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Kurz-Zusammenfassung

Zelladhésions-vermittelte Radioresistenz ist ein bekanntes Phanomen, dass kurative Krebs-
therapien erschwert. Zur Analyse der zugrundeliegenden Mechanismen wurden in dieser
Arbeit zwei Zelllinien, GD2551A (mit funktionsfahigem 1 Integrin) und GD2551B (mit
mutiertem (1 Integrin), in klonogenem Zelliiberleben und Aktivitét intrazelluldrer Si-
gnalmolekiile miteinander verglichen. Hierbei wurden auf Fibronektin, KollagenlIl, (51-
Integrin-IgG oder Poly-L-Lysine kultivierte Zellen in An- und Abwesenheit von Serum
und Phosphatidylinositol-3 Kinase (PI3K) Inhibitoren mit 0-6 Gy bestrahlt. Adhésion von
GD2561A Zellen an diesen Matrixproteinen oder S1-IgG zeigte einen Wachstumsfaktor-
unabhingigen Uberlebensvorteil nach Bestrahlung. Dieser Uberlebensvorteil lief sich durch
PI3K-vermittelte Akt Stimulation durch (1 Integrine erkldren. Die Mediatoren dieser
Wechselwirkungen waren die fokale Adhésionskinase (FAK), Crk-assoziiertes Substrat
(p130Cas), Paxillin und die C-Jun NH2 terminale Kinase (JNK). Diese Ergebnisse il-
lustrieren die essentielle Rolle von (1 Integrinen im Zelliiberleben nach genotoxischer
Schadigung und postulieren spezifische molekulare anti-g 1 Integrin Therapien zur Opti-

mierung der Radioonkologie.

Short Abstract

Integrin-mediated adhesion to extracellular matrix proteins confers resistance to radiation-
or drug-induced genotoxic injury. To analyse the underlying mechanisms specific for 51-
integrins, wild-type $1A-integrin-expressing GD255A cells were compared to GD2551B
cells, which express signaling-incompetent §1B variants. Cells grown on fibronectin, colla-
gen-ITI, B1-integrin-IgG or poly-l-lysine were exposed to 0-6 Gy X-rays in presence or de-
pletion of growth factors and phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K) inhibitors. We found
that B1A-integrin-mediated adhesion to fibronectin, collagen-III or (1-IgG was essen-
tial for cell survival after radiation-induced genotoxic injury. Mediated by PI3K, pro-
survival f1A-integrin/Akt signaling was critically involved in this process. Additionally,
the [l-integrin downstream targets p130Cas and paxillin-impaired survival-regulating
PI3K-dependent JNK. These findings suggest (l-integrins as critical regulators of cell
survival after radiation-induced genotoxic injury. Elucidation of the molecular circuitry of
prosurvival F1-integrin-mediated signaling in tumor cells may promote the development

of innovative molecular-targeted therapeutic antitumor strategies.
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Kapitel 1
Einleitung

Das Drei-Séulen-Konzept onkologischer Strategien, Operation, Zytostatika und Radiatio,
wird seit den neunziger Jahren progressiv durch ein breites Spektrum gezielter therapeuti-
scher Optionen erweitert. Neben Hormon- und Gentherapie sowie Angiogenese-Inhibition
riicken immuntherapeutische Ansétze zunehmend in den Vordergrund. Hierbei erwies sich
die Entwicklung monoklonaler Antikorper zur spezifischen Beeinflussung definierter Ziel-
molekiile in Tumorzellen als eine erfolgreiche Methode zur Optimierung von Krebsthera-
pien. Als Ziel solcher Strategien bieten sich Signalwege an, die einen relevanten Einfluss
auf das Zelliiberleben haben.

Einer dieser Signalwege beginnt in definierten Arealen der Plasmamembran, die als Foka-
ladh&sionen bezeichnetet werden und Interaktionen zwischen Zelle und der extrazelluldren
Matrix ermoglichen. Diese Komplexe bestehen aus einer Vielzahl verschiedener Proteine
wie Integrinen, Integrin-assoziierten Adaptor- und Signalproteinen, Wachstumsfaktorre-
zeptoren und nachgeschalteten Zielmolekiilen. Das Zusammenwirken dieser Proteine bil-
det ein Netzwerk, welches an der Regulation zahlreicher Zellfunktionen wie Uberleben,

Apoptose, Proliferation und Differenzierung beteiligt ist.

In klinischen Studien werden bereits verschiedene Substanzen getestet, die Wachstumsfak-
torrezeptoren und Integrine bei niedriger Toxizitét inhibieren [81]. Die Umsetzung solcher
Konzepte befindet sich bisher noch in der Anfangsphase. Ein vertiefendes Versténdnis der
genauen zellularen Abldufe nach genotoxischer Zellschadigung ist notwendig, um derar-
tige Zieltherapien in Kombination mit Radio- und Chemotherapien zu verbessern. Diese
im Mikromilieu der Zelle ablaufenden Prozesse sind hierbei von besonderer Bedeutung,
was sich in der deutlichen Diskrepanz zwischen in vitro durchgefiihrten Studien und deren
klinischem Erfolg in vivo wiederspiegelt. Zu diesen Prozessen gehoren insbesondere Zel-

ladhésion an die extrazelluldre Matrix und darauffolgende Signaltransduktionen, Interak-
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tion von Integrinen mit Wachstumsfaktorrezeptoren sowie das Phdnomen der Adhésions-

vermittelter Radioresistenz.

Mit der Zielsetzung durch Aufklarung dieser spezifischen Abldufe in der mikromoleku-
laren Umgebung der Zelle einen Beitrag zur Entwicklung zielgerichteter Krebstherapien
leisten zu konnen, wurden in dieser Arbeit 31 Integrin abhédngige Adhésionsprozesse und
deren Interaktion mit Wachstumsfaktorrezptoren gesteuerten Signalwegen nach genoto-
xischer Zellschddigung untersucht. Unter Modulation verschiedener Einfliisse, wie Ent-
zug von Wachstumsfaktoren, Kultivierung der Zellen auf verschiedenen extrazelluldren
Matrixproteinen und Inhibition des intrazelluldren Signalmolekiils Phosphatidylinositol-3
Kinase (PI3K), wurden zwei Mausfibroblasten-Zelllinien verglichen. Zur Abgrenzung des
(1 Integrin vermittelten Einflusses, insbesondere seiner zytoplasmatischen Doméne, wur-
den hierfiir eine Zelllinie mit funktionsfihigem (51 Integrin (GD2551A) sowie eine weitere
mit mutiertem (1 Integrin (GD2531-Integrin) ausgewéhlt. Umgesetzt wurde diese Ziel-
setzung in Koloniebildungsassays und Wachstumskurven zur Analyse des Zelliiberlebens
sowie in Western-Blots zu Beurteilung der verschiedenen intrazelluldren Signalmolekiile
nach Bestrahlung.



Kapitel 2

Grundlagen

2.1 Molekularbiologische Grundbegriffe

2.1.1 Molekularbiologie von Zell-Zell- und Zell-Matrix-

Verbindungen

Ein vielzelliger Organismus stellt an seine einzelnen Zellen als kleinsten Grundbaustein
die Anforderung, dass sie seine Funktionsfihigkeit iiber mechanische Befestigung und
einen aktiven Kommunikationsfluss untereinander aufrechterhalten. Spezialisierte Zell-
verbindungen befinden sich an Orten des Zell/Zell- oder Zell/Matrixkontaktes und lassen

sich in drei funktionelle Gruppen einteilen:

1. Undurchlissige Verbindungen (engl. Tight Junctions) sind undurchlissige Ver-
bindungen, die entscheidend daran beteiligt sind, den Konzentrationsgradienten ver-
schiedener hydrophiler Molekiile {iber Epithelschichten aufrechtzuerhalten. Jeder
Strang der Tight Junctions besteht aus einer langen Reihe von transmembrandsen
Adhésionproteinen, die in die kommunizierenden Plasmamembranen eingebettet
sind. Die extrazelluliren Doménen dieser Proteine sind direkt miteinander verbun-
den und schlieen so den interzelluliren Raum aus. Den Hauptteil dieser trans-
membran Proteine, die sich in verschiedenen Tight Junctions unterscheiden, bilden
Claudine und Occludine [2].

2. Kommunizierende Verbindungen (engl. Gap Junctions) vermitteln den Durch-
tritt chemischer oder elektrischer Signale von einer Zelle zu ihrem Interaktions-
partner. Dies wird durch Connexine ermoéglicht, die die Plasmamembran durch-

dringen und mit Connexinen benachbarter Zellen gemeinsam durchgéngige Kanéle,

3
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die Connexone, bilden. Der funktionelle Porendurchmesser eines solchen Kanals be-
tragt etwa 1,5 nm, so dass die verbundenen Zellen kleine Molekiile wie Tonen, Ami-
nosauren, Nucleotide und intrazelluldre Signaliibertréger untereinander austauschen
konnen. Jedes Connexon besteht aus sechs Connexin-Untereinheiten, die wiederum

aus vier Transmembran-Helices bestehen [3].

3. Ankerverbindungen verbinden Zellen und Zytoskelett mechanisch mit ihren Nach-
barzellen sowie der extrazelluldren Matrix (ECM). Sie lassen sich weiter unterteilen

in:
e Anheftungsstellen fiir Aktinfilamente:

— Zell/Zell-Verbindungen (Adhé&sionsverbindungen)
— Zell/Matrix-Verbindungen (Fokaladhisionen)

e Anheftungsstellen fiir Intermediérfilamente:

— Zell/Zell-Verbindungen (Desmosomen)

— Zell/Matrix-Verbindungen (Hemidesmosomen)

Adhisionsverbindungen und Desmosomen verbinden zur Steuerung gewebsspezifi-
scher Erkennungsprozesse Zellen miteinander und werden von transmembranosen Adhé-
sionsproteinen gebildet, die zur Cadherinfamilie gehoren. Fokaladhésionen und Hemides-
mosomen verbinden Zellen mit der ECM und bestehen aus transmembranosen Adhésions-

proteinen der Integrinfamilie.

Hemidesmosomen verbinden die Aktinfilamente des Zytoskelettes mit der Basallamina
von Epithelzellen iiber Laminin, ein Protein der ECM. In Fokaladhé&sionen garantieren
Integrine die Verbindung von intrazelluldren Aktinfilamenten mit Proteinen der ECM,
so dass die Zellen in dieser ihre Verankerung finden. Nach diesem Prinzip schlieflen sich
beispielsweise Fibroblasten zu funktionsfahigen Bindegewebsverbdnden zusammen. In al-
len diesen Adhésionsverbindungen binden die extrazellularen Doménen der Integrine an
Proteinbestandteile der ECM, wéahrend intrazellulire Doménen indirekt an Biindel von
Aktinfilamenten iiber intrazelluldre Ankerproteine wie Talin, a-Actinin, Filamin und Vin-

culin anbinden [4].

2.1.2 Die extrazellulire Matrix (ECM)

Gewebe setzen sich nicht nur aus einzelnen Zellen zusammen. Vielmehr ist der substanzi-

elle Anteil jedes Gewebes der Extrazellularraum, in dem Makromolekiile zu einem komple-
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xen Netzwerk assoziiert sind, der extrazellularen Matrix. Durch eine enorme Variations-
breite in der Zusammensetzung der ECM ergibt sich eine Vielzahl verschiedener Formen,
jeweils adaptiert an die funktionellen Anforderungen der spezifischen Gewebe. Dabei stellt
die ECM nicht nur ein stabilisierendes Geriist dar, sondern ist durch ihren Kontakt zu
intrazelluldren Strukturen mafigeblich an Migration, Differenzierung und Proliferation be-
teilig [90].

Dieses Phinomen wird als anchorage dependance bezeichnet und verdeutlicht, dass die
Steuerung zahlreicher biologischer Prozesse eine Verankerung der Zellen in ihrer umgeben-
den Matrix voraussetzt [65]. Der Kontakt von Integrinen zur ECM ist keineswegs statisch.
Signaliibertragung lduft bidirektional, d.h. Verdnderungen in zytoskelettalen Strukturen
modulieren die Affinitdt zur ECM gleichermaflen wie Verdnderungen der ECM auf Signa-
lisierungsprozesse im Zytosol wirken. Integrine kommunizieren demnach Informationen
iiber die Beschaffenheit der ECM ins Zytosol und sind gleichzeitig in der Lage, die ECM

entsprechend ihren jeweiligen Bediirfnissen zu gestalten [101].

So héngt die Fahigkeit vieler Zellen zu wachsen, proliferieren und schliellich zu iiberleben
vom Kontakt mit ihrer Umbebung ab. Integrine erkennen bestimmte Makromolekiile wie
Fibronektin oder Kollagen (siehe unten) in der Umgebung ihrer Zellmembran und leiten
diese Information an Signalstrukturen im Zytosol weiter, die dann die Steuerung regulato-
rischer Prozesse initiieren [87]. Die Fahigkeit eines Integrins an bestimmte Matrixproteine
zu binden, hiangt von der Zusammensetzung seiner Untereinheiten ab, wie Kapitel 2.2.2,

Aufbau der Integrinfamilie, ndher beschreibt.

Diese die ECM bildenden Makromolekiile werden hauptséchlich von denen in der Matrix
eingebetteten Zellen synthetisiert. In den meisten Bindegeweben werden die Matrixprotei-
ne von der Familie der Fibroblasten, sowie deren Untergruppen (z.B. Chondroblasten, Os-
teoblasten) sezerniert. Abbau von Komponenten der ECM wird von extrazelluléren, pro-
teolytischen Enzymen gesteuert. Die meisten von ihnen sind Calcium oder Zink abhéngige
Matrix-Metalloproteasen [124]; [19]. Diese den extrazelluliren Raum (EZR) fiillende, je
nach Gewebetyp unterschiedlich organisierte Matrix, setzt sich aus zwei Hauptgruppen

von Makromolekiilen zusammen:

1. Gruppe der Glycosaminoglykane (GAGs) hauptsichlich in Form von Proteo-

glykanen, die dem Gewebe iiber enorme Wasserbindungskapazitéit seine Form geben

2. Fibrillen formenden Proteine wie Kollagen, Elastin, Fibronektin, Vitronektin

und Laminin
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2.1.2.1 Glycosaminoglykane

GAGs formen, wie bereits erwiahnt, im Bindegewebe eine stark hydratisierte gelarti-
ge Grundsubstanz, in der die fibrillenbildenden Proteine eingelagert sind. Wahrend sie
kompressivem Druck auf die Matrix standhalten, konnen sie gleichzeitig Diffusion von
Néhrstoffen, Metaboliten und Hormonen zwischen Blut und Gewebszellen gewéhrleisten.
GAGs sind unverzweigte Polysaccaridketten aus 1-4-bis-gylokosidisch verbundenen Di-
saccariden, von denen meist einer ein sulfatierter Aminozucker ist (N-Acetylglycosamin
oder N-Acetylgalaktosamin), der zweite in der Regel eine Glucoronsiure. Aufgrund ihrer
Sulfat- und Carboxylgruppen sind GAGs stark negativ geladen. Die hohe Dichte dieser
anionischen Valenzen zieht Kationen, hauptséchlich osmotisch wirksames Natrium an, was
den Einstrom grofler Wassermengen in die Matrix zur Folge hat. Der so zustande kom-
mende Tugur ist schliefflich fiir die enorme kompressiv-mechanische Widerstandsfahigkeit
der Gewebe verantwortlich. Unterschieden werden anhand ihrer Zusammensetzung vier
verschiedene Gruppen von GAGs: Hyaluronate, Chondroitin-/Dermatansulfat, Heparan-
sulfat sowie Keratansulfat. Sie unterscheiden sich durch ihre Bindung zwischen den Zu-
ckern sowie Lage und Anzahl der Sulfatgruppen und koénnen Gele mit unterschiedlicher
Poren- und Ladungsdichte bilden. GAGs liegen (mit Ausnahme von Hyaluron) in kova-

lenter Bindung mit Polypeptidketten als Proteoglykane vor [5].

2.1.2.2 Fibrillenformende Proteine

GAGs und Proteoglykane lagern sich nicht nur untereinander zu grofien polymeren Kom-
plexen zusammen, sondern binden zusétzlich an die faserférmigen Matrixproteine. Matrix-
proteine wie Kollagene, Laminin oder Fibronektin, werden auf der Zelloberfliche zu kom-
plexen Netzwerken zusammengebaut. Die Matrix beeinflusst mechanisch die Zellausbrei-
tung, in dem sie Zelloberflicherezeptoren bindet und intrazelluldre Signaliibertragungs-
wege aktiviert. Im Folgenden finden sich die in dieser Arbeit verwendeten Matrixproteine,

Kollagen, Fibronektin, Laminin und Vitronektin kurz erldutert [5].

Kollagen

Kollagen ist als Hauptbestandteil von Haut und Knochen das wichtigste faserférmige Pro-
tein und macht mengenméifig etwa 25% des im Korper vorhandenen Gesamtproteins aus.
Die wichtigste Eigenschaft eines typischen Kollagenmolekiils ist seine lange, unbewegliche
Helicalstruktur, in der drei Kollagenpeptidketten, die so genannten a-Ketten, zu einer
Superhelix ineinander verdrillt sind (Abb. 2.1).
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(B}

glycine

1.5 nm

Abbildung 2.1: Grundstruktur eines Kollagen Molekiils (A): Kalottenmodell einer einzelnen
Kollagen-a-Kette, in der jede einzelne Aminoséure als Kugel dargestellt ist. Die ca. 1000 Aminoséduren
(AS) lange Helix besteht aus der Tripelsequenz Glycin-X-Y, wobei X und Y jede beliebige Aminosiure
sein kann (in der Regel steht X fiir die AS Prolin,Y fiir die AS Hydroxyprolin). (B): Kollagenmolekiil
aus drei verschiedenen Kollagenketten, jede in einer unterschiedlichen Farbe dargestellt, die sich zu einer
Tripelhelix verdrillen. Aus: [5].

Kollagene enthalten viel Glycin und Prolin, deren Wechselwirkungen fiir die Ausbildung
der Trippelhelix von Bedeutung sind. Bislang wurden 25 verschiedene a-Ketten beschrie-
ben, die jeweils von einem eigensténdigen Gen kodiert werden. Obwohl sich diese 25
verschiedenen a-Ketten zu mindestens 10.000 unterschiedlichen Tripelhelices zusammen-
setzen konnten, wurden bislang nur etwa 20 verschiedene Kollagenmolekiile gefunden. Die
in Bindegeweben anzutreffenden Kollagene sind vom Typ I, IT, III, V, XI, wobei Typ I als
Hauptbestandteil von Haut und Knochen mit Abstand das am h&ufigsten vorkommende
ist. Synthetisiert werden Kollagene in membrangebundenen Ribosomen. Durch Einbau
zusitzlicher Aminoséuren, die erst nach Sekretion in den EZR proteolytisch abgespalten

werden, erfolgt ihre Assoziation erst nach Ausscheidung in diesen.

Interessant ist die Interaktion von Kollagenfasern und Fibroblasten in der Organisation
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der ECM, deren mechanische und chemische Wechselwirkungen mafigeblich Gewebsar-
chitektur gestaltet. Fibroblasten beeinflussen die Ausrichtung der Kollagefasern; im Ge-
genzug beeinflussen Kollagenfasern die Verteilung der Fibroblasten. So kénnen Zellen
innerhalb verschiedener Gewebe den unterschiedlichen, an sie gestellten Anforderungen

durch Modulation von Dichte und Formation ihrer Kollagenfasern gerecht werden.

Fibronektin

Die ECM enthilt neben Kollagen noch zahlreiche andere Proteine, die Doménen zur
Bindung von Matrixmolekiilen und Zelloberflichen-Rezeptoren besitzen. Diese Proteine
unterstiitzen somit sowohl die Strukturierung der Matrix als auch die Zellbindung an die
Matrix. Das erste aus dieser Gruppe beschriebene Molekiil, Fibronektin, ist ein in allen

Vertebraten zu findendes Glykoprotein.

SYnergy

salf-asgociation

collagen binding

cell binding

heparin binding

Bl

(4) 1)

Abbildung 2.2: Struktur eines Fibronektin Dimers (A) Elektronenmikroskopische Abbildung
eines einzelnen, mit Platin bedampften Fibronektindimers. Die roten Pfeile markieren die C-terminalen
Enden. (B) Die beiden Polypeptidketten (hellgrau und dunkelgrau) sind dhnlich, aber nicht identisch
(gleiches Gen aber alternativ gespleiste mRNA). Auf Hohe des C-terminalen Endes sind sie tiber zwei
Disulifidbriicken verbunden. Jede Kette ist etwa 2500 Aminoséduren lang und besteht aus fiinf bis sechs ver-
schiedenen Doménen, die flexibel iiber Polypeptidsequenzen miteinander verbunden sind. Wie im Modell
angezeigt, hat jede Doméne charakteristische Bindungseigenschaften. (C) Raumstruktur zweier Typ I1I-
Fibronektin-Wiederholungseinheiten, abgeleitet aus Rontgenstrukturdaten. Diese Typ III-Fibronektin-
Wiederholungseinheit ist die vorherrschende Wiederholungseinheit in Fibronektin Molekiilen. Uber die

enthaltende RGD-Sequenz (rot dargestellt) kénnen Integrine gebunden werden. Aus [5].

Fibronektin ist ein Dimer aus zwei grolen Untereinheiten, die miteinander iiber eine Disul-
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fidbriicke verbunden sind. Die Untereinheiten sind wiederum aus verschiedenen Doménen
zusammengesetzt, die spezifisch Zellen oder Makromolekiile binden kénnen. In jeder die-
ser Untereinheiten kommt eine sog. Typ I1I-Fibronektin-Wiederholungseinheit mindestens
fiinfzehn mal vor. In jeder dieser Typ III-Wiederholungseinheiten findet sich eine spezifi-
sche Sequenz aus den drei Aminosduren Arginin, Glycin und Aspartat (RGD), iiber welche
Fibronektin in der Lage ist, an Integrine zu binden [35]. Alle Fibronektinformen werden
von einem einzigen Gen kodiert, verschiedene Isoformen entstehen durch alternative Spli-
ceprozesse. Fibronektin kommt in seiner loslichen Isoform als Plasmafibrinogen vor, in
der es an Phagozytose, Wundheilung und Gerinnung beteiligt ist. Unl6sliches Fibrinogen
ist ein Haupt-Bestandteil der ECM. Gegensitzlich zu Kollagenen, die sich auch in vitro
selbstdndig zu Fibrillen organisieren, ist die Assoziation von Fibronektinmolekiilen an
die Anwesenheit zusétzlicher Proteine gebunden. Um zu Fibrillen assoziieren zu koénnen,
brauchen Fibronektindimere Kontakt zu intrazelluliren Aktinfilamenten, die durch ihre
Kontraktilitdt Zugkréfte erzeugen. Diese Wechselwirkung zwischen Fibronektin und den
zytoskelettalen Aktinfilamenten wird iiber Integrine gesteuert und bewirkt die Freigabe
weiterer Bindungsstellen an den gedehnten Fibronektinmolekiilen, {iber welche diese dann
assoziieren kénnen [79], (Abb. 2.2).

Vitronektin

Vitronektin ist ein multifunktionales Glykoprotein, das sowohl im Blut als auch in der
extrazelluldren Matrix vorkommt. Es bindet an Glycosaminoglykane, Kollagen, Plasmino-
gen und den Urokinase-artigen Plasminogen-Atkivator (uPA). Durch seine Lokalisation in
der extrazelluldren Matrix mit Bindungsfidhigkeit von uPA und Plasminogen ist Vitronek-
tin potentiell in der Lage, den proteolytischen Abbau der ECM zu regulieren. Weiterhin
bindet Vitronektin an die Komplementfaktoren, Heparin und Thrombin-Antithrombin-3-
Komplexe, was seine Beteiligung an der Regulation von Komplementaktivierung, Gerin-
nung und Fibrinolyse impliziert.Die biologische Funktion von Vitronektin wird iiber pro-
teolytische Enzyme und Proteinkinasen reguliert. Vitronektin enthélt eine RGD-Sequenz,
iiber die es an den Integrin Rezeptor V33 binden kann. Uber diese Bindung ist Vitro-
nektin an zahlreichen regulatorischen Prozessen wie Zelladhésion und Migration beteiligt
[128]; [147].

Laminin

Laminin ist ein grofles Glykoprotein aus drei zu einem asymmetrischen Kreuz verdrillten

Polypeptidketten, a;, # und v genannt und wird durch eine Vielzahl von Disulfidbriicken
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zusammengehalten. Bekannt sind bislang fiinf verschiedene a-Ketten sowie je drei ver-
schiedene (- und -Ketten, deren Kombination 45 (5x3x3) verschiedene Laminin Isofor-
men ergibt, jede mit charakteristischer Gewebsverteilung.

In vitro assoziieren Lamininmolekiile zu einer filzartigen Schicht, insbesondere durch In-
teraktion im Bereich seiner Arme. In Geweben polymerisieren Lamininmolekiile bevorzugt
mit Kollagen IV-Molekiilen iiber Nidogen und Perlecan, zwei Molekiile, die sowohl Bin-
dungstellen fiir Kollagen als auch fiir Laminin besitzen. Laminin ist essentieller Bestandteil
von ECM und Basallaminae und kann an Zelloberflachen-Rezeptoren der Integrinfamilie
binden [5].

a=chain

globular " coilad-coil a-halical domain
domains®,
o L
1A} = H |B] 100 nrm

Abbildung 2.3: Struktur eines Lamininmolekiiles (A) Untereinheit eines Laminin 1-Molekiils,
zusammengesetzt aus drei jeweils ca. 1500 Aminoséduren langen Polypetidketten (o, 8 und 7), die iiber
Disulfidbriicken zu einem kreuzférmigen Glykoprotein ineinander verdrillt sind (B) Elektronenmikrosko-

pische Aufnahme eines mit Platinum bedampften Lamininmolkiiles. Aus: [5].

2.2 Integrine

2.2.1 Struktur

Ein Integrinmolekiil besteht aus zwei nicht kovalent gebundenen transmembranen Glyko-
proteinen, die als a- und (-Untereinheit bezeichnet werden. Jede dieser Untereinheiten
enthélt eine grofie extrazellulire Doméne, einen transmembranen Abschnitt sowie eine
zytoplasmatische Doméne (Abb. 2.4).

Ihre Form &hnelt einem von zwei stangenformigen Beinen gestiitztem Kopf, in welchem
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die beiden Untereinheiten in Kontakt stehen und Kationen abhingig Liganden binden
konnen. Aus rontgenkristallographischen Analysen ist bekannt, dass Integrine konforma-
torisch nicht aufrecht stehen, sondern in den Knien (Abb. 2.4: Abschnitt zwischen den
Thigh Domains und der oberen der beiden Calf Domains) so weit gebeugt sind, dass ihr
Kopf eher der Plasmamembran als dem EZR zugewandt ist [156]. Die in etwa 135° ge-
beugte Konformation scheint dabei die inaktive zu sein, in der keine Liganden gebunden
werden [27], [135].

(@ (b)
Ligand-binding pocket

aA-domain
. . . [
insertion site ¥ _BA domain
ééé £ Hybrid
B propeller ,.',/*» O domain
/
Thigh domain 2 Yi PSI domain

Calf domains

Transmembrane }
domains : Cytoplasmic
gé/ domains
a B
TiBS

Abbildung 2.4: Der Integrin-Rezeptor und seine Konformationen, nach rontgenkristall-
ographischer Darstellung: (A) Béndermodell der ”gebeugten Konformation”(B) Biéndermodell der
7 gestreckten” Konformation: links die a-Untereinheit, rechts die 8-Untereinheit. Aus: [87]

Die extrazellulire Doméne der a-Untereinheit ist aus sieben homologen, etwa 60 Ami-
nosduren langen Abschnitten aufgebaut, die sich zu einer einzelnen Doméne formieren,
die als -Propeller bezeichnet wird. Einige a-Untereinheiten enthalten innerhalb dieses
(-Propellers eine Einbuchtung, die als alA-Doméne bezeichnet wird. Sie ist etwa 180
Aminoséuren lang und mit einem korrespondierenden Abschnitt der S-Untereinheit (5IA
genannt; in allen S-Untereinheiten vorhanden) in der Lage, Liganden zu binden. Diese In-

teraktion ist von der Bindung divalenter Kationen iiber die sogenannte MIDAS-Sequenz
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(Metal-Ton-dependent-adhesion-site) der a-Untereinheit abhéngig, wobei Magnesium lo-
nen die Liganden-Bindung zu stimulieren, Calcium Ionen zu inhibieren scheint.

Die extrazellulare Doméne der (-Untereinheit besteht aus einer konservierten Protein-
doméne sowie einem sich wiederholenden Cystein-reichen Abschnitt.

Der zytoplasmatische Abschnitt beider Untereinheiten ist mit weniger als 75 Aminoséuren
relativ kurz. Die intrazelluldren Doménen der a- und -Ketten unterscheiden sich in Struk-
tur und funktionellen Eigenschaften. Die meisten -Ketten enthalten ein NPxY Motiv
(Aminosdure-Sequenz, in der N fiir Asparagin, P fiir Prolin, x fiir jede beliebige und Y fiir
Tyrosin steht), iber welches sie eine Vielzahl Phosphotyrosin-Bindungsdoménen (PTB)

tragender zytoskelletaler Proteine binden kénnen [87].

2.2.2 Aufbau der Integrinfamilie

Die Integrinfamilie besteht aus mindestens 24 verschiedenen Rezeptoren, die sich, wie in

Kapitel 2.2.1 beschrieben, jeweils aus einer a- und einer 3-Untereinheit zusammensetzen.

\\ ‘ Collagen receptors ‘ Leukocyte-specific
receptors

Abbildung 2.5: Die Integrin Rezeptor Familie: 8 8- assoziieren mit 18 a-Untereinheiten zu 24

verschiedenen Integrinen. Aus [88].

Bekannt sind bislang 18 verschiedene a- (al-11, al1B, o-V, -L, -M, -X, -D, -E) sowie 8
verschiedene - (1- 8) Untereinheiten, die nicht-kovalent zu 24 Rezeptoren assoziieren
[88]. Die Bindungsfiahigkeit verschiedener Matrixproteine resultiert aus der Kombinati-

on von a- und (-Untereinheiten des jeweiligen Integrins und ist in der Abbildung 2.5
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veranschaulicht.

Aufgrund ihrer evolutionsbedingten und funktionellen Beziehungen lassen sich Integrine
in verschiedene Unterfamilien mit spezifischen Aufgaben einteilen. Dementsprechend las-
sen sich drei funktionelle Unterfamilien klassifizieren: 51 Integrine, 42 Integrine und av

Integrine.

(41 Integrine

Die in dieser Arbeit untersuchte 31 Integrinfamilie ist charakterisiert durch 12 verschie-
den Heterodimere, denen gemeinsam die §1 Untereinheit ist. Wahrend die § Kette die
Bindung verschiedener Proteine im Zytosol reguliert, garantiert die a Untereinheit die
Ligandenbindungsspezifitit, iiber welche sich die 51 Familie subklassifizieren lasst: 51 In-
tegrine assoziieren mit den korrespondierenden o Untereinheiten zu Kollagen-, Laminin-,
Fibronektin- und RGD-Rezeptoren, wie Abb. 2.5 illustriert: 51 Untereinheiten binden mit
al, a2, a10 und all (schraffiert dargestellt) an Kollagen zur Steuerung von Migration-
prozessen durch kollagenhaltige Matrices.

a3, a6 oder a7 assoziieren mit S1 Integrinen zu Lamininrezeptoren (lila dargestellt), ei-
nem elementaren Bestandteil von Basalmembranen, insbesondere in Epithelien, Muskeln
oder neurokortikalen Strukturen.

B1 Ketten binden mit a4 und a9 (Abb. 2.6 griin dargestellt) sowohl Proteine der ECM
wie Fibronektin als auch IgG-Rezeptoren auf endothelialen Zellen. Sie spielen eine ent-
scheidende Rolle in Migrationsprozessen.

A1 mit ab, a8 oder aV erkennen die RGD Tripeptid Sequenz (Arg-Gly-Asp; im blauen
Dreieck dargestellt) in Molekiilen wie Fibronektin und Vitronektin, zwei Schliisselmolekiile
in Migrations- und Adhésionsprozessen.

Die oV Untereinheit bindet neben 51 auch noch weitere § Untereinheiten und wird gele-

gentlich als eigenstdndige Unterfamilie kategorisiert.

(2 Integrine

Die Expression von Integrinen aus dieser Familie spielt eine Schliisselrolle in der Funktion
der Zellen des Immunsystems. Die 52 Integrinfamilie bildet verschiedene Heterodimere mit
a Untereinheiten (al, aM, aX, aD; Abb. 2.6 im gelb unterlegten Kasten) und besitzt
die Fahigkeit mit Rezeptoren der IgG-Familie, wie sie beispielsweise auf Leukozyten oder
aktivierten Endothelzellen vorkommen, zu interagieren. Durch diese Interaktion kommt es
schliefllich zu dauerhafter Adhésion von Chemokin-stimulierten Leukozyten, gefolgt von

Diapedese und Chemotaxis in geschidigtem Gewebe.
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aV Integrine

aV Integrine assoziieren mit den 3 Untereinheiten (41, 33, 35, 36 und 38, blaues Dreick)
zu Heterodimeren, mit Bindungsspezifitit von RGD-Peptid tragenden Liganden. Vermu-
tet wird bislang eine tragende Rolle in der Angiogenese. Abb. 2.6 gibt einen Uberblick

iiber verschiedene Integrinrezeptoren und ihre Liganden.

Thrombospondin

aminin

Abbildung 2.6: Ubersicht iiber Ligandenbindungs-Spezifititen verschiedener Integrinun-
tereinheiten. Die Abbildung zeigt die die Abhingigkeit der Ligandenbindungsspezifitit von der Kom-

bination der Integrin Untereinheiten. Aus [87]

2.2.3 Integrin regulierte Signalwege

Wie bereits erldutert, beeinflussen Verdnderungen in der ECM Abldufe von Signalkaska-
den im Zytoskelett [142]. Diese Effekte werden durch synergistische Wirkung von Integri-
nen und Rezeptor Tyrosin Kinasen im Zytosol induziert [11]; [104].

Integrine sind fiir die intrazellulére Signalweiterleitung auf Rekrutierung von Adapter Ele-
menten mit Phosphorylierungs-Potential angewiesen, da ihre zytoplasmatischen Doménen
keine intrinsische Kinase-Aktivitdt besitzen [28]; [109].

Vor Einstieg in die Komplexitét der Interaktionen einzelner Signalmolekiile sei im Folgen-
den ein kurzer Uberblick iiber die Charakteristika einzelner, von Integrinen rekrutierter

zytoplasmatischer Proteine gegeben.
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2.2.3.1 Paxillin

Paxillin ist ein in fokalen Adhésionen vorkommendes Protein, das in einer Vielzahl von Si-
gnalwegen eine regulatorische Rolle spielt. Paxillin enthélt eine Anzahl von Motiven, iiber
die Protein-Protein-Interaktionen vermittelt werden [84]. Am N-terminalen Ende besitzt
Paxillin fiinf sog. LD-Motive, die nach der Aminoséure-Sequenz Leucin(L)-Aspartat(D)
mit der jedes dieser Motive konstant beginnt, benannt wurden. Uber diese LD-Motive
bindet Paxillin FAK sowie die Integrin-gebundene Kinase (ILK). Im C-terminalen Ab-
schnitt enthélt Paxillin vier sog. LIM-Doménen (engl. lymphoid cancer-binding factor).
LIM-Motive sind doppelte Zinkfinger-Motive aus etwa 50 AS,; die in vielen Proteinen, wie
Transkriptionsfaktoren und Zytoskelett-assoziierten Molekiilen zu finden sind und dienen
als Module in Protein-Protein-Bindungen. Uber diese LIM-Motive interagiert Paxillin mit
Fokaladhésionen. [146].

LD motifs 1-5
Paxillin e e 4 LIM domains [ ]
N N4 l
SH2 domains focal adhesion
p120RasGAP, targeting

Crk,CSK,Lck

Abbildung 2.7: Linear dargestellte Struktur von Paxillin mit Hauptbindungsstellen, Tyrosin Phospho-

rylierungsstellen und Proteininteraktionen. Aus [76]

Weiterhin kann Paxillin an Serin(Ser)-/Threonin(Thr)- und Tyrosin(Tyr)-resten, wie bei-
spielsweise von FAK und der Protein Kinase Src (engl. homology domain containing
phosphatase-2Src) phosphoryliert werden, die darauthin Phosphotyrosin bindende, etwas
100 AS lange Src Homologie 2(SH2)-Bindungsstellen zur Rekrutierung weiterer Molekiile
freigeben [144]. Bislang sind vier verschiedene Tyrosin Phosporylierungsstellen von Pa-
xillin bekannt, von denen Tyr31 und Tyr118 die Haupt-Phosporylierungs-Positionen re-
préasentieren. Auf diese Weise dient Paxillin als Adapter-Protein in fokalen Adhésionen
sowie als Signalmolekiil zur Rekrutierung nachfolgender Signalwege. Die biologische Funk-

tion Paxillins steuert somit Zellwachstum und Motilitéat [126].

2.2.3.2 FAK (Fokale Adhesionskinase)

Die FAK ist ein essentieller Mediator in Integrin-abhéngiger Signaltransduktion. Die zen-

trale Rolle der nicht Rezeptor gebundenen FAK wurde bereits in einer Vielzahl von Ma-
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lignomen in immunhistologischen und molekularen Analysen demonstriert [34]; [91]; [97].
Die Aktivitdt der FAK wird nicht nur iiber Fokaladhésionen, sondern ebenfalls durch
Oncogene und Wachstumsfaktorrezeptoren reguliert [67] . FAK spielt eine entscheidende
Rolle in Adhésions-Dynamik und Migration als Reaktion auf Verinderungen der ECM
und Wachstumsfaktor-vermittelter Signale [86]. Weiterhin besitzt FAK einen antiapopto-
tischen Einfluss in Zellen, die in der ECM verankert sind [95].
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Abbildung 2.8: Organisation der verschiedenen FAK-Doménen. Der N-terminale Abschnitt

dirigiert iiber seine FERM-Doméne (Four-point-one, Ezrin, Radixin,Moesin) die Interaktion mit In-

tegrinen und Wachstumsfaktorrezeptoren. Die C-terminalen Doménen enthalten Bindungstellen fiir
zahlreiche Protein-Protein-Interaktionen wie beispielsweise die Bindung des Crk-assoziierten Sub-
strat(p130Cas). Hauptbindungsstelle fiir Phosphorylierungen ist Tyr397. Die sog. FAT-Domiine (Fokal-
Adhesion-Targetting-Domain) dirigiert FAK an Adhésionkomplexe [113].

FAK ist eine zytoplasmatische Protein-Tyrosinkinase, die {iber Bindung von Wachst-
umsfaktor-Rezeptoren oder Integrinen im Bereich zelluldrer Fokaladhésionen aktiviert
wird. An ihrem C-terminalen Ende besitzt sie eine sog. FAT-Doméne (Fokal-Adhesion-
Targetting-Domain), die FAK an Adhésionskomplexe dirigiert. Die Integritéit dieser Do-
méne ist Vorraussetzung fiir den ungestorten Ablauf nachgeschalteter Signalisierungswege.
Die FAT-Doméne besteht aus vier assoziierenden Helices, iiber die FAK in der Lage ist, die
LD-Doméne von Paxillin zu binden [78], Abb. 2.8. An ihrem N-terminalen Ende enthilt
FAK eine sog. FERM-Doméne (Proteindoméne, die in den Proteinen Four-point-one, Ez-
rin, Radixin und Moesin gefunden wurde), deren Prolin-reiche Abschnitte Interaktions-
grundlage fiir weitere Signalmolekiile darstellen. Uber die FERM-Doméne bindet FAK
an Integrine, Wachstumsfaktorrezeptoren sowie die Src Homolgie 3(SH3)-Doméne von
p130Cas. FAK Phosphorylierung erfolgt an den Tyrosinresten 397, 576, 577, 861 und 925.

Phosphorylierung an Tyr397 wird iiber Integrine induziert und ermoglicht Bindung von
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Src [93]. An FAK gebundenes Src phosphoryliert FAK an Tyr576 und Tyr577. Src phos-
phoryliert FAK auflerdem an Tyr861 sowie Tyr925, um Bindungstellen fiir SH2-Doménen
tragende Molekiile, wie Gbr2 (engl. growth factor receptor-bound protein 2)zu schaffen
[113], [154].

2.2.3.3 Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K)

Die Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K) ist ein Schliisselmolekiil in der Schnittstelle
von Signalwegen, die sowohl von Wachstumsfaktorrezeptoren als auch von Integrinen ak-
tiviert werden. Die aktive PI3SK besteht aus einer regulatorischen p85 Untereinheit und
einer katalytischen p110 Untereinheit [45]. Aktivierung von PI3K durch Phosphorylie-
rung an ihrer p85 Untereinheit folgt die Generierung des Botenmolekiiles (engl. second
messager Molekiil) Lipid-Phosphatidyl-(3,4,5)-Triphosphat (PIP3). PIP3 wiederum re-
krutiert die Phosphatidyl-Inositol-dependent-Kinase 1 (PDK1) sowie die Proteinkinase B
(PKB; auch als Akt bezeichnet) an der Zellmembran, wo PDK 1 durch Phosphorylierung
PKB aktiviert [159]; [23]. Die Aktivierung von PKB wiederum fiihrt zur Regulation ei-
ner Reihe weiterer Signalkaskaden, die Zellwachstum und -iiberleben, Proliferation und
Anti-Apoptose bewirken. Dies illustriert PI3Ks Funktion in der Tumorgenese [121]. Einen
groben Uberblick iiber die Vernetzung dieser Signalwege gibt Abb. 2.9.

2.2.3.4 JNK (c-Jun NH2-terminale Kinase)

JNK1 und JNK2 Kinasen wurden in den 90er Jahren als stressinduzierte Proteinkinasen
identifiziert, die den Transkriptionsfaktor c-JUN an seinem NH2-Terminus phosphorylie-
ren. Phosphorylierung von ¢-JUN amplifiziert dessen Fahigkeit den Transkriptionsfaktor-
verstiarker AP-1 (Aktivierungsprotein-1) zu transaktivieren, der wiederum als Promoter
fiir die Expression verschiedener Gene fungiert. Die transkribierten Gene scheinen so-
wohl Proliferation als auch Apoptose zu beeinflussen. JNK 1/2 Aktivierung wird durch
verschiedene Stress Faktoren wie Ultraviolett(UV)- und ~-Strahlung, zytotoxische Noxen

und reaktive Sauerstoffradiakale induziert [52].

2.2.3.5 pl130Cas/Crk

Eine der vielen von Integrinen aktivierten Signalwege initiiert die Phosphorylierung des
Docking-Proteins p130Cas (Crk-associated substrate) sowie wie dessen Rekrutierung und
Bindung des Adapter Proteins Crk (CT10 Regulator of kinase) zur Steuerung von Pro-

liferation, Uberleben und Migration. Fehlregulation innerhalb dieser Abldufe fithren zu
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Tumorprogression und Metastasierung [112]. Sowohl Cas als auch die Crk Familie besteht
aus mehreren Proteinen, die alle eine Vielzahl verschiedener Doménen zur Bindung weite-
rer Proteine besitzen [152]. Diese Interaktionen sind komplex und bis zum gegenwértigen
Zeitpunkt noch nicht vollstindig geklirt [32]. Einen Uberblick iiber mogliche Interaktio-
nen der beschriebenen Signalmolekiile gibt Abb. 2.9.

Cell membrane

Survival
Apoptosis
Proliferation

Abbildung 2.9: Die Abbildung zeigt schematisch die Hauptsignalwege, die durch Integrine oder Wachs-
tumsfaktorrezeptoren (Growth factor=GF) beeinflusst werden. Die Molekiile sind der Zellmembran an-
gelagert, um Signale an zytoplasmatische Strukturen weiterzuleiten [77]. In vivo werden durch diese regu-
latorischen Kaskaden Uberleben, Proliferation, Zellzyklus und Apoptose gesteuert. Die Abbildung sche-
matisiert die Integration verschiedener Proteinkinasen wie Akt, GSK303, Src, MAPK (Mitogenaktivierte
Protein Kinase) und Caspase in ein intrazelluldres Netzwerk, dass Integrin und Wachstumsfaktorrezeptor

abhéingig an der Reaktion auf genotoxischer Zellschddigung beteiligt ist. Aus [34].

2.2.4 Integrinfunktion in den verwendeten GD25 Zellen

GD2531A und GD2531B Splicevarianten Im Menschen wurden vier unterschiedliche
(1 Integrin Splicevarianten beschrieben, die als 1A, #1B, $1C, und S1D bezeichnet
werden. Allen Splicevarianten gemeinsam ist ihr N-terminaler Teil bis zu einer definierten
Aminoséure Sequenz ("WDT”), die auf Genebene im 3’ Ende des Exon 6 der mRNA
lokalisiert ist [7], Abb. 2.10.

Der grundlegende Unterschied der in dieser Arbeit betrachteten Isoformen 1A und 1B
liegt in der Sequenz der letzten 21 Aminoséduren am C-terminalen Ende des Proteins. Die

(1B Untereinheit besitzt im Unterschied zu den 21 terminalen Aminosduren in 1A nur
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eine 12 AS lange Sequenz, die aus der Intron-Sequenz vor dem letzten Exon stammt.
Die Splicevariante 1A kommt innerhalb verschiedener Arten mit konstanter Aminosaure-
sequenz vor. Uber sie sind Integrine in der Lage Verbindungen in Fokaladh#sionen einzuge-
hen, Signalmolekiile wie a-Actinin, FAK, ILK, Paxillin und Talin zu binden und Informa-
tionen an nachgeschaltete Signalkaskaden iiber Phophorylierungsreaktionen in Richtung
Zellkern zu transduzieren, [7]. Das $1B Integrin Transkript findet sich in geringer Expres-
sion in allen humanen Geweben, das Protein allerdings konnte bislang nur in Haut und
Leber detektiert werden.

Wie aus Abb. 2.10 hervorgeht ist die dem WDT-Abschnitt folgende Sequenz nur 12
AS lang und besitzt, im Gegensatz zu 1A, keine NPxY Motive, welche an der innen-
aussen(engl. inside-out)-Aktivierung von Integrinen sowie der aussen-innen(engl. outside-
in)-Stimulation von FAK beteiligt sind [114]; [141].

Damit ist die $1B Integrin Splicevariante aufgrund ihrer inaktiven Konformation nicht
in der Lage, extrazelluldre Signale iiber Phosphorylierung intrazelluldrer Signalmolekiile,
wie beispielsweise der FAK, in Richtung Zellkern zu transduzieren [7]. Splicevarianten der
Integrinuntereinheit 41 sind in Abb. 2.10 dargestellt.

| 777
| 0
|
BIA WKLLMII_HDRREFKAKFEKEKMNAKWDTGENPIYKSAVTTVVNPKYGK
|

B1B WKLLMII_hDRREFKAKFEKEKMNAKWDTVSYKTSKKQSGL

Abbildung 2.10: Aminosiuresequenzen (in internationaler Einzelbuchstaben Kodierung abgekiirzt) der
zytoplasmatischen Splicevariante der humanen 1 Untereinheiten A und B. Der N-terminale Part ist bis
zur WDT777 Sequenz auf Hohe des Pfeils allen Splicevarianten gemeinsam. Unterstrichen finden sich
beide NPxY Motive in S1A. Aus [7]

2.3 Eingriffe in die Integritéit der Zelle

2.3.1 Einfluss ionisierender Strahlen

Die biologische Wirkung ionisierender Strahlen im Gewebe resultiert aus lokaler Energie-
absorption. Absorption fithrt zum einen zur Anregung von Molekiilen, wobei ein Elektron
eines Atoms oder Molekiils auf eine héhere energetische Schale gehoben wird, anderseits zu
Ionisation, wobei Elektronen ausgestofien werden, um weitere Molekiile zu ionisieren. Da-

neben wird Schwingungs- und Rotationsenergie frei, die sich vor allem in Warme umwan-
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delt. Der Grofiteil des Strahlenschadens entsteht durch Wechselwirkung von Sauerstoff-
und Stickstoffradikalen mit Proteinen und Nukleinséduren. An Proteinen kommt es hierbei
zu Molekiilbriichen, Ringsprengungen, Verdnderung von Sekundér- und Tertidtstruktur,

Desaminierungen und Decarboxylierungen [116]; [120].

=

Extracellular space

R R R R R

@ x” L hemidesmosomes,
I “AKT| GSK3B|Caspase-3 Ji o Wl _FAK_REREEENY
Cytosol l\_}'l l \ /

\E._

Survival

Proliferation

Apoptosis

M : prosurvival sighalling
M : antisurvival signalling

Abbildung 2.11: Schematischer Uberblick iiber Integrin-assoziierte Signalwege, die an kritischen Zell-
funktionen nach gentoxischer Schidigung beteiligt sind. Die dargestellten Signalwege sind eine kleine Aus-
wahl aus einem umfassenden Netz verschiedener Molekiile, welche Reaktionen der Zelle auf Zelltod indu-
zierende Stimuli modulieren. Integrin- und RTK assoziierte Signalkaskaden wie Ras/Raf/MEK/MAPK,
§ Integrin/FAK/JNK oder § Integrin/Nukledrer Faktor kappa B(NFkB) iibermittele Pro-Uberlebens-
Signalwege sind griin dargestellt. ILK hingegen {ibermittelt Apoptose induzierende Signale (rot) via

Inhibition von AKT und Interaktion mit caspase-8. Signalling via integrins [81].

An der Desoxyribonukleinsaure (DNS) fiithrt Bestrahlung hauptséchlich zu Schéden an
den Basen, denen Einzel- und Doppelstrangbriiche und schliellich reproduktiver Zelltod
oder Apoptose folgen kénnen [82]; [68]. Im Apoptoseprogramm der bestrahlten Zellen

sterben diese innerhalb weniger Stunden in der Interphase des Zellzyklus oder nach irre-



KAPITEL 2. GRUNDLAGEN 2]_

versiblen Zyklusarrest in G1- oder Synthesephase [103]. Reproduktiver Zelltod bezeichnet
den Verlust der Zelle mitotisch zu proliferieren und betrifft vorzugsweise Gewebe mit einen
hohen Zellturnover [102].

Nicht nur die DNS stellt einen empfindlichen Angriffspunkt fiir ionisierende Strahlen dar.
Ebenfalls relevant sind direkte Schiden an Zellorganellen, Plasmamebranen und intrazel-
luldren Signalproteinen, die iiber Regulation von Zellzyklus und Transkriptionsfaktoren

Apoptose und reproduktiven Zelltod mitverantworten [82]; [55].

Die nach Bestrahlung innerhalb der Zelle ablaufenden Signalprozesse sind komplex. Ihre
Regulation ist abhéingig vom Kontakt der Zellen zu benachbarten Zellen sowie der ECM
und beinhaltet Signalwege, die sowohl von Rezeptor-Tyrosinkoinasen (RTK) als auch von
Integrinen aktiviert werden [12], Abb. 2.11.

Uberexpression RTK regulierter Signaltransduktion ist in Tumorzellen mit unkontrollier-
ter Proliferation, inasivem Wachstum, autokriner Wachstumsregulation sowie erhohter
Strahlenresistenz assoziiert. [18], [138]. Ein Beispiel hierfiir ist der epidermale Wachstums-
faktor Rezeptor (EGFR), der das G-Protein Ras (engl. Rat sarcoma) aktiviert, welches
wiederum die Serin/Threoninkinase Raf aktivert. Raf (engl. rapidly growing fibrosarko-
ma) fithrt zu Aktivitdtszunahme der MAPK (engl. Mitogenaktivierte Protein Kinase), die
Proliferation und Zelliiberleben fordert [51]; [139].

Integrinen regulierte Signalwege umfassen, wie Abb. 2.11 zeigt, zwei Hauptaxen, die von
den bereits beschriebenen Molekiilen, ILK und FAK, aktiviert werden [41]. Tumorzellen,
die erhohte Level an ILK exprimieren, zeigen eine erhthte Radiosensibilitat [80]; [81]; [33].
Eine Uberexpression von FAK hingegen hat anti-apoptotische Wirkung in Zellen, die an
der ECM adhérieren [95]. Der radioprotektive Einflufl der FAK schient {iber Auto-Phos-
phorylierung an Tyr397 mit nachfolgender Phosphorylierung von Tyr925 durch Interak-
tion mit Src vermittelt zu werden [81]; [143]. Daraufthin erfolgt Bindung von GRB2 (eng].
growth factor receptor-bound protein) mit Aktivierung des Ras/Raf/MAPK Weges [53],
sowie Phosphorylierung des FAK-Bindungspartners Paxillin [16]. Abb. 2.11 gibt einen

orientierenden Uberblick iiber intrazelluliren Abliaufe nach Bestrahlung [81].

2.3.2 PI3K Inhibition

Wie bereits beschrieben, ist die PI3 Kinase ein Schliisselmolekiil in der Schnittstelle mul-
tipler Signalwege, die an Proliferation und Zelliiberleben beteiltigt sind. Sie phosphory-
liert die D3-Position des Inositolringes in Phosphoinositiden zur Generierung von Phos-
phatidylinositol(3,4,5)-triphosphat (PIP3), welches darauffolgend Akt an die Zellmembran
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rekrutiert [115]. Klinische Ergebnisse verdeutlichen seit Jahren die Beteiligung dieser Si-
gnalwege in Tumorgenese und -progression, Angiogenese sowie Anti-Apoptose [108]. PI3K
Inhibition gewinnt somit als viel versprechende Ergédnzung effektiver Krebstherapien zu-
nehmend an Bedeutung [117]. Bisher wurden verschiedene chemische Inhibitoren zur Hem-
mung der PI3K Familie entwickelt. Der klinischen Anwendung einiger dieser Substanzen
stehen jedoch bisher ein Mangel an Spezifitit sowie ungiinstige pharmakologische Eigen-
schaften im Wege [153]. In dieser Arbeit wurde PI3K mit LY294002 und Wortmannin,
den bis heute am héufigsten eingesetzten Inhibitoren [56], blockiert. Sowohl LY294002 als
auch Wortmannin inhibieren die katalytische Aktivitat der PI3K [108].

Abbildung 2.12: Strukturformel des PI3Kinase Inhibitor LY294002. Nur wenn das X im Morpholinring
mit einem Sauerstoffatom besetzt ist, folgt vollsténdige PISK Inhibition aus [151]

Abbildung 2.13: Strukturformel von Wortmannin, aus [148].

LY 294002 (2-morpholino-8-phenyl-4H-1-benzopyren-4-one) wurde bereits 1981 als po-
tenter und spezifischer PI3K Inhibitor beschrieben [151]. LY294002 inhibiert selektiv PI3K
ohne Inhibition von EGF- und PDGF-Rezeptor, Src, MAPK, Proteinkinase A und C [30].
PI3K Inhibition durch LY294002 ist von Bindung seines Sauerstoff tragenden Morpholin-
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ringes an der Adenosintriphosphat(ATP)-Bindungsdoméne der PI3K abhéngig [151].

Wortmannin wurde bereits Anfang der neunziger Jahre als fungaler Metabolit mit anti-
inflammatorischen und immunsuppressiven Effekten beschrieben. Durch kovalente Bin-
dung an die katalytische p110 Untereinheit inhibiert Wortmannin die PI3K irreversibel
und nicht-kompetetiv, so dass deren Aktivierung durch RTK (wie z. B. durch Wachstums-
faktor Rezeptoren) verhindert wird [155]. Weiterhin inhibiert Wortmannin die MAPK
sowie die MLCK (engl. myosin light-chain kinase) [160].



Kapitel 3

Material

3.1 Zelllinien

Die fiir die Experimente verwendeten GD25 Zellen sind Mausfibroblasten und stammen
von (31 Nullstammzellen ab. Uber Transfektion wurden GD2551A und die Mutanten
GD2501B erzeugt. Die GD25G1A Zellen stellte uns freundlicherweise Prof. Dr. Féssler
(Abteilung fir Molekulare Medizin, Max-Planck Institut fiir Biochemie, Martinsried) zur
Verfiigung. Die GD2531B Zellen stammen von Dr. Velling (Department of Medical Bio-
chemistry and Microbiology, The Biomedical Center, Uppsala University, Sweden).

3.1.1 Herstellung der GD2551A und GD2531B Splicevarianten

Die Integrin-defizienten GD25 Fibroblasten stammen aus Mausembryonen des Klons G201.
Sie entwickeln sich aus Stammzellen und sind homozygote Knockoutzellen mit mutantem
B1 Integrin (51 Integrin -/-) [61], Zur Herstellung von GD2581A (-/$1A) und GD2551B
(-/$1B) wurden diese GD25 Fibroblasten mit den ¢cDNA Vektoren S1A und (1B trans-
fiziert, die vorher iiber PCR mit spezifischen Primern isoliert wurden [8]. Zur Verifizie-
rung erfolgreicher Transfektion wurde die Integrin Expression im Anschluss via DNS-
Sequenzierung und Durchflusszytometrie der Oberflichenexpression bestimmt. Die ver-
wendeten GD2531A und GD2531B Zellen exprimieren die Splicevarianten ihrer Integrine
in gleicher Quantitdt [9].

24
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3.2 Medium

DMEM | Dulbecco Modified Eagle Medium (Gibco, Karlsruhe)
FCS Fetal Calf Serum Gold (PAA, Pasching, Osterreich)
NEA Nicht- essentielle Aminosduren (Gibco, Karlsruhe)

Zur Kultivierung der Zellen wurde DMEM (500 ml) mit 10% FCS (55 ml) und 1% NEA
(5,5 ml) versetzt. Lagerung steril bei 4°C. pH des Mediums 7,4. Fiir die unter Serumentzug

durchgefiihrten Versuchsre

ihen wurde DMEM mit 1% nicht essentiellen Aminoséduren ohne

Zugabe von FCS verwendet.

3.3 Gerate und Hilfsmittel

3.3.1 Zellkultur

Sterilbank

Brutschrank
Wasserbad
Umkehrmikroskop
Neubauver Ziahlkammer
Zellzihler Z2
Zellkulturflaschen
Falcon-Réhrchen
Kryoréhrchen
Abkiihlbehdlter

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)

Particle Analyzer (Beckman Coulter, Krefeld )

25 cm?, 75 cm?, 175 cm? (Becton Dickinson, Heidelberg)
15 ml, 50 ml (Becton Dickinson, Heidelberg)

1 ml (Nalgene, Hereford, England)

Freezing Container (Nalgene, Hereford, England)

3.3.2 Bestrahlung

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

3.3.3 Koloniebildungsassay

ber-Platten Multiwell 353046 (Becton Dickinson, Heidelberg)
Auflichtmikroskop | STEMT SV8 (Zeiss, Oberkochen)
Software Sigma Plot 5,0 (SPSS Science Software GmbH, Erkrath)
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3.3.4 Western-Blot

Elisa-Spektrometer
Zentrifuge

Waage

Heizplatte

Vortezer
Schwenktisch
Riittler
Elektrophoresesystem
Transferapparat
Stromquelle

Scanner

Software

Zellschaber

Nadel
Eppendorf-Rohrchen
Mikrotiterplatte

Chromatographie Papier

Nitrocellulosemembran

Film
Filmkassette

SpectraMax 190 (Molecular Devices, Ismaning)

Labofuge 400R (Heraeus Kendro Laboratory Products, Ha-
nau)

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 IT (Amersham Pharmacia Biotech, Frankfurt)
EPS 3500 (Amersham Pharmacia Biotech, Frankfurt)
ScanJet (C6270, Epson, Meerbusch)

ImageQuant 5.0 (Molecular Dynamics, Krefeld)

Costar cell scraper 3010 (Coming, Holland)

25-Gauge Nadel (Braun, Meisungen)

1,5 ml, 2 ml (Eppendorf AG, Hamburg)

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)

3.3.5 Akt Kinase Assay

Beads Protein G Agarose (Sigma-Aldrich, Hamburg)
Rotationsschittler | REAX 2 (Heidolph, Schwabach)
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3.4 Reagenzien

3.4.1 Zellkultur

Trypsin
DMSO
G418
LM-Agarose

NCLH003

DMEM-Pulver | (Gibco, Karlsruhe)

Trypsin-EDTA (Invitrogen, Karlsruhe)

Dimethyl-Sulfoxid (HybriMax, CR1194, Sigma-Aldrich, Steinheim)
Geniticin (Calbiochem, Bad Soden)

Sea Plaque Agarose (BMA, Rockland, USA)

Natrium-Hydrogencarbonat MW 84.01 g/mol (Merck, Darmstadt)

3.4.1.1 2-fach DMEM

NaH003

DMEM-Pulver | 12,04 g

334 ¢

ad 300 ml Aqua bidest.; pH mit HCI auf 7,1 einstellen, dann ad 390 ml Aqua bidest.;
2-fach DMEM fir den Gebrauch mit 100 ml FCS versetzen.

3.4.1.2 Low-Melt-Agarosel6sung

LM-Agarose
CyHs OH
HCHO
CH3;OH
CH;COOH

Coomassie

2g

Ethanol vergéllt (Carl Roth, Karlsruhe )
Formaldehyd 4 % (Merck, Darmstadt)
Methanol (Merck, Darmstadt)

Eisessig (Merck, Darmstadt)

G250 Brilliantblau (Merck, Darmstadt)

ad 100 ml Aqua bidest.; autoklavieren und bei 37 °C inkubiert halten bis diese Temperatur

erreicht ist; 5 ml pro Petrischale.

3.4.1.3 Coomassie-Blau-Losung

CH;OH
CH;COOH

Coomassie

200 ml
75ml
0,5¢

ad 11 Aqua bidest. Lagerung lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur.



KAPITEL 3. MATERIAL

28

3.4.2

Western-Blot

NaCl
KCl
Nay, HPO,

KHy PO,

Tween

Tris-HCI

NP-40
Na-Desoxycholat
EDTA

Natrium-Chlorid, MW 58,44 g/mol (Merck, Darmstadt)
Kalium-Chlorid, MW 74,56 g/mol (Merck, Darmstadt)
Di-Natrium-Hydrogenphosphat, MW 141,96 g/mol (Merck, Darm-
stadt)

Kalium-Hydrogenphosphat, MW 136,09 g/mol (Merck, Darmstadt)
Tween 20, USB ( Amersham Biosciences Europe, Freiburg)
Tris-HCI, pH 7,4, MW 157,6 g/mol (Merck, Darmstadt)
(Sigma-Aldrich, Steinheim)

Natrium-Desoxycholat MW 414.56 g/mol (Merck, Darmstadt)
Ethylendiamintetraacetat (Sigma Chemical CO. St. Louis, USA)

Complete Proteaseinhibitor (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)

BCA-Reagenz BC Assay Reagent (Interchim, Montluon, Frankreich)

Tris-Base (Sigma-Aldrich, Steinheim)

Acrylamidlosung | Acrylamid/bis-Acrylamid 30% (Sigma-Aldrich, Steinheim)

SDS n-Dodecylsulfat Natriumsalz (Merck, Darmstadt)

APS PlusOne Ammonium persuiphate (Amersham Biosciences, Frei-
burg)

TEMED PlusOne TEMED (Amersham Biosciences, Freiburg)

CsH;OH Isopropanol (Merck, Darmstadt)

Marker BenchMark Protein Ladder (Invitrogen, Karlsruhe)

O3 Hg 05 Glycerol (Merck, Darmstadt)

OHC,H,SH Mercaptoethanol (Merck, Darmstadt)

Bromphenolblau (Serva, Heidelberg)

Glycin MW 75.07 g/mol (Sigma-Aldrich, Steinheim)

H3BOs Borsaure (Merck, Darmstadt)

Ponceau S-Léosung | Ponceau 5 (Serva, Heidelberg)

Milchpulver Magermilchpulver (Merck, Darmstadt)

ECL ECLTM W.-Blot Detec. Reag. (Amersham Biosc., Freiburg)

Entwickler GBX Developer (Kodak, Stuttgart)

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

NaCl 80 g
KCl 2g
NayHPO, | 11 g
KH,PO, |2¢g

ad 11 Aqua bidest. 1 x PBS: 100 ml 10 x PBS ad 11 Aqua bidest.

3.4.2.2 Waschpuffer

1 x PBS | 2000 ml

Tween 2 ml

Lagerung bei 4°C.

3.4.2.3 RIPA-Lysepuffer

Tris-HCl (pH 7,4) | 50 mM
NP-40 1%
Na-Desoxycholat | 0,25%
NaCl 150 mM
EDTA 1mM

ad 50 ml Aqua bidest. Lagerung bei 4°C. Vor Gebrauch 957 ul dieser Losung folgende
Zusatze zugeben: 40 pl einer Losung von einer Tablette Complete ad 2 ml Aqua dest., 1

1l einer 200 mM Losung von NagVO, und 1 pl einer 200 mM Losung von NakF'.

3.4.2.4 BCA (Bicinchoninsiure)-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

Lagerung bei Raumtemperatur, lichtgeschiitzt.

= Menge von Reagenz B (1 Teil) (3.1)

3.4.2.5 Trenngelpuffer

Tris-Base | 18,17 g
ad 50 ml Aqua dest., pH mit HCI auf 8,8 einstellen, Aqua dest. ad 100 ml
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3.4.2.6 Sammelgelpuffer

Tris-Base

6,06 g
ad 50 ml Aqua dest., pH mit HCI auf 6,8 einstellen, Aqua dest. ad 100 ml

3.4.2.7 'Trenngel

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

Mischungsverhéltnisse der Reagenzien wie folgt:

8% 12% 15%
Trenngelpuffer 24ml | 24 ml | 24 ml
Aqua bidest. 49 ml | 3,5 ml | 2,5 ml
Acrylamidlosung | 2,6 ml | 4 ml 5 ml
SDS-Losung 100 pl | 100 gl | 100 gl
APS-Lésung 100 pl | 100 pl | 100 gl
TEMED 10 b | 10 pl | 10 pl

3.4.2.8 Sammelgel

Sammelgelpuffer | 0,9 ml
Aqua bidest. 2,25 ml
Acrylamidlosung | 562,5 ul
SDS-Lésung 10% | 37,5 ul
APS-Lésung 10% | 100 pl
TEMED 5 pl

3.4.2.9 Ladepuffer

Glycerol 2 ml
10% SDS-Lésung | 2 ml
Sammelgelpuffer | 2,5 ml
Mercaptoethanol | 0,5 ml
Bromphenolblaw | 1 mg

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




KAPITEL 3. MATERIAL 3]_

3.4.2.10 Laufpuffer

Glycin 1441 g
Tris-Base | 3,03 g
SDS lg

Aqua bidest. ad 1 1. Lagerung bei 4°C.

3.4.2.11 Anodenpuffer

Borsdure 3,1g
SDS-Lésung | 4 ml
Methanol 200 ml

ad 1 1 Aqua bidest. pH-Wert mit NaOH auf 9,0 einstellen. Lagerung bei 4°C.

3.4.2.12 Kathodenpuffer

Borsdure 3,1g
SDS-Lésung | 4 ml
Methanol 50 ml

ad 1 1 Aqua bidest. pH-Wert mit NaOH auf 9,0 einstellen. Lagerung bei 4°C.

3.4.2.13 Blocking Puffer

Milchpulver | 5 g

ad 100 ml PBS, Lagerung bei 4°C nicht langer als 24 Stunden.

3.4.2.14 ECL™ Western Blot Detection Reagent

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

sich aus der Grole der Membran wie folgt:

0,3 22, x Membranfliche = anzusetzende Menge Reagenz (3.2)

3.4.2.15 Entwickler

GBX Developer | 100 ml
Aqua bidest 400 ml
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3.4.2.16 Fixierer

GBX Fizer | 100 ml
Aqua bidest | 400 ml

3.4.3 Akt Kinase Assay

10 x Zell-Lysepuffer
10 x Kinasepuffer
GSK33-Fusionsprotein
ATP

(Cell Signaling, Frankfurt)
(Cell Signaling, Frankfurt)
(Cell Signaling, Frankfurt)

)

(Cell Signaling, Frankfurt

Der 10 x Zell-Lysepuffer wurde nach Verdiinnung mit Aqua bidest. mit 40 pug/ml Complete

versetzt.

3.5 Rezeptorliganden

Fibronektin
Vitronektin

Kollagen 11T
Laminin
Poly-L-Lysin

Anti-B 1-Integrin-1gG

1 mg/ml (Becton Dickinson, Heidelberg)
(Becton Dickinson, Heidelberg)
(Calbiochem, Bad Soden)
(Sigma-Aldrich, Hamburg)

1 mg/ml (Calbiochem, Bad Soden)
(Dako, Hamburg)

3.6 Inhibitoren

LY294002 PI3K-Inhibitor 1250 M in Ethanol (Calbiochem, Bad Soden)
Wortmannin | PI3K-Inhibitor 100 xM in DMSO (Sigma-Aldrich, Hamburg)
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3.7 AntikOrper

3.7.1 Primirantikoérper

AKT
Phospho-AKT 5473
Phospho-AKT T308
GSK30

Phospho-GSK3a /3-521/9

Paxillin
Phospho-Paxillin-Y118
Phospho-Paxillin- Y51
p130Cas
Phospho-p130Cas-Y410
Phospho-JNK

FAK

Phospho-FAK Y397
Phospho-FAK Y925

(-Actin

Negativkontrolle FITC

polyklonal, Hase IgG, (Cell Signaling, Frankfurt a.M.)
WB 1:500 Milchpulver (MiPu), IF 1:100 BSA
polyklonal, Hase IgG, (Cell Signaling, Frankfurt a.M.)
WB 1:250 MiPu

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

monoklonal (C1.7), Maus IgGl, (Becton Dickinson, Heidelberg)
WB 1:500 MiPu

polyklonal, Hase IgG, (New England Biolabs GmbH, Germa-
ny)

WB 1:250

polyklonal, Hase IgG, (Sigma Aldrich, Hamburg)

WB: 1:500 MiPu

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

polyklonal, Hase IgG, (Sigma Aldrich, Hamburg)

WB 1:500 MiPu

polyklonal, Hase IgG, (Biomol, Hamburg)

WB 1:200 MiPu

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

polyklonal, Hase IgG, (Santa Cruz, Heidelberg)

WB 1:500 MiPu

monoklonal, Maus IgG, (Becton Dickinson, Heidelberg)
WB 1:2000 MiPu

polyklonal, Hase IgG, (Calbiochem, Bad Soden)

WB 1:500 MiPu

polyklonnal Ziege IgG (Santa Cruz, Heidelberg)

WB 1:200 MiPu

monoklonal ( CLAC- 15 )Maus- IgG1 (Sigma Aldrich, Ham-
burg)

WB 1:2000 MiPu

monoklonal, Maus IgG1 (Serotec, Diisseldorf)

DZ 1:10
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3.7.2 Sekundirantikorper

mouse [gG, HRP konj.

rabbit IgG, HRP konj.

goat IgG, HRP konj.

mouse IgG, Cy2 konj.

rabbit IgG, Cy3 konj.

mouse IgG, FITC konj.

polyklonal, Hase, (Santa Cruz, Heidelberg)
WB 1:2000 MiPu

polyklonal, Ziege, (Santa Cruz, Heidelberg)
WB 1:2000 MiPu

polyklonal, Esel, (Santa Cruz, Heidelberg)
WB 1:2000 MiPu

polyklonal, Ziege, (Dianova, Hamburg)

IF 1:100 BSA

polyklonal, Ratte, (Dianova, Hamburg)

IF 1:100 BSA

polyklonal, Hase, (DAKO, Glostrup, Dénemark)
DZ 1:50 BSA
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Experimentelle Methoden

4.1 Zellkultur

4.1.1 Subkultivierung

Die Zellen wurden bei einer Temperatur von 37°C, einem CO, Gehalt von 10% und
einem pH von 7.4 kultiviert. Bei einer Konfluenz von 70-90% wurden die Zellen einmal

mit Trypsin gespiilt, anschliefend abtrypsiniert und im Verhéltnis 1:4 bis 1:10 passagiert.

4.1.2 Einfrieren

Die Zellen wurden abtrypsiniert und mit der Neubauer Zahlkammer gezdhlt. Nach fiinf
Minuten Zentrifugation bei 800 rpm, wurde der Uberstand entfernt, die Zellen in Einfrier-
medium (Standardmedium mit 20% FCS und 5% DMSO) resuspendiert und je ein Milli-
liter der Suspension in Kryorshrchen gegeben. Diese kiihlten in einem speziellen Behélter
mit einer Abkiihlgeschwindigkeit von ca. 1°C/min auf -80°C. Nach 24 Stunden erfolgte
die Lagerung bei -130°C.

4.1.3 Auftauen

Das Kryorshrchen wurde ziigig erwiirmt und der Inhalt in eine 75 cm? Zellkulturflasche

mit 12 ml Medium gegeben. Nach 24h wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt.

35



KAPITEL 4. EXPERIMENTELLE METHODEN 36

4.1.4 Bestrahlung

Die Bestrahlung der Zellen erfolgte bei 20 °C Raumtemperatur (RT). Die Anodenspan-
nung der Rontgenrdhre betrug 240 kV, der Anodenstrom 13 mA und die Dosisleistung 1
Gy/min. Zwischen Réhre 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.

4.2 Koloniebildungsassay

Der Koloniebildungsassay, welcher das klonogene Uberleben erfasst, diente als Untersu-
chungsmethode fiir die Sensibilitdt verschiedener Zellen gegeniiber genotoxischen Ein-
fliilssen. Hierzu wird eine definierte Zellzahl ausgesit und nach entsprechendem Protokoll,
wie in Abb. 4.1 dargestellt, behandelt. Nach einer Inkubationszeit von 7-11 Tagen wurden
die Kolonien angefiarbt und gezéhlt.

4.2.1 Ansatz

Die 6-Well-Platten wurden mit Fibronektin, Vitronektin, Laminin, KollagenIII , 51-IgG
oder dem Kontrollsubstrat Poly-L-Lysin (1 ug/cm?) eine Stunde bei Raumtemperatur be-
schichtet. Fiir die Versuche wurden subkonfluent wachsende Zellen abtrypsiniert. Nachdem
die Zellen einmal mit PBS gewaschen und bei 800 rpm fiinf Minuten zentrifugiert worden
waren, wurde das Zellpellet vorsichtig mit DMEM ohne FCS resuspendiert. Daraufthin
folgte eine Zellzahlbestimmung. Je nach Bedingung wurden verschiedene Zellzahlen mit

und ohne FCS ausgesét und fiir 24 Stunden kultiviert, wie Tab. 4.1 zeigt.

Gy 0o |2 |4 6
Zellzahl 500 | 500 | 1000 | 3000

Tabelle 4.1: Zellzahlbestimmung

Serumentzug und/oder Inkubation mit PI3K Inhibitoren erfolgte nach 8 Stunden, Be-
strahlung nach 24 Stunden. Serum deprivierten Zellen wurde 8 Stunden nach Bestrahlung
200 pl FCS zugegeben.
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Serumzusatz nach
erfolgter
Serumdeprivation

Bestrahlung

Serumentzug
Inkubation mit
Inhibitoren

Aussaat der Zellen

Beschichtung : E E :
H H H H Abstoppen und
E : : : : ) Auszihlung

Zeitinh -1 h Oh 8h 24h 32h Ko?onien (8 Tage)

Abbildung 4.1: Zeitliche Abfolge der Einzelschritte in Koloniebildungstests: Die 6-Well-
Platten wurden eine Stunde vor Bestrahlung mit Matrixproteinen oder Poly-L-Lysin beschichtet. Se-
rumentzug und/ oder Inkubation mit PI3K Inhibitoren erfolgte nach 8 Stunden, Bestrahlung nach 24
Stunden. Serum deprivierten Zellen wurde 8 Stunden nach Bestrahlung 200 ul FCS zugegeben. Abge-
stoppt und gefirbt wurden die Koloniebildungstests nach einer Proliferationszeit von 8 Tagen bei 37°C
und 10% COs.

4.2.2 Bestrahlung

Nach Proliferationszeit von 24 Stunden wurden die GD2551A und GD2551B Zellen mit
2,4 und 6 Gy bestrahlt, bzw. nicht behandelt (Kontrolle). Nach weiteren 8 Stunden wurde
den Zellen, denen 16 Stunden vor Bestrahlung Serum entzogen worden war, 200 ul FCS

(pro Well) zugegeben.

4.2.3 Fixierung

Nach Entfernung des Mediums wurden die Wells mit 2 ml 1xPBS gespiilt. Ein Mililiter
einer 4%-Formaldehydlésung wurde pro Vertiefung zugegeben und fiir 30 Minuten belas-
sen. Anschlieend wurden die Platten fiir 30 Minuten mit 1 ml 70% Ethanol behandelt

und mit Wasser gespiilt. Die Kolonien lielen sich daraufhin mit Coomassie anférben.

4.2.4 Auswertung

Die Kolonien wurden mit einem Auflichtmikroskop ausgezéhlt, wobei eine Kolonie als eine
Anhaufung von mehr als 50 Zellen definiert war. Jede Versuchsreihe wurde dreimal durch-
gefithrt. Die Werte der einzelnen Experimente wurden jeweils auf verwendete Zellzahl und

Kontrolle abgeglichen.
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4.3 Western-Blot

Mittels Elektrophorese konnen die verschiedenen Proteine eines Zellysats aufgetrennt wer-
den. Bei der Dodecylsulfat Natriumsalz Polyacrylamid Gel Elktrophorese (SDS-Page) er-
folgt dies fast ausschliellich nach dem Molekulargewicht, da die Proteine durch das SDS
eine stark negative Ladung erhalten und dadurch ihre eigene Ladung vernachléssigbar
wird. Nach der Elektrophorese werden die aufgetrennten Proteine durch Anlegen ei-
ner Spannung vom Gel auf eine Membran transferiert (Blotten). Der Nachweis erfolgt
durch Aufbringen spezifischer Primérantikérper, die in einem zweiten Schritt durch einen
Enzym-gekoppelten Sekundirantikorper gebunden werden. Dieses Enzym (”horseradish
peroxidase”, HRP) katalysiert die Freisetzung von Hy0s welches mit dem ebenfalls zu-
gegebenen Luminol reagiert. Die relative Intensitédt des hierbei entstehende Licht kann

mittels Auflegen eines Films gemessen werden.

4.3.1 Ansatz

Zunéchst wurden Petrischalen mit den verschiedenen Matrixproteinen und Poly-L-Lysin
(1 pg/cm?) bei Raumtemperatur fiir eine Stunde beschichtet. Daraufhin wurden subkon-
fluente Zellen abtrypsiniert, einmal gewaschen (Zentrifugation mit 800 rpm, 5 Minuten).
Pro Petrischale wurden 1 Mio. Zellen ausgesidt und nach dem in Abb. 4.1 beschriebenen
Ablauf weiter behandelt: Serumentzug und/ oder Inkubation mit PISK Inhibitoren er-
folgte nach 8 Stunden, Bestrahlung nach 24 Stunden. Serum deprivierten Zellen wurde 8
Stunden nach Bestrahlung 200 ul FCS zugegeben. Darauf folgend wurden die Zellen bei
37°C und 10% CO, fiir bis zum Zeitpunkt der Proteinextraktion, die eine Stunde nach

Bestrahlung durchgefiihrt wurde, belassen.

4.3.2 Proteinextraktion

Vor der Lyse wurde die Petrischale auf 4°C gekiihlt, das Medium abgenommen und
zweimal mit eiskaltem 1xPBS gespiilt. Unter Zugabe von 200 ul RIPA-Lysepuffer (mit
Zusitzen) wurden die Zellen mit einem Zellschaber abgelést und in ein EppendorfRohrchen
tiberfithrt. Nach 15 Minuten wurde das Lysat fiinfmal durch eine 25-Gauge Nadel gezogen
und dann fiir weitere 15 Minuten gekiihlt. Anschlielend folgte eine 20- miniitige Zentri-
fugation mit 13.000 rpm. Der Uberstand wurde als fertiges Gesamtzellysat in ein neues
Probenrohrchen iiberfithrt und bei -130 °C gelagert.
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4.3.3 Proteinbestimmung

Um die Expression einzelner Proteine in verschiedenen Lysaten miteinander vergleichen
zu konnen, wurde auf einem Gel von jeder Probe die gleiche Menge an Gesamtprotein
aufgetragen. Hierzu wurde vorher die Proteinkonzentration mittels BCA-Assay bestimmt.
Dieser Assay basiert auf der Reduktion von Cu?* zu Cu, das in einem weiteren Schritt

mit BCA (Bicinchoninséure) einen blauvioletten Komplex bildet (Biuret-Reaktion).

Als Standard wurde eine Verdiinnungsreihe mit BSA (2 mg/ml) verwendet, die in vier
Schritten jeweils um den Faktor 2 mit RIPA-Lysepuffer (ohne Zusétze) verdiinnt wurde.
Als Leerwert diente unverdiinnter RIPA-Lysepuffer. Von allen Werten wurden je zweimal
10 pl auf eine Mikrotiterplatte pipettiert und anschlieend mit 200 ul BCA-Reagenz
vermischt. Die Absorptionsmessung erfolgte mittels eines ELISA-Spektrometers bei einer

Wellenldnge von 562 nm.

4.3.4 SDS-Gelelektrophorese und Proteintransfer

Anhand der Proteinbestimmung wurde 30-150 g Protein mit Ladepuffer vermischt und 5
Minuten im Wasserbad gekocht. Danach schloss sich eine kurze Zentrifugation mit 4000

rpm an.

4.3.4.1 SDS-Gelelektrophorese

Die Proben wurden der Reihe nach auf das entsprechende Gel aufgetragen, wobei ein
Slot fiir den molekularen Marker blieb. Nachdem das befiillte Gel in die Elektrophorese-
kammer eingespannt war, wurde Laufpuffer aufgefiillt und die Elektrophorese gestartet
(Einstellung: 25 mA pro Gel, Umax=350 V).

4.3.4.2 Proteintransfer

Sobald die Lauffront das Ende des Gels erreicht hatte, wurde die Elektrophorese be-
endet. Zum Transferieren der Proteine auf die Membran diente ein Blotting-Gerét, das
mit Halbtrocken-Technik (semi-dry) arbeitete. Die Membran wurde auf der zur Anode
liegenden Seite des Gels gelegt. Dann folgten oben und unten drei Schichten Chromato-
graphie Papier, die im entsprechenden Puffer getrankt waren. Der Transfer fand bei einer
Stromstérke von 0,8 mA x Membranfléche [cm2] {iber einen Zeitraum von 2 Stunden statt.
Um das Blot-Ergebnis zu beurteilen und den Marker anzuzeichnen, wurde die Membran

anschliefend mit Ponceau S-Losung gefirbt.
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4.3.5 Detektion

Die Membran wurde fiir fiinf Minuten in 1xPBS und anschlielend fiir weitere 60 Minuten
in 5% Milchpulver 1xPBS geblockt. Der verdiinnte Primérantikérper inkubierte auf dem
Schwenktisch fiir eine Stunde bei Raumtemperatur oder iiber Nacht bei 4°C. Danach
wurde die Membran dreimal fiinf Minuten mit PBST gewaschen. Nach Inkubation mit
dem Sekundéarantikorper fiir eine Stunde bei Raumtemperatur, wurde die Membran erneut
sechsmal fiinf Minuten mit PBST gewaschen. Zur Detektion wurde gleichméfiig ECL

aufgetragen und die entstehende Lumineszenz auf Film festgehalten.

4.3.6 Auswertung

Die densitomentrische Auswertung erfolgte mit der Software Image Quant. Die Filme
wurden hierzu mit einem Scanner eingelesen und die Schwérzung der Banden quanti-
tativ bestimmt. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden diese Werte auf ein sog. ”house-
keeping” Protein (hier: 5 Aktin; besitzt einen konstanten Anteil am Gesamtprotein einer
Zelle) normiert. Die Werte eines Immunblots sind relativ zur jeweiligen Kontrolle angege-

ben.

4.4 Akt Kinase Assay

4.4.1 Ansatz

Hierfiir wurden subkonfluente Zellen abtrypsiniert, in Poly-L-Lysin beschichtete Petri-
schalen ausgesit und 24 Stunden in DMEM (+1% NEA +10% FCS) kultiviert.

4.4.2 Akt Immunprizipitation

Nach Entfernung des Mediums wurden die Zellen zweimal mit eiskaltem 1xPBS gewaschen
und fiir 10 Minuten mit 1 ml 1x Zell-Lysepuffer inkubiert. Mit einem Zellschaber wurden
die Zellen vorsichtig gelost und in ein Eppendorf-Réhrchen iiberfithrt. Anschlieend folgte
eine Zentrifugation mit 13.000 rpm fiir 10 Minuten. Darauf folgend wurde die Protein-
menge des Uberstands anhand eines BCA-Assays ermittelt. Fiir die Immunprézipitation
von Akt diente 3 g Primérantikorper, der mit 500 g Protein auf dem Rotationsschiittler
iiber Nacht inkubierte. Nach Zugabe von 100 ul G-Agarose-Beads wurde das Lysat fiir

3 weitere Stunden bei Raumtemperatur in Bewegung gehalten. Danach schloss sich eine
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Zentrifugation mit 13.000 rpm fiir 30 Sekunden an, wobei das Pellet sowohl einmal mit

500 ul 1x Zell-Lysepuffer, als auch mit 500 pl Ix Kinasepuffer gewaschen wurde.

4.4.3 Kinase Assay

Dem Prézipitat wurden folgende Substanzen beigefiigt:

o [z Kinasepuffer 40 ul
e ATP 200 M

o GSKS3-Fusionsprotein 1 ug

Nach 30-miniitiger Inkubation bei 30 °C wurde die Reaktion durch Zugabe von Ladepuf-
fer beendet. Darauthin erfolgte eine Zentrifugation mit 13.000 rpm fiir 2 Minuten. Der
Uberstand wurde 5 Minuten gekocht und auf ein 15% Gel aufgetragen.

4.4.4 Western-Blot und Detektion

Der Western Blot wurde wie bereits in den vorherigen Kapiteln beschrieben, durchgefiihrt.
Um die relative Kinaseaktivitdt von Akt zu ermitteln, wurde phospho-GSK3 Serina/3-
Ser21/9 detektiert.

4.5 Wachstumskurve

4.5.1 Ansatz

Hierfiir wurden 25 cm?-Kulturflaschen mit den bereits genannten Matrixproteinen oder
Poly-L-Lysin fiir eine Stunde bei Raumtemperatur beschichtet. Nach Abtrypsinierung
wurden die Zellen einmal gewaschen (Zentrifugation: 800 rpm, 5 Minuten) und in DMEM
ohne Serum aufgenommen. Um fiir alle Werte der Wachstumskurve die gleiche Ausgan-
szellzahl auszuséden, wurden Zellsuspensionen (5000 Zellen/ml) mit und ohne FCS an-
gesetzt und jeweils 5 ml davon auf die einzelnen Flaschen verteilt. Der weitere Ablauf
folgte dann wiederum dem in Abb. 4.1 erldutertem Schema. Ausgezéhlt wurde, wie beim

Koloniebildungstest, nach einer Bebriitungszeit von 8 Tagen.
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4.5.2 Zahlung

Zunéchst wurde jeder Flasche exakt 2 ml Trypsin beigefiigt, wobei darauf geachtet wurde
dass nach Inkubation von 5 Minuten alle Zellen abgelost waren. Dann folgte die Zugabe
von DMEM (41% NEA +10% FCS). Zur Kontrolle wurde das Volumen der Zellsuspension

gemessen. Zur Bestimmung der Zellzahl diente die Neubauer Zahlkammer.

4.5.3 Auswertung

Die ermittelten Zellzahlen wurden relativ zur jeweiligen Kontrolle angegeben. Die graphi-

sche Darstellung erfolgte mit Sigma-Plot.

4.6 Statistik

4.6.0.1 Statistische Auswertung und graphische Darstellung

Mittelwerte & Standardabweichungen (SD) von Uberlebensfraktionen, Zelladhisionen,
Zellzahlen und Proteinphoshorylierungen wurden berechnet und in Relation zur unbe-
handelten Kontrolle, definiert als 1.0, gesetzt. Zur Testung der statistischen Signifikanz
wurden Varianzanalysen (ANOVA) aus drei von einander unabhingigen Experimenten
durchgefiihrt. Ergebnisse ab einem p-Wert von p < 0,05 wurden als statistisch signifikant
betrachtet.



Kapitel 5

Ergebnisse

5.1 (1 Integrin abhingiges Zelliiberleben nach Be-
strahlung in An- und Anwesenheit von Wachs-

tumsfaktoren auf verschiedenen Substraten

Analyse des klonogenen Zelliiberlebens nach Bestrahlung wurde durchgefiihrt, um den
Einfluss der $1 Integrinuntereinheit in Mausfibroblasten auf das Uberleben in An- und
Abwesenheit von Wachstumsfaktoren sowie auf verschiedenen Proteine der ECM zu be-
stimmen.

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standartabweichung (SD) aus drei voneinander
unabhéngigen Experimenten in Form von Dosis-Effekt-Kurven veranschaulicht. Die Dar-
stellung erfolgte halblogarithmisch mit der Fraktion klonogener Zellen auf der Ordinate
und der applizierten Strahlendosis in Gray (Gy) auf der Abzisse. Alle Daten wurden auf
die Kontrolle (100% = 1) normiert. Die Bestimmung der Signifikanz erfolgte iiber die
Varianzanalyse ANOVA.

5.1.1 Auf Poly-L-Lysin

Entzug von Wachstumsfaktoren radiosensibilisiert auf Poly-L-Lysin (PLL) kultivierte
GD2551A und GD2531B Zellen gleichermaflen (Abb. 5.1). In diesem Versuchsansatz wur-
den die Zellen nach dem in der Abb. 4.1 beschriebenem Ansatz auf 1ug PLL/cm? ausgeséit.
Serum- deprivation folgte 16h vor Bestrahlung, Auszdhlung gewachsener Kolonien nach

8 Tagen.

43



KAPITEL 5. ERGEBNISSE 44

Unter der Fragestellung, welchen Einfluss Adhésion an Proteine der ECM auf Integrin-
vermitteltes Zelliiberleben ausiibte, wurde im néchsten Schritt Dosis-Effekt-Kurven der
beiden Zelllinien auf verschiedenen Matrixproteinen miteinander verglichen. Dies geschah
wiederum sowohl in An- als auch Abwesenheit von Wachstumsfaktoren, um Integrin- von

Wachstumsfaktor-Rezeptor-vermittelten Effekten abgrenzen zu kénnen.

GD258 B 1A GD258 1B
c - c -
= 0 2 0
B 1008 Pl s 10
© ©
= =
o - o
:§ 107 ¢ :g 10!
2 2
> N =
7] ' ' 7] .
102 : ' : 102 ' : '
0 2 4 6 0 2 4 6
Dose (Gy) Dose (Gy)

Abbildung 5.1: Dosis-Effekt-Kurve des klonogenen Zelliiberlebens auf Poly-L-Lysin (PLL).
Sowohl GD2531A als auch GD2551B zeigen eine gleichermaflen ausgeprigte Sensibilisierung in Abwe-
senheit von Wachstumsfaktoren. Ordinate: Fraktion klonogener Zellen (surviving fraction); Abszisse: ap-
plizierte Strahlendosis in Gray (Gy); Serum deprivierte Zellen als Quadrate, in Serum kultivierte Zellen

als Kreise dargestellt.

5.1.2 Auf verschiedenen Substraten

Mit dem im vorherigen Kapitel beschriebenem Versuchsansatz wurde das klonogene Zell-
tiberleben auf den Matrixproteinen Fibronektin (Fn), KollagenIII (CollIIl), Laminin (Ln),
Vitronektin (Vn) sowie §1-IgG in An- und Abwesenheit von Wachstumsfaktoren unter-
sucht.

Es zeigt sich hierbei unter Serumdeprivation ein Uberlebensvorteil der signalkompe-
tenten GD2531A gegeniiber GD2551B Zellen: In Abwesenheit von Wachstumsfaktoren
zeigten GD2531B Zellen eine deutliche Strahlen-Sensibilisierung auf Fn, CollIll und Ln
bereits ab 2 Gy, auf Vn sowie $1-IgG ab 4 Gy.
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Abbildung 5.2: S1A Integrine schiitzen Zellen vor strahleninduziertem Zellsterben
in einem wachstumsfaktorunabhingigen Prozess. Die Graphiken illustrieren das klonogene
Zelliiberleben nach Bestrahlung (0-6 Gy) auf Fibronectin (Fn), Kollagen-III (ColIIl), Laminin (Ln),
Vitronectin (Vn) sowie anti-B31-integrin IgG (81-IgG), jeweils in einer Konzentration von 1 ug/cm?.
Serumdeprivation wurde 16h vor Bestrahlung durchgefiihrt, Zellkolonien wurden nach einer Wachstums-
periode von 8 Tagen geziihlt. Varianzanalysen (ANOVA) zur Bestimmung der statistischen Signifikanz
wurden zum Vergleich der in Serum kultivierten Zellen (als Kreise dargestellt) mit den Serum deprivierten
Zellen (als Quadrate dargestellt) durchgefiihrt. *p < 0,01

5.1.3 Zusammenfassung

Interessanterweise iiberlebten die Signal-kompetenten GD2531A Zellen Wachstumsfak-

tor unabhingig auf Substraten der extrazelluliren Matrix, nicht aber auf PIl. Die
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(1B Integrin exprimierenden Mutanten hingegen zeigten unter Serumentzug eine ausge-
pragte Radiosensibilisierung (p < 0,01) ab einer Strahlendosis von < 2Gy auf Fn, ColllII,
Ln und Pl sowie auf Vn und §1-IgG ab einer Dosis von > 4Gy (Abb. 5.2). Sowohl
Wachstumsfaktor-Rezeptoren als auch #1 Integrine transduzieren iiberlebensforernde Si-
gnale. Die hier erhobenen Ergebnisse veranschaulichen die Bedeutung von 31 Integrinen
im Uberleben nach genotoxischer Zellschidigung, da sie das Uberleben der Signaling-
/Adhésionskompetenten GD2531A auch in Abwesenheit von Wachstumsfaktoren sichern.

Zur Spezifizierung der zugrunde liegenden Mechanismen wurde wie folgt fortgefahren:

5.2 (1 Integrin abhingiges Zelliiberleben nach Be-
strahlung auf verschiedenen Substraten in An-

und Abwesenheit von Wachstumsfaktoren und
PI3K-Inhibitoren

Ahnlich den Wachstumsfaktoren regulieren $1 Integrine das Zelliiberleben iiber die Akt
Signal Achse in Abhéngigkeit von PI3K [150]. Um den Einfluss dieser Interaktionen auf
das Zelliiberleben nach Bestrahlung zu evaluieren, wurde PI3K mit LY294002 oder Wort-
mannin in Zellen inhibiert, die auf Fn oder [1-Integrin-IgG in An- oder Abwesenheit
von Serum kultiviert wurden. Die Koloniebildungsassays wurden wie in Kapitel 5.1 be-
schrieben, durchgefiihrt. Exposition mit den PI3K Inhibitoren Ly294002 (10 pM) und
Wortmannin (50 nM) erfolgte 8 Stunden vor Bestrahlung mit 6 Gy.

5.2.1 Kontrolle

Zum Ausschluss einer basalen Zytotoxizitat wurden die Effekte von Wortmannin und

LY294002 in unbestrahlten GD2531A und GD2531B Zellen auf Fibronektin in Kolonie-
bildungsassays mit einer DMSO Kontrolle verglichen. Weder Exposition mit 1L.Y294002

noch mit Wortmannin zeigten Verdnderungen im Zelliiberleben.

5.2.2 Vergleich des Uberlebens von GD2531A mit GD2551B
Zellen unter PI3K Inhibition

In GD25 B1A zeigte sich nach Bestrahlung mit 6 Gy unter PI3K Inhibition ein moderat
erhohtes Zellsterben gegeniiber der DMSO Kontrolle und nicht behandelten Zellen (p <
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0,01). Dieser Effekt war gleichermafien auf Fn und $1-IgG zu beobachten, sowohl in An-
als auch in Abwesenheit von Wachstumsfaktoren (Abb. 5.4). Eine signifikante Reduktion
des Uberlebens war in GD25 31B ebenfalls zu beobachten, allerdings im Vergleich zu GD25
(1B deutlich stérker ausgeprégt, wie Abb. 5.4 illustriert. Es zeigte sich hierbei weder eine
Abhéngigkeit von Serum noch ein Unterschied zwischen den verwendeten Matrixproteinen
Fn und (1-IgG. Aus diesem beobachteten Phdnomen ergibt sich die Hypothese, dass 51
Integrine neben PI3K /Akt Aktivierung noch in zusétzliche, PI3K unabhéngige Signalwege

involviert sind, die einen positiven Effekt auf das Zelliiberleben nach Bestrahlung haben.

Minus serum
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Abbildung 5.3: Klonogenes Uberleben unbestrahlter GD2581A und GD2531B Zellen auf
Fibronektin (Fn) unter PI3K Inhibition in Abwesenheit von Wachstumsfaktoren. Weder
Exposition mit10 pM Ly294002 (Ly) noch 50 nM Wortmannin (Wort) in zeigte signifikant
basale Zytotoxizitét.
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Abbildung 5.4: PI3K Inhibition zeigt in GD2531A und GD2551B Zellen eine Radiosen-
sibilisierung unterschiedlicher Auspriagung. Auf Fibronektin (Fn) oder $1-IgG kultivierte Zellen
wurden vor Bestrahlung (6 Gy) mit Ly294002 (10 M, Ly), Wortmannin (50 nM, wort) oder verdiinntem
DMSO inkubiert. In statistischen Analysen wurden Ly294002 exponierte Zellen mit nicht exponierten so-
wie Wortmannin exponierte Zellen mit DMSO exponierten verglichen. Die Zellen wurden in allen Ansétzen
mit 6 Gy bestrahlt. nt=not treated, s=serum. xp < 0,01

5.3 AKT/GSK33-Phosphorylierung auf 51-IgG und
Fibronektin unter PI3K Inhibition in An- und
Abwesenheit von Wachstumsfaktoren

Im néchsten Schritt wurde die Aktivitédt von Akt, als Indikator fiir erfolgreiche PI3K In-

hibition, mit Hilfe von Western Blots und Akt-Kinase Assays bestimmt.

B1 Integrine aktivieren PKB/Akt direkt und PI3K unabhéngig [150], [62]. Um die Mecha-
nismen des im vorherigen Kapitel beschriebenen Uberlebensvorteils der GD2581A Zellen
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nach Bestrahlung zu spezifizieren, analysierten wir die Akt Aktivititen auf Fn oder (1-

IgG kultivierten Zellen sowohl mit als auch ohne Serum.

5.3.1 Akt Aktivitdt 30 Min. nach Bestrahlung

Um die Reaktivitdt von Akt sowie ihrer phosphorylierenden Enzyme abzuschétzen, wur-
den GD2551A und GD2551B Zellen mit 2 Gy bestrahlt. Herstellung der Zell-Lysate er-
folgte 30 Minuten nach Bestrahlung und wurde in Immunoblot Technik bestimmt. Wie 5.5
illustriert, zeigen GD2561A und GD2531B eine deutliche Induktion der Phosphorylierung
von Akt an Aminosdure Serin(Ser)473 nach Bestrahlung, wohingegen die unbestrahlte

Kontrolle (co) dies nicht aufweist.

GD25B1A GD25B1B

+S -S +S -S

co 2Gy co 2Gy co 2Gy co 2Gy
- ——— || - e T <—AKT'Ser473

|| — — - - ¢— AKT

Abbildung 5.5: Bestrahlung induziert Akt Phosphorylierung an Serin(Ser)473 sowohl in An-
wesenheit (+s) als auch in Abwesenheit (-s) von Wachstumsfaktoren. Herstellung der Zell-Lysate erfolgte
30 Min nach Bestrahlung mit 2 Gy/ohne Bestrahlung (co) der zuvor auf 81-IgG in An-/Abwesenheit
von Serum iiber 24h kultivierten Zellen. Die Gesamt-Akt Expression, dargestellt in der zweiten Zeile der
Abbildung, wurde als Ladekontrolle verwendet.

5.3.2 Akt Phosphorylierung an Ser473 und Thr308

Akt Phosphorylierung als Indikator fiir die Aktivitdt der PI3K blieb, wie erwartet, unter
Inkubation mit 1.Y294002 (10 M) und Wortmannin (50 nM) aus. Interessanterweise war
jedoch in den signalkompetenten G1A Integrin Splicevarianten, im Gegensatz zu den 1B
Mutanten, die Aktivitdt von Akt auch in Abwesenheit von Wachstumsfaktoren erhalten.

Die Gesamtexpression von Akt blieb in beiden Zelllinien unter den getesteten Bedingungen
konstant (Abb. 5.6).
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Abbildung 5.6: Akt Aktivitdt unter PI3Kinase Inhibition in An- und Abwesenheit von
Wachstumsfaktoren. Signalkompetente 31A-Integrin Untereinheiten sind in der Lage ihre PKB/Akt
Kinase Aktivitdt in Abwesenheit von Wachstumsfaktoren zu erhalten (GD2561A auf Fn und (1-IgG:
jeweils in der 2. Spalte zu erkennen). Unter LY294002 (10 pM) und Wortmannin (50 nM) zeigten sich
Akt Aktivitdten in GD2531A und GD255B Zellen auf Fibronektin (Fn; linke Spalte) und 31-IgG (rech-
te Spalte) gleichermafilen reduziert. -actin, dargestellt in der letzten Zeile der Abbildung, wurde als
Ladekontrolle verwendet.

5.3.3 Akt Kinase Assay

Zur quantitativen Spezifizierung bestimmten wir Akt Aktivitdten mit Hilfe von Akt Kina-
se Assays. Hierbei wird Akt aus den Zellen extrahiert und nachfolgend mit monoklona-
len Antikorpern immunoprezipitiert. Anschliefend wird in vitro ein Kinase Assay durch-
gefiihrt, bei dem das Fusionsprotein GSK3 als Substrat dient.

Aufgrund der Tatsache, dass GSK downstream von Akt an Ser21/9 phosphoryliert wird
[50], kann die Aktivitéit dieses Fusionsproteins als Korrelat von Akt Reaktivitiat via Im-
munoblot determiniert werden. Die Beobachtungen aus den zuvor beschriebenen Immuno-
blots fanden sich im Akt Assay bestéatigt: GD2551A Zellen waren, kontrir zu GD2551B,
in der Lage die Akt Aktivitdt unabhéngig von Wachstumsfaktoren aufrecht zu erhalten.
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PKB/Akt kinase activity

GD25B1A GD2531B
Fn B1lgG Fn B1lgG

Serum R~ -SSR~ - S - S
Ly294002 O I R -

Wortmannin---t---+ =---+---+
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Abbildung 5.7: Signalkompetente F1-Integrin Untereinheiten erhalten die Akt Aktivitit
Wachstumsfaktor-unanhéngig aufrecht. PI3K Inhibition durch LY294002 (10 pM) und Wortmannin (50
nM) reduziert die Akt Aktivitit gleichermafen in GD2581A und GD2551B Zellen, die auf Fn (linke
Spalte) und [1-IgG (rechte Spalte) kultiviert wurden. Aktivitit von Akt wurde in Akt Kinase Assays
bestimmt. Hierbei wurde die Phosphorylierung des Fusionsproteins GSK an Ser21/9 durch Akt mit anti-
GSK3a/3 Ser21/9-Antikérpern nach SDS-PAGE und Immunoblot detektiert. Die Gesamtexpression von
Akt/PKB blieb unter den getesteten Bedingungen unveridndert (untere Zeile).

5.4 Aktivitat der (1 Integrin regulierten Proteine
FAK, p130Cas, Paxillin und JNK in An- und
Abwesenheit von Wachstumsfaktoren und PI3K-

Inhibitoren

Die beobachteten Phidnome stiitzen die Hypothese, dass 1 Integrine neben Akt noch
zusitzliche, PI3K unabhéngige Signalwege stimulieren, die einen positiven Effekt auf das
Zelliiberleben nach Bestrahlung haben.

Neben Akt tibermitteln 1 Integrine iiberlebensférdernde Signale iiber FAK. FAK inter-
agiert eng mit p130Cas und Paxillin, die beide an der Regulation von JNK beteiligt sind
[75]. Um den Einfluss dieser Signalkaskaden im Zusammenhang mit dem Uberleben nach
Bestrahlung zu evaluieren, wurde die Abhéngigkeit dieser Proteine von (1 Integrinen,
Wachstumsfaktoren und PI3K untersucht.
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Abbildung 5.8: 31A- und 31B-Integrine regulieren PI3K- und Wachstumsfaktor-abhingig Expression
und Phosphorylierung von FAK, p130Cas, Paxillin und JNK. Zellen wurden auf Fibronektin (Fn; Spalte 1-
4; 9-12) oder B1-IgG (Spalte 5-8; 13-16) kultiviert. Anschliefend erfolgte Serumentzug oder Inkubation
mit 10 pM Ly294002 (Spalte 3, 7, 11, 15) bzw. 50 nM Wortmannin (Spalte 4, 8, 12, 16). Zell-Lysate
wurden zum Zeitpunkt der Bestrahlung hergestellt, um Basal-Expression und Phosphorylierung dieser
Proteine zu untersuchen.

5.4.1 FAK

Abb.5.8 A: Serumdeprivation zeigte in GD2531A Zellen keinen Effekt, wohingegen in
GD2531B Zellen unter Wachstumsfaktorentzug eine deutliche Reduktion der FAK Phos-
phorylierung an Tyr397 bei unverdnderter Gesamt-FAK und Tyr925 Phosphorylierung
zu detektieren war. PI3K Inhibition reduzierte in GD2531A Zellen die Gesamt-FAK Ex-
pression deutlich, gefolgt von einer relativen Induktion an Tyr397 und Tyr975 (Abb.5.8

A, Spalte 3, 4, 7, 8). Dieses Phéanomen deutet auf unterschiedliche Mechanismen von
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FAK-Expression und Phosphorylierung hin.

In GD2551B Zellen hingegen war unter PI3K Inhibition eine leichte Induktion der FAK
Phosphorylierung an Tyr397 auf Fn und $1-IgG zu beobachten. Tyr925 Phosphorylierung
war auf Fn deutlich reduziert, auf 51-IgG hingegen unverindert. (Abb.5.8 A, Spalte 11,
12, 15, 16). Die niedrige basale Phosphorylierung von FAK an Tyr397 und Tyr925 in
GD2551B Zellen auf Fn sowie 31-IgG illustrierte die defizitdre Signaltransduktions der
B1B Integrin-Splicevarianten im Vergleich zu G1A (Abb.5.8 A; Spalte 9, 10, 13, 14 im
Vergleich zu 1, 2, 5, 6).

Wie Abb.5.8 B illustriert, ist Phosphorylierung von p130Cas an Tyr410 von Wachstums-
faktoren und PI3K abhingig (Spalte 1-16). Ohne funktionsfihige zytoplasmatische (1
Integrin Doméne, wie in #1B Splicevarianten, wurden die Phosphorylierungen an Tyr410
gegenldufig zu denen in F1A Zellen reguliert (Spalte 10-12, 14-16 versus 2-4, 6-8). Entzug
von Wachstumsfaktoren (Spalte 2, 6) oder gehemmter PI3K (Spalte 3, 4, 7, 8) induzier-
te in GD2551A Phosphorylierung von p130Cas an Tyr410. Die Gesamtexpression von

p130Cas blieb unter den getesteten Bindungen in beiden Zelllinien unveréndert.

5.4.2 Paxillin

Abb.5.8 C: Paxillin zeigte sich in GD2551B Zellen an Tyr118 und Tyr31 bei konstanter
Gesamt-Expression unter Serumentzug und PI3K Blockade sowohl auf Fn als auch auf
B1-IgG deutlich dephosphoryliert (Spalte 10-12; 14-16). In GD2581A Zellen fand sich
auf Fn eine Induktion der Paxillin Tyr118 und Tyr31 Phosphorylierung sowohl unter
Serumdeprivation als auch unter PI3K Inhibition (Abb. 5.8 C, Spalte 2-4), die auf die
reduzierte Gesamt-Paxillin-Expression zuriickzufiihren ist. Adhésion an $1-IgG fiihrte zu

einer leichten Induktion des Gesamt-Paxillin unter Serumentzug (Spalte 6) sowie einer
deutlichen Reduktion unter PI3K Blockade (Spalte 7, 8).

5.4.3 JNK

JNK zeigte sich in Abb.5.8 D gegenlaufig zu p130Cas und Paxillin reguliert, insbesondere
im Vergleich der Phosphorylierungen Serum deprivierter Zellen beider Zelllinien (Spalte 2
und 6 versus 10 und 14). In GD2551A Zellen waren auf Fn und 41-IgG unter PI3K Blocka-
de diskrete Phosphorylierungen zu detektieren. (Spalte 3, 4, 7, 8). In GD2531B Zellen war
sowohl in Abwesenheit von Serum als auch nach Exposition mit L'Y294002/Wortmannin
eine um den Faktor 20 erhohte Zunahme JNK Phosphorylierung zu beobachten (Spalte
10, 11, 12, 14, 15, 16).
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Die erhobenen Daten implizieren einen engen Zusammenhang zwischen den regulatori-
schen Interaktionen von JNK, p130Cas und Paxillin, der sich als 1 Integrin und PI3K
dependent darstellt. Diese Ergebnisse postulieren, dass weitere Signalwege das (1 In-
tegrin und/oder Wachstumsfaktor-abhingige Uberleben als Antwort auf genotoxische

Zellschadigung koordinieren.

5.5 JNK Phosphorylierung 30 Min nach Bestrahlung

Im néchsten Schritt korrelierten wir Expression und Phosphorylierung von FAK, als di-
rekt von Integrinen aktiviertes Signalmolekiil, mit der von JNK, einer nachgeschalteten
Proteinkinase, 30Min nach Bestrahlung.

Wihrend Gesamt-Fak und JNK Expression unverdndert blieben, war FAK Tyr925 Phos-
phorylierung in An- und Abwesenheit von Serum in allen GD2531A Zellkulturen sowie in
GD2541B auf 1-1gG induziert (Abb. 5.9). JNK Phosphorylierung zeigte sich ebenfalls
deutlich gesteigert, insbesondere in GD2551A in An- und Abwesenheit von Serum, sowie
in GD2531B in Anwesenheit von Serum. Aufgrund der hohen basalen Phosphorylierung
der Serum deprivierten GD2551B-Zellen, lief§ sich unter Bestrahlung kein weiterer Anstieg
von JNK-Phosphorylierung detektieren.

GD25B81A GD2531B
+5 -5 +5 -5
co 26y co 26y co 26y co ZGy

|-~ e= — w=| .. @ w8 w | «— JNK-phospho

Abbildung 5.9: FAK Tyr925 und JNK Phosphorylierung 30min nach Bestrahlung auf 31-
IgG. Sowohl FAK Tyr925 als auch JNK Phosphorylierung nehmen unter Bestrahlung in GD2561A und
GD2551B bei An-/ oder Abwesenheit von Wachstumsfaktoren deutlich zu. Ausnahme ist die JNK Phos-
phorylierung in GD2581B Zellen unter Serumentzug aufgrund der bereits hohen basalen Expression.

Gesamt-FAK und JNK Expression wurde als Ladekontrolle verwendet.
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5.6 Zusammenfassung der Ergebnisse

Unter Entzug von Wachstumsfaktoren zeigen GD2551A gegeniiber GD2531B Zellen einen
deutlichen Uberlebensvorteil nach Bestrahlung. Dieser Uberlebensvorteil der GD2551A
Zellen unter Serum Deprivation ist allerdings nur zu beobachten, wenn die Zellen auf
Matrix-Proteinen wie Fibronektin, Laminin und KollagenlIl oder $1-IgG wachsen. Auf
Poly-L-Lysin wurde dieses Phéanomen nicht beobachtet. Zur Evaluation der zugrundelie-
genden Mechanismen dieses 31 Integrin abhingigen Uberlebensvorteils wurden weitere
Koloniebildungsassays unter Blockade der PI3K, einer Proteinkinase in der Schnittstelle
von Wachstumsfaktor- und Integrin aktivierten Signalwegen, durchgefiihrt. In diesem Ver-
suchsansatz zeigten GD2551A zwar eine deutliche Reduktion des Uberlebens im Vergleich
zur DMSO-Kontrolle, verglichen mit der Signaltransduktions-inkompetenten GD2551B
Splice-Variante jedoch einen signifikanten Uberlebensvorteil. Mit der daraus folgenden
Hypothese, dass Integrine neben PI3K noch weitere das Uberleben fordernde Signalwege
regulieren, untersuchten wir die Phosphorylierung von Akt, von der bereits bekannt war,
dass sie iiber PI3K von (1 Integrinen aktiviert wird [150]. Unter PI3SK Inhibition war
Akt Phosphorylierung in beiden Zelllinien wie erwartet aufgehoben, interessanterweise
waren (31 Integrine jedoch in der Lage, Akt Phosphorylierung auch in Abwesenheit von
Wachstumsfaktoren aufrechtzuerhalten. Dieses Ergebnis illustrierte zum einen die bereits
bekannte Abhéngigkeit der Akt Phosphorylierung von PI3K, zum anderen die Hypothe-
se, dass weitere 1 Integrin abhéingige Signalwege das Zelliiberleben auf genotoxische
Zellschadigung Wachstumsfaktor-abhéngig koordinieren. Die Interaktion dieser durch In-
tegrine und Wachstumsfaktoren aktivierten Signalkaskaden wurde mit Hilfe von Immuno-
blots und Kinase Assays weiter spezifiziert. Der Uberlebensvorteil der Serum deprivierten
GD2581A Zellen lief3 sich durch direkte Aktivierung PI3K vermittelter Stimulation von
Akt Aktivitdt und von pl30Cas und Paxillin erkldren. Phosphoryliertes p130Cas und

Paxillin wiederum verhinderten die Aktivierung von Zelltod-regulierender JNK.



Kapitel 6
Diskussion

Innovative Krebstherapien erfordern mulitmodale Ansédtze durch Auswahl verschiede-
ner Strategien aus einem groflen Spektrum therapeutischer Optionen. Zu diesem Spek-
trum zédhlen neben Operation, Zytostatika und Bestrahlung Hormon- und Gentherapie,
Angiogenese-Inhibition sowie immuntherapeutische Ansétze. Die Suche nach neuen thera-
peutischen Angriffspunkten fithrt aufgrund sich entwickelnder technischen Moglichkeiten
immer weiter in molekulare Strukturen der Zellen und ihrer Umgebung. Insbesondere in
der mikrozellulairen Umgebung konnten in den letzten Jahren potente Zielmolekiile wie
Wachstumsfaktoren und ihre Rezeptoren zur Krebstherapie identifiziert werden [119] und
gleichzeitig zelluldre Resistennmechanismen gegen Zytostatika, Bestrahlung oder Immun-

therapeutika besser verstanden werden [81].

Vor diesem Hintergrund wurden in der vorliegenden Arbeit zwei an Zelliiberleben und
Proliferation beteiligte Rezeptoren aus der mikromolekularen Zellumgebung, Integrin-
und Wachstumsfaktorezeptoren, ihre Wechselwirkung sowie ihre Assoziation mit Zel-
ladhésions-vermittelter Radioresistenz (CAM-RR) untersucht.

In dieser Studie konnte erstmalig gezeigt werden, dass (1) nicht Adhésion per se, sondern
vielmehr die Signalkompetenz der zytoplasmatischen £1 Integrin Doméne fiir einen Uber-
lebensvorteil nach Bestrahlung verantwortlich ist, (2) dieser Uberlebensvorteil sich als
unabhéngig von der Anwesenheit von Wachstumsfaktoren darstellt und sich durch (3)
B1 Integrin/PI3K vermittelte Stimulation der das Zelliiberleben regulierenden PKB/Akt-
Signalachse erklaren 1&8t; sowohl PI3K Inhibition als auch Serumentzug fiithrte zu (4)
Induktion der Phosphorylierung an Tyr410-p130Cas sowie Tyrl18-Paxillin und konnte
mit einer (5) Hypophosphorylierung des Zelltod-regulierenden JNK korreliert werden.

RTK Inhibitoren spielen in der Tumorforschung zunehmend eine tragende Rolle [94]; [57].
Ein Beispiel hierfiir ist der von Wachstumsfaktoren aktivierte EGF-Rezeptor. Es sind zahl-

26
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reiche zu Uberexpression, vermindertem Abbau durch Internalisierung und konstitutiver
Kinase-Aktivitét fithrende Mutationen beschrieben, die neben Uberleben und Prolifera-
tion die Tumor assoziierte Angiogenese und Aktivierung von Matrix-Metallo-Proteasen
fordern [123]. Die Entwicklung von RTK Inhibitoren, die gegen die ATP-Bindungsstelle
innerhalb der katalytischen Doméne des EGF-Rezeptors gerichtet sind [110]; [60], fithrte
sowohl als Monotherapie als auch in Kombination mit Chemotherapeutika in vitro und in
vivo zu ermutigenden Ergebnissen [14]; [66]; [99]. Die EGF-Rezeptor-Inhibitoren Gefitinib
[22]; [83] und Erlotinib [31] sind bereits fester Bestandteil onkologischer Strategien [13];
[15]. Zahlreiche weitere Substanzen gegen den vaskuldren endothelialen Wachstumsfak-
tor Rezeptor (VEGFR) und platelet-derived Wachstumsfaktor Rezeptor (PDGFR) sowie
deren Kombinationspotential mit konventionellen radiotherapeutischen Interventionen be-
finden sich derzeit in der Entwicklung [71]; [105]; [122]. Abb.6.1 gibt einen Uberblick iiber

klinisch eingesetzte Inhibitoren.

Agent Targeted disease

Trastuzumab (Hercepfin®), anti-Her-2 | Breast cancer in womean
antibody

Imatinib (Glivec®) a tyrosine kinase
inhibitor aimed at

-Ber-Abl -Chronic CML
-Kit -ist {gastrointestinal stromal tumar)

Gefitinib (fressa®), a tyrosine kinase Man small cell lung carcinoma, caolon
inhibitor aimed at EGFR cancer, glioblastoma mulitforme

Erlotinib (Tarceva® ), a tyrosin kinase | Mon small cell lung carcinoma,
inhibitor aimed at EGFR glicblastoma mulitforme

Cetuximab (Erbifux@), antibody aimed | Head and neck cancer
at EGFR

Bevacizumab fAvasting) anti-VEGF | Colon cancer
antibody

Abbildung 6.1: RTK Inhibitoren: Ubersicht iiber die wichtigsten klinisch eingesetzten Substanzen
und deren Indikation. Aus [54]
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Allerdings kommt es bei der klinischen Anwendung immer wieder zu Resistenzentwick-
lungen, die trotz detailliertem Wissen iiber Struktur und Aktivierung des EGF-Rezeptors
nicht vollstédndig aufgeklart sind [100]; [10]; [49]. Die Entdeckung, dass sich Resistenzen
gegen Imatinib, einem bei chronisch myeloischer Leukémie eingesetzten RTK Inhibitor
[73] durch gleichzeitige Inhibition der Tyrosinkinase Src aufheben lassen [133], illustriert
die komplexe Vernetzung von Signaltransduktionsmolekiilen, sowie die Notwendigkeit, das
Versténdnis dieser Interaktionen zu vertiefen. Untersuchungen zu Interaktionen des EGF-
Rezeptors postulieren die Auseinandersetzung mit der Funktion von Integrinen, da beide

Rezeptorklassen in Fokaladhésionen kooperieren [125].

Die in dieser Studie erhobenen Daten zeigen, dass G1A Integrine, im Gegensatz zu 1B
Integrinen, einen Uberlebsvorteil nach Bestrahlung vermitteln, der sich unabhéingig von
der Anwesenheit 16slicher Wachstumsfaktoren zeigt. Demnach bilden 3 Integrine, Integrin
assoziierte Adaptor-und Signalproteine neben Wachstumsfaktorrezeptoren einen weiteren

versprechenden Angriffspunkt zur Kontrolle von Tumorprogression.

Identifikation der entscheidenden Funktionen von 1 Integrinen und ihrer zytoplamati-
schen Doménen im Uberleben nach Bestrahlung liefert detaillierte Einblicke in die Grund-
prinzipien zelladhédsions-vermittelter Radioresistenz (CAM-RR) [40]. Eine Vielzahl von
Studien belegt, dass die zellulire Antwort auf genotoxische Zellschiddigung durch Interak-
tion mit dem molekularen Umfeld moduliert wird [39]; [132]; [149]; [38]. Dabei sind Zellen,
die iiber 41 Integrine an Liganden der ECM adhérieren, in der Lage, zellulare Funktionen
zur Abwendung drohender Schidden in Zytoplasma und Genom zu aktivieren [39]; [132];
[137]. Nach neuesten Erkenntnissen lassen sich auch weitere Komponenten der ECM in-
hibieren, wie bereits Akalu et al. zeigten [1]. Mit einem synthetischen Laminin Epitop
gelang es ihnen in vitro Adhésion, Migration und Proliferation sowie in vivo Angiogenese,

Tumorwachstum und Metastasierung zu inhibieren.

Aus bisherigen Studien geht hervor, dass sowohl Integrine als auch RTKs das Zelliiberleben
nach Bestrahlung durch Aktivierung verschiedener Signalwege beeinflussen [14]; [106];
[157] und somit in transformierten Zellen Tumorprogression und Metastasierung begiinst-
igen [72]; [136]. Bereits 2004 hypothesierten Giancotti und Guo [70]; [74], dass Integrine
mit Rezeptor Tyrosin Kinasen kooperieren, um iiber FAK und JNK das Uberleben re-
gulierende Signalwege, wie z. B. den MAP Kinase Weg zu aktivieren. Interessant ist
in diesem Kontext, dass diese zwei Rezeptorklassen beide mit Resistenz gegen Radio-

/Chemotherapien assoziiert werden [58].

Integrine sowie von ihnen aktivierte Signalmolekiile sind an einer Vielzahl physiologischer
und pathologischer Prozesse beteiligt [34]; [39]; [69]; [89]; [129]; [130]; [157]; [46]; [21].

Sie regulieren das Zelliiberleben und beeinflussen Gewebsinvasion und Metastasierung
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Agent Commercial name  Company Type of agent Target Disease Trial status
mAb
HU23F2G, LeukArrest Icos mADb, chimeric CD11, integrin 2, ischaemic stroke phase I1I
23F2G human-mouse (IgG4)  integrin aLP2 (LFA-1)
Erlizumab Genentech, Roche mAb, human-mouse human CDI8, ischaemic stroke, phase 11
light chain dimer integrin a2 (LFA-1) acute myocardial infarction
Abciximab Centocor mAb integrin av3 Angina pectoris M
M200 Volociximab Protein Design Labs mAb integrin aSP1 renal cell carcinoma phase 11
metastases
M200 Volociximab Protein Design Labs mAb integrin a5 1 melanoma metastases phase 11
(combination with DTIC)
MEDI-525 MedImmune Inc. mAb integrin av33 refractory advanced phase I
solid tumours, Leukemia,
Lymphoma, small intestine
cancer
MEDI-522 Vitaxin MedImmune Inc. mAb integrin av3 metastatic malignant phase 11
melanoma
MEDI-522 Vitaxin MedImmune Inc. mAb integrin avp3 rheumatoid arthritis phase 11
MEDI-522 Vitaxin MedImmune Inc. mAb integrin av33 metastatic phase 11
androgen-independent
prostate cancer, combination
therapy
MEDI-522 Vitaxin MedImmune Inc. mAb integrin av33 plaque psoriasis phase 1T
MLNO1 Millenium mAb integrin a2 cardiovascular diseases, phase /11
(LDP-01) Pharmaceuticals thrombosis, stroke
MLNO02 Millenium mAb, humanized integrin adP7 Crohn’s disease phase 1T
Pharmaceuticals
MLNO02 Millenium mADb, humanized integrin adp7 ulcerative colitis phase 1T
Pharmaceuticals
Small molecule blocker
Ro 27-2441 Hoffmann-la Roche dual integrin antagonist asthma phase 1T
Ro 27-2771 Hoffmann-la Roche dual integrin antagonist asthma phase 1T
Thalidomide small molecule agent  integrin av and malignant gliomas phase 1T
33 promoter
Peptide
BIO-1211 Biogen, Merck and Co  peptide integrin a4 1 (VLA-4) allergy, asthma phase 11
EMDI121974  Cilengitide EMD Pharmaceuticals,  peptide integrin av3 and avp5  Kaposi’s sarcoma
Merck KGaA
EMDI121974  Cilengitide EMD Pharmaceuticals,  peptide integrin avPB3 and avp5S  renal cell carcinoma, phase I
Merck KGaA colon cancer
EMDI121974  Cilengitide EMD Pharmaceuticals,  peptide integrin av3 and avp5  glioblastoma multiforme phase 1T
Merck KGaA
EMDI121974  Cilengitide EMD Pharmaceuticals,  peptide integrin av33 and avP5  first recurrence of phase 1T
Merck KGaA glioblastoma multiforme
EMDI121974  Cilengitide EMD Pharmaceuticals,  peptide integrin av3 and avl5  newly diagnosed phase I/IT
Merck KGaA glioblastoma multiforme
EMDI121974  Cilengitide EMD Pharmaceuticals,  peptide integrin av3 and avP5  unresectable stage III or phase 11
Merck KGaA stage IV melanoma
EMDI121974  Cilengitide EMD Pharmaceuticals,  peptide integrin av33 and avp5 advanced solid tumours or phase I
Merck KGaA lymphomas
EMDI121974  Cilengitide EMD Pharmaceuticals,  peptide integrin av3 and avB5  acute myeloid leukaemia phase 11
Merck KGaA (AML)
eptifibatide Integrilin Millenium cyclic heptapeptide integrin a233 acute coronary syndrome M
Pharmaceuticals containing KGD
sequence
Nonpeptide
Tirofiban Aggrastat synthetic compound, integrin a233 Acute coronary syndromes M
nonpeptide,
mimic of RGD
TR-14035, Tanabe Seiyaku, nonpeptide integrin a4p1 (VLA-4), asthma, inflammatory phase 11
SB683698 GlaxoSmithKline integrin a47 (LPAM-1)  bowel disease,

multiple sclerosis

Abbildung 6.2: Integrin Zieltherapien: Ubersicht iiber derzeit verfiighare Substanzen, Angriffs-

punkte, therapeutische Anwendung und Stand der Umsetzung. M= bereits auf dem Markt erschienen.

Aus [81]
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von Tumorzellen [69]; [111]; [85]; [39]; [48]; [119]. Dieses Phénomen ist mit der Resis-
tenz tranformierter Zellen gegen Anoikis, einem Mechanismus, der in gesunden Zellen bei
Verlust der Bindungsfihigkeit an die ECM Apoptose induziert, assoziert [63]; [64]; [118];
[107]. Aktuellen Studien zufolge, leisten Mutationen in der LigandenbindungssSequenz
von Integrinen einen Beitrag zu malignen Transformationsprozessen [59]. Diese Muta-
tionen bewirken konformationelle Verdnderungen in den extrazelluliren Doménen, die
zu konstitutiver Aktivierung verschiedener Signalwege [47], wie z.B. des MAPK-Weges
fithren [92]; [29]. Innovative Therapieansétze auf der Grundlage dieser Erkenntnisse wer-
den bereits progressiv umgesetzt [42]; [81]. In den letzten Jahren lieferten erste Studien
iiber Anti-Integrin Antikorper und Integrin-Inhibitoren erfolgsversprechende Ergebnisse
bei guter Vertréglichkeit und geringer Toxizitédt in der klinischen Anwendung. Integrin-
Inhibition mag in diesem Zusammenhang eine essentielle Rolle in der Unterbindung von
Tumor-Stromazell-Interaktionen [7], Radioprotektion gesunder Zellen [24]; [25] sowie In-
hibition tumorinduzierter Angiogenese tragen [145]. Die Tab. 6.2 gibt einen Uberblick

iiber bisher verfiighare Substanzen und den derzeitigen Stand klinischer Studien.

Die Weiterentwicklung derartiger Therapieansétze, die insbesondere in Kombination mit
Radio- und Chemotherapie zur Optimierung onkologischer Strategien beitragen [17], erfor-

dert eine Vertiefung des Verstédndnisse der verantwortlichen Mechanismen auf molekularer
Ebene.

Untersuchungen zur Expression und Phosphorylierung von Proteinen zum Zeitpunkt der
Bestrahlung liefert essentielle Informationen iiber den physiologischen Status der Zelle
und ermoglicht die Identifikation neuer Molekiile, die in maligne Transformationsprozesse

involviert sind [20].

Mit fokalen Adhésionen interagierende Proteine reagieren auf Einfliisse aus ihrem mole-
kularen Umfeld, wie beispielsweise durch Bestrahlung, mit Veréinderung des Phosphory-
lierungsstatus [36]; [37]. Wie bereits beschrieben, ist die Fokale Adhésionskinase (FAK)
ein wichtiges Signalmolekiil in Integrin-gesteuerten Signalwegen, {iber die weitere Si-
gnalwege, wie der Phosphoinositol-3-Kinase-Weg (PI3K), der Ras/mitogen-aktivierter
Proteinkinase-Weg (MAPK) und der Akt-Weg, reguliert werden [6]; [16]; [39]; [127]. FAK
fordert das Zelliiberleben iiber PISK/Akt [74] und interagiert mit p130Cas, Paxillin und
Src [76]; [113]. Tyr397-abhingige Stimulation von FAK und Rekrutierung von Src re-
sultiert in Tyrosin Phosphorylierung weiterer Bindungsstellen von FAK sowie von den
FAK-bindenden Proteine p130Cas und Paxillin [126]; [26]; [140]. Die Abbildung 6.3 sche-

matisiert diese Zusammenhénge.

B1A Integrin exprimierende Zellen aktivieren, im Gegensatz zu mutanten F1B Integrin
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Abbildung 6.3: Modell zur Illustrierung der Funktion von FAK in der Rekrutierung von Src,
das darauf folgend FAK gebundenes Paxillin und Cas phosphoryliert. Aus [76]

exprimierenden Zellen, physiologischerweise FAK und Akt, die an der Regulation des
Uberlebens beteiligt sind [62]; [150]. Insbesondere die Beteiligung von Akt am Zelliiberleben
nach Bestrahlung wird in zahlreiche Studien verdeutlicht [24]; [52].

FAK Phosphorylierung an Tyr925 sowie an Tyr416 phosphoryliertes Src rekrutieren GBR,
welches das Bindeglied zum Proliferations-regulierenden MAPK-Signalweg darstellt [98];
[158]. Darauf folgend stimulieren durch FAK phosphoryliertes p130Cas-Tyr410 und Paxillin-
Tyr31 sowie Crk-Tyr118 die Bindung dieser Molekiile zu einer komplexen Formation [113].
Ein kritisches Zielmolekiil unterhalb dieses Komplexes ist die c-Jun N2 terminal Kinase
(JNK), von der bereits bekannt ist, dass sie an der Stressreaktion nach genotoxischer
Schédigung beteiligt ist [52].

Fornaro und Velling [62]; [150] haben gezeigt, dass 51 vermittelte Akt Phosphorylierung
an Ser473 unabhéngig von FAK und Src, allerdings abhéngig von PI3K ablauft. Khwaja
et al. [96] illustrierten, dass PI3K sowohl iiber Integrine als auch iiber Wachstumsfaktorre-
zeptoren reguliert wird. Zudem zeigt PI3K Inhibition ein signifikant erhéhtes Zellsterben
nach genotoxischer Zellschadigung [52] und ist daher ein interessantes Schliisselmolekiil

in der Interaktion Wachstumsfaktor- und Integrin aktivierter Signalwege.
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Die in dieser Studie erhobenen Daten zeigen, dass G1A Integrine, im Gegensatz zu 1B
Integrinen, Signalwege Wachstumsfaktor-unabhéngig iiber Akt aktivieren. Diese Erkennt-
nisse konnten die deutlich hoheren Uberlebensraten der Serum-deprivierten GD2531A im
Vergleich zu GD2531B Zellen erkléren. PI3K-Inhibition mit LY294002 und Wortmannin
fithrte in beiden Zelllinien zu einem erhohten Zellsterben, in #1B Integrin exprimierenden
Mutanten jedoch wesentlich stéarker ausgepréigt. Aus dieser Beobachtung leiten wir die
Hypothese ab, dass GD2551A Zellen das Uberleben iiber zusitzliche Akt unabhingige

Signalwege regulieren kénnen.

Einer dieser zusitzlichen, das Uberleben koordinierenden Signalwege scheint die mit FAK
eng interagierenden fokalen Adhésionsproteine p130Cas und Paxillin zu beinhalten ;| wie
bereits in Abb.6.3 erldutert.

Im Gegensatz zur Gesamt-FAK Expression blieb die Phosphorylierung von FAK in 1A
exprimierenden Zellen unter Serumentzug und PI3K-Inhibition unbeeinflusst. Wie be-
reits von Shen und Schaller [134] aufgezeigt, ist die Interaktion von FAK und der mit
ihr interagierenden Proteine nicht die auf Lokalisation in Fokaladh#sionen beschrankt
[67]. Aktivierung von p130Cas und Paxillin kann direkt und FAK-unabhéngig iiber zyto-
plasmatische (1 Integrin Doménen ablaufen und mag in diesem Zusammenhang fiir den
Uberlebensvorteil der GD2531A Zellen verantwortlich sein. Die in unserer Studie beob-
achteten Verdnderungen in Expression und Phosphorylierung wurden durch 1 Integrine
vermittelt, iiber Serum sowie PI3K moduliert und wirkten sich auf die das Uberleben
regulierende JNK aus. Folglich postulieren die Ergebnisse dieser Arbeit, dass die engen
Interaktionen von (31A Integrinen mit p130Cas/Paxillin/JNK in GD25 1A Zellen einen

entscheidenen Beitrag zur Regulation des Uberlebens nach Bestrahlung leisten.
Abb. 6.4 illustriert diese Zusammenhénge.

Die entscheidende Rolle von (1 Integrinen im Zelliiberleben fand sich in Versuchsrei-
hen mit Tumorzellen bereits bestéitigt. Cordes et al. beobachteten in humanen A-172
Gliomzellen einen 31 Integrin-vermittelten Uberlebensvorteil nach Bestrahlung, der sich,
wie bei den in dieser Arbeit verwendeten Mausfibroblasten, als Wachstumsfaktor- sowie
PI3K-unabhéngig zeigte. A-172 1 Integrin Knockdown-Zellen zeigten dhnliche Phospho-
rylierungsreaktionen von pl130Cas und JNK unter Entzug von Wachstumsfaktoren und
PI3K Inhibition wie mutierte GD2581B Zellen [44].

Die im Rahmen dieser Studie erhobenen Daten verdeutlichen die kritische Rolle von (1
Integrinen im Zelliiberleben nach Bestrahlung. 51 Integrin vermittelte Stimulation zahl-
reicher Signalwege leistet einen entscheidenen Beitrag in zelladhisionsvermittelter Ra-

dioresistenz (CAM-RR). Die Notwendigkeit, die genauen zugrunde liegenden Mechanis-
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Abbildung 6.4: Modell der Mechanismen, iiber welche (1 Integrine das Zelliiberleben
nach genotoxischer Zellschddigung regulieren: Ligandenbindung an 31 Integrine stimuliert Akt,
Cas und Paxillin in einem PI3K-unabhéngigen Prozess. PISK wirkt inhibitorisch auf Integrin- und
Wachstumsfaktor-abhéngige Aktivierung von Cas und Paxillin sowie aktivierend auf Akt. Die Rolle
der Fokalen Adhésionskinase (FAK) mag hierbei in der Rekrutierung dieser Molekiile an Zellmembran
und Fokaladh&sionen liegen, ist aber bislang eindeutig geklirt. Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass
Cas/Paxillin tibermittelte Inhibition von JNK sowie direkte, 1 Integrin-iibermittelte Aktivierung von

Akt das Uberleben nach genotoxischer Schidigung begiindtigen.

men besser zu verstehen, bestitigen aktuelle Studien [131]; [125]; [43]. Gezielte Inhibition
Integrin- und Wachstumsfaktor modulierten Signalwege wird klinisch bereits erfolgsver-
sprechend zur Unterstiitzung von Radio- und Chemotherapien eingesetzt [119]; [81]. Wei-
tere Einblicke in die genauen Zusammenhinge dieser Prozesse konnte einen erheblichen

Beitrag zur weiteren Optimierung radio-onkologischer Strategien leisten.



Kapitel 7
Zusammenfassung

Zelladhésions-vermittelte Radioresistenz ist ein bekanntes Phénomen mit besonderer Be-
deutung in Tumorzellen, da es den Erfolg von Krebstherapien deutlich reduziert. Um
die Rolle von Integrinen in diesem Prozess zu untersuchen, wurden in dieser Arbeit
zwei verschiedene Zelllinien, GD2561A mit funktionsfihiger 1A Integrin Untereinheit
und GD2531B Zellen, eine Signal-inkompetente Splicevariante, nach Bestrahlung mit-
einander verglichen. Hierbei wurde die Zielsetzung verfolgt, iiber Aufklarung S1-Integrin-
vermittelte Abldufe nach Bestrahlung zur Gestaltung innovativer radioonkologischer Stra-

tegien, wie der Optimierung effektiver Zieltherapien (Molecular Targeting), beizutragen.

Auf Fibronektin, KollagenIIl, Laminin, Vitronektin, Anti-31-Integrin IgG oder Poly-L-
Lysin kultivierte Zellen wurden in An- und Abwesenheit von Wachstumsfaktoren sowie
den Phophatidylinositol-3 kinase (PI3K)-Inhibitoren Ly294002 und Wortmannin mit 0-6
Gy bestrahlt. Zusatzlich zu Koloniebildungsassays wurden Expression und Aktivitat von
Protein Kinase B/Akt (PKB/Akt), Fokaler Adhésionskinase (FAK), p130Cas, Paxillin

und c-Jun N2-terminal Kinase (JNK) via Immunoblot analysiert.

Unter Entzug von Wachstumsfaktoren zeigten GD2531A Zellen gegeniiber GD2551B Zel-
len einen signifikanten Uberlebensvorteil auf Proteinen der extrazelluliren Matrix oder
(1-IgG. PI3K Inhibition fithrte in GD2581A Zellen zu einer moderaten, in GD2551B
zu einer ausgeprigten Radiosensibilisierung. Dieser Uberlebensvorteil der GD2518A ge-
geniitber GD2541B Zellen unter Serumentzug und PI3K Inhibition lieB sich durch die
PI3K-vermittelte Stimulation von PKB/Akt iiber 51 Integrine mit Induktion von p130Cas
und Paxillin Phosphorylierung erkléaren. Phosphoryliertes p130Cas und Paxillin wiederum
verhinderten die Aktivierung der Zelltod-regulierenden JNK.

64
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£1 Integrin-vermittelte Signaltransduktion ist fiir das Zelliiberleben nach Bestrahlung
essentiell. Integrin-abhéngige Signalwege sind in der Lage, das Fehlen Wachstumsfaktor-
vermittelter Signale zu kompensieren und somit einen deutlichen Uberlebensvorteil nach
Bestrahlung zu vermitteln. Eine Schliisselrolle in der Interaktion dieser Signalachsen
scheint PI3K zu spielen. Weitere Analyse dieser molekularen Mechanismen koénnte das
Potential von 31 Integrinen als therapeutisches Zielmolekiil fiir die Optimierung von

Krebstherapien aufzeigen.
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