen mit 1 ml NaCl (0,9%) gespiilt. Anschlie-
8end folgte die Fixierung mittels 4%-iger Paraformaldehydlosung fiir 10 Minuten, bevor
die Zellen mit 0,1% Triton X-100 Lésung fiir 5 Minuten permeabilisiert und darauthin

erneut dreimal fiir 3 Minuten mit NaCl gewaschen wurden.

4.7.1.3 Farbung

Nach einer Blocking-Zeit von 30 Minuten in BSA-Losung (2 mg/ml in Aqua dest.) schlofs
sich eine einstiindige Inkubation des Primérantikdrpers (Verdiinnung siehe 3.5) an.
Die Zellen wurden danach viermal fiir 5 Minuten mit NaCl gewaschen und mit dem
Sekundéarantikorper fiir eine weitere Stunde inkubiert. Je nach Farbung wurde auch FITC
(1:100) oder TRITC (1:2000) zugegeben. Zur Anfarbung des Zellkerns diente DAPI (1:100)
in BSA. Nachdem die Zellen erneut sechsmal mit NaCl gespiilt worden waren, wurde die

Kammer entfernt und die gefarbten Zellen mit Vectashield und Deckgldschen eingedeckt.

4.7.1.4 Aufnahme der Bilder

Zur Visualisierung der Immunfluoreszenzen diente ein Laserscanningmikroskop. Es

wurden 3 Bilder bei verschiedenen Wellenldngen aufgenommen und mittels TCS Software
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kombiniert.

4.7.2 yH2AX-Farbung

Ein mafigeblicher Faktor fiir die zytotoxische Wirkung von ionisierenden Strahlen ist die
Induktion von DNA-Doppelstrangbriichen. Ein solcher Doppelstrangbruch (Abk. DSB)
kann von der Zelle repariert werden. Gelingt dies nicht, so dieses Ereignis letal fiir die
Zelle.

ATM und DNA-Proteinkinasen sind Proteine, die an der Erkennung von DSB beteiligt
sind. Unter anderem phosphorylieren sie bestimmte Histone (H2AX) in der Umgebung
des Bruchs, was zur Rekrutierung weiterer DN A-Reparaturmolekiile fiihrt. 53BP1 wird
ebenfalls phosphoryliert und zu Doppelstrangbriichen relokalisiert [91, S. 36487]. Bei
der Immunfluoreszenzfarbung lassen sich diese Proteine in ihrer phosphorylierten Form
darstellen. Es zeigen sich punktférmige Anhdufungen, auch Foci genannt, die jeweils
einem Doppelstrangbruch entsprechten.

Es wurde untersucht, ob Unterschiede bei der Reparatur von DSB in den Zelllinien
Pinch-1"/ und Pinch-17 vorliegen.

4.7.2.1 Ansatz

Die Zellen wurden in Zellkulturflaschen ausgesit, parallel wurde eine Kontrolle auf
Chamberslides ausgebracht (Pinch-1"/ 6 - 10, Pinch-17 8- 10* Zellen pro Kammer). Nach
24 Stunden wurden die Zellen trypsiniert und mit oder ohne FCS-Zusatz in mit Agar
vorbereitete Petrischalen gebracht

Nach einer Stunde Suspension wurden ein Teil der Zellen mittels Zytozentrifugation
auf Objekttrager gebracht. Ein Teil der Zellen wurde mit 4 Gy in Suspension bestrahlt und
auf Chamberslides ausgesit (Zellzahlen Pinch-1: 1,2 - 10° Zellen pro Kammer, Pinch-17:
1,6 -10* Zellen pro Kammer). Nach 6 Stunden wurde den serumfrei kultivierten Zellen
FCS zugegeben (10% FCS, nur 24h und 48h Werte). Nach 6,24 und 48 Stunden wurden

die Zellen fixiert.

4.7.2.2 Farbung

Die Zellen wurden 5 min mit 1XPBS 1% Formaldehyd fixiert, mit PBS/Glycin gewaschen.
Es wurde 10 min mit 0,25% Triton X-100 in 1xXPBS extrahiert (bei 0 °C) und mit PBGT

gewaschen. Der Primédrantikdrper wurde fiir 1,5 Stunden bei 37 °C inkubiert.
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Der Sekundéarantikoper wurde in PBGT verdiinnt. Nach 45 Minuten Inkubation wurde
mit PBGT gewaschen. Nach einer weiteren Fixierung mit 1XPBS 1%Formaldehyd wurde
mit PBS/Glycin gewaschen. Auf die Praparate wurden DAPI-Vectashield gegeben und
ein Deckglas aufgebracht.

4.8 Bestimmung der Apoptose

4’-6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI) binder stochiometrisch an DNA.Bei Apoptose
zeigt sich hier im UV-Licht (365 nm) das charakteristische Bild des zerfallenden Zellkerns.

4.8.1 Fixierung

Die Fixierung wurde nach Trypsinierung und Zentrifugation der Zellen mit 70% Ethanol
(=20 °C) durchgefiihrt.

4.8.2 Praparation

Es wurden 50 — 150 pl dieser Suspension mittels der Zytozentrifuge als Einzelzellsuspen-
sion auf Objekttrager aufzentrifugiert. DAPI-Losung (1:100) wurde aufgetrdufelt. Nach
Trocknung wurde Einbettfliissigkeit und ein Deckglas aufgebracht. Die Praparate wurden

unter 365 nm UV-Licht im Fluoreszenzmikroskop ausgwertet.

4.9 Statistik

Fiir die Bestimmung der Mittelwerte und Standardabweichungen wurde Microsoft Excel
verwendet. Die Berechnung der statistischen Signifikanz erfolgte mittels ANOVA. Fiir

die grafische Darstellung wurde die SigmaPlot verwendet.

4.9.1 Lineare Korrelation

Zur Bestimmung der Korrelation zwischen Expressionsdaten der in 3.1 aufgelisteten
Zelllinien wurde die Daten von jeweils zwei Proteinen verglichen. Es wurde ein Diagramm
erstellt, in dem jede Zelllinie als Punkt (bzw. Symbol) reprédsentiert war, wobei die
Abszisse der relativen Expression des einen Proteins und die Ordinate der relativen
Expression des anderen Proteins entsprach. Somit entsteht eine Punktwolke, durch die

eine Regressionsgeraden gelegt wurde (Formel der Regressionsgeraden: y = mx + ¢).
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Der Korrelationskoeffizient dieser Regression stellt ein Mafs fiir den Zusammenhang der

beiden Merkmale dar.
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5 Ergebnisse

5.1 Koloniebildungsassay

5.1.1 Pinch-1 Zelllinie, Bestrahlung 0-6 Gy in Adhéasion
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Abbildung 5.1: Die Pinch-1"/! und Pinch-17 Zelllinien wurden nach 24 bzw. 48 Stunden Adhésion
auf den Substraten Polystyrol (Poly-S), Poly-L-Lysin (Poly-L) und Fibronektin (FN) bestrahlt. Auf
allen drei Substraten zeigt sich ein signifikant vermindertes klonogenes Uberleben der Pinch-17
Zellen im Vergleich zu Pinch-1/# Zellen (p < 0,02). Der Zeitpunkt der Bestrahlung (24 oder 48 h)
hat keinen signifikanten Einfluss auf das Uberleben der Zellen. Die Ergebnisse sind als Mittelwert
+ Standardabweichung von drei unabhingigen Experimenten dargestellt. Bei der statistischen
Auswertung wurden die Uberlebensfraktionen der Pinch-1## und Pinch-17- Zellen verglichen. *p
< 0,02
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Pinch-1"" Bestrahlung nach 24 h Pinch-1"" Bestrahlung nach 24 h
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Abbildung 5.2: Das klonogene Zelliiberleben von bestrahlten Pinch-1// und Pinch-17 Zellen
wurde nach 24 bzw. 48 Stunden Adhésion bestimmt. Aufgetragen ist das Zelliiberleben jeweils
einer Zelllinie auf den Substraten Polystyrol (Poly-S), Poly-L-Lysin (Poly-L) und Fibronektin (FN).
Bei den Substraten Poly-S und Poly-L zeigen sich keine signifikanten Unterschiede, wéahrend bei
FN ein Trend zu einem verminderten Uberleben der Pinch-17/ Zellen sichtbar ist. Bei einer Dosis
von 6 Gy ist hier ein signifikanter Unteschied festzustellen. Die Ergebnisse sind als Mittelwert
+ Standardabweichung von drei unabhidngigen Experimenten dargestellt. Bei der statistischen
Auswertung wurde ein Vergleich der Uberlebensfraktionen der Zellen auf den drei untersuchten
Substraten durchgefiihrt. *p < 0,05

Die Bestimmung des klonogenen Zelliiberlebens der Pinch-17# und Pinch-17 Zellen
nach Bestrahlung erfolgte wie in 4.3.1.1 beschrieben. Die Zellen wurden nach 24 oder 48
Stunden in Adhédrenz bestrahlt. Im Folgenden soll der Einfluss von Bestrahlungszeitpunkt

und Substrat auf das zelluldre Uberleben der zwei Zelllinien untersucht werden.

Abbildung 5.1 zeigt fiir die Pinch-17 Zelllinie sowohl auf Polystyrol und dem unspezi-
fischen Kontrollpeptid Poly-L-Lysin als auch auf dem Substrat Fibronektin ein signifikant
schlechteres Uberleben als fiir die Pinch-1#/ Zellen (p < 0,02). Bei Bestrahlung 24 oder 48

Stunden nach Adhésion zeigen sich dagegen keine signifikanten Unterschiede innerhalb
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einer Zelllinie.

Zur besseren Vergleichbarkeit ist das Uberleben der Zellen nach Bestrahlung auf
verschiedenen Substraten in Abbildung 5.2 jeweils fiir eine Zelllinie je Diagramm
aufgetragen. Der Einfluss des Substrats auf das Uberleben ist hier gering. Die Pinch-
1! Zellen zeigen auf dem Substrat Fibronektin bei Bestrahlung nach 24 Stunden ein
tendenziell schlechteres Uberleben als die Pinch-17- Zellen. Bei einer Dosis von 6 Gy ist
dieser Unterschied signifikant (p < 0,05), wiahrend bei Bestrahlung nach 48 Stunden kein

Unterschied mehr erkennbar ist.

5.1.2 Pinch-1 Zelllinie, Bestrahlung 0-6 Gy in Suspension
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Abbildung 5.3: Die Pinch-1"// und Pinch-17 Zellen wurden nach 1h in Suspension bestrahlt
und anschlieflend auf Fibronektin (FN) oder Poly-L-Lysin (Poly-L) ausgesét. Zum Vergleich ist
eine Uberlebenskurve fiir die Bestrahlung in Adhéasion auf Poly-L aufgetragen (eo). Es zeigt
sich unter allen Bedingungen ein signifikant schlechteres Zelliiberleben der Pinch-17 Zellen im
Vergleich zu Pinch-1 Zellen (*p < 0,01). Fiir die Pinch-1/ Zellen ergibt sich ein geringfiigig
besseres Uberlebens bei Bestrahlung mit 6 Gy in Suspension im Vergleich zu Adhéasion (+p <
0,01). Dieser Unterschied ist bei Pinch-17 Zellen nicht nachweisbar. Die Ergebnisse sind als
Mittelwert + Standardabweichung von drei unabhédngigen Experimenten dargestellt. Bei der
statistischen Auswertung wurden die Uberlebensfraktionen der Pinch-1/ und Pinch-17" Zellen
miteinander verglichen (*). Zusitzlich wurde ein Vergleich des Zelliiberlebens einer Zelllinie auf
den verschiedenen Substraten durchgefiihrt (+). */+ p < 0,01

Nach einer Stunde in Suspension wurden die Pinch-1"# und Pinch-17 Zellen bestrahlt
und wie in 4.3.1.2 beschrieben auf den Substraten Poly-L-Lysin oder Fibronektin ausge-
bracht. Abbildung 5.3 zeigt die resultierenden Dosiseffektkurven. Bis zu einer Dosis von
4 Gy ist das klonogene Uberleben unabhéngig von Adhésions- bzw. Suspensionszustand
oder Substrat. Bei 6 Gy ergibt sich fiir in Suspension bestrahlte Pinch-1/# Zellen ein signi-
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fikant verbessertes Uberleben im Vergleich zu in Adhésion bestrahlten Zellen (+p < 0,01).
Wie schon bei den Untersuchungen des Zelliiberlebens nach Bestrahlung in Adhésion
zeigte sich auch bei Bestrahlung in Suspension ein deutlich geringeres Uberleben der
Pinch-17 Zellen im Vergleich zur Pinch-1"/ Zelllinie (*p < 0.01).

5.1.3 Pinch-1 Zelllinie, Behandlung mit Cisplatin
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Abbildung 5.4: Die Pinch-1"/! und Pinch-17 Zellen wurden fiir 24 h auf Polystyrol (Poly-S),
Fibronektin (FN) und Poly-L-Lysin (Poly-L) kultiviert und anschliefiend fiir 1 h mit Cisplatin
behandelt. Die resultierenden Uberlebenskurven zeigen insbesondere auf Fibronektin und Poly-
L-Lysin bei einer Cisplatin-Konzentration von 10 uM ein signifikant schlechteres Uberleben
der Pinch-17 Zellen (p < 0,05). Bei den Konzentrationen 0,1 uM und 1 uM ergibt sich kein
signifikanter Effekt des Zytostatikums auf das Zelliiberleben. Die Ergebnisse sind als Mittelwert
+ Standardabweichung von drei unabhingigen Experimenten dargestellt. Bei der statistischen
Auswertung wurden die Uberlebensfraktionen der Pinch-1## und Pinch-17- Zellen verglichen. *p
<0,05

In Abbildung 5.4 sind Dosiseffektkurven adhérenter Pinch-1" und Pinch-17 Zellen

unter Exposition mit dem Zytostatikum Cisplatin zu sehen (siehe 4.3.1.4), wobei die
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Substrate Polystyrol, Poly-L-Lysin und Fibronektin verwendet wurden.
Waihrend bei den Konzentrationen 0,1 uM und 1 uM kein signifikanter Effekt zu

erkennen ist, zeigt sich bei einer Cisplatinkonzentration von 10 uM ein im Vergleich
zu den Pinch-1" Zellen deutlich reduziertes Uberleben der Pinch-17 Zellen (p < 0,05).

Beziiglich der verschiedenen Substrate ergibt sich kein signifikanter Unterschied.

5.1.4 Pinch-1 Zelllinie, Behandlung mit Mitomycin-C
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Abbildung 5.5: Pinch-17" und Pinch-1## Zellen wurden nach 24 h Kultivierung in Adhasion fiir 1
h mit Mitomycin-C behandelt. Bei einer Konzentration von 1 uM ist ein signifikant schlechteres
Uberleben der Pinch-17 Zellen zu erkennen (p < 0,02). Bei 10 puM Mitomycin-C sind bei den
Pinch-17" Zellen im Gegensatz zu den Pinch-1"/ Zellen keine Kolonien mehr nachweisbar, somit
ist dieser Wert in der logarithmischen Auftragung nicht darstellbar (+). Die Ergebnisse sind als
Mittelwert + Standardabweichung von drei unabhédngigen Experimenten dargestellt. Bei der
statistischen Auswertung wurden die Uberlebensfraktionen der Pinch-1/// und Pinch-17- Zellen
verglichen. *p < 0,02

In Abbildung 5.5 ist das klonogene Uberleben der Pinch-1"# und Pinch-17 Zellen
nach Behandlung mit Mitomycin-C dargestellt (siehe 4.3.1.4). Wahrend bei einer Mito-
mycinkonzentration von 0,1 uM kein signifikanter Unterschied zwischen den Zelllinien
festzustellen ist, zeigt sich bei einer Konzentration von 1 uM Mitomycin-C ein signifikant
schlechteres Uberleben der Pinch-17 Zellen im Vergleich zu den Pinch-1"# Zellen (p <
0,02). Bei 10 uM Mitomycin-C sind bei der Pinch-17 Zelllinie im Gegensatz zu den Pinch-
11 Zellen keine Kolonien mehr nachweisbar, somit ist bei logarithmischer Auftragung
kein Wert darstellbar.
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Abbildung 5.6: Pinch-1"/ und Pinch-17" Zellen wurden nach 1 h in Suspension mit 4 Gy bestrahlt
und nach verschiedenen Zeitintervallen auf Fibronektin ausgesit. Pinch-17 Zellen weisen eine
signifikant hohere Strahlensensibilitit auf als Pinch-1// Zellen (p < 0,05). Die Zeit in Suspension
nach Bestrahlung hat einen geringen, nicht signifikanten Einfluss auf das Zelliiberleben (p=0,066).
Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung von drei unabhingigen Experimenten
dargestellt. Bei der statistischen Auswertung wurden die Uberlebensfraktionen der Pinch-1//
und Pinch-17 Zellen verglichen. *p < 0,05

5.1.5 Pinch-1 Zelllinie, Bestrahlung 0-6 Gy in Suspension, Zeitwerte

Um zu untersuchen, ob Adhésionsvorgiange nach erfolgter Bestrahlung das Zelliiberleben
modulieren, wurden Pinch-1"/' und Pinch-17 Zellen nach einer Stunde Suspension mit
4 Gy bestrahlt und nach verschiedenen Zeitintervallen auf Fibronektin ausgesét. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 5.6 dargestellt. Die Zeit nach Bestrahlung, nach der die
Zellen aus der Suspension auf ein Substrat plattiert wurden, hat keinen signifikanten
Einfluss auf das Uberleben. Bei Pinch-17 Zellen zeigt sich ein nicht signifikanter Trend
zu schlechterem Uberleben bei einer Verweildauer von einer Stunde in Suspension nach

Bestrahlung.

5.1.6 Pinch-1 Zelllinie, Bestrahlung 0-6 Gy in Suspension unter Serumentzug

Pinch-1"" und Pinch-17 Zellen wurde wie in 4.3.1.3 beschrieben in Abwesenheit von
Serum in Suspension mit 4 Gy bestrahlt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 5.7 dargestellt,
wobei hier zum Vergleich auch das Zelliiberleben in Adhésion auf Fibronektin aufgetragen
ist (+S Ko). Es ist ein signifikant besseres Uberleben der Pinch-1// Zellen in Suspension
unter Serumeinfluss zu sehen (+5) (p < 0,05). Bei Serumentzug unter Bestrahlung und
Serumprésenz bei der Ausplattierung (-S+S) ist das Uberleben der Pinch-1"# Zellen
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Abbildung 5.7: Pinch-1"// und Pinch-17" Zellen wurden fiir 1 h in Suspension gehalten bevor die
Bestrahlung mit 4 Gy erfolgte. Wahrend der Suspension wurde einem Teil der Zellen das Serum
entzogen, bei Adhdsion wurde entweder sofort (-5+S) oder erst nach 6 Stunden Serum zugegeben
(-S6h). Es ist zu erkennen, dass das Uberleben der Pinch-17# Zellen abhéngig von Suspension
und Serumeinfluss ist, wihrend bei den Pinch-17 Zellen keine Unterschiede auszumachen sind.
Bei den Bedingungen +S und -5+S bestehen signifikante Unterschiede zwischen den Zelllinien
(p < 0,05), wihrend unter Serumentzug vor und nach Bestrahlung (-S6h) kein signifikanter
Unterschied feststellbar ist. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung von drei
unabhéngigen Experimenten dargestellt. Bei der statistischen Auswertung wurde jeweils die
Uberlebensfraktionen der Pinch-1# und Pinch-17 Zellen verglichen (*). *p < 0,05

reduziert. Bei Serumentzug wihrend der Suspension und den ersten 6 Stunden der
Adhésion (-S6h) nimmt das Uberleben der Pinch-1// Zellen weiter ab. Unter diesen
Bedingungen besteht kein signifikanter Unterschied zu den Pinch-17" Zellen mehr. Die
Pinch-17 Zellen zeigen demgegeniiber kaum Unterschiede im Uberleben nach Bestrahlung
unter den verschiedenen Bedingungen. Insbesondere der Serumentzug wihrend und
nach Bestrahlung fiihrt bei den Pinch-17" Zellen zu keiner Reduktion des klonogenen

Zelliiberlebens.

5.1.7 Pinch-1eko" Zelllinien, Bestrahlung 0-6 Gy in Adhasion

Die mittels eines Pinch-1 exprimierenden retroviralen Vektors stabil infizierten Pinch-17
Zellen [153] wurden nach 24 Stunden Adhésion auf den Substraten Polystyrol, Poly-L-

Lysin und Fibronektin bestrahlt (sieche 4.3.1.1). Die resultierenden Uberlebenskurven in
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Abbildung 5.8: Pinch-17" Zellen, in denen die Expression von Pinch-1 mittels stabiler retroviraler
Infektion rekonstituiert wurde (Pinch-1"%°"), wurden nach 24 h Adhésion auf Fibronektin (FN),
Polystyrol (Poly-S) oder Poly-L-Lysin (Poly-L) bestrahlt. Das klonogene Zelliiberleben wurde
bestimmt. Beziiglich der verschiedenen Substrate zeigen sich keine signifikanten Unterschiede.
Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung von drei unabhédngigen Experimenten
dargestellt. Bei der statistischen Auswertung wurde ein Vergleich der Uberlebensfraktionen der
Zellen auf den drei untersuchten Substraten durchgefiihrt.
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Abbildung 5.9: Pinch-17" Zellen, in denen die Expression von Pinch-1 mittels retroviraler Infektion
rekonstituiert wurde (Pinch-1"%"), wurden nach 24 h Adhésion auf Fibronektin (FN), Polystyrol
(Poly-S) oder Poly-L-Lysin (Poly-L) bestrahlt. Das klonogene Zelliiberleben wurde bestimmt. Zum
Vergleich sind nochmals die Daten der Pinch-1/ und Pinch-17" Zelllinien dargestellt. Beziiglich
der verschiedenen Substrate zeigen sich keine signifikanten Unterschiede. Die Ergebnisse sind
als Mittelwert + Standardabweichung von drei unabhéngigen Experimenten dargestellt. Bei der
statistischen Auswertung wurde ein Vergleich der Uberlebensfraktionen der Zellen auf den drei
untersuchten Substraten durchgefiihrt.
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Abbildung 5.10: Das klonogene Zelliiberleben verschiedener Klone von Pinch-17* Zellen, in denen
die Expression von Pinch-1 mittels retroviraler Infektion wiederhergestellt, zeigt bei einer Dosis
von 4 Gy deutliche Unterschiede. Die Klone D04, D05, D06, D07, D08, D10, D11 und D20 weisen
bei Bestrahlung auf dem Substrat Poly-L-Lysin (Poly-L) einen signifikanten Unterschied zur
Ursprungszelllinie Pinch-17" auf (*). Die Klone D02, D04, D06, D10, D11 zeigen auf dem Substrat
Fibronektin (FN) ein signifikant besseres Uberleben als Pinch-17 Zellen (+). Die Ergebnisse sind
als Mittelwert + Standardabweichung von drei unabhidngigen Experimenten dargestellt. Bei der
statistischen Auswertung wurde ein Vergleich der Uberlebensfraktionen der jeweiligen Zelllinie
mit der Ursprungszelllinie Pinch-17 durchgefiihrt. Hierbei wurde unterschieden zwischen
Uberleben auf dem Substrat Poly-L (*) und FN (+). */+ p < 0,02. Abkiirzungen: P1fl: Pinch-1//, P1-
Pinch-17

Abbildung 5.8 und 5.9 zeigen, dass das im Vergleich zu den Pinch-1# Zellen schlechte-
re Uberleben der Pinch-17 Zellen durch Wiederherstellung der Pinch-1 Expression in
verschiedenem Ausmaf verbessert wird. In Abbildung 5.10 ist das Zelliiberleben nach
Bestrahlung mit 4 Gy aufgetragen. Hier zeigt sich, dass bei keinem der Klone das Uberle-
ben geringer ist als das der Pinch-17 Zellen. Insbesondere die Klone D10 und D06 weisen
ein stark verbessertes Uberleben auf, dass auf dem Niveau der Pinch-1// Zellen liegt (p
< 0,02) (Abbildung 5.10). Beztiglich des Uberlebens auf den verschiedenen Substraten
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zeigen in den Abbildungen 5.8 und 5.9 nur geringe, nicht signifikante Unterschiede bei

den Klonen.

5.1.8 ILK Zelllinien, Bestrahlung 0-6 Gy in Adhasion
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Abbildung 5.11: ILK”! und ILK” Zellen wurden 24 h auf Poly-L-Lysin (Poly-L) und Fibronektin
(FN) kultiviert und anschliefend bestrahlt. Auf dem Substrat Poly-L zeigen die ILK” Zellen
ein signifikant besseres Uberleben als die ILK"! Zellen (p < 0,02). Im Gegensatz hierzu weisen
beide Zelllinien auf dem Substrat FN ein sehr dhnliches Uberleben auf. Die Ergebnisse sind
als Mittelwert + Standardabweichung von drei unabhidngigen Experimenten dargestellt. Bei
der statistischen Auswertung wurden die Uberlebensfraktionen der LK und ILK” Zellen
verglichen (*). *p < 0,02

Das klonogene Uberleben von murinen ILK# und ILK defizienten Fibroblasten ILK”
wurde auf Poly-L-Lysin und Fibronektin bei Bestrahlung nach 24 Stunden bestimmt. In
Abbildung 5.11 zeigt sich auf Poly-L-Lysin ein signifikant schlechteres Zelliiberleben der
ILK Zellen im Vergleich zu ILK” Zellen (p < 0,02). Auf dem Substrat Fibronektin ist
kein Unterschied im Uberleben der beiden Zelllinien erkennbar. Hier ist im Vergleich
zum Substrat Poly-L-Lysin das Uberleben der ILK#/ Zellen verbessert.

5.1.9 ILK Zelllinien, Behandlung mit Cisplatin

Das klonogene Uberleben von ILK# und ILK” Zellen wurde in adhidrentem Zustand
nach Behandlung mit dem Zytostatikum Cisplatin bestimmt (Abbildung 5.12). Als Sub-
strat wurde Polystyrol, Poly-L-Lysin oder Fibronektin verwendet. Es ergeben sich keine
signifikanten Unterschiede im Uberleben der untersuchten Zelllinien. Bei einer Konzen-

tration von 0,1 uM Cisplatin zeigt sich nur eine geringe Reduktion des Zelliiberlebens
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Abbildung 5.12: ILK/' und ILK” Zellen wurden 24 h auf Polystyrol (Poly-S), Fibronektin
(FN) und Poly-L-Lysin (Poly-L) kultiviert und anschlieffend fiir 1 h mit Cisplatin behandelt.
Eine Konzentration von 0,1 pM Cisplatin zeigt keinen signifikanten Effekt, widhrend hohere
Konzentrationen zu einer Redukion des Zelliiberlebens fiihrten. Die Uberlebenskurven zeigen
auf keinem der verwendeten Substraten signifikante Unterschiede zwischen TLK und ILK”
Zelllinien. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung von drei unabhédngigen
Experimenten dargestellt. Bei der statistischen Auswertung wurden die Uberlebensfraktionen der
ILK"! und ILK” Zellen verglichen.

beider Zelllinien gegeniiber der Kontrolle. Bei einer Konzentration von 1 pM und 10 uM
Cisplation ist das Uberleben beider Zelllinien in gleichem Mafe reduziert. Beziiglich der

Substrate zeigen sich keine signifikanten Unterschiede im Zelliiberleben.

5.2 Proliferationsbestimmung mittels Zellzahlung

Um den Einfluss von Pinch-1 auf die Proliferation der Zellen zu untersuchen, wurde
eine definierte Zellzahl von Pinch-1"/' und Pinch-17 Zellen ausgesit und nach 8 Tagen

Kultivierung eine Zellzahlung durchgefiihrt (Abbildung 5.13). Bei der Proliferationsbe-
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Abbildung 5.13: Die Proliferation von Pinch-1"/ und Pinch-17* Zellen wurde bestimmt. Die
Zellen wurden auf den Substraten Polystyrol (Poly-S) oder Fibronektin (FN) ausgesit, tiber 8
Tage in Standardmedium kultiviert und anschliefSend gezdhlt. Hier zeigt sich eine leicht, aber
signifikant reduzierte Proliferation der Pinch-17 Zellen auf dem Substrat Polystyrol im Vergleich
zu Pinch-1"/' Zellen (p < 0,05). Interessanterweise sind auf dem Substrat Fibronektin keine
signifikanten Unterschiede der Proliferation der beiden Zelllinien festzustellen. Die Ergebnisse
sind als Mittelwert + Standardabweichung von drei unabhingigen Experimenten dargestellt. *p
< 0,05

stimmung zeigt sich auf dem Substrat Polystyrol eine signifikant starkeres Proliferation
der Pinch-1"# Zellen, wihrend sich auf dem Substrat Fibronektin kein signifikanter

Unterschied mehr zeigt (p < 0,05).

5.3 Western-Blot

5.3.1 Dotblot zur Fibronektinbeschichtung

Wie in 4.6 beschrieben wurde ein Dotblot angefertigt. Das Ergebnis ist in Abbildung 5.14
dargestellt. Es zeigt sich, dass auch nach Beschichtung Fibronektin im Uberstand des Be-
schichtungsmediums vorhanden ist. Wurde dieser Uberstand zur erneuten Beschichtung
verwendet, so konnte auch nach mehreren Durchgéngen (S1, S2, S3) in durch Schaben

auf der beschichteten Oberfldche gewonnenen Proben Fibronektin nachgewiesen werden.
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Abbildung 5.14: Es wurde ein Dotblot durchgefiihrt, um die Effizienz der Fibronektinbeschich-
tung zu bestimmen. Uberstand: Beschichtungsmedium (Standardmedium mit Fibronektinzugabe),
PBS: Spiilfliissigkeit nach Beschichtung, Durchgang S1, S2, S3: Probe die mit RIPA und Plastik-
schaber vom Boden der Petrischale nach dem jeweiligen Durchgang gewonnen wurde. Nach
mehrmaligem Beschichten mit derselben Fliissigkeit ist in einer durch Schaben gewonnenen Probe
weiterhin Fibronektin nachweisbar, was den Schlufl zuliaft, daf sich Fibronektin im Uberstand
befindet

Eine wiederholte Beschichtung mit demselben Medium fiihrt folglich weiterhin zu einer

effektiven Beschichtung.

5.3.2 Proteinexpression in verschiedenen Zelllinien

Um einen Uberblick iiber die Expression von Pinch-1 und anderen funktionell assoziierten
Proteinen wie ILK, a-Parvin oder FAK zu erhalten, wurden wie in 4.5.2 beschrieben
Gesamtzellysate der in Tabelle 3.1 aufgefiihrten Zelllinien hergestellt. Darunter sind
die murinen Pinch-1"/ und Pinch-17 sowie die ILK/ und ILK” Zelllinien. Desweiteren
wurden etablierte Zelllinien humaner solider und hamatopoetischer Malignome sowie
humaner normaler Haut- und Lungenfibroblasten untersucht. In Abbildung 5.15 ist zu
sehen, dass — wie zu erwarten — die Pinch-17 Zellen im Gegensatz zu den Pinch-1"
Zellen kein Pinch-1 enthalten. Desweiteren ist festzustellen, dass die Pinch-17 Zellen sehr
wenig ILK und a-Parvin enthalten. Analog gilt dies auch fiir die ILK Fibroblasten. Die
ILK” Zellen enthalten wesentlich weniger Pinch-1 und a-Parvin als die ILK?# Zellen. Ein
Vergleich der Expression zwischen den murinen Fibroblasten und den humanen Zellen

ist sicher nur eingeschrankt moglich. Im Western Blot zeigen die Mauszelllinien Pinch-1//
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Abbildung 5.15: Es wurden bei den Pinch-1// und Pinch-17 MEFs und ILK/ und ILK” Fibro-
blasten sowie bei verschiedenen etablierten humanen Tumorzelllinien und Normalzellen die
Pinch-1, ILK und a-Parvin Expression sowie die Expression und Phosphorylierung funktionell
assoziierter Proteine nach 24 h Adhasion auf Polystyrol bestimmt. Interessanterweise zeigen die
Proteine Pinch-1, ILK und a-Parvin ein dhnliches Epressionsmuster. Bei den humanen normalen
Fibroblasten HSF1, HSF2 und CCD32 ist beim Nachweis von Pinch-1 eine zusitzliche Bande bei
ca. 40 kDa erkennbar.
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Abbildung 5.16: Die Expression der Proteine Pinch-1, ILK und a-Parvin wurde mittels Westernblot
bestimmt. Um eine Korrelation der Expression nachzuweisen, ist die densitometrisch ermittelte
Expression jeweils zweier Proteine in einem Diagramm gegeniibergestellt. Jede Zelllinie ist durch
einen Punkt (Symbol) dargestellt (siehe Legende). Es ergibt sich insbesondere fiir die Proteine ILK
und a-Parvin eine sehr gute Korrelation von R?% = 0,905, zwischen Pinch-1 und ILK und zwischen
Pinch-1 und a-Parvin zeigt sich ebenfalls eine positive Korrelation.
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und ILK# ein wesentlich stirkeres Pinch-1 Signal als die humanen Zelllinien. Zu den
humanen Zelllinien, die eine relativ hohe Pinch-1 Expression zeigen zdhlen CCL221,
A549 und SKMES], wihrend die nicht malignen Zelllinien HSF1, HSF2 und CCD32 nur
eine schwache Bande bei 36 kDa zeigen, wihrend bei ca. 40 kDa ein zweites kraftiges
Signal sichtbar wird. Die Identitdt dieses Proteins ist nicht bekannt.

Das Gesamtprotein GSK3p wird bei allen untersuchten Zelllinien exprimiert, die
Phosphorylierung an Ser? differiert hingegen, sie ist bei A172, HSF1, HSF2 und CCD32
sowie bei den Mauszellen (aufSer bei ILK") und in schwacher Aktivitit bei PATU8902,
A549 und U138MG nachweisbar. Bei dem Gesamtprotein FAK ergeben sich ebenfalls
Unterschiede. Sowohl die in Suspension kultivierten Zelllinien HL60 und Jurkat als auch
SKMESI zeigen keine, bzw. nur eine geringe Expression von FAK. Interessanterweise ist
hier bei den Pinch-1"/" und Pinch-17 Zellen kein Unterschied auszumachen, wihrend die
ILK” Zellen im Vergleich zu den ILK? Zellen eine geringere FAK Expression aufweisen.

Bei der Phosphorylierung der FAK an Tyr*”’

ergibt sich bei A549 Zellen ein starkes Signal,
wihrend die Suspensionszellen HL60 und Jurkat keine Phosphorylierung aufweisen.
Der Tyr**-Rest von FAK ist aufler bei PATU8902 Zellen nur wenig phosphoryliert. Das
Protein Src ist insbesondere bei den A549 Zellen in grofierer Menge nachweisbar. Bei der
AKT-Ser*”? Phosphorylierung ist bei CCD32, A172 und besonders U138MG ein Signal
festzustellen.

Bei ndherer Betrachtung von Abbildung 5.15 ergibt sich der Eindruck, dass die Ex-
pression von ILK, Pinch-1 und a-Parvin in einem Zusammenhang stehen. Bei starker
Expression eines der Proteine sind auch die anderen verstarkt nachweisbar. Um dies zu
objektivieren, wurden die in 4.9.1 beschriebenen Analysen zur Korrelation durchgefiihrt.
Die zugehorigen Diagramme sind in Abbildung 5.16 zu sehen. Es ldsst sich erkennen,
dass eine lineare Korrelation der Expression der Proteine Pinch-1, ILK und a-Parvin bei
den untersuchten Zelllinien besteht. Fiir den Zusammenhang von ILK und a-Parvin
ergibt sich ein Korrelationskoeffizient (R?) von 0,905, fiir Pinch-1-ILK 0,585 und fiir
Pinch-1-a-Parvin 0,466.

5.3.3 Pinch-1 Zelllinie, Proteinexpression zum Zeitpunkt der Bestrahlung

Da sich in den Koloniebildungsassays nach Bestrahlung grofie Unterschiede im klono-
genen Uberleben zwischen Pinch-1#/' und Pinch-17 Zellen gezeigt haben, wurde die
Proteinexpression dieser Zellen untersucht. Es wurde die Expression und Phosphorylie-

rung von funktionell mit Pinch-1 assoziierten Proteinen in Suspension und Adhésion
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Abbildung 5.17: Pinch-1"/ und Pinch-17- Zellen wurden nach 24 h Adhision auf Fibronektin oder
nach einer Stunde in Suspension mit und ohne Serumeinfluss lysiert. Der Immunblot Phosphoty-
rosin zeigt den Phosphorylierungsstatus der Zelle, wobei sich hier deutliche Unterschiede zeigen.
In Adhésion ist die Phosphorylierung der Pinch-1"/! Zellen ausgepragter als die der Pinch-17
Zellen. Im Suspensionszustand dndert sich die Phosphorylierung vieler Proteine. Insgesamt ergibt
sich eine Verringerung der Phosphorylierung. Auch in Suspension zeigt sich fiir die Gesamtphos-
phorylierung bei den Pinch-1// Zellen ein starkeres Signal als bei den Pinch-17 Zellen. Das in
fokalen Adhésionen vorkommende Protein FAK ist bei Pinch-1/ Zellen im Gegensatz zu Pinch-17"
Zellen in Suspension kaum nachweisbar. Die Expression von Paxillin und p130cas folgt einem
dhnlichen Muster, wihrend Src weitgehend konstant exprimiert wird. Ahnlich wie die GSK3p
Ser? Phosphorylierung ist die AKT Phosphorylierung Ser*”® in Suspension unter Serumeinfluss
bei beiden Zelllinien vorhanden, wihrend sie bei Suspension unter Serumentzug verschwindet.

bestimmt.

Abbildung 5.17 zeigt einen Immunblot der Tyrosinphosphorylierung. Hier sind deutli-
che Unterschiede der beiden Zelllinien zu sehen. Insgesamt ist der Phosphorylierungssta-
tus der Pinch-1" Zellen wesentlich stirker, vor allem in Adhésion. Bei ca. 70 kDa ist bei
den Pinch-1" Zellen ein sehr starkes Signal zu erkennen, dass bei den Pinch-17 Zellen in

schwicherer Form ebenfalls sichtbar ist.
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Auch zwischen dem Zustand Adhésion und Suspension gibt es offensichtliche Unter-
schiede, so ist die Gesamtphosphorylierung in Suspension bei beiden Zelllinien geringer
als in Adhasion. Einige Proteine, beispielsweise bei ca. 180 kDa, 130 kDa, 90 kDa und 40
kDa sind allerdings in Suspension starker phosphoryliert als in Ahdsion. Unter Serum-
entzug in Suspension nimmt die Phosphorylierung leicht ab, insbesondere bei 180 kDa
und 130 kDa.

In Abbildung 5.17 ist auch die Expression und Phosphorylierung der Proteine FAK,
Paxillin, p130c“IS und Src dargestellt. Hier fallt auf, dass FAK in Suspension bei den
Pinch-1"/ Zellen praktisch verschwindet, gleichzeitig wird eine schwache Bande bei ca.
100 kDa sichtbar. Bei den Pinch-17" Zellen ist FAK in Suspension nur leicht reduziert
nachweisbar. Die Phosphorylierungen von FAK verhalten sich unterschiedlich. Die

37 jst nur in Adhision detektierbar, sie ist dann bei den

Autophosphorylierung Tyr
Pinch-1#" Zellen stérker, wihrend die Phosphorylierung Tyr’® bei den Pinch-17 Zellen
starker und hier auch in Suspension nachweisbar ist. Das Gesamtprotein p130“* zeigt
wie auch Paxillin ein &hnliches Muster wie FAK, in Suspension ist es bei den Pinch-1//
Zellen deutlich reduziert nachweisbar. Die Phosphorylierung Paxillin Tyr’' ist nur in
Adhésion vorhanden, bei den Pinch-17" Zellen ist sie hierbei schwicher ausgeprégt. Die
Expression von Src scheint hingegen unabhéingig von Adhésion bzw. Suspension zu sein;
Es ist kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Zelllinien erkennbar. Die Src
Phosphorylierung Tyr*'® zeigt ebenfalls kaum Unterschiede zwischen den Zelllinien, in
Suspension ist sie nicht mehr nachweisbar. Die Expression des fiir das Uberleben wichtigen
Proteins AKT zeigt wenig Unterschiede zwischen den Zelllinien und zwischen Adhésion

473 oin interessantes Verhalten

und Suspension, dagegen weist die Phosphorylierung Tyr
auf. So ist sie in Suspension unter Serumeinfluss nachweisbar, unter Serumentzug
verschwindet sie. Das Protein GSK3p weist ebenfalls eine Besonderheit auf, so sind in
Suspension unter der Bande des Proteins bei 47 kDa weitere drei Banden im Abstand von
je ca. 2 kDa. Dies ist bei den Pinch-1"# Zellen wesentlich ausgeprégter festzustellen. Die
Phosphorylierung von GSK3p an Ser’ ist in Suspension bei den Pinch-17 Zellen starker

nachweisbar und wird durch Serumentzug vermindert.

5.3.4 Pinch-1 Expression in den Pinch-1 rekonstituierten Pinch-1k°" Zellen

In der zur Verfiigung stehenden Pinch-1%" Zelllinie (Pinch-1 rekonstituiert) ist die in
Pinch-17 Zellen fehlende Pinch-1 Expression durch Infektion mit einem retroviralen

Vektor wieder hergestellt worden. Die Pinch-1 Expression dieser Uberexpressions-Klone
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Abbildung 5.18: Es wurden Pinch-1"" Zellen untersucht, die durch Infektion der Pinch-17
Zelllinie mittels eines Pinch-1 exprimierenden, retroviralen Vektors gewonnen wurden [153].
Die Pinch-1 Expression der Klone wurde mittels Western-Blot ermittelt. Die Zellen wurden
auf Polystyrol kultiviert. Es erfolgte eine densitometrische Auswertung, bei der auf p-Aktin
abgeglichen wurde. Die Abbildung zeigt relative Werte, wobei die Pinch-1 Expression der Pinch-
1! Zellen als 1 definiert wurde. Im Gegensatz zu der Ursprungszelllinie Pinch-17 weisen alle
Klone eine Expression von Pinch-1 auf. Der Klon D20 weist eine vierfache Uberexpression auf,
wihrend die Klone D06 und D07 ca. die 0,6-fache Pinch-1 Expression der Pinch-1"7 Zellen
aufweisen.

wurde mittels Western-Blot bestimmt. Die relative Expression gegeniiber der Zelllinie
Pinch-1"# ist in Abbildung 5.18 aufgetragen. In allen Klonen wird im Gegensatz zur
Ursprungszelllinie Pinch-17 Pinch-1 exprimiert. Die Klone D02, D04, D05, D08, D10, D11,
D18 zeigen eine Uberexpression um den Faktor 2 im Vergleich zur Zelllinie Pinch-1//,
wihrend D06 und D07 eine Expression von ca. 65 % aufweisen. Der Klon D20 weist eine

vierfache Uberexpression von Pinch-1 auf.

5.4 Bestimmung der Zahl yH2AX- und p53BP-positiver nuklearer
Foci

Um Ursachen der unterschiedlichen Radiosensibilitdt der beiden Zelllinien aufzudecken,
wurden Untersuchungen zur DNA Schiadigung und Reparatur nach Exposition mit
ionisierender Strahlung durchgefiihrt. Es wurde eine Bestimmung der Anzahl an Doppel-
strangbriichen mittels Immunfluoreszenzfarbung von yH2AX und p53BP durchgefiihrt.

Die nukledren Foci wurden mikroskopisch ermittelt und stellen ein Mafs fiir die Anzahl
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Abbildung 5.19: Die Zellen wurden in Medium mit Serum oder in Medium ohne Serum fiir 1 hin
Suspension kultiviert. Anschlieflend erfolgte die Bestrahlung mit 4 Gy und die Zellen wurden auf
Fibronektin ausgesét. Es ist die mittels yH2AX bzw. p53BP ermittelte Zahl der Doppelstrangbriiche
pro Zellkern zu den Zeitwerten 0, 6, 24 und 48 Stunden dargestellt. Die Pinch-17" Zellen (weifle
Symbole) weisen vor allem zum Zeitpunkt 6 h mehr Doppelstrangbriiche als die Pinch-1#/ Zellen
auf. Dies ist in geringerem Ausmaf$ auch nach 24 Stunden noch erkennbar.

der DNA-Doppelstrangbriiche dar. In Abbildung 5.19 sind die Ergebnisse gezeigt, wobei
auf der Abszisse die Zeit nach Bestrahlung, auf der Ordinate die durchschnittliche Zahl
der Foci pro Zelle aufgetragen ist. Diese korreliert mit der Zahl der Doppelstrangbriiche
pro Zelle.

Besonders 6 Stunden nach Bestrahlung zeigen sich Unterschiede zwischen den Zell-
linien. So ist festzustellen, dass zu diesem Zeitpunkt, sowohl unter Serumeinfluss als
auch unter Serumentzug in den Pinch-17 Zellen mehr yH2AX-Foci als in den Pinch-1/
Zellen zu sehen sind. Fiir p53BP gilt ebenfalls, dass jeweils unter den Bedingungen
Serumeinfluss und Serumentzug in den Pinch-17 Zellen mehr Foci nachweisbar sind als
in den Pinch-1"/ Zellen. Allerdings zeigt sich hier noch ein Unterschied innerhalb der
Pinch-17 Zelllinie, die unter Serumentzug mehr Foci als unter Serumeinfluss aufweist.
In den unbestrahlten Kontrollen sind keine Verdnderungen in der Zahl der Foci zu den

verschiedenen Zeitpunkten nachweisbar.
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Abbildung 5.20: Nachweis von Pinch-1 in Pinch-1"/ Zellen. Griin: f-Aktin, Blau: Zellkern, Rot:
Pinch-1. Die Abbildung zeigt mittels Laser-Scanning Mikroskopie aufgenommene Immunfluores-
zenzbilder. Das Aktinzytoskelett wurde mit FITC, Pinch-1 mittels eines Antikorpers markiert. Die
Zellen wurden 24 h kultiviert bevor sie fixiert wurden. Pinch-1 ist in den fokalen Adhésionen
(siehe Pfeile, hier enden die Aktinstressfasern (griin))und im Zytoplasma lokalisiert.Balken: 20 pm

5.5 Apoptose

Die Zellen wurden wie in 4.8 beschrieben behandelt, fixiert und gefarbt. Bei Durchmu-
sterung von jeweils 10 Gesichtsfeldern konnte weder in den Praparaten der adhdrenten

Zellen noch in der Priparation der Uberstinde apoptotische Zellen nachgewiesen werden.

5.6 Immunfluoreszenz

5.6.1 Subzelluldre Lokalisation von Pinch-1 in Pinch-17 Zellen

Es wurden wie in 4.7 beschrieben Immunfluoreszenzbilder der Pinch-1% Zellen mittels
Pinch-1 Antikorpern hergestellt (siehe Abbildung 5.20). Es zeigt sich eine Lokalisation des
Proteins in den fokalen Adhésionen und eine Uberlagerung mit den Aktinstressfasern.
Hier ist es auch noch einige um entfernt von den fokalen Adhédsionen entlang der Fasern

nachweisbar. Auch im Zytoplasma ist ein Signal zu erkennen.

5.6.2 Subzelluldre Lokalisation von Pinch-1 in Pinch-17¢k°" Zellen

Es wurden wie in 4.7 beschrieben Immunfluoreszenzbilder der Pinch-1 Uberexpressions-
zelllinien hergestellt (siehe Abbildung 5.21). Hierbei zeigen sich sowohl Unterschiede
in der Verteilung als auch in der Stiarke des Signals von Pinch-1. Auch die Form der

Zellen und das Aktinzytoskelett weisen Unterschiede auf. Obwohl keine quantitative
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Analyse moglich ist, fallt auf, dass Klon D10 und D06 eine kréftige Expression von Pinch-1
aufweisen, wahrend bei den Klonen D02, D07 und D08 eher eine schwiachere Expression
feststellbar ist.

Die Verteilung ist bei Klon D02, D08 und D18 stark auf die fokalen Adhé&sionen
beschrankt, wihrend besonders bei Klon D04 auch entlang der Aktinstressfasern Pinch-1
nachweisbar ist. Bei den Klonen D20 und D11 ist die Verteilung von Pinch-1 aufSerhalb
der fokalen Adhésionen eher diffus.

Der Aufbau des Zytoskeletts weist bei den Klonen D04 und D11 kréftige parallele
Aktinstressfasern auf, wahrend diese bei D02, D08 und D20 schwécher ausgepragt sind.

5.6.3 Adhasionsassay bei Pinch-1" und Pinch-1" Zellen

Es wurde wie in 4.7.1.1 verfahren, um den Vorgang der Zelladhésion und des «cell sprea-
dings» zu untersuchen. In Abbildung 5.22 ist das Ergebnis fiir die Zelllinien Pinch-1/
und Pinch-17 dargestellt. Hier sind mehrere Unterschiede bemerkenswert. Beispielsweise
ist in Abbildung 5.22 bei der Pinch-17 Zelllinie nach 60 Minuten eine ungleichmiBige
Verteilung des f-Aktins mit plumper Ansammlung in den fokalen Adhésionen festzu-
stellen, wiahrend bei den Pinch-1"/ Zellen schon eine gleichmaifligere Verteilung vorliegt.
Nach 6 Stunden haben die Pinch-1/# Zellen Aktinstressfasern ausgebildet, die Pinch-17
Zellen zeigen zu diesem Zeitpunkt immer noch ein wenig differenziertes Aktinzytoske-
lett. Zusammenfassend lisst sich feststellen, dass die Pinch-17 Zellen eine Stérung der

Organisation des Aktinzytoskeletts aufweisen.
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Abbildung 5.21: Nachweis von Pinch-1 in Pinch-1 Uberexpressionszelllinien Pinch-1%". Pinch-1 ist groStenteils in den fokalen
Adhasionen lokalisiert, doch auch entlang des Aktinzytoskeletts ldsst es sich nachweisen, besonders ausgepragt bei Klon D04. Bei Klon

D02, D08 und D18 ist Pinch-1 vorwiegend in den fokalen Adhédsionen vorzufinden. Rot: f-Aktin, Blau: Zellkern, Griin: Pinch-1, Balken:

20 pm.)
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Abbildung 5.22: Pinch-1//! und Pinch-17 Zellen wurden eine Stunde in Suspension kultiviert und anschliefend auf das Substrat
Fibronektin aufgebracht. Die Zellen wurden nach verschiedenen Zeitintervallen fixiert und gefarbt. Die Pinch-17 Zelllinie weist einen
Spreadingdefekt auf. Bei 60 Minuten nach Adhasionsbeginn ergibt sich bei den Pinch-17" Zellen eine ungleichmifige Aktinverteilung mit
plumper Aktinaggregation an den fokalen Adhéasionen. Nach 6 Stunden ldsst sich ein wesentlich weniger differenziertes Aktinzytoskelett
bei den Pinch-17 Zellen feststellen. Griin: f-Aktin, Blau: Zellkern.
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6 Diskussion

Die Strahlentherapie von Tumoren ist eine sehr effiziente Behandlungsmethode. So
konnen bei bestimmten Malignomen Heilungsraten von tiber 90 % erreicht werden [155].
Palliativ lasst sich Uberlebenszeit und Lebensqualitit der Patienten verbessern, was sich
zum Beispiel bei der Bestrahlung von Knochenmetastasen zur Schmerzreduktion [78] oder
der Radiotherapie beim fortgeschrittenen Lungenkarzinom [164] zeigt. Problematisch ist
die unerwiinschte Wirkung auf gesundes Gewebe, die fiir den Patienten belastend und
letztendlich dosislimitierend ist. Ein weiteres Problem sind Tumoren, die eine geringe
Strahlensensibilitdt aufweisen wie z.B. das maligne Melanom, Nierenzellkarzinom,
Osteosarkom oder Glioblastom sowie primér strahlensensiblen Tumoren, die sekundér
Resistenzen entwickeln [176]. In den letzten Jahrzehnten wurden grofie Fortschritte in
der Strahlentherapie erreicht. Die Bestrahlungstechnik wurde verbessert, um die gezielte
Applikation einer definierte Strahlendosis auf den Tumor zu ermdoglichen. So kann im
Tumor eine hohe Dosis erreicht werden, wahrend wichtige Strukturen des Normalgewebes
in dessen Ndhe geschont werden [155]. Zudem ist es vielfach gelungen, die Wirkung der
Strahlentherapie durch eine gleichzeitig durchgefiihrte Chemotherapie zu verbessern
[17,28]. Dariiberhinaus zeigten Studien, dass die Kombination von Radiotherapie mit
Androgenantagonisten beim Prostatakarzinom erfolgversprechend ist [41,141], widhrend
ein weiterer Therapieansatz die Inhibition der Wachstumsfaktorrezeptoren ist [10,133].
Auch fiir die Inhibition von Rezeptoren der Integrin-Familie wurden vielversprechende
Ergebnisse fiir die Kombination mit Strahlentherapie erbracht [1, 4].

Integrine sind Signalmolekiile, die Interaktionen der Zelle mit der EZM vermitteln.
Integrine sind zusammen mit einer Vielzahl weiterer Signalmolekiilen, wie z.B. den
Wachstumsfaktorrezeptoren, in groflen Multiproteinkomplexen — den fokalen Adhé&sionen
— lokalisiert und regulieren eine Vielzahl essentieller Zellvorgdnge wie Zelliiberleben,
Zellzyklus und Proliferation [29-31, 36, 40, 61, 104]. Es konnte gezeigt werden, dass
integrinvermittelte Zell-EZM Interaktionen die Chemo- und Radiosensibilitat durch
Modulation der zelluldren Strahlenantwort [29,34,35,39,61,106,150,151] beeinflussen.

Die Strahlensensibilitdt von Zellen ist von komplexen Signalprozessen abhéangig, die

Apoptose, Zelliiberleben, Proliferation, Zellzyklus und DNA-Reparaturvorgéange steu-
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ern. Ein genaueres Verstdandnis dieser Prozesse konnte es ermoglichen, diese Vorgange
pharmakologisch zu beeinflussen und somit einerseits die Effekte der Bestrahlung auf
Tumorzellen zu maximieren, andererseits Nebenwirkungen auf Normalgewebe zu redu-
zieren. Eine weitere Moglichkeit der Therapie besteht darin, Invasion und Metastasierung
der Tumorzellen zu modulieren. Ein Grofiteil der durch maligne Erkrankungen verursach-
ten Todesfélle wird nicht durch den Primdrtumor, sondern durch dessen Metastasierung
verursacht. Die Invasion, die Migration und letztlich die Absiedlung in einem anderen

Gewebe werden mafigeblich durch Zell-Matrix Interaktionen gesteuert [71].

Das Protein Pinch-1 befindet sich in den fokalen Adhé&sionen und interagiert mit
weiteren Signalproteinen wie ILK, Paxillin und Nck-2. Diese Arbeit untersucht — unserem
Wissen nach erstmalig — die Rolle von Pinch-1 fiir das Zelliiberleben nach genotoxischem

Stress.

Die Ergebnisse zeigen Folgendes: (a) Pinch-17" Zellen weisen sowohl nach Bestrahlung,
als auch nach Behandlung mit Zytostatika ein signifikant schlechteres Uberleben auf,
wobei Apoptose keine Rolle spielt; (b) Pinch-1 hat einen vom Substrat abhdngigen
Einfluss auf die Proliferation; (c) Pinch-1 wird in vielen Tumorzelllinien exprimiert; (d)
die Signaltransduktion der Zelle wird durch Pinch-1 moduliert; (d) die Organisation des
Aktinzytoskeletts ist bei den Pinch-17 Zellen dysreguliert; (e) Pinch-17 Zellen weisen
nach Bestrahlung mehr Doppelstrangbriiche auf als Pinch-17 Zellen.

Die Untersuchungen der Strahlensensibilitidt zeigen eine signifikante Radiosensibili-
sierung der Pinch-17 Zellen im Vergleich zu den Pinch-1#/' Zellen. Die Unterschiede im
Zelliiberleben sind unabhidngig von Substrat, Adhdsion und Zeitpunkt der Bestrahlung.
Die Ergebnisse bestitigen die Vermutung, dass Pinch-1 die Prozesse Strahlenreaktion

und Zelliiberleben moduliert.

In den Pinch-17" Zellen wurde die fehlende Pinch-1 Expression der Pinch-17 Zellen
durch Infektion mit einem Pinch-1 exprimierenden, retroviralen Vektor rekonstituiert [153].
Diese Zellen weisen eine Pinch-1 Expression vom 0,6- bis 4-fachen der Pinch-1"# Zelllinie
auf und zeigen ein deutlich verbessertes klonogenes Zelliiberleben nach Bestrahlung
im Vergleich zur Pinch-17" Zelllinie. Diese Ergebnisse untermauern die Hypothese, dass

Pinch-1 eine zentrale Rolle in der Modulation der Strahlensensibilitit besitzt.

Im Gegensatz zu vorherigen Studien [31,36] zeigten die hier untersuchten murinen
embryonalen Fibroblasten kein verbessertes Uberleben auf dem Substrat Fibronektin. Im
Gegenteil, bei den Pinch-1"" Zellen ist ein Trend zu schlechterem Uberleben zu erkennen,

wihrend bei den Pinch-17 Zellen kein Unterschied zu den anderen Substraten besteht.
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Ein Protein das funktionell eng mit Pinch-1 in Beziehung steht, ist ILK. Pinch-1, ILK
und Parvine bilden einen Komplex (IPP-Komplex siehe 2.1.2) und sind somit gemeinsam
an der Regulation verschiedener Zellfunktionen beteiligt. Die ebenfalls untersuchten
murinen Nierenfibroblasten zeigten in der ILK” Zelllinie ein besseres Uberleben nach
Bestrahlung als die ILK/" Zellen. Dies steht im Gegensatz zu den Beobachtungen bei
den Pinch-1 defizienten Zellen. Eine Erklarung hierfiir ist einerseits die unterschiedliche
Funktion der beiden Proteine ILK und Pinch-1 innerhalb des IPP-Komplexes oder
zusitzliche Funktionen auflerhalb des Komplexes. ILK# Zellen zeigen nach Bestrahlung
auf Fibronektin ein verbessertes Uberleben im Vergleich zu Poly-L-Lysin, wihrend bei
den ILK” Zellen hier kein Unterschied erkennbar ist. Interessanterweise ist im Gegensatz
hierzu bei Pinch-1/# Zellen ein tendenziell schlechteres Zelliiberleben bei Bestrahlung auf
Fibronektin im Vergleich zu Poly-L-Lysin festzustellen, wahrend bei Pinch-17 analog zu
ILK” Zellen kein Unterschied festzustellen ist. ILK und Pinch-1 modulieren folglich das
Zelliiberleben in unterschiedlicher und in diesem Fall entgegengesetzter Weise. Hierbei
ist anzumerken, dass vermutlich aufgrund von proteasomalen Abbauvorgéangen [62]
ILK” Zellen wenig Pinch-1 und Pinch-17 Zellen wenig ILK enthalten. Insofern ist eine
isolierte Aussage zu ILK und Pinch-1 in dem von uns benutzten Modell zur Zeit nicht

moglich.

Die Unterschiede im Zelliiberleben sind sowohl bei Bestrahlung in Adhésion als auch
in Suspension festzustellen. Es ist bekannt, dass Zellen in Suspension eine reduzierte p53
Expression und eine Reduktion der Strahlensensibilitat aufweisen und es wurde postuliert,
dass diese Vorgange integrinvermittelt sind [106]. Auch in den hier durchgefiihrten
Untersuchungen zum Zelliiberleben nach Bestrahlung in Suspension zeigte sich bei der
Pinch-1# Zelllinie bei 6 Gy ein verbessertes Uberleben in Suspension wéhrend sich bei
Pinch-17 Zellen kein signifikanter Unterschied ergab. Somit kann vermutet werden, dass

Pinch-1 eine Rolle bei dieser Reduktion der Strahlensensibilitét spielt.

Ebenfalls von Interesse ist die Beobachtung, dass dieser Einfluss des Suspensionszu-
standes auf das Zelliiberleben bei den Pinch-1"/ Zellen die Anwesenheit von fetalem
Kélberserum erfordert, wihrend bei den Pinch-17 Zellen der Entzug von Serum in
Suspension zu keiner Verdnderung des Uberlebens fiihrte. An diesen Beobachtungen
sind die engen Interaktionen der Integrin und Wachstumsfaktorrezeptoren zu erken-
nen [132]. Eine dieser Verbindungen wird tiber die LIM4 Doméne von Pinch-1 vermittelt.
LIM4 interagiert mit Nck-2, einem Adapterprotein, das z. B. mit dem VEGF Rezeptor in
Verbindung steht [167].
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Erworbene Resistenz gegen Zytostatika ist ein wohlbekanntes und schwerwiegendes
klinisches Problem bei der Tumortherapie. Mehrere Studien zeigen, dass bei der Ent-
stehung von Resistenzen sowohl in vitro als auch in vivo Zell-EZM Interaktionen von
Bedeutung sind [5,37,80,150].

Die Untersuchungen des Zelliiberlebens nach Zytostatikabehandlung bestitigen die
hohere Empfindlichkeit der Pinch-17" Zellen gegeniiber genotoxischem Stress. Cisplatin
und Mitomycin-C wirken tiber unterschiedliche Mechanismen, beide induzieren aber
DNA-Schédden. Bestrahlung verursacht ebenfalls DNA-Schdden beispielsweise in Form
von Doppelstrangbriichen, zusétzlich werden hier aber indirekte Schdden an Proteinen
und Lipiden durch reaktive Sauerstoff- und Stickstoffverbindungen (reactive oxygen
species ROS, reactive nitrogen species NOS) induziert. Interessanterweise zeigen die
untersuchten murinen Nierenfibroblasten ILK* und ILK” bei Behandlung mit Cisplatin
im Unterschied zu diesen Ergebnissen nach Bestrahlung keine signifikanten Unterschiede
im Zelliiberleben. Angesichts der unterschiedlichen Wirkprinzipien der eingesetzten
Noxen deuten die Ergebnisse auf ein generelles Defizit der Pinch-17 Zellen bei der Antwort
auf genotoxische Einfliisse hin, wihrend bei den ILK defizienten Nierenfibroblasten
insbesondere die Mechanismen der Strahlenantwort durch den Verlust von ILK moduliert

werden.

Die Immunfluoreszenzaufnahmen der Pinch-1" Zellen zeigen, dass Pinch-1 in fokalen
Adhésionen lokalisiert ist [166], doch auch im Zytoplasma ist es nachzuweisen. Dies steht
im Einklang mit Beobachtungen an murinen NIH 3T3 Fibroblasten [189]. Ein Vorkommen
von Pinch-1 im Zellkern wére zumindest nicht {iberraschend, da das Protein Sequenzen
enthilt, die eine potentielle Funktion fiir Import und Export aus dem Kern besitzen [67].
Zudem werden einige andere LIM-Doméanen Proteine sowohl in Zytoplasma als auch
im Zellkern gefunden. Pinch-1 wurde in Schwann-Zellen [22] und in Caenorhabditis
elegans [84] im Zellkern beobachtet, wahrend Fassler et al. in NIH 3T3 Fibroblasten weder

Pinch-1 noch Pinch-2 im Zellkern nachweisen konnten [16].

Die Interaktionen, die bewirken, dass Pinch-1 zu den fokalen Adhasionen transloziert
wird sind Gegenstand aktueller Untersuchungen. So wurde postuliert, dass sich im
Zytoplasma der ILK-Pinch-Parvin-Komplex bildet, der dann in die fokalen Adhé&sionen
transportiert wird [187]. Dieses Modell impliziert, dass fiir die Lokalisierung der Proteine
ILK, Pinch-1 und der Parvine in die fokalen Adhédsionen einerseits eine korrekte Assemb-
lierung des Komplexes stattfinden muf3, andererseits Interaktionen der Bindungspartner

mit weiteren Proteinen stattfinden miissen. Wu et al. untersuchten Zellen, in denen
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modifizierte Pinch-1 Varianten exprimiert wurden. Sie konnten zeigen, dass in Zellen
deren Pinch-1 einige c-terminale Aminosduren fehlten zwar eine normale ILK Expression
aufwiesen, dass Pinch-1 hier jedoch nicht in den fokalen Adh&sionen zu finden ist [182].
Diese c-terminale Sequenz scheint also nicht fiir die Bildung des Komplexes selbst,

sondern fiir Interaktionen mit weitere Proteinen eine Rolle zu spielen.

Integrine spielen eine zentrale Rolle bei der Regulation des Aktinzytoskeletts [15].
Der ILK-Pinch-Parvin Komplex ist an diesen Vorgdngen beteiligt, so werden zum
einen iiber Parvine und «-PIX und zum anderen iiber Pinch-1 und RSU1 die Rho-
GTPasen Racl und CDC42 moduliert und so Signale an das Zytoskelett tibermittelt.
Dieser Einfluss zeigte sich auch im durchgefiihrten Adhésionsassay, in dem die Pinch-17
Zellen einen deutlichen Defekt der Zellausbreitung und zudem ein irreguldres, wenig
organisiertes Zytoskelett aufwiesen. In den Pinch-1 rekonstituierten Zellen zeigte sich
eine regelhafte Organisation des Zytoskeletts und Lokalisation des Pinch-1 Proteins in
den fokalen Adhédsionen. Analoge Beobachtungen wurden bei ILK defizienten Zellen
gemacht [66,136]. Es wurde bereits gezeigt, dass Pinch-1 eine wichtige Rolle fiir den
Vorgang der Zellausbreitung auf einem Substrat spielt. Dies scheint sowohl die fiir die
Interaktion mit ILK verantwortliche LIM1 Domaine, als auch die LIM4 und LIM5 Doméanen
und die c-terminale Aminosdurensequenz zu erfordern [182]. Interessanterweise fiihrt ein
Austausch der c-terminalen Aminosdurensequenz von Pinch-1 durch die entsprechende
Sequenz aus Pinch-2 zu einer gestorten Zellausbreitung, jedoch ist dieses verdnderte Pinch-
1 Protein unverdndert in den fokalen Adhédsionen lokalisiert [182]. Diese Beobachtungen
zeigen, dass Pinch-1 durch seine verschiedenen Protein-Protein-Interaktionen mafigeblich

an Adhédsionsvorgangen beteiligt ist.

Die fokalen Adhédsionen modulieren verschiedene Signalkaskaden, was auch den
reduzierten Phosphorylierungsstatus der untersuchten Pinch-1"# und Pinch-17 Zellen
in Suspension im Vergleich zu Adhasion erkldrt. Unter Adhédsionsbedingungen zeigt
sich zudem ein deutlich geringerer Gesamtphosphorylierungsstatus der Pinch-17" Zellen
im Vegleich zu Pinch-1"/' Zellen. Wie kann das Fehlen eines Proteins, das selbst keine
Kinaseaktivitdt besitzt zu diesen Veranderungen fiithren? Eine Erklarung ergibt sich aus
der Vorstellung, dass sich in fokalen Adhésionen viele Signalproteine zusammenfinden
und anschliefsend Signaliibertragung stattfindet [104,180]. In Untersuchungen zur Prote-
inphosphorylierung bei der Bildung von fokalen Adhé&sionen konnte gezeigt werden,
dass die Translokation verschiedene Signalproteine in die fokalen Adhédsionen der Phos-

phorylierung zeitlich vorausgeht [100]. Diese Assemblierung der Signalkomplexe ist bei
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den Zellen die kein Pinch-1 enthalten, gestort, was sich beispielsweise an der verdnderten
Zusammensetzung der fokalen Adhésionen bei den Pinch-17 Zellen zeigte. Eine starke

Reduktion der Proteine ILK und a-Parvin war hier nachweisbar.

Die in den fokalen Adhédsionen vorkommende Tyrosinkinase FAK wurde in Zusam-
menhang mit Karzinogenese und Metastasierung gebracht und wird in vielen Tumoren
wie z. B. Mammakarzinom, HCC (hepatozelluldres Karzinom) und Lungenkarzinom

tberexprimiert [58, 90,116,170, 175]. Bei der Strahlenreaktion der Zelle spielen FAK,

OCas

Paxillin und p130~* ebenfalls eine Rolle. Nach Bestrahlung nimmt die Phosphorylierung

dieser Proteine zu [12]. Desweiteren konnte gezeigt werden, dass FAK Uberexpression zu

erhdhter Radioresistenz von HL60 Leukimiezellen fiihrt. Bei den Pinch-17" Zellen ist zwar

die Src-abhéngige Phosphorylierung von FAK an Tyr®®

rung an Tyr*” ist jedoch vermindert. Dies spricht fiir eine verminderte Kinaseaktivitit

verstdrkt, die Autophosphorylie-

von FAK, da diese durch Tyr397 positiv reguliert wird, wahrend die Phosphorylierung an
Tyr925

zu einem verminderten Substratangebot fiihrt [98]. FAK phosphoryliert unter anderem

zu einem verringerten Vorkommen von FAK in den fokalen Adhésionen und somit

OCas

Paxillin und p130~*. Dies erkldrt, warum bei diesen Proteine in den Pinch-17 Zellen

ebenfalls eine verminderte Phosphorylierung nachweisbar ist.

Die Kinase GSK3p ist an der Regulation der zelluldren Strahlenreaktion beteiligt.
Einerseits moduliert GSK3p das Zelliiberleben durch integrinvermittelte Signalwege
tiber PKB/AKT andererseits iiber Interaktionen mit p53 [36,173,174]. In den Ergebnissen
dieser Arbeit zeigen sich Unterschiede in der Expression und Phosphorylierung von
GSK3p wiahrend Adhédsion und Suspension, insbesondere fallen zusétzliche Banden
bei der Detektion des Gesamtproteins GSK3p auf. Diese Beobachtung konnte an den
ILK" und ILK” Zellen bestitigt werden (Eke, Hehlgans, Cordes, unpublished). Diese
Banden, die nur im Suspensionszustand auftreten, konnten Abbauprodukte darstellen,
ihre Bedeutung ist bis jetzt jedoch unklar. Auffillig ist das vermehrte Auftreten bei
den Pinch-1"" und ILK*" Zellen im Vergleich zu Pinch-17 und ILK”, hier scheint ein

Zusammenhang zu bestehen.

Pinch-1 wird in den verschiedenen untersuchten Tumorzelllinien exprimiert. Die
Hypothese der durch proteasomalen Abbaus bedingten Koexpression der Proteine ILK,
Pinch-1 und Parvin [104] konnte anhand der gewonnenen Expressionsdaten fiir verschie-
dene Zelllinien bestétigt werden. Eine weitere Korrelation mit funktionell assoziierten

Proteinen wie FAK, Src, GSK3p oder AKT konnte nicht nachgewiesen werden.

Die Mechanismen der Radiosensibilisierung der Pinch-17" Zellen bleiben weiterhin
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unklar. In Frage kommen unter anderem eine erhohte Apoptoserate, reduzierte DNA-
Reparaturmechanismen oder Verdnderungen im Zellzyklus. Der Nachweis von Apoptose
mittels DAPI-Farbung bei bestrahlten Pinch-1/ und Pinch-17 Zellen zeigte allerdings

keine nennenswerte Rolle fiir diese Form des Zelluntergangs.

Die Bestimmung der Proliferation zeigte auf dem Substrat Poly-L-Lysin fiir Pinch-1/
eine hohere Zellzahl als bei Pinch-17. Interessanterweise beeinflufit das Substrat Fibro-
nektin die Pinch-1"" Zelllinie negativ, wiahrend die Pinch-17 Zellen starker proliferieren.
Ein dhnlicher Effekt ist beim Zelltiberleben erkennbar. Pinch-1 moduliert die Fibronek-
tinwirkung moglicherweise tiber eine Verdnderung der Zusammensetzung der fokalen

Adhésionen und somit die Wirkung nachgeschalteter Signalwege.

Es ist bisher unklar, welche Faktoren das Uberleben einer Zelle nach Bestrahlung deter-
minieren. Unstrittig ist aber die Bedeutung der strahleninduzierten DNA Schidigung und
somit auch der DNA-Reparaturmechanismen. Dies ergibt sich aus der Tatsache, dass be-
reits ein einzelner DNA Doppelstrangbruch letal fiir die Zelle sein kann. Das Histon H2AX
wird im Bereich eines Doppelstrangbruchs von ATM phosphoryliert, wodurch weitere
Proteine zur DNA-Reparatur rekrutiert werden. Dieses phosphorylierte Histon y-H2AX
lasst sich durch Immunfluoreszenz nachweisen und macht somit indirekt Doppelstrang-
briiche sichtbar. Die Zahl der y-H2AX Foci wurde in bestrahlten Pinch-1"# und Pinch-17
Zellen bestimmt. Vor allem zum Zeitpunkt 6 Stunden, aber in geringerem MafSe auch 24
Stunden nach Bestrahlung zeigten die Pinch-17 Zellen mehr Doppelstrangbriiche als die
Pinch-1# Zellen. Dies steht im Einklang mit an humanen Fibroblasten durchgefiihrten
Untersuchungen, die eine Korrelation der Zahl der verbleibenden Doppelstrangbriiche
nach Bestrahlung mit einer erhohten Strahlensensibilitdt zeigen [50,95]. Als Ursache fiir
das vermehrte Auftreten von y-H2AX Foci in den Pinch-17 Zellen kénnte einerseits eine
grofiere Anzahl strahleninduzierter Doppelstrangbriiche sein, andererseits konnte die
Reparatur dieser DNA Schdden reduziert sein [51]. Letzteres scheint eher zuzutreffen, da
gezeigt wurde, dass die Zahl der strahleninduzierten Doppelstrangbriiche pro Zelle eine
lineare Funktion der Strahlungsdosis ist [172] und somit im Weiteren die Geschwindigkeit

und Effizienz der Reparaturvorgangen zu Unterschieden fiihren.

Pinch-1 ist an Signalwegen sowohl der Integrin als auch der Wachstumsfaktorre-
zeptoren beteiligt. Uber noch ungeklarte Mechanismen fiihrt der Verlust von Pinch-1
zu einer erheblichen Strahlensensibilisierung der untersuchten Zellen. Zudem ist eine
verdanderte Expression und Lokalisation von anderen Proteinen der fokalen Adhésio-

nen und eine Verdnderung der Zytoskelettorganisation bei Pinch-1 defizienten Zellen
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feststellbar. Vermutlich als Folge davon kommt es zu massiven Verdnderungen in der
Signaltransduktion, die sich sowohl in der Gesamtphosphorylierung der Zellen als auch
in der Phosphorylierung von Schliisselproteinen der zelluldren Stressantwort deutlich
zeigt. Im Zellkern zeigen sich nach Bestrahlung Unterschiede in der Zahl der Doppel-
strangbriiche, die einen Hinweis auf verdnderte Reparaturmechanismen geben. Pinch-1
ist in verschiedenen Tumorzelllinien nachweisbar. Allerdings ist die in vitro Situation
nicht unbedingt reprasentativ, da in Tumorgewebe neben Tumorzellen weitere Zellen wie
Stromazellen, GefdafSendothelien und Immunzellen vorkommen [110]. Mittels immunhi-
stochemischem Nachweis von Pinch-1 konnte Wang-Rodriguez et al. zeigen, dass Pinch-1
vorrangig in Stromazellen in Bereichen invasiven Wachstums exprimiert wird [171].
Pinch-1 Expression im Stroma erwies sich als unabhédngiger negativer prognostischer
Faktor beim kolorektalen Karzinom [63]. Pinch-1 oder mit Pinch-1 assoziierte Signalmo-
lekiile erscheinen geeignet fiir gezielte Therapieansitze. Weitere Untersuchungen sind
erforderlich, um die Mechanismen der Pinch-1 vermittelten Radiosensibilisierung zu
verstehen, um pharmakologisch gezielt die Wirkung der Strahlentherapie verbessern zu

konnen.
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7 Zusammenfassung

Resistenz eines Tumors gegen Strahlen- oder Chemotherapie ist ein hdufiges und schwer-
wiegendes Phanomen. Dem intratumoralen Mikromilieu und den Interaktionen zwischen
Zellen und extrazelluldrer Matrix wird hierbei zunehmende Bedeutung zugeschrieben.
Diese Interaktionen der Zelle mit ihrer Umgebung findet an den fokalen Adhésionen statt,
wo Integrine, Wachstumsfaktorrezeptoren, Adapter-, Signal- und Strukturproteine lokali-
siert sind. Das LIM-Domaénen Protein Pinch-1 ist ebenfalls Teil dieser fokalen Adhédsionen
und an Prozessen wie Zelliiberleben, Zytoskelettorganisation und Signaliibertragung
beteiligt.

Um den Einfluss von Pinch-1 auf die Strahlen- und Chemosensibilitdt zu charak-
terisieren wurden Pinch-1"/' und Pinch-1 defiziente murine embryonale Fibroblasten
vergleichend untersucht. Es zeigte sich, dass Pinch-17 Zellen unabhéngig von Substrat
und Suspensionszustand signifikant sensibler gegeniiber ionisierender Strahlung und
Behandlung mit den Zytostatika Cisplatin und Mitomycin-C sind. Starke Hinweise fiir
die esentielle Rolle von Pinch-1 in der zelluldren Streflantwort zeigten sich in Pinch-1
rekonstituierten Pinch-17 Zellen, die eine Strahlensensibilitit vergleichbar mit Pinch-1/
Zellen aufweisen.

Bei Pinch-17 Zellen sind im Vergleich zu Pinch-1#/ zentrale Proteine der fokalen Ad-
hésionen dysreguliert und der Phospohorylierungsstatus der Zellen ist stark verdndert.
Parallel zu diesen Beobachtungen weisen die Pinch-17" Zellen einen Defekt der Aktin-
zytoskelettorganisation auf. Interessanterweise konnte bei den untersuchten Pinch-17
Zellen eine groiere Zahl an yH2AX- und p53BP-Foci nach Bestrahlung nachgewiesen
werden. Dies ist ein Hinweis auf eine weniger effiziente DNA-Reparatur in Pinch-1
defizienten Zellen.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass Pinch-1 aufgrund einer zentralen
Rolle bei der Regulation der fokalen Adhésion, starken Einfluss auf die Strahlen- und
Chemosensibilitdt der untersuchten Zellen hat.

Ein genaueres Verstandnis der zugrunde liegenden Mechanismen ist notig, um mittels
selektiver medikamentoser Beeinflussung den Therapieerfolg der Strahlentherapie weiter

zu verbessern.
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