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2 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Akt
ANP
APS
ATG
ATP
Bax
Bcl-2

BigET
bp
BSA
cAMP
CBF

CCAAT Box

cdk
cDNA
ChlP
cpm
Da
DAG
DMEM
DNA
DP
DTT
E2F

ECE
ECEL-1
EDTA
EGF
EGFR
EGTA
EMSA
ET

ET,

ET,

FasL
FCS
FITC
Go, Gy, G2
GATA
GBM
HAT
HEPES
IGF
IP3

kb

synonym fur Proteinkinase B (PKB), Serin/Threonin-Kinase
Atriales Natriuretisches Peptid

Ammonium Persulfat

Basensequenz, die das Start-Codon flr die Translation darstellt
Adenosintriphosphat

Mitglied der Bcl-2 Familie; wird durch p53 induziert und férdert die Apoptose
B-cell lymphoma 2, antiapoptotisches Mitglied der gleichnamigen
Proteinfamilie

Big Endothelin

Basenpaare

Bovines Serum Albumin

cyclic AMP (zyklisches Adenosinmonophosphat)

CCAAT binding factor (CCAAT bindender Transkriptionsfaktor)
DNA-Sequenz CCAAT in Promotoren

cyclin dependend kinase (Cyclin abhangige Kinase)
complementary DNA, komplementare Desoxyribonukleinsaure
Chromatin-Immunoprazipitation

counts per minute (Zerfalle pro Minute)

Dalton

Diacylglycerin

Dulbecco’s modified eagle medium (Zellmedium)
Desoxyribonukleinsaure

dimerization protein

Dithiothreitol

Transkriptionsfaktor, identifiziert durch die Bedeutung fir den adenoviralen
E2-Promotor

Endothelin-Converting-Enzyme (Endothelin-Konvertierungsenzym)
ECE-like-1 = XCE

Ethylendiamintetraessigsaure

epidermal growth factor (epidermaler Wachstumsfaktor)

EGF receptor
Ethylenglykol-bis(aminoethylether)-N,N'-Tetraessigsaure
Electrophoretic Mobility Shift Assay

Endothelin, Endothelin, Endothelin

Endothelinrezeptor A

Endothelinrezeptor B

Fas Ligand

fetal calf serum (Fetales Kalberserum)
Fluoreszeinthiocyanat

G = gap (Lucke), Bezeichnung von Zellzyklusphasen
Transkriptionsfaktor mit Affinitat zur DNA-Sequenz GATA
Glioblastoma multiforme

Zusatz fur Zellkulturmedien mit Hypoxanthin, Aminopterin und Thymidin
Hydroxyethyl-piperazineethanesulfonic acid (Puffer)
insulin-like growth factor

Inositoltriphosphat

Kilobasenpaare
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kDa Kilodalton

LucF firefly-Luciferaseaktivitat

LucR renilla-Luciferaseaktivitat

M Molar bzw. Mitosephase des Zellzyklusses

MAPK mitogen-activated protein kinase (Mitogen-aktivierte Kinase), z.B. ERK1/

ERK2 = extracellular signal-regulated kinase; aktive ERK gelangt in den
Zellkern und kann dort Transkriptionsfaktoren aktivieren
MCDB 131 Zellmedium

MEK MEK phosphoryliert und aktiviert MAPK

MEM minimum essential medium (Zellmedium)

MMP Matrix Metalloproteinasen

mRNA messenger RNA (Boten-Ribonukleinsaure)

NEAA non-essential aminoacids (nichtessentielle Aminosauren)

NEP Neutrale Endopeptidase

NF-Y nuclear factor Y = CBF

ODN Oligodesoxynukleotid

OPTIMEM  Zellmedium

PBS Phosphate Buffered Saline (Puffer)

PCR polymerase chain reaction (Polymerase Kettenreaktion)

PDGF platelet- derived growth factor

PKC Proteinkinase C

PLC Phospholipase C

PPET Prepro-Endothelin

Raf rapidly growing fibrosarcoma, Kinase, die MEK phosphoryliert und aktiviert

Ras rat sarcoma, Proto-Onkogen und kleines G-Protein, wird durch Rezeptor-
Tyrosinkinasen aktiviert; aktivierts Ras erhoht die Aktivitat der Raf Kinase

Rb Retinoblastomprotein pRb

RLA Relative Luciferaseaktivitat

RNA Ribonukleinsaure

RPA ribonuclease protection assay

rpm rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)

RPMI 1640 Zellmedium, benannt nach Roswell Park Memorial Institute

RT Raumtemperatur

S S (Synthese)-Phase des Zellzyklus

SDS Sodiumdodecylsulfat

SNP single nucleotide polymorphism (Einzel Nukleotid Polymorphismus)

SP1 Transkriptionsfaktor

SV40 Simianes Virus 40

TATA Box DNA-Sequenz TATA in Promotoren

TBE Tris-Borat-EDTA Puffer

TBS Tris buffered saline (Puffer)

TEMED N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamid

TGF transforming growth factor

TNED Tris-NaCI-EDTA-DTT Puffer

Tris Trishydroxymethylaminomethan

uPA Urokinase type plasminogen activator

VEGF vascular endothelial growth factor

W/ weight per volume (Gewicht pro Volumen)

WHO World Health Organization (Weltgesundheitsorganisation)

ZNS Zentrales Nervensystem
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3 EINLEITUNG

3.1 Tumoren des Nervensystems

Zu den Tumoren des Nervensystems gehoren primare Hirntumoren, die aus Strukturen
des Nervensystems hervorgehen sowie zerebrale Metastasen primar extrakranieller
Tumoren (sekundare Hirntumoren). Zu den primaren Hirntumoren zahlen die in dieser
Arbeit untersuchten neuroepithelialen (glialen sowie neuroblastaren) und die
meningealen Tumoren. In Deutschland betragt die jahrliche Inzidenz der Gliome etwa 4

pro 100.000 Einwohner, wobei etwa 50% der primaren Hirntumoren Gliome sind [1].

3.1.1 Gliale Tumoren des Nervensystems

3.1.1.1 Einteilung glialer Tumoren

Zu den glialen Tumoren zahlen astrozytare und oligodendrogliale Tumoren sowie
gemischte Gliome. Nach der Einteilung der WHO werden die glialen Tumoren vier
Malignitatsgraden | bis IV zugeordnet [2]. Einige Autoren teilen die glialen Tumoren
nach ihrem Potential zur Invasion und Progression zu hohermalignen Formen in zwei
Hauptklassen ein, wobei die eine Klasse durch geringe Invasion und geringe Tendenz
zur malignen Transformation gekennzeichnet ist. Zu ihr zahlt das pilozytische
Astrozytom (WHO Grad |). Die andere Klasse beinhaltet die diffusen astrozytaren
Tumoren, die sich durch diffuse Infiltration des umgebenden Gewebes und hohes
Potential zur Tumorprogression auszeichnen. Zu der letztgenannten Klasse zahlen das
Diffuse Astrozytom (WHO Grad Il), das Anaplastische Astrozytom (WHO Grad Ill) und
das Glioblastoma multiforme (GBM), auch Glioblastom genannt (WHO Grad 1V) [3]. Die
diffus infiltrierenden Astrozytome sind fur Uber 60% der primaren Hirntumoren
verantwortlich. Glioblastome werden weiter eingeteilt in primare und sekundare
Glioblastome. Wahrend sich die sekundaren Glioblastome aus einem zuvor
diagnostizierten Diffusen oder Anaplastischen Astrozytom entwickeln und daher einen
langeren klinischen Verlauf haben, entstehen die primaren Glioblastome de novo. Sie
machen mit 95% die Mehrheit der Glioblastome aus und sind durch eine kurze klinische
Vorgeschichte gekennzeichnet [4]. Gliosarkome sind Varianten von Glioblastomen, die
alternierend Areale glialer und mesenchymaler Differenzierungen aufweisen.
Oligodendrogliome lassen sich weiter unterteilen in Oligodendrogliome (WHO Grad Il)
und Anaplastische Oligodendrogliome (WHO Grad Ill). Sie machen 4 bis 18% der
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primaren Hirntumoren aus. Gemischte Gliome bestehen aus mindestens zwei
verschiedenen glialen Linien (astrozytar, oligodendroglial oder ependymal). Zu den
gemischten Gliomen zahlt das Oligoastrozytom (WHO Grad Il), dessen Zellen

morphologisch Oligodendrogliom- und diffusen Astrozytomzellen entsprechen [2].

3.1.1.2 Lokalisation, Alters- und Geschlechtsverteilung glialer Tumoren

Die astrozytaren Tumoren unterscheiden sich in ihrer intrakraniellen Lokalisation sowie
in der Alters- und Geschlechtsverteilung. Pilozytische Astrozytome kommen vor allem
bei Kindern und meist im Kleinhirn, im Nervus opticus und im Chiasma opticum, im
Hypothalamus oder in der Medulla oblongata vor. Sie betreffen beide Geschlechter
gleichermallen und haben eine geringe Tendenz zu Progression. Eine Heilung durch
Operation ist mdglich. Diffus infiltrierende Astrozytome entwickeln sich vor allem in den
GroR3hirnhemispharen. Manner erkranken haufiger als Frauen an einem diffus
infiltrierenden Astrozytom, der Altersgipfel liegt zwischen 25 und 50 Jahren.
Glioblastome betreffen vor allem Menschen im Alter zwischen 45 und 70 Jahren, wobei
die primaren Glioblastome etwas spater auftreten und die sekundaren sich friher
entwickeln. Der Altersgipfel Anaplastischer Astrozytome liegt zwischen dem der
Diffusen Astrozytome und dem der Glioblastome. Oligodendrogliome sind gut
differenzierte, diffus infiltrierend wachsende Tumoren mit einem Altersgipfel in der
5. bis 6. Lebensdekade, wobei etwa doppelt so viele Manner wie Frauen betroffen sind.
Sie sind typischerweise in den GroBhirnhemispharen lokalisiert. Anaplastische

Oligodendrogliome wachsen diffus infiltrierend und sind histomorphologisch variabel.

3.1.1.3 Histopathologie astrozytarer Tumoren

Die histopathologische Einteilung der Astrozytome richtet sich nach dem Tumoranteil
mit dem hochsten Malignitatsgrad. Anaplastische Astrozytome unterscheiden sich von
diffusen Astrozytomen durch ihr héheres Zellreichtum, die Zellen sind pleomorpher. Die
Zellkerne sind atypisch und die mitotische Aktivitat histologisch erkennbar. Glioblastome
weisen anderes als Astrozytome des WHO Grads Il und Ill Endothelproliferationen und

Tumornekrosen auf. Die Zellularitat ist weiter erhoht [3, 5].

3.1.1.4 Molekulare Pathologie astrozytarer Tumoren

Es konnten zahlreiche genetische Veranderungen in astrozytaren Tumoren identifiziert

werden. Die haufigste genetische Veranderung in Glioblastomen ist der vollstandige
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oder partielle Verlust der Heterozygotie von Chromosom 10, die in bis zu 80 % aller
primaren und sekundaren Glioblastome gefunden wurde. Zahlreiche weitere
chromosomale Veranderungen sind bekannt [5]. Obwohl in primaren und sekundaren
Glioblastomen jeweils unterschiedliche genetische Veranderungen gefunden werden
und auch unterschiedliche Genprodukte betroffen sind, sind die dadurch alterierten
zellularen Signaltransduktionswege teilweise die gleichen. Haufig verandert sind der
p53-, der Retinoblastom-Protein (Rb)- und der epidermal growth factor receptor
(EGFR)- Signaltransduktionsweg. Wahrend sowohl Astrozytome WHO Grad Il und llI
als auch sekundare Glioblastome haufig Mutationen von p53 zeigen, kommt es bei
Glioblastomen zusatzlich oft zu einer Alteration in Signaltransduktionswegen von Rb
oder Wachstumsfaktoren. Der Tumorsuppressor p53 ist in Uber 65% der sekundaren
Glioblastome, in Uber 50% der Astrozytome WHO Grad Il und Ill, jedoch nur in ca. 28%
der primaren Glioblastome mutiert [4, 5]. Normalerweise fuhrt der Transkriptionsfaktor
p53 infolge eines Stress-Signals, z.B. einer DNA-Schadigung zum Zellzyklusarrest oder
zu Apoptose [6]. Rb spielt eine zentrale Rolle in der Kontrolle von Zellzyklus und
Aktivierung der DNA-Replikation, indem es im unphosphorylierten Zustand den
Transkriptionsfaktor E2F bindet und dadurch die Expression von E2F-Zielgenen hemmt
[7]. Mutationen, die die physiologische Komplexierung zwischen E2F und Rb
beeintrachtigen, kdnnen zur unphysiologischen Aktivierung von E2F-Zielgenen fuhren.
Signaltransduktionswege der Wachstumsfaktoren sind ebenfalls haufig in glialen
Tumoren alteriert. EGFR und platelet-derived growth factor-a (PDGFa) sind in den
diffus infiltrierenden Astrozytomen haufig Uberexprimiert, EGFR in Uber 60% der
primaren Glioblastome und in fast 10% der sekundaren Glioblastomen. Uberexprimierte
Rezeptoren konnen durch lokale Wachstumsfaktoren stimuliert werden. Eine Mutation
des Rezeptors kann dessen konstitutionelle Aktivierung bewirken, die unabhangig von

der Anwesenheit des Liganden ist [8].

3.1.1.5 Prognose glialer Tumoren

Unter den astrozytaren Tumoren ist das Glioblastoma multiforme (WHO-Grad 1V) am
haufigsten und auch am aggressivsten. Die mediane Uberlebenszeit betragt
alterabhangig 1,6 bis 8,8 Monate [9]. Unter optimaler Radio-Chemotherapie wurde in
Studien eine Uberlebenszeit von 14,6 Monate nach der initialen Diagnose erreicht [10].
Operation, Radio- und Chemotherapie bringen insgesamt eine Verbesserung der

Lebensqualitdt sowie eine Verlangerung des Uberlebens von 3 bis 9 Monaten [11].
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Patienten mit Astrozytomen (WHO Grad Il und Ill) haben bei einer medianen
Uberlebenszeit von 5,6 (Grad Il) bzw. 1,6 Jahren (Grad lll) ebenfalls eine schlechte
Prognose. Bei einem Oligodendrogliom (WHO Grad Il) liegt die mediane Uberlebenszeit
bei 11,6 Jahren [9].

3.1.2 Neuroblastare Tumoren

Zu den neuroblastaren Tumoren zahlen die des sympathischen Nervensystems und der
Nebenniere, die meist vor dem 10. Lebensjahr auftreten. Selten sind olfaktorische

Neuroblastome in der Nasenhohle [2].

3.1.3 Meningeale Tumoren

Meningeome gehdren zu den meningealen Tumoren, sie leiten sich von arachnoidalen
Zellen ab und sind daher Dura-assoziiert. Sie wachsen meist langsam und sind oft
benigne (WHO Grad I), eine Heilung durch Operation ist mdglich. Sie machen etwa ein
Viertel der primaren Hirntumoren aus. Anaplastische Meningeome (WHO Grad lll)
haben eine schlechte Prognose mit einer medianen Uberlebenszeit von unter 2 Jahren.
Meningeome (WHO Grad |) treten v.a. in der 6. oder 7. Lebensdekade auf und betreffen
etwas haufiger Frauen als Manner. Anaplastische Meningeome betreffen haufiger
Manner [2].

Tab. 1 Ubersicht iiber primire Tumoren des Nervensystems (Auswahl) [2]

Neuroepitheliale P gliale » astrozytare » Pilozytisches Astrozytom (WHO-Grad |)

» Diffuses Astrozytom (WHO-Grad II)

» Anaplastisches Astrozytom (WHO-Grad 1)

» Glioblastoma multiforme (WHO-Grad 1V)
Unterform: Gliosarkom

Tumoren

» oligodendrogliale » Oligogodendrogliom (WHO-Grad Il)
» Anaplastisches Oligodendrogliom (WHO-Grad 1)

» gemischte » Oligoastrozytom (WHO-Grad Il)

» neuroblastére » Olfaktorisches Neuroblastom
» Neuroblastische Tumoren des sympathischen
Nervensystems und der Nebenniere

Meningeale » Meningeom (WHO-Grad 1)

T » Anaplastisches Meningeom (WHO-Grad 1)
umoren
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3.2 Das Endothelinsystem

Endothelin (ET) wurde isoliert und initial charakterisiert als ein vom Endothel gebildeter
vasokonstriktorischer Faktor [12]. Zu der Familie der Endotheline gehoren die drei durch
separate Gene kodierten Peptide ET-1, ET-2 und ET-3. Die Effekte der Endotheline
werden bei Vertebraten Uber die beiden G-Protein-gekoppelten Rezeptoren ETa und
ETs vermittelt. ETa besitzt vor allem Affinitat fir ET-1 und ET-2, wahrend alle drei
Endotheline ungefahr gleich stark an ETg binden [13, 14].

3.2.1 Biosynthese der Endotheline

Endothelin wird zunachst in Form seiner ~200 Aminosauren grolden Vorstufe Prepro-
Endothelin (PPET) synthetisiert. Eine furinartige Endopeptidase spaltet PPET zum 38
(speziesabhangig 37-41) Aminosauren grof3en Big-Endothelin (BigET). Fur den letzten
Prozessierungsschritt, die Spaltung zu den 21 Aminosauren grof3en Endothelinen sind
Zink-Metalloproteasen, die Endothelin-Konvertierungsenzyme-1 und -2 (ECE-1 und
ECE-2) verantwortlich (Abb. 1). Die Halbwertszeit zirkulierenden Endothelins betragt
etwa sieben Minuten. Die Clearance des Endothelins erfolgt zum einen Uber die ETg-
vermittelte Aufnahme und den lysosomalen Abbau, zum anderen Uber die Spaltung

durch extrazellulare Neutrale Endopeptidase (NEP) [13, 14].

Abb. 1 Biosynthese der Endotheline und zugehorige Endothelinrezeptoren

Prepro-ET-1 Prepro-ET-2 Prepro-ET-3
furinartige Protease W furinartige Protease W furinartige Protease
BigET-1 BigET-2 BigET-3
\l/ECE-1, ECE-2 ECE-1, ECE-2 ECE-1, ECE-2
v v
ET-1 ET-2 ET-3
ETaund ETg ETs

3.2.2 Expression der Endotheline

Endotheline sind in diversen Zellen und Geweben nachweisbar. ET-1 wird v.a. in
Endothelzellen, in vaskularen glatten Gefalmuskelzellen, aber auch in Neuronen,

Astrozyten und vielen anderen Geweben exprimiert [15], ET-2 wird v.a. in Nieren und
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Darm, ET-3 in hohen Konzentrationen im Gehirn, aber auch im Gastrointestinaltrakt, in
Lungen und Nieren nachgewiesen [14]. ET-1 ist das dominierende Endothelin im
Nervensystem, abgesehen von dem vorwiegenden Vorkommen von ET-3 in der
Hypophyse [16, 17].

3.2.3 Funktionelle Bedeutung des Endothelinsystems

Das Endothelinsystem ist neben der Vasokonstriktion an physiologischen Prozessen
der Gewebeentwicklung und —differenzierung, der Zellproliferation und der
Hormonproduktion beteiligt. AuRerdem spielt es eine Rolle bei einigen Erkrankungen,
wie der pulmonalen und arteriellen Hypertonie, dem Asthma bronchiale sowie mehreren
Tumorerkrankungen [18].

Die biologische Bedeutung des Endothelinsystems zeigt sich nicht zuletzt auch anhand
des Phanotyps von Knockout Mausen [13], der u.a. auf die Notwendigkeit von ET-3 und
ETs- Rezeptor fur eine korrekte Entwicklung von aus der Neuralleiste abstammenden
Melanozyten und enterischen Neuronen hinweist. So fehlen in ET-3 und ETg -Rezeptor
defizienten Mausen Ganglienzellen des Plexus myentericus, wodurch die Tiere
Veranderungen ahnlich denen des Morbus Hirschsprungs aufweisen. Weiterhin fehlen
partiell epidermale Melanozyten, so dass es zu Depigmentierungen des Fells und der
Haut kommt [19, 20]. ET-1 und ETa- Rezeptor sind hingegen nétig fur die Entwicklung
kraniofazialer Strukturen und des kardialen Ausflusstrakts. Die jeweiligen Knockout
Mause sterben kurz nach der Geburt. [21-24]. ECE-1 Knockout Mause zeigen einen
kombinierten Phanotyp (ahnlich ET-1/ ETaund ET-3/ ETg), aus dem die Bedeutung von
ECE-1 fur die embryonale Prozessierung von BigET-1 und BigET-3 klar hervorgeht [25].
In transgenen Mausen, denen ECE-1 und zusatzlich ECE-2 fehlen, ist der Phanotyp,
vor allem hinsichtlich der Malformationen des kardialen Ausflusstrakts, verstarkt,

wohingegen sich die reinen ECE-2 Knockout Mause normal entwickeln [26].

3.2.4 Die Rolle des Endothelinsystem bei Tumorerkrankungen

Einerseits wurde bei einigen Tumorerkrankungen eine gesteigerte Expression von
Komponenten des Endothelinsystems gefunden, andererseits werden dem
Endothelinsystem unterschiedliche Funktionen in verschiedenen humanen Tumoren
zugeschrieben. So ist Endothelin an Zellwachstumsforderung, Angiogenese und
Apoptosehemmung beteiligt [27]. Weiterhin beeinflusst das Endothelinsystem die

Tumorinvasion und osteoblastische Knochenmetastasen [28, 29].
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3.2.4.1 Expression des Endothelinsystems in extrakraniellen Tumoren

In vielen extrakraniellen Tumoren wurden Komponenten des Endothelinsystems
nachgewiesen. So exprimieren viele humane Tumorzelllinien ET-1, darunter
kolorektale, Brust-, Magen-, Prostata-, Ovarial- und Zervixkarzinom-Zelllinien [30-33].
Erhohte Plasmaspiegel von ET-1 wurden bei Patienten mit hepatozellularem Karzinom
[34], metastasiertem Prostatakarzinom [35] und kolorektalen Karzinomen mit
Lebermetastasen [36] gefunden. In Prostatakarzinomen ist die lokale ET-1
Konzentration im Vergleich zu gesundem Gewebe erhdht. Eine héhere ETa-Dichte ist
dabei mit fortgeschrittenem Tumorstadium und hoherem Tumor-Grad assoziiert. ETg,
der die ET-1 Clearance fordert, wird hingegen vermindert exprimiert. ET-1 stimuliert die
Proliferation von Osteoblasten und reduziert die Knochenresorption durch Osteoklasten
sowie deren Motilitat beim Prostatakarzinom mit osteoblastischen Knochenmetastasen
[28, 37]. PPET-1 und ECE-1 mRNA werden in Kolonkarzinomzellen im Vergleich zu
normalen Kolonzellen Uberexprimiert [38]. Die Expression von ETx ist in kolorektalem
Tumorgewebe verglichen mit normalen Kolongewebe signifikant erhéht und die von ETg
vermindert [31]. Auch in Ovarial- [39] und Mammakarzinomen [40] wird ET-1 im
Vergleich zu den normalen Geweben starker exprimiert. Weiterhin korreliert die ET-1
sowie die ET-Rezeptor-Expression mit Parametern der Aggressivitdt von
Mammakarzinomen, so wurde bei Patienten mit kirzerer erkrankungsfreier
Uberlebenszeit, eine hdhere Expression von ETa im Tumorgewebe nachgewiesen [41].
BigET-1, nicht aber ET-1 ist beim hepatozellularen Karzinom gegenuber normalem

Lebergewebe immunhistochemisch vermehrt nachweisbar [42].

3.2.4.2 Expression des Endothelinsystems in Gehirn und intrakraniellen Tumoren

Im gesunden Gehirn wurde ETa in Gefassen und Meningen, ETg in der grauen und
weillen Substanz, auf Gliazellen und Neuronen detektiert [43, 44]. Eine weitere
immunhistochemische Untersuchung des normalen humanen ZNS wies ET und ETg in
nahezu allen untersuchten Hirnregionen nach, wobei ETg nicht auf normalen glialen
Zellen detektiert wurde. ETa war im Thalamus, Hypothalamus, im limbischen System,
im Cerebellum sowie in der glatten Gefallmuskulatur vorhanden [45].

Die Expression und Lokalisation von Komponenten des Endothelinsystems in
intrakraniellen Tumoren wurde insbesondere in Gliobastomen und Meningeomen
untersucht. Immunhistochemisch und autoradiographisch wurde in humanen

Glioblastomen die Expression von PPET-1, ECE-1 und ETa vor allem in vaskularen
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Strukturen detektiert. ETg und auch ECE-1 wurden in Tumorzellen nachgewiesen [46].
Die humane Glioblastom-Zelllinie T98G produziert und sezerniert ET-1 und exprimiert
ETa und ETg [47]. ETAwurde in Meningeomen nachgewiesen [43, 48, 49].

Bisher existieren nur wenige Studien, in denen das Expressionssniveau des
Endothelinsystems in intrakraniellen Tumoren mit dem im gesunden Gewebe verglichen
wird. Immunhistochemisch konnte gezeigt werden, dass die Expression von ET-1 mit
dem Malignitatsgrad und der Vaskularisierung von humanen glialen Tumoren korreliert.
Endothelzellen in allen Tumoren waren dabei positiv fur ET-1 [50]. Unklar bleibt dabei,
ob die hohere ET-1 Expression lediglich auf der starkeren Vaskularisierung bei
vaskularer Expression von ET-1 in hohermalignen Tumoren beruht oder ob es sich
tatsachlich um eine davon unabhangig starkere ET-1 Expression handelt. Im Diffusen
Astrozytom wurde immunhistochemisch die Expression von ET-1 und ECE-1 in 75%
der Tumorzellen nachgewiesen. Auch die beiden ET-Rezeptoren waren auf vielen
Astrozytomzellen nachweisbar [51]. Eine andere Studie zeigte, dass im humanen GBM

die ETa Dichte hoher war als im gesunden Gehirn [43].

3.2.4.3 Endothelin als Mitogen

Endothelin wirkt auf verschiedene Zelltypen als Mitogen. ET bindet an den G-Protein
gekoppelten ETa und kann daruber sowohl Phospholipase C (PLC) als auch
Tyrosinkinasen aktivieren. Durch Aktivierung der PLC werden Diacylglycerin (DAG)
sowie Inositoltriphosphat (IP3) freigesetzt. DAG aktiviert die Proteinkinase C (PKC), IP3
bewirkt die Calcium-Freisetzung aus intrazellularen Speichern. Die Aktivierung von
Tyrosinkinasen  induziert den  mitogen-activated  protein  kinase  (MAPK)
Signaltransduktionsweg uber Raf, MEK1/2 und ERK1/2. Die Mobilisation intrazellularen
Calciums, die Aktivierung der PKC sowie des MAPK Signaltransduktionswegs
induzieren die Transkription von die Zellproliferation fordernden Protooncogene c-fos,
c-jun und c-myc [28]. ETa-Aktivierung bewirkt aullerdem die Transaktivierung des
EGFR, die als zusatzlicher Weg der ET- vermittelten MAPK-Aktivierung und
Wachstumsstimulation identifiziert werden konnte [52, 53]. Weiterhin sind
synergistische Effekte des Endothelins mit zahlreichen Wachstumsfaktoren wie platelet-
derived growth factor (PDGF), Insulin, insulin-like growth factor (IGF), basic fibroblast
growth factor (bFGF), epidermal growth factor (EGF), transforming growth factor (TGF)

und Interleukin-6 (IL-6) beschrieben, wobei ET-1 die Rolle eines Ko-Mitogens einnimmt.
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Einige Wachstumsfaktoren wiederum stimulieren die Expression von ET-1 Produktion
[28, 54].

ET-1 steigert die Proliferation verschiedener Zelllinien, u.a. des Zervixkarzinoms und
des Kaposi Sarkoms [32, 55]. In der Regel wird dieser wachstumsférdernde Effekt in
epithelialen Zellen (primar kultivierte Ovarialkarzinomzellen, humane
Ovarialkarzinomzelllinie, Prostatakarzinomzellen, humane kolorektale Zelllinien) tber
ETa vermittelt [31, 33, 37, 39]. Auch in kultivierten humanen Meningeomzellen hemmte
selektiver ETa-Antagonismus den proliferationssteigernden Effekt des ET-1 [49, 56]. Die
Proliferation von Melanomzellen wird jedoch Uber ETg stimuliert und bei Kaposi
Sarkom-Zellen sind beide Rezeptorsubtypen fir die Stimulation der Proliferation
verantwortlich [27]. In einer humanen glialen Tumorzelllinie [57], in Astrozyten-
Primarkulturen der Ratte und einer glialen Rattenzelllinie wurde nach ET-1 Zugabe
ebenfalls eine Proliferationssteigerung beobachtet [17, 58, 59]. In den Astrozyten-
Primarkulturen war dieser Effekt durch ETg-Antagonisten inhibierbar [60]. ET-1
Exposition einer anderen humanen glialen Zelllinie induzierte zwar transient eine ERK
Phosphorylierung, eine  Steigerung der Proliferationsrate, gemessen am

®H-Thymidineinbau war allerdings nicht nachweisbar [46].

3.2.4.4 Endothelin und Apoptose

In diversen Zellen konnte ein antiapoptotischer Effekt des Endothelins gezeigt werden,
der je nach Zellart Uber ETa oder ETg vermittelt wird. Durch Aktivierung von ETa kann
ET-1 die Paclitaxel-induzierte Apoptose in Prostatakarzinomzellen und beim
Ovarialkarzinom hemmen, wobei die Reduktion pro-apoptotischer Proteine wie Bax, die
Triggerung antiapoptotischer Signale wie Bcl-2 und die Phosphorylierung und damit
Aktivierung der antiapoptotischen Kinase Akt beobachtet wurden [29, 61]. In glatten
GefalRmuskelzellen hemmt ET-1 ebenfalls die Paclitaxel-induzierte Apoptose [62]. Die
in Endothelzellen beobachtete Apoptosehemmung durch ET-1 wird Uber ETg vermittelt
[63]. Bosentan, ein ETa- und ETg-Antagonist kann in Kolonkarzinomzellen der Ratte die
FasL- induzierte Apoptose potenzieren, welche wiederum durch ET-1 Gabe gehemmt
werden kann [64]. Bosentan in hohen Konzentrationen stimuliert die Apoptose auch in

von Glioblastomen abgeleiteten glialen Zelllinien [46].
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3.2.4.5 Endothelin und Angiogenese

Angiogenese ist ein wichtiger Faktor wahrend der Tumorprogression. ET-1 steigert die
Proliferation vaskularer Zellen, dies erfolgt in Endothelzellen tGber ETg und in glatten
Gefalmuskelzellen und Perizyten Uber ETa. Beispielsweise stimuliert ET-1 die DNA
Synthese in kapillaren Endothelzellen aus dem Gehirn [65] sowie in vaskularen glatten
Gefallmuskeln der Ratte [66]. In der Rattencornea wirken ET-1 und -3 Uber ETa stark
angiogenetisch [67]. Weiterhin regt ET-1 endotheliale HUVEC Zellen auf Matrigel zur
Bildung von tubularen Strukturen an, dies wird als in vitro Modell der Angiogenese
angesehen [68]. Zum Teil wird der angiogenetische Effekt des Endothelins Uber den
vascular endothelial growth factor (VEGF) vermittelt, der eine wesentliche Rolle in der
hypoxieinduzierten Neovaskularisation spielt. In Ovarialkarzinomzelllinien kann die
Zugabe von ET-1 dosisabhangig Uber ETo die VEGF-Expression erhéhen [69]. Die
Expression von ET-1 korreliert mit der Gefalldichte und VEGF-Expression im

Ovarialkarzinom- und im Mammakarzinomgewebe [70].

3.2.4.6 Endothelin und Tumorinvasion

ET-1 kann Uber ETa die Aktivitat von Proteinasen induzieren, die die Tumorinvasion
durch den Abbau der extrazellularen Matrix fordern. Dabei werden mRNA Expression,
Zymogen-Sekretion sowie Proenzymaktivierung verschiedener Matrix
Metalloproteinasen (MMP) und des urokinase type plasminogen activator (uPA)
verstarkt. ET-1 reduziert ferner die Expression von Metalloproteinase-Inhibitoren und

induziert die Tumorinvasion von Ovarialkarzinomzellen im Matrigelmodell [29].

3.2.5 Endothelin-Konvertierungsenzym (ECE)

ECE ist fir die Bildung der Endotheline aus BigET essentiell. ECE-1 wurde zunachst
aus vaskularen Endothelzellen sowie aus der Lunge der Ratte isoliert und
charakterisiert [71-73]. ECE-1 ist eine membrangebundene Metalloprotease mit
Aktivitatsmaximum bei neutralem pH. Sie spaltet BIigET intrazellular oder an der
Zelloberflache zum biologisch aktiven Endothelin. Vier verschiedene ECE-1 Isoformen
sind bekannt (siehe 3.2.5.2). Spater konnte die Expression von ECE-1 auch in einer
humanen neuroblastaren, einer humanen glialen Zelllinie sowie einer glialen Zelllinie
der Ratte nachgewiesen werden [74]. Das spater entdeckte ECE-2 wird von einem
anderen Gen kodiert. Bovines ECE-2 ist zu 59% identisch mit ECE-1, das
Aktivitatsmaximum von ECE-2 liegt bei einem sauren pH und es wird eine strikt
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intrazellulare Lokalisation vermutet. Bei Rind und Maus wird ECE-2 vorwiegend in
neuronalen Geweben exprimiert. [26, 75]. Durch kovalente Disulfidbindung liegen ECE-
1 und -2 jeweils als Homodimer vor [76]. Beide gehdren zur Familie der Neutralen
Endopeptidasen (NEP-Familie), einer Gruppe von Zink-Metallopeptidasen, der
aulRerdem das Blutgruppenantigen Kell, die Neutrale Endopeptidase (NEP oder
Neprilysin) und das X converting enzyme (XCE, auch ECE-like 1 [ECEL-1] genannt)
angehoren. Kell kann BIigET-3 ebenfalls in ET-3 spalten, dies allerdings mit niedriger

Effizienz als ECE, so dass die physiologische Bedeutung unklar bleibt [76].

3.2.5.1 Funktionelle Bedeutung von ECE-1 als therapeutische Zielstruktur

Die Bedeutung von ECE fur die Aktivitat des Endothelinsystems zeigt sich in der
geringen biologischen Aktivitat von BIigET-1 im Vergleich zum ET-1, die fur den
vasokonstriktorischen Effekt bereits frih gezeigt wurde [77, 78]. Die Tatsache, dass
ECE-1 Knockout Mause, phanotypisch die Merkmale von ET-1 und ET-3 bzw.
ET-Rezeptor Knockout Mausen kombiniert aufweisen, deutet ebenfalls auf die
spezifische biologische Bedeutung von ECE-1 flr die Endothelin-Synthese hin [25].
Neben BIgET ist B-Amyloid ein weiteres Substrat fur ECE in vivo, was im
Zusammenhang mit Demenz vom Alzheimer-Typ bedeutsam sein konnte [79]. In vitro
wurden neben BIigET weitere Substrate von ECE-1 nachgewiesen: Bradykinin,
Angiotensin |, Neurotensin, Substanz P, oxidierte Insulin-B-Kette und teilweise auch
Calcitonin und ANP koénnen hydrolytisch gespalten werden. Die Bedeutung dieser

Substrate in vivo ist jedoch noch unklar [80].

3.2.5.2 Isoformen von ECE-1

Vier verschiedene Isoformen von ECE-1 sind bekannt, die als ECE-1a, ECE-1b,
ECE-1c und ECE-1d bezeichnet werden und fur deren Transkription alternative
Promotoren verantwortlich sind [81-85]. Die einzelnen Isoformen unterscheiden sich
lediglich in ihrem amino-terminalen, extrazytoplasmatischen Anteil. Die Exone 4-19 sind
allen gemeinsam, so dass die katalytische Domane gleich ist. ECE-1a hat zusatzlich
das Exon 3, wahrend bei ECE-1b die Exone 1b und 2 hinzukommen und Exon 3 bis auf
die letzten 142 Basen durch intraexonisches Spleilden entfernt wird. ECE-1c mRNA
setzt sich aus den Exonen 1c, 2 sowie 4-19 zusammen. Das d-spezifische Exon liegt
zwischen Exon 1b und Exon 2 [82, 86-90]. Abb. 2 zeigt die Struktur des humanen

ECE-1 Genlokus sowie die isoformspezifische Zusammensetzung der mRNA aus den
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jeweiligen Exonen. Bei ahnlicher Enzymaktivitat unterscheiden sich die Isoformen in
ihrer Gewebeverteilung [81, 89] und subzellularen Lokalisation. Wahrend ECE-1a und
ECE-1d Uberwiegend Plasmamembran-assoziiert sind und Ektoenzyme darstellen,
kommt ECE-1b offenbar nur intrazelluléar vor. ECE-1c wird in beiden Lokalisationen
detektiert [82, 90, 91]. ECE-1c scheint beim Menschen in den meisten Geweben
exprimiert zu sein. In vielen Geweben wird es zumindest auf mRNA-Ebene deutlich

starker exprimiert als die anderen Isoformen [82, 83, 90].

Abb. 2 Struktur des humanen ECE-1 Genlokus

Exon 1c 1b 1d 2 3 4-19
Genom 5 ECE-1c PromotorI 7 ECE-1b Promotor| | i ECE-1d Promotor.]” ECE-1a Promotor - 3

mRNA ECE-1c ECE-1b ECE-1d ECE-1a

Die Abbildung zeigt nicht malistabsgetreu die Struktur des ECE-1 Genlokus sowie die
aus den dargestellten Exonen zusammengesetzte isoformspezifische mRNA. Die
isoformspezischen Promotoren befinden sich genomisch jeweils unmittelbar 5 der
Exone 1c (ECE-1c), 1b (ECE-1b), 1d (ECE-1d) bzw. 3 (ECE-1a).

3.2.5.3 Der ECE-1c Promotor

Der ECE-1c Promotor enthalt, wie auch die Promotoren der anderen Isoformen, keine
TATA-Box zur Initiation der Transkription. Abb. 3 zeigt seine Struktur mit den in unserer
Arbeitsgruppe identifizierten funktionell wichtigen Elementen. Mit Hilfe von seriellen
Deletionsmutanten des Promotors konnten in humanen Zelllinien positiv regulierende
Elemente zwischen -142 und -240 bp sowie zwischen -290 und -490 bp identifiziert
werden. Die Zahlen beziehen sich jeweils auf das putative Translationsstart-Codon in
Exon 1c. Transkriptionelle Startpunkte waren mittels ribonuclease protection assay
(RPA) bei etwa -110 bp, -140 bp sowie -350 bp nachweisbar (Abb. 3). Im Reportergen
Assay konnte die funktionelle Bedeutung des E2F Bindungsmotivs bei -154 bp in einer
endothelialen sowie einer epithelialen Zelllinie gezeigt werden. Durch isolierte
Mutagenese des Motivs wurde die Aktivitat des Promotors auf 21% der Wildtyp-Aktivitat
reduziert, was auf dessen entscheidende Rolle fur die basale Promotoraktivitat hinweist.
Im Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) liel3 sich die Bindung von E2F-2 aus
endothelialen Kernextrakten an diesen Promotorabschnitt zeigen. Des Weiteren
befinden sich im proximalen Promotor zwei Bindungsstellen fir den Transkriptionsfaktor

SP1, von denen nur das Element bei -179 bp einen positiven Effekt auf die
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Promotoraktivitat hat, sowie zwei CCAAT-Boxen. Die Bindung von CCAAT binding
factor (CBF) aus endothelialen Kernextrakten konnte fur die CCAAT-Box um -226 bp im
EMSA gezeigt werden. GATA-2 besitzt ebenfalls ein Bindungsmotiv in diesem Bereich.
Expression von GATA-2 fuhrte in endothelialen Zellen zwar zur signifikanten Erhdhung

der Promotoraktivitat, konnte aber in diesen Zellen nicht nachgewiesen werden [83, 92].

Abb. 3 Struktur des ECE-1c-Promotors
Exon1c 1b 1d 2 3 4-19

Genom 8 e rromorr L B -

By .

~-350 ~-140 ~-110
i GATA CCAAT CCAAT SP1  E2F l i l SP1

5 Al 1 O O ATG
-226 -184 -179 154 -21

Exon 1c

Abgebildet sind oben der ECE-1 Genlokus und darunter vergrélRert schematisch die
Struktur des proximalen ECE-1c Promotors mit Lokalisation von Transkriptionsfaktor-
Bindungsmotiven (Symbole) und transkriptionellen Startpunkten (Pfeile). Die kursiv
angegebenen Zahlenwerte im ECE-1c Promotor beschreiben den Abstand zum
Translationsstart-Codon ATG in Exon 1c in Basenpaaren.

3.2.5.4 Der ECE-1b Promotor

Durch Transfektion serieller Deletionsmutanten wurden im ECE-1b Promotor
verschiedene positiv regulierende Promotorabschnitte, u.a. zwischen -273 bp und
-478 bp, identifiziert. In diesem Bereich befindet sich eine potentielle Bindungsstelle fur
den Transkriptionsfaktor GATA [81]. AuRerdem wurde in diesem Bereich bei -338 bp
ein naturlicher Polymorphismus in Form eines single nucleotide polymorphism (SNP)
gefunden, der ein E2F-Bindungsmotiv verandert: Adenin (-338A) bzw. Cytosin (-338C).
-338A ist mit erhdhten Blutdruckwerten bei Frauen assoziiert [93]. Im Reportergen
Assay lield sich nachweisen, dass der Promotor mit -338A eine erhodhte Aktivitat in einer
endothelialen Zelllinie aufwies, dies war mit einer erhdhten Bindungsaffinitat zu E2F-2
im EMSA assoziiert [94].
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3.3 Transkriptionsfaktoren

Transkriptionsfaktoren regulieren die Genexpression. Sie ermdglichen, dass Gene zu
einem bestimmten Zeitpunkt der Entwicklung, in definierten Phasen des Zellzyklus,
gewebespezifisch oder durch einen Stimulus induziert exprimiert werden.

Da in den ECE-1c und ECE-1b Promotoren Bindungsmotive flr die
Transkriptionsfaktoren E2F, GATA und CBF vorhanden sind, die in dieser Arbeit naher

untersucht wurden, werden diese Faktoren im Folgenden kurz charakterisiert.

3.3.1 E2F-Familie

Die E2F-Familienmitglieder regulieren die Genexpression in erster Linie abhangig von
der Zellzyklusphase, wobei es teilweise gewebespezifische Unterschiede gibt. Es sind
bis heute neun Mitglieder der E2F-Familie identifiziert worden. Fir die transkriptionelle
Aktivitat ist die Bildung von Heterodimeren aus E2F und einem sog. dimerization protein
(DP), DP1 oder DP2, wichtig. Die Aktivitat von E2F-1 bis E2F-5 wird durch die sog.
pocket Proteine, Rb, p130 oder p107 reguliert.

3.3.1.1 Funktion der E2F-Familienmitglieder

Die E2F Familie der Transkriptionsfaktoren ist entscheidend an der Zellzyklus-Kontrolle
beteiligt. Zu den durch E2F regulierten Zielgenen zahlen:

- Zellzyklusregulatoren, die u.a. fur die G4/S-Transition und damit fir den Eintritt
der Zelle in die S-Phase wichtig sind, z.B. Cycline, Cyclinabhangige Kinasen
(Cdk), E2F selbst, der Tumorsuppressor Rb und das Protooncogen c-myc

- Faktoren der DNA-Replikation: Enzyme der Nukleotidsynthese wie
Dihydrofolatreduktase, Thymidinkinase, Thymidylatsynthase, DNA-Polymerase a
und andere Komponenten der DNA-Replikationsmaschinerie [95-98]

Uberexpression von E2F kann in ruhenden Gy Zellen [99] bzw. in Zellzyklus-arretierten
Zellen [100] die Induktion der S-Phase und damit den Wiedereintritt in den Zellzyklus
bewirken. Die Uberexpression von E2F-1 fiihrt z.B. in primaren murinen Astrozyten zu
einer neoplastischen Transformation [101]. Neben dieser ,traditionellen® Funktion der
E2F-Transkriptionsfaktoren, der Kontrolle der Zellproliferation durch Regulation der
G4/S Transition, sind im Laufe der Jahre diverse andere, z.T. individuelle Funktionen
bestimmter E2Fs, wie Beteiligung von E2F-1 an der zellularen Antwort auf DNA-
Schadigung (Apoptoseinduktion, Zellzyklusarrest und DNA-Reparatur), Regulation der

Apoptose und Tumorsuppressorfunktion sowie wichtige Funktionen in Entwicklung und
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Differenzierung, beobachtet worden [102]. AuBerdem wird vermutet, dass E2F neben
der G4/S-Transition die generelle Zellzyklusprogression in mehreren Phasen, so auch
die G,/M-Transition reguliert. Einige durch E2F regulierte Gene sind auch fur den
regelrechten Ablauf der Mitose wichtig. Ferner gibt es Hinweise auf eine
transkriptionsunabhangige Funktion von Rb und E2F im Rahmen der Regulation der

DNA-Synthese durch Bindung an Komponenten der Replikationsmaschinerie [103].

3.3.1.2 Einteilung und Regulation der E2F-Familienmitglieder

Man kann die E2F-Familie nach Struktur und transkriptioneller Aktivitat in Subgruppen
einteilen. Alle E2F-Familienmitglieder haben mindestens eine Domane fur die DNA-
Bindung. E2F-1 bis E2F-6 haben eine Domane fur die Dimerisierung mit DP. Nur E2F-1
bis E2F-5 haben Domanen fir die Bindung an pocket Proteine sowie zur
Transaktivierung, d.h. Domanen zur Aktivierung der Transkription durch Interaktion mit
einem anderen Protein. E2F-1, -2 und -3a zahlen zu den ,aktivierenden“ E2Fs. Sie
erhdhen die Transkription ihrer Zielgene und werden in sich teilenden Zellen
nachgewiesen. Bestimmte Aminosaure-Sequenzen sind flur ihre nukleare Lokalisation
verantwortlich. Diese aktivierenden E2Fs konnen den Ubergang von der G1- in die
S-Phase induzieren und dadurch die Zellproliferation steigern. Sie ahneln sich
besonders in den Domanen fur die Bindung an die DNA bzw. an Rb sowie fur die
Dimerisierung mit DP [95, 97]. Neben dem ursprunglich identifizierten E2F-3, das jetzt
als E2F-3a bezeichnet wird, konnte E2F-3b als ein durch einen alternativen Promotor
im ersten Intron von EZ2F-3 reguliertes, amino-terminal verkurztes Genprodukt
nachgewiesen werden. Im Gegensatz zu E2F-3a wirkt E2F-3b hemmend auf die
Transkription [104, 105]. Die Aktivitat der aktivierenden E2Fs wird durch Rb reguliert,
nicht aber durch die anderen pocket Proteine p107 und p130. Bindung an Rb reduziert
den Anteil des freien E2Fs. Pocket Proteine hemmen die Transkription zum einen durch
Bindung an die E2F-Transaktivierungsdomane und dadurch verhinderte Interaktion mit
dem basalen Transkriptionsapparat, zum anderen kann der Komplex aus E2F, DP und
pocket Protein an die entsprechenden Promotoren zu einer Rekrutierung
histonmodifizierender Enzyme fuhren und durch Histon-Deacetylierung und
-Methylierung die Transkription aktiv reprimieren [106, 107]. In der spaten Gi-Phase
wird Rb durch Cdk phosphoryliert, wodurch das Heterodimer aus aktivierendem E2F
und DP frei wird und die Transkription der Zielgene induziert [95, 96, 105]. E2F-3b, -4
und -5 sind vor allem an der aktiven Repression ihrer Zielgene beteiligt. E2F-4 und -5
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kénnen dabei pocket Proteine (p107, p130 und Rb) zu den Promotoren rekrutieren und
dadurch Histonmodifikationen induzieren, die wiederum eine aktive Repression der
Genexpression bewirken. Sie sind auch in ruhenden Zellen (Go) nachweisbar. E2F-4
und -5 besitzen Sequenzen, die als nukledres Exportsignal dienen, so dass sie als
Heterodimer mit DP hauptsachlich im Zytoplasma vorliegen. Durch Bindung an pocket
Proteine kdnnen sie in den Kern transloziert werden. Dort hemmen sie in der Go- und
frihen Gq-Phase die Transkription der durch E2F regulierten Gene. Sie sind wichtig fur
das Verlassen des Zellzyklus und die terminale Differenzierung. Die Zellzyklus-
abhangige Regulation der E2F-Komplexe und ihre Funktion ist in Abb. 4 dargestellt [95,
96, 105]. Bei E2F-6 fehlt die carboxy-terminale Sequenz fir die Transaktivierung und
pocket Protein Bindung. Es hemmt die Transkription unabhangig von pocket Proteinen

durch Rekrutierung sog. Polycomb-Proteine [95-97].

Abb. 4 Zellzyklus-abhangige Regulation der E2F-Komplexe und ihre Funktion
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Abgebildet sind die jeweils wichtigsten E2F-Komplexe, wobei jeder Komplex ein der
Einfachheit halber nicht mitabgebildetes DP enthalt, weiterhin dargestellt sind die
subzellulare Lokalisation, die pocket Protein Bindung sowie vereinfacht die
Genregulation durch E2F-Komplexe.
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Die kurzlich entdeckten Familienmitglieder E2F-7 und E2F-8 besitzen jeweils zwei DNA-
Bindungsdomanen, ihnen fehlt eine Domane fur die Dimerisierung mit DP. Beide

reprimieren die Transkription und hemmen die Zellzyklusprogression [108-110].

3.3.2 GATA-Familie

Die Transkriptionsfaktoren der GATA-Familie haben eine wichtige Funktion in der
Reifung und Differenzierung verschiedener Zellen, insbesondere wahrend der
Entwicklung. Der genaue Zeitpunkt und Ort der Expression einzelner GATA-
Familienmitgliedern unterliegt einer komplexen transkriptionellen Regulation, z.T. durch
verschiedene, oftmals weit entfernt liegende Enhancer und durch viele teilweise
autoregulatorische GATA-Bindungsmotive. Bei Wirbeltieren wurden sechs GATA-
Faktoren identifiziert, die wiederum mit verschiedenen Kofaktoren interagieren und in
einem Multiproteinkomplex die Transkription ihrer Zielgene regulieren. Funf der sechs
GATA-Proteine werden jeweils durch zwei alternative Promotoren reguliert. Die GATA-
Proteine lassen sich in zwei Subgruppen einteilen, deren Funktionen in erster Linie aus
den Phanotypen von GATA-defizienten Mausen abgeleitet wurden.

Die eine Subgruppe, bestehend aus GATA-1, -2 und -3, ist fur die Hamatopoese
wichtig. GATA-1 ist essentiell fur die Differenzierung in der primitiven und definitiven
Erythropoese und wird in erythrozytaren Zellen, in Megakaryozyten, Mastzellen und
Eosinophilen sowie in Sertoli-Zellen des Hodens exprimiert. Unter den GATA-
Familienmitgliedern wurden GATA-2 und -3 im zentralen Nervensystem verschiedener
Wirbeltiere wahrend der Embryogenese nachgewiesen. GATA-2 ist ebenfalls an der
Hamatopoese, insbesondere an der Entwicklung hamatopoetischer Vorlauferzellen
beteiligt [111-113]. GATA-2 Knockout Mause sterben in der frihen Embryogenese mit
einer Anamie [114]. Weiterhin ist GATA-2 wichtig fur die Entwicklung des murinen
Urogenitaltrakts, der ventralen Hypophyse sowie bestimmter spinaler Interneuronen
[115] und wurde wahrend der Embryogenese in diversen zerebralen Neuronen der
Maus [116] und bestimmten zerebralen Strukturen des Huhns [117, 118] nachgewiesen.
Die Expression von GATA-2 und -3 im ZNS der Maus ist grofdtenteils Uberlappend,
wobei die Expression von GATA-3 abhangig ist vom Vorhandensein von GATA-2.
GATA-2 Knockout Mause weisen Stérungen in der Neurogenese auf [116]. GATA-3
wird in diversen murinen embryonalen Geweben exprimiert, im zentralen Nervensystem
konnte eine vorubergehende Expression in verschiedenen Strukturen nachgewiesen

werden. Weiterhin lasst sich GATA-3 im peripheren Nervensystem, in der Plazenta, den
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Nieren und Nebennieren, der embryonalen Leber sowie im Thymus und in
T-Lymphozyten detektieren. GATA-3 Knockout Mause zeigen nicht nur Storungen der
Hamatopoese und innere Blutungen, sondern auch Entwicklungsstorungen des
Neuralrohrs, des Neuroepithels und des ersten Kiemenbogens sowie Kkollabierte
Hirnventrikel. Die Mause sterben ebenfalls in der frihen Embryogenese [119].

Die zweite Subgruppe aus GATA-4, -5 und -6 ist an der Entwicklung von Organen
meso- oder entodermalen Ursprungs (Herz, Gonaden und Darm) beteiligt. GATA-4
spielt aulBerdem eine Rolle bei der Herzmuskelhypertrophie und in der
leberspezifischen Genexpression. GATA-6  wird aulRerdem in glatten
GefalRmuskelzellen, in Nieren und Blase nachgewiesen und ist essentiell fur die
Lungenentwicklung. Ein im Zusammenhang mit dieser Arbeit wichtiges Zielgen von
GATA ist PPET-1-Gen, an dessen Regulation GATA-2 und -4 beteiligt sind [120, 121].

3.3.3 CCAAT binding factor (CBF)
Die DNA-Sequenz CCAAT wird im Zusammenhang mit Promotoren als CCAAT-Box

bezeichnet. Diese stellt ein haufiges und funktionell wichtiges Element in
eukaryontischen Promotoren dar. 25-30% aller Promotoren weisen CCAAT-Boxen auf,
wobei sie v.a. in zellzyklusabhangig regulierten Promotoren ohne TATA-Box vorhanden
sind. Der Transkriptionsfaktor CBF [CCAAT binding factor, synonym mit NF-Y (nuclear
factor Y)] ist ein wichtiger CCAAT-Box bindender Proteinkomplex, seine
Konsensussequenz geht Uber das zentrale Pentanukleotid hinaus [122-125]. CBF ist
ein Komplex aus den drei Untereinheiten CBF-B (NF-YA), CBF-A (NF-YB) und CBF-C
(NF-YC). Es handelt sich um evolutionar hoch konservierte Proteine. CBF-A und CBF-C
bilden zunachst ein Dimer. Die anschlieRende Bindung von CBF-B an das praformierte
Dimer ist fur die spezifische Bindung an die CCAAT-Box erforderlich [126, 127]. CBF-B
und CBF-C besitzen hydrophobe, glutaminreiche Domanen fur die Transaktivierung.
CBF-A und CBF-C weisen Strukturen auf, die denen von Histonproteinen ahneln und
funktionell wichtig sind, sog. histone-folding motifs. Diese kdnnen eine Verbiegung der
DNA, das sog. DNA-bending, vermitteln, welches vermutlich einen wichtigen
Mechanismus im Rahmen der Transkriptionsaktivierung durch CBF darstellt.

Anfangs wurde durch Untersuchung transformierter Zelllinien die konstitutive
Expression von CBF postuliert. Spater zeigte sich jedoch abhangig vom untersuchten
Zellsystem eine zell-, zellzyklus- bzw. stimulusspezifische DNA-Bindungsaffinitat von
CBF. Bisherige Ergebnisse deuten darauf hin, dass diese v.a. durch Regulation der
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Translation und Proteindegradierung von CBF-B zustande kommt. CBF kann mit
verschiedenen Bestandteilen des basalen Transkriptionsapparates, mit generellen
Transkriptionsfaktoren und mit weiteren Transkriptionsfaktoren, z.B. c-myc und p53
interagieren. Ferner ist die Assoziation zwischen CBF und Koaktivatoren der
Transkription wie Histon-Acetyltransferasen beschrieben. Als weiterer

Regulationsmechanismus wird die Acetylierung von CBF-A diskutiert [122-125].
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4 FRAGESTELLUNG

Tumoren des Nervensystems, insbesondere hohergradige Astrozytome, weisen trotz
wachsender Kenntnis Uber molekulare Pathomechanismen eine nahezu unverandert
schlechte Prognose auf, die durch Ausschopfung aller aktuell angewandten operativen,
radio- und chemotherapeutischen Therapieoptionen nur gering verbessert werden kann.
Es besteht daher ein grol3er Bedarf, die molekulare Pathogenese besser zu verstehen.

Dies konnte zur Entwicklung neuer Therapiestrategien beitragen.

Komponenten des Endothelinsystems werden in humanen Tumoren des
Nervensystems exprimiert. Bei verschiedenen Tumorerkrankungen des Menschen
konnte die funktionelle Bedeutung des Endothelinsystems gezeigt werden. Endothelin
kann dabei an der Proliferation, der Angiogenese oder der Apoptosehemmung beteiligt
sein. Das Endothelin-Konvertierungsenzym ECE-1 spielt eine wichtige Rolle in der

Biosynthese der Endotheline.

Die Expression der verschiedenen ECE-1 Isoformen wird Uber alternative Promotoren
reguliert. Durch die Charakterisierung in vitro konnten bereits zuvor funktionell relevante
Promotorbereiche im ECE-1b und ECE-1c¢ Gen identifiziert werden. In diesen Bereichen
befinden sich Sequenzmotive fur die Bindung von Transkriptionsfaktoren der Familien
E2F, GATA und CBF.

Hauptziel dieser Arbeit war es, in humanen glialen und meningealen Tumoren sowie in
Zelllinien glialen, endothelialen und neuroblastaren Ursprungs die
Transkriptionsfaktoren zu identifizieren, die mit den isoformspezifischen Promotoren
von ECE-1c und ECE-1b interagieren konnen. Dabei wurde auch die Proteinexpression
der  moglicherweise mit  den genannten Promotoren interagierenden
Transkriptionsfaktoren E2F-1, E2F-2, E2F-3, GATA-2, GATA-3 und CBF-A untersucht.

Weiterhin sollte analysiert werden, ob der natirliche Polymorphismus im
E2F-Bindungsmotiv im ECE-1b Promotor einen Einfluly auf die mdgliche Bindung von

E2F-Familienmitgliedern hat.
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5 MATERIAL UND METHODEN

5.1 Zellkultur

Alle verwendeten Zelllinien wurden in unten genannten Nahrmedien im Zellinkubator bei
37°C, 100% Luftfeuchtigkeit, 95% Sauerstoff und 5% Kohlenstoffdioxid kultiviert.
Passagiert wurden die Zellen alle sieben bzw. 14 Tage (U373 MG), wobei adharent
wachsende Zellen mit Hilfe von Trypsin/EDTA abgelést und nach Bedarf verdinnt

wieder ausgesat wurden. Der Medienwechsel erfolgte zweimal wochentlich.

5.1.1 Verwendete Zelllinien und Medien

Alle Medien enthielten zusatzlich 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin und 2 mM

L-Glutamin.
Zelllinie |Ursprung der Zelllinie Medium und Zusatze
EA.hy926 |Fusion von HUVEC DMEM (4,5 g/l Glucose) mit:
(umbilikale Endothelzellen) mit 10% FCS
humanem pulmonalen Adenokarzinom A549 HAT
1 x NEAA
1 mM Natrium-Pyruvat
HMEC-1 |HDMEC (kutane Endothelzellen) MCDB 131 mit:
transfiziert mit SV40-T 5% FCS
10 ng/ml EGF
1 ug/ml Hydrocortison
Kelly Humanes Neuroblastom RPMI 1640 mit:
10% FCS
1 x NEAA
1 mM Natrium-Pyruvat
SK-N-MC |Metastase eines humanen Neuroblastoms MEM mit:
10% FCS
1 x NEAA
1 mM Natrium-Pyruvat
1,5 g/l Natriumbicarbonat
U373 MG |Humanes Astrozytom Grad |l wie bei SK-N-MC
5.2 Gewebe

Die hier untersuchten Tumorgewebe sowie im Rahmen einer Hirnblutung entnommene,
nicht neoplastisch veranderte Gro3hirnrinde wurden von der Abteilung flr
Neurochirurgie der Helios-Klinik in Berlin-Buch im Rahmen der Kooperation mit Dr. M.

Synowitz zur Verfigung gestellt. Die Zustimmung der zustandigen Ethikkommission zur
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Durchfihrung der Untersuchungen lag vor. Das Gewebe wurde nach der Entnahme in

flussigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C aufbewahrt.

5.3 Extraktion und Konzentrierung von Gesamtprotein

Je nach Verfugbarkeit wurden 30 bis 460 mg Gewebe in ein auf Eis gelagertes
Polypropylen-Réhrchen Uberfuhrt. Nach Zugabe von 1ml Trizol Reagenz pro 50 mg
Gewebe erfolgte die Homogenisierung mit Hilfe eines Ultra-Turrax T25 bei maximaler
Umdrehung und schlieBlich die Extraktion der RNA. Aus dem verbliebenen Material
wurden nun DNA und Proteine isoliert; wie im Protokoll des Herstellers von Trizol
beschrieben. Die Proteine wurden schliel3lich in 1% wassriger SDS-Lésung geldst. Um
ECE-1 in den Proteinextrakten zu identifizieren, wurde die Konzentration mit Hilfe von

Microcon Microconcentrators-100, wie vom Hersteller beschrieben, erhoht.

5.4 Extraktion zytosolischer und nuklearer Proteine

5.4.1 Prinzip

Nach dem Aufbrechen der Zellmembran in hypotonischer Losung mit mechanischer
Unterstitzung erhalt man zytosolisches Protein. Aus intakt gebliebenen Kernen werden

anschlie3end durch Zugabe eines hypertonischen Puffers die Proteine extrahiert.

5.4.2 Losungen fir die Extraktion zytosolischer und nuklearer Proteine

Puffer P1 pH 7,9 Puffer P2 pH 7,9

HEPES-KOH 10 mM HEPES-KOH 20mM
KCI 10 mM Glycerin 20%
EGTA 0,1 mM NaCl 300mM
DTT 1 mM EGTA 1mM
Complete mit EDTA  1x DTT 1TmM

Complete mit EDTA 1x
5.4.3 Durchfiihrung

Die Proteinextraktion aus Geweben begann mit der Homogenisierung. Etwa 200 mg
Gewebe wurden in ein Polypropylen-Réhrchen Uberfuhrt, mit 2 ml PBS (incl. 1x
Complete mit EDTA) versetzt und mittels Ultra-Turrax T25 auf minimaler Stufe
homogenisiert, bis keine groReren Sticke mehr erkennbar waren. Aus adharent
wachsenden kultivierten Zellen erfolgte die Proteinextraktion nachdem die Zellen einmal
mit PBS gespult und dann in PBS mittels Zellschaber (Cell Scraper) abgeschabt

wurden. Pro konfluente 150 cm? groRRe Zellkulturflaschen wurden 15 ml 4°C kaltes PBS
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(incl. 1 x Complete mit EDTA) verwendet. Separierte Zellen aus Geweben bzw.
kultivierte Zellen wurden jeweils durch Zentrifugation (850 g, 10 min, 4°C) am Boden
des Rohrchens gesammelt. Das Zellpellet wurde nach Zugabe von 1 ml hypotonischem
Puffer P1 10 min auf Eis inkubiert. Die Zelllyse wurde mit einem Potter-Elvehjem-
Homogenisator (10 Hibe auf Eis) unterstiutzt. Um Effizienz der Zelllyse und Intaktheit
der Kerne zu Uberprufen, erfolgte der Nachweis nuklearer Proteine im Western Blot und
die Farbung der Kernsuspension mit Propidiumjodid, das bei zerstorter Zellmembran
mit der DNA interkaliert, so dass die Zellkerne unter dem Fluoreszenzmikroskop
(Rhodaminfilter) sichtbar gemacht werden kénnen. Kerne wurden durch Zentrifugation
(2.000 g, 5 min, 4°C) gesammelt. Der Uberstand, der die zytosolische Proteinfraktion
enthielt, wurde durch erneute Zentrifugation von restlichen Kernen befreit. Die Kerne
wurden mit 500 ul Puffer P1 gewaschen und ebenfalls erneut zentrifugiert. Das
Kernpellet wurde mit 300 pl hypertonischem Puffer P2 versetzt und auf einem Schuttler
(100 rpm, 1,5 h, 4°C) inkubiert. Die Proteinldsungen wurden abschlielend zentrifugiert
(13.000 g, 15 min, 4°C). Der Uberstand enthielt das Protein.

5.5 Membranprotein-Extraktion aus Zellen

5.5.1 Prinzip

Zellulare  Membranen  werden  zunachst  mechanisch  fragmentiert.  Die
Membranfragmente kénnen danach durch Ultrazentrifugation bei 29.000 g auf dem
Boden eines Zentrifugenréhrchens gesammelt werden. Die anschlieRende Aufnahme

des Pellets in Puffer mit Detergenzien dient der Freisetzung der Membranproteine.

5.5.2 Losungen fiir die Membranprotein-Extraktion
Homogenisierungspuffer ohne Detergenzien pH 7,5

Natriumphosphat 20mM
DTT 1mM
Complete mit EDTA 1x

Homogenisierungspuffer mit Detergenzien pH 7,5
Homogenisierungspuffer ohne Detergenzien mit zusatzlich:

Ilgepal CA-630 1%
Natrium Deoxycholat 0,5%
SDS 0,1%

5.5.3 Durchfiihrung

Alle Schritte erfolgten auf Eis bzw. bei 4°C. Es wurden jeweils zwei konfluente 150 cm?

grolde Zellkulturflaschen verwendet. Nach Absaugen des Mediums und Spulen mit PBS
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wurden die Zellen abgeschabt und in 15 ml PBS aufgenommen. Zellen wurden durch
Zentrifugation (850 g, 5 min, 4°C) am Boden eines Zentrifugenrohrchens gesammelt.
Die Zellen wurden in 1ml Homogenisierungspuffer ohne Detergenzien resuspendiert,
5 bis 10 min inkubiert und dann viermal mittels Glas-Teflon-Homogenisator bei 800 rpm
im Eisbad vollstandig homogenisiert. Zwischen den einzelnen
Homogenisierungsschritten wurden die Proben je 30 s lang auf Eis gelagert. Nach
zweiminutiger Inkubation auf Eis folgte ein Zentrifugationsschritt (2.900 g, 20 min, 4°C)
zum Entfernen der Kerne aus dem Uberstand. Aus dem Uberstand wurden
Membranfragmente durch Zentrifugation (29.000 g, 45 min, 4°C) gesammelt und
anschlieRend im 10-fachen Volumen detergenzienhaltigen Homogenisierungspuffers
resuspendiert. Die Losung wurde abschliefend zentrifugiert (15.000 g, 20 min, 4°C),

Membranproteine blieben geldst.

5.6 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Quantifizierung, der nach den oben beschriebenen Verfahren gewonnenen
Proteine, erfolgte mit Hilfe des DC (detergent compatible) Protein Assays. Es handelt
sich um die kolorimetrische Bestimmung der Proteinkonzentration in Anlehnung an die
Bestimmung nach Lowry [128]. Unter alkalischen Bedingungen binden Kupferionen an
die Peptidbindungen, Folin wird reduziert, es kommt zu einer messbaren Blaufarbung.
Die Durchfihrung erfolgte wie vom Hersteller beschrieben. Parallel zu den Proben
wurden Losungen mit definierten BSA-Konzentrationen (Proteinstandards von 0 bis
3 mg/ml) im gleichen Puffer gemessen. Die Extinktionsmessung erfolgte mittels ELISA-
Reader bei einer Wellenlange von 750 nm. Mit dem Programm Revelation wurden
anhand der Proteinstandards Extinktion-Konzentration-Kurven erstellt und die
Messwerte der Proben unter Angabe von Mittelwert und Standardabweichung

ausgewertet.

5.7 Western Blot
5.7.1 Prinzip

Im Western Blot werden Proteine nachgewiesen, die zunachst mittels SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) nach dem Molekulargewicht aufgetrennt und
dann auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert werden. Nach Blockieren
unspezifischer Bindungen wird die Membran mit einem Primarantikorper inkubiert, der

an das zu detektierende Protein binden kann. An den Primarantikdrper kann ein
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Peroxidase-gekoppelter Sekundarantikdrper spezifisch binden. Peroxidase setzt in der

Detektionsreaktion ein Substrat um, dessen Lumineszenz einen Fotofilm belichtet.

5.7.2 Losungen fiur den Western Blot

Trenngel (15 ml fur 2 Gele) 7,5%iges Gel 10%iges Gel
Aqua dest. 7,43 mi 6,18 mi
Acrylamid/ Bisacrylamid (30/0,8) 3,75 ml 5 mi

1,5 M Tris pH 8,8 3,75 ml 3,75 ml

20%iges SDS 75 ul 75 i

10%iges APS 150 pl 150 pl

TEMED 15 ul 15 ul

Sammelgel (5 ml fur 2 Gele) 5%iges Gel

Aqua dest. 2,89 mi

Acrylamid/ Bisacrylamid (30/0,8) 835 ul

0,5 M Tris pH 8,8 1,25 ml

20%iges SDS 25 ul

10%iges APS 50 pl

TEMED 5 pl

4 x Probenpuffer nach Laemmli pH 7 25x Laufpuffer nach Laemmli pH 8,3
Tris 250 mM Tris 25 mM
Glycerol (pH 6,75) 40% Glycin 192 mM
SDS 8% SDS 0,1%
B-Mercaptoethanol 20%

Bromphenolblau 0,006%

5 x Transferpuffer ohne Methanol pH 8,3 1 x Transferpuffer mit 10% Methanol
Tris 125 mM wird jeweils frisch aus 5 x Transfer-
Glycin 750 mM puffer angesetzt (150 ml fur 2 Gele)
10x TBS pH 7,5

Tris 200 mM

NaCl 1,5M

5.7.3 Durchfiihrung

5.7.3.1 Vorbereitungen

Die verwendeten Glasplatten wurden zunachst chemisch-mechanisch mittels
Seifenwasser und Burste gereinigt und danach mit Natronlauge, destilliertem Wasser
und schlieRlich 70%igem Ethanol abgespult. Die Gelkassette bestand aus einer 8 x 10
cm und einer 7 x 10 cm groRRen Glasplatte, dazwischen befand sich an beiden Seiten je
ein 0,75 mm dicker und 1 cm breiter Platzhalter (Spacer). Die Kassette wurde mittels
Schrauben an der Halterung fixiert und in eine Vorrichtung gestellt, in der das Gel
zwischen die beiden Platten gegossen wurde. Zur Auftrennung der

Transkriptionsfaktoren wurde ein 10%iges, fur das hohermolekulare ECE-1 ein
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7,5%iges Trenngel verwendet. Um eine gleichmalige Gelkante zu erhalten, wurde
sofort vorsichtig mit destilliertem Wasser Uberschichtet. Nach Polymerisation des Gels
wurde das Wasser mit Hilfe eines Filterpapiers abgesaugt und darlber das 5%ige
Sammelgel gegossen, in das ein Kamm mit 10 Zinken geschoben wurde. Pro Geltasche
wurden 20 ug Gesamt- oder fraktioniertes Protein bzw. 11 ug Membranprotein und fir
den ECE-1 Nachweis 100 pg Gesamtprotein in einem Volumen von 15 pyl Puffer
aufgenommen und mit 5 pl 4x Probenpuffer nach Laemmli versetzt. Vor Beladen des

Gels wurden die Proben denaturiert (3 min, 95°C).

5.7.3.2 Elektrophoretische Auftrennung

Die Gelkassette wurde in die Mini Protean Il Elektrophoresekammer eingesetzt. Sowohl
die innere als auch die aullere Kammer wurden mit Laufpuffer nach Laemmli gefulit.
Nachdem die Geltaschen mit Hilfe einer Spritze grindlich gespult worden waren, um
eventuelle Gelreste zu entfernen, wurden die Proben in die Geltaschen eingefullt. Als
Molekulargewichts-Marker dienten 5 pul eines vorgefarbten Proteinstandards (Bench
Mark Prestained Protein Ladder). Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 120 V

und dauerte ca. 90 min.

5.7.3.3 Blot Transfer

Der Transfer der Proteine aus dem Gel auf eine Nitrozellulosemembran wird als Blot
Transfer bezeichnet. Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurde das
Gelsandwich auseinandergebaut und das Sammelgel abgetrennt. Das Gel, die
bendtigten Whatman-Filterpapiere der Grolke 7 cm x 9 cm x 3 mm sowie eine
Nitrozellulosemembran der Grolke 7 x 9 cm wurden fir 15 min in 1 x Transferpuffer
gelegt. Es wurde die Fast Blot B43 Transferkammer zur Durchfuhrung eines Semi-Dry-
Blots verwendet. Die Elektroden der Transferkammer wurden vor jedem Transfer mit
70% Ethanol gereinigt. Auf die sich unten befindende Anode wurden 5 in Transferpuffer
getrankte Filterpapiere gelegt, wobei mdglichst alle Luftblasen dazwischen beseitigt
wurden. Ebenfalls luftblasenfrei wurden daruber die Nitrozellulosemembran, das Gel
sowie weitere 5 Filterpapiere gestapelt. Der Deckel wurde geschlossen und mit 1 kg
Gewicht beschwert. Zur Kihlung diente eine Wasserzirkulation. Es wurden 3 mA Strom

pro 1 cm? Membran angeschlossen und 40 min transferiert.
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5.7.3.4 Farbung der Proteine auf der Membran mit Ponceau S

Nach kurzem Spulen der Membran in destilliertem Wasser wurden die Proteine auf der
Membran durch 3 min Inkubation mit Ponceau S angefarbt. Dies diente der
Uberprifung der GleichmaRigkeit der Proteinbeladung und des Transfers. Zur

Dokumentation wurden die Membranen eingescannt.

5.7.3.5 Blockierung unspezifischer Bindungen

Um unspezifische Bindungen der Antikorper auf der Membran zu verhindern, wurde
diese mit 6% (W/V) Milchpulver (Blotting Grade Non Fat Dry Milk) in 1 x TBS auf dem
Schuttler inkubiert (80 rpm, Gber Nacht, 4°C).

5.7.3.6 Waschen

Bei jedem Waschschritt wurde die Membran dreimal in 1 x TBS mit 1% Tween 20 und

anschlie3end dreimal in 1 x TBS auf dem Schilittler (80 rpm, je 5 min, RT) gewaschen.

5.7.3.7 Inkubation mit dem Primarantikorper

Die Primarantikérper binden an das zu detektierende Protein auf der Membran. Sie
wurden in 5 ml 3% (W/V) Milchpulver in 1 x TBS, wie in Tab. 2 angegeben, verdunnt.
Die Inkubation erfolgte auf dem Schuttler (80 rpm) fur eine Stunde bei Raumtemperatur
bzw. bei Verwendung des ECE-1 Antikoérpers Uber Nacht bei 4°C. Der gegen die
katalytische Domane aller bekannten humanen ECE-1 Isoformen gerichtete polyklonale
Antikorper ,Antiserum 29” [129] wurde uns freundlicherweise von Dr. L. Muller, Paris,

Frankreich, zur Verfugung gestellt.

Tab. 2 Verwendete Primarantikorper

Zielepitop Bestellnummer Verdiinnung Spezies
E2F-1 (C-20) sc-193x 1:5.000 Kaninchen
E2F-2 (C-20) SC-633x 1:5.000 Kaninchen
E2F-3 (C-18) Sc-878x 1:5.000 Kaninchen
GATA-2 (CG2-96) SC-267xX 1:2.000 Maus
GATA-3 (HG3-31) SC-268x 1:2.000 Maus
CBF-A (FL-207) sc-13045x 1:3.333 Kaninchen
ECE-1 ,Antiserum 29 4ul/ 5Smi Kaninchen

Nach Inkubation mit dem Primarantikorper erfolgte ein Waschschritt.
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5.7.3.8 Inkubation mit dem Sekundarantikorper

Der Sekundarantikdrper ist gegen den Spezies-spezifischen konstanten Teil des
Primarantikorpers gerichtet. Die Spezies der einzelnen Primarantikorper geht aus Tab.
2 hervor. Anti-Maus-Antikorper (Bestellnummer sc-2005) wurde 1:2.000 und Anti-
Kaninchen-Antikorper (Calbiochem Bestellnummer 401315) 1:10.000 in 5 ml 3% (W/V)
Milchpulver in 1 x TBS verdinnt. Nach Inkubation auf dem Schuttler (80 rpm, 1 h, RT)

erfolgte ein Waschschritt.

5.7.3.9 Detektionsreaktion

Die Nitrozellulosemembran wurde gleichmaRig mit einer 1:1 Mischung der Reagenzien
A und B (SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate) benetzt und inkubiert,
wie vom Hersteller beschrieben. Um die Lumineszenz abbilden zu kénnen, wurde ein
Film (Hyperfim MP) in einer RoOntgenkassette belichtet. Entwickelt wurden die

exponierten Filme in einem automatischen System fur Rontgenfilme.

5.7.3.10 Detektion von B-Aktin

Die Detektion von [(-Aktin als Bestandteil des Zytoskeletts jeder Zelle diente als
Kontrolle fur die Gleichmafigkeit der Proteinbeladung bzw. zur Standardisierung des
ECE-1 Signals. An den eingesetzten Antikorper (sc-1615 HRP) ist die Peroxidase direkt
gekoppelt. Die Inkubation erfolgte wie fur die Sekundarantikdrper angegeben, wobei der

Antikorper 1:1.000 verdinnt wurde.

5.7.3.11 Spezifitatskontrolle des Anti-E2F-2 Antikorpers mit Blocking Peptide

Ob detektierte Banden durch spezifische Bindung des variablen Teils des Antikorpers
oder durch unspezifische Bindung hervorgerufen werden, kann mit Hilfe eines sog.
Blocking Peptide ermittelt werden. Das zu untersuchende Protein wird dabei im
Uberschuss zu der Ldsung mit dem Primarantikdrper zugegeben, es erfolgt eine
Praadsorption des Antikorpers, so dass die spezifische Detektion des auf der
Nitrozellulosemembran fixierten Proteins abgeschwacht wird oder ausbleibt. Aussagen
uber die Spezifitdt lassen sich durch Vergleich der Bandenmuster mit und ohne
Verwendung des Blocking Peptide treffen. 4 ug Anti-E2F-2 Antikérper wurden in 50 pl
3% Milchpulver in TBS verduinnt und auf zwei Eppendorfgefalle aufgeteilt. In ein Gefal
wurden 20 pg E2F-2 Blocking Peptide zugegeben. Beide Gefalte wurden mit 3%
Milchpulver in TBS auf ein Volumen von 125 ul gebracht und inkubiert (1 h bei 37°C,
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anschliefend uber Nacht bei 4°C). Eine Zentrifugation (13.000g, 15 min, 4°C) diente
der Entfernung entstandener Immunkomplexe. Je 110 pl der beiden Antikdrperldsungen

wurden in 10 ml 3% Milchpulver in TBS aufgenommen und parallel eingesetzt.

5.7.3.12 Bestimmung der relativen ECE-1 Expression

Um die Expression von ECE-1 in den Hirntumoren zu vergleichen, wurden die Western
Blots mit einem Durchlichtscanner eingescannt und die Intensitat der ECE-1 Signale mit
dem Programm TINA 2.09g quantifiziert. Die jeweiligen Werte wurden in Bezug zur
Starke des B-Aktinsignals gesetzt. Um Proben auf unterschiedlichen Blots miteinander
vergleichen zu konnen, wurde auf jedem Blot ein bestimmtes Tumor-Proteinextrakt als
,Referenztumor® mitbestimmt. Dieser wurde ebenfalls auf B-Aktin standardisiert. Die

relative ECE-1 Expression jedes Tumors ergibt sich dabei wie folgt:

ECE-1 (Tumor)/ B-Aktin (Tumor)
ECE-1 rel (Tumor) =

ECE-1 (Referenztumor)/ 3-Aktin (Referenztumor)

5.8 Immunzytologie

5.8.1 Prinzip

Auf Objekttragern kénnen adharent wachsende Zellen auf die Expression und
subzellulare Lokalisation von Proteinen untersucht werden. Nach Fixation und
Permeabilisation der Membranen erfolgt die Inkubation mit dem Primarantikorper, der
ein bestimmtes Protein erkennt. Der anschliellend eingesetzte, in diesem Fall FITC-
konjugierte Sekundarantikdrper, bindet spezifisch an den Primarantikérper und erlaubt

die Detektion im Fluoreszenzmikrokop.

5.8.2 Durchfiihrung
Auf einem 8-Loch Objekttrager wurden 3.000 Zellen in 60 pl Medium pro Loch ausgesat

und 48 Stunden im Zellinkubator inkubiert. Die Zellen wurden mit 3% Paraformaldehyd
in PBS (2 min, RT) fixiert. Vor und nach der Fixierung wurden sie jeweils dreimal mit
PBS gespult. Permeabilisiert wurden die Zellen durch zweiminutige Inkubation mit 0,4%
Igepal (CA-630) in PBS bei RT. Unspezifische Bindungen wurden durch Blocken mit 3%
BSA in PBS (1 h, RT) verhindert. Die Inkubation mit dem Primarantikorper (siehe Tab.
2) erfolgte in einem Volumen von 20 pyl 3% BSA in PBS pro Loch (1 h, RT). Sie wurden

in einer Verdinnung von 1:1.000 eingesetzt. Als Sekundarantikdrper wurde einheitlich
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der Anti-Kaninchen-Antikérper (sc-2090) in einer Verdinnung von 1:200 in 3% BSA in
PBS eingesetzt. Die einstundige Inkubation erfolgte bei RT. Als Negativkontrolle diente
die Inkubation mit dem Sekundarantikorper alleine (ohne Primarantikdrper), um die
unspezifische Bindung des Sekundarantikérpers auszuschliel3en. Die Zellen wurden auf
dem Objekttrager in Mowiol eingebettet. Die Auswertung erfolgte im

Fluoreszenzmikroskop (FITC Filter).

5.9 Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

5.9.1 Prinzip
Mit dem EMSA, auch Gel shift oder Band shift genannt, lasst sich die spezifische

Wechselwirkung zwischen einem DNA-bindenden Protein oder Proteinkomplex, z.B.
einem Transkriptionsfaktor in einem nuklearen Proteinextrakt und einer DNA-Sequenz,
z.B. einem Oligodesoxynukleotid (ODN), sichtbar machen. Das DNA-Molekil wird dabei
radioaktiv markiert. Nach Inkubation des ODN mit dem DNA-bindenden Protein wird
das Reaktionsgemisch in einem nicht-denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt.
Bilden sich Komplexe zwischen markiertem ODN und Protein, laufen diese langsamer
als freies ODN. Die Banden sind durch Exposition von Film oder speziellen
Detektionsplatten darstellbar. Zugegebenes nichtmarkiertes ODN im Uberschuss kann
mit dem radioaktiv markieten ODN um die Bindung an das Protein kompetieren,
dadurch verschwinden die spezifischen Banden. Im Supershift Assay kann ein
interagierendes Protein durch Zugabe eines spezifischen Antikdrpers detektiert werden.
Bindet der Antikorper an den Protein-DNA Komplex, wird dieser noch starker im Gel
retardiert (Supershift).

5.9.2 Losungen fiir den EMSA
5 x Tris-Glycin-Puffer

Tris 250 mM

Glycin 2M

Na,EDTA 10 mM

1 x Tris-Glycin-Gel (4%Polyacrylamid) 0,5 x TBE- Gel (4%Polyacrylamid)

50 ml fur ein Gel pH 8 50 ml fur ein Gel

Substanz Volumen Substanz Volumen

Aqua dest. 35 ml Aqua dest. 20 ml

Acrylamid/ 5 ml Acrylamid/ 5 ml
Bisacrylamid (40/2) Bisacrylamid (40/2)

5 x Tris-Glycin-Puffer 10 ml 1 x TBE 25 ml

APS 10%ig 250 pl APS 10%ig 250 ul

TEMED 50 pl TEMED 50 pl
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5 x Bindungspuffer pH 7,5 Gel-Ladepuffer

Tris-Base 50 mM Glycerol 50%
NaEDTA 5 mM Bromphenolblau/ 0,05%
KCI 1,5M Xylencyanol

Glycerol 25%

5.9.3 Durchfiihrung

5.9.3.1 Vorbereitungen

Zunachst wurden die verwendeten Oligodesoxynukleotide renaturiert, um
doppelstrangige ODN zu erhalten. Sense und antisense ODN wurden in einer
Konzentration von jeweils 50 uM eingesetzt und 3 min in kochendem Wasserbad
vollstandig denaturiert. Die Renaturierung erfolgte durch langsames Abkuhlen auf RT.
Die Konzentration der DNA-Doppelstrange betrug am Ende 50 pM. Samtliche
verwendeten ODN wurden von Proligo, Paris, Frankreich synthetisiert (siehe Tab.3).

Tab. 3 Verwendete Oligonukleotide

Name des ODNs Sequenz

ECE-1c -154 (WT) 5-CGGCACTCGGCGCCGAAGCCGCGAG-3
ECE-1c -154 (Mut2) 5-CGGCACTCGGTACCGAAGCCGCGAG-3’
ECE-1c -154 (Mut1) 5-CGGCACTCGGTTCCGAAGCCGCGAG-Z

ECE-1b -338A 5'-GCTCTGGGCCAAATCGAGGGCACCT-3'
ECE-1b -338C 5'-GCTCTGGGCCACATCGAGGGCACCT-3'
ECE-1c -226 5-AGGCCGTGATTGGCTGCGCCAC-3

Angegeben ist jeweils die Sequenz des sense Strangs. Der Name der ODN setzt sich
zusammen aus dem isoformspezifischen ECE-1 Promotor, dem Abstand des
mittleren Nukleotids zum Start-Codon (ATG). WT steht fur Wildtyp-Sequenz; Mut 1
und Mut 2 fur Mutationen der Basen bei -156 bp bzw. -157 bp, die fett dargestellt sind;
A bzw. C beschreiben die Base des SNP bei-338 bp im ECE-1b Promotor

Die Glasplatten wurden vor Verwendung grundlich gereinigt (vgl. 5.7.3.1). Zwischen die
zwei Platten (19 cm x 16,5 cm und 17,5 cm x 19,5 cm) wurde ein 1 mm dicker
Platzhalter platziert. Klammern am seitlichen Rand und Paketklebeband am unteren
Rand hielten das System zusammen und dichteten es ab. Das verwendete nicht-
denaturierende 4%ige Polyacrylamid-Gel in 1x Tris-Glycin Puffer bzw. 0,5x TBE-Puffer
fur ODN ECE-1c -226 wurde zwischen die Platten gegossen und polymerisierte bei RT.
Zu analysierende Proteinfraktionen wurden mit je 6 ug Antikdrper (fur den Supershift)

bzw. 50 pmol Kompetitor-ODN in einem Volumen von 15 pl inkubiert (1 h, RT).



MATERIAL UND METHODEN 40

5.9.3.2 Kinasierungsreaktion

Diese Reaktion dient der radioaktiven Markierung der ODN am 5’ Ende.

Kinasierungsreaktion

ODN 1 pmol
T4-Kinase Puffer 1Xx
T4-Kinase 125U
v-22P ATP 25 uCi
Aqua dest. ad 25 ul

Die einstliindige Kinasierung erfolgte bei 37°C. Die T4-Kinase wurde am Ende der
Reaktion inaktiviert (10 min, 65°C). Die Aufreinigung der markierten ODN erfolgte mit
Hilfe von MicroSpin G-25 Columns, wie vom Hersteller angegeben. Die Messung der

Radioaktivitat aufgereinigter ODN erfolgte im B- Szintillationszahler.

5.9.3.3 Bindungsreaktion und Gellauf

Zu jedem Probenansatz von 15 uyl wurden 10 pl des folgenden Mastermixes zugefugt.

Mastermix

Poly[d(I-C)] 2 ug pro Ansatz

DTT 2,5mM

MgCl, 2,5 mM
Bindungspuffer 2,5 x Puffer

ODN 60.000 cpm pro Ansatz
Aqua dest. ad 10 yl pro Ansatz

Die Bindungsreaktion erfolgte Uber Nacht bei 4°C. Zu jeder Probe wurden dann 5 pl
Gelladepuffer zugegeben. Entsprechend dem verwendeten Gel wurden als Laufpuffer
0,5 x TBE- bzw. 1 x Tris-Glycin-Puffer eingesetzt. Die Geltaschen wurden mittels einer
Spritze mit dem Laufpuffer gespult. Nach einem Vorlauf von 30 min bei 15 mA pro Gel
wurden die Proben aufgetragen. Die elektrophoretische Auftrennung dauerte 4,5 h und
erfolgte bei RT (1 x Tris-Glycin-Gel) bzw. 4°C (0,5 x TBE-Gel). Nach Beendigung des
Gellaufs wurde das Gel auf 3 mm dickes Whatman-Filterpapier Ubertragen und doppelt
in Saran-Folie eingepackt. Es erfolgte die Belichtung einer Imaging Plate Uber vier Tage

bei -20°C. Das Auslesen der Signale erfolgte im Imaging Plate Reader.

5.10 Southwestern Blot
5.10.1 Prinzip

Elektrophoretisch aufgetrennte und auf eine Nitrozellulosemembran transferierte
Proteine werden auf ihre Affinitdt zu radioaktiv markierten doppelstrangigen ODN

untersucht. Der Vergleich mit einem Molekulargewichts-Marker erlaubt die Bestimmung
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des Molekulargewichts des mit dem ODN interagierenden Proteins. Anschlieend
konnen auf derselben Membran Proteine analog zum Westen Blot mit Antikorpern
detektiert werden. Molekulargewichte dieser Proteine kdénnen mit denen des DNA-
Bindungspartners verglichen werden. Anders als beim EMSA werden beim
Southwestern Blot die Proteine zunachst denaturiert und reduziert und damit ggf. aus

Protein-Komplexen befreit bzw. monomerisiert.

5.10.2 Losung fiir den Southwestern Blot
TNED Puffer pH 7,5

Tris 10 mM
NaCl 50 mM
EDTA 0,1 mM
DTT 1 mM

5.10.3 Durchfiihrung

Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine und der Transfer auf die Nitrozellulose-
membran erfolgten wie fir den Western Blot beschrieben. Der einzige Unterschied
bestand in der grol3eren eingesetzten Proteinmenge von 47 ug, die ein 1,5 mm dickes
Gel erforderlich machte. Unspezifische Proteinbindungen auf der Nitrozellulose-
membran wurden durch Inkubation mit 6% Milchpulver in TBS (Uber Nacht bei 4°C)
blockiert. Die Membran wurde zweimal in TBS mit 1% Tween, dann dreimal mit TNED
Puffer je 10 min gewaschen. Das eingesetzte doppelstrangige ODN [ECE-1c -154
(WT)] wurde mittels Kinasierungsreaktion radioaktiv markiert, wie fur den EMSA
beschrieben. Die Membran wurde mit in TNED Puffer verdinntem ODN mit einer
Aktivitat von 430.000 cpm/ml inkubiert (Uber Nacht bei RT), anschlieRend dreimal in
TNED Puffer gewaschen, in Saran-Folie eingepackt und auf eine Imaging Plate gelegt.
Die Imaging Plate wurde drei Tage lang bei -20°C exponiert und anschlieRend
ausgelesen. Die Protein-Detektion erfolgte nach dem Waschen (dreimal mit TBS und
dreimal mit TBS mit 1% Tween) auf derselben Membran durch Inkubation mit Primar-

und Sekundarantikérper wie beim Western Blot.

5.11 Reportergen Assay
5.11.1 Prinzip

Um die Aktivitat von Promotoren in eukaryontischen Zellen zu bestimmen, kdnnen
Reportergenkonstrukte eingesetzt werden. Dabei wird der zu untersuchende Promotor

so in einen Vektor (z.B. pGL3 basic Vektor) kloniert, so dass er die Expression eines
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Reportergens, z.B. Luziferase (aus Photinus pyralis, dem Glihwirmchen, auch firefly-
Luziferase genannt) regulieren kann. Das Produkt des Reportergens katalysiert eine
quantifizierbare Reaktion und macht damit die Promotoraktivitdt messbar. Die
Reportergenkonstrukte werden transient in Zellen transfiziert, in denen das Reportergen
exprimiert werden kann. Nach der Lyse der Zellen wird die Aktivitat der Luziferase
gemessen. Um Promotoraktivitdten verschiedener Konstrukte miteinander zu
vergleichen, wird zur Standardisierung ein Vektor in konstanter Menge kotransfiziert,
der z.B. eine andere Luziferase (aus Renilla reniformis, auch renilla-Luziferase genannt)
exprimiert. Um die Hintergrundaktivitat des Reportergens zu ermitteln, wird parallel der

promotorlose pGL3 basic Vektor ,pGL3 basic (leer)” transfiziert.

5.11.2 Reportergenkonstrukte

Es wurden bereits vorhandene Reportergenkonstrukte verwendet, wobei die zu
untersuchenden Promotoren in den pGL3 basic Vektor kloniert (ECE-1c Promotor:
490 bp 5 des ATG, Wildtyp-Sequenz (,WT*“) oder mutiert (analog ODN ,ECE-1c -154
(Mut 1)“ worden waren (siehe Tab. 3). Als Positivkontrolle diente der pGL3 basic Vektor
mit dem viralen SV40 Promotor ,pGL3 basic (SV40)“. Tab. 4 gibt eine Ubersicht tber
eingesetzte Konstrukte. Mutationen wurden Uber eine PCR-basierte Methode in die

genomische Sequenz eingefugt [130] wie an anderer Stelle beschrieben [131].

Tab.4 Reportergenkonstrukte

Bezeichnung des Konstrukts Insertion

pGL3 basic (ECE-1c WT) ECE-1c Promotors mit Wildtyp-Sequenz ,WT*
pGL3 basic (ECE-1c Mut 1) Mutierter ECE-1c Promotor

pGL3 basic (SV40) SV40 Promotor

pGL3 basic (leer) -

5.11.3 Klonierung von Expressionsvektoren fiir E2F-1 und E2F-2

Humanes E2F-1 bzw. E2F-2 wurde mit in Tab. 5 genannten Primern in den Vektor
pCEP4 kloniert. Dabei wurde der gesamte offene Leserahmen der beiden
Transkriptionsfaktoren einschliellich der sog. Kozak-Sequenz (jeweils 1322 bp)
bertcksichtigt. Als Matrize flir die PCR wurde cDNA aus humanen Kelly Zellen
verwendet. Die eingesetzten Primer wurden flr die Klonierung in pCEP4 zusatzlich mit
Schnittstellen fur Nhel bzw. BamHI versehen. Die fertigen Konstrukte wurden in
Escherichia coli (DH5a) transfomiert und die Bakterien amplifiziert. Die Plasmid-DNA

wurde mittels Plasmid Maxi Kit, wie vom Hersteller beschrieben, extrahiert. Durch DNA-
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Sequenzierung wurden die Konstrukte auf ihre Richtigkeit Gberprift. Die Konzentration

und Reinheit der Plasmid-DNA wurden photometrisch bestimmt.

Tab. 5 Eingesetzte Primer
Primername  Schnittstelle Sequenz

E2F2 sense Nhel 5-ATCTCGCTAGCCGCTATGCTGCAAGGGCCC-3°
E2F2 antisense BamHlI 5-GATCTGGATCCCCACTCAATTAATCAACAGGTC-3’
E2F1 sense Nhel 5-ATCTCGCTAGCCGTCATGGCCTTGGCCGGG-3°
E2F1 antisense BamHI 5-GATCTGGATCCCCTGTCAGAAATCCAGGGGG-3°

5.11.4 Transiente Transfektion

5.11.4.1 Prinzip

Um die Aktivitat der Promotoren in den Reportergenkonstrukten in eukaryontischen
Zellen zu bestimmen, wurden sie mittels FUGENE-6 in Zellen transfiziert. Lipid-Plasmid-
Komplexe fusionieren dabei mit der Zellmembran und die DNA wird in die Zelle
aufgenommen. Durch Kernporen gelangt sie weiter in den Zellkern, wo ggf. das
Luziferase-Gen unter Kontrolle des vorgeschalteten Promotors transkribiert wird. Um
den Effekt der Transkriptionsfaktoren E2F-1 und E2F-2 auf die Promotoraktivitat zu
untersuchen, wurden die Expressionsvektoren gemeinsam mit den pGL3 basic

Vektoren transfiziert.

5.11.4.2 Durchfuhrung

HMEC-1 bzw. EA.hy 926 wurden in einer Konzentration von 100.000 Zellen in 2 ml
Nahrmedium pro Loch einer 12-Lochplatte ausgesat. Am folgenden Tag wurde das
Medium durch 1 ml OPTIMEM ohne Zusatze ersetzt. Bei der nun folgenden

eigentlichen Transfektion wurden pro Loch 50 pl Transfektionsldsung zugegeben.

Transfektionslosung pro Loch
FuGENE 6 1,5 ul
Promotor-Luziferase-Konstrukt im pGL3 basic Vektor 0,4 ug
phRL-null (Renilla) 0,05 ug
OPTIMEM- Medium ad 50 pl

Zunachst wurde vorher erwarmtem OPTIMEM das FUGENE 6 zugesetzt und 5 min bei
RT inkubiert. FUr jeden Ansatz wurde das Plasmidgemisch in ein Reaktionsgefal}
vorgelegt und tropfenweise das Medium/ FUGENE 6 Gemisch zugegeben und erneut

inkubiert (15 min, RT). Danach wurden 50 pl des Gemisches in jedes Loch pipettiert.
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Jeder Ansatz erfolgte in vier Replikaten. Nach der Transfektion wurden die Zellen 48

Stunden im Zellinkubator inkubiert.

5.11.5 Bestimmung der Luziferaseaktivitat und Berechnung der relativen

Luziferaseaktivitat

Nach zweimaligem Waschen der Zellen mit PBS erfolgte nach dem Absaugen des PBS
die Lyse der Zellen durch Zugabe von 200 ul Passive Lysis Buffer pro Loch einer
12-Loch Platte. Nach Inkubation auf einem Schuttler (15 min, 80 rom, RT) wurden die
Zellen bei -80°C Uber Nacht eingefroren, um diese komplett zu lysieren. Fur die
eigentliche Bestimmung der Luziferaseaktivitdt wurde das Dual-Luciferase Reporter
Assay System, wie vom Hersteller angegeben, verwendet. Die Messung erfolgte im
Luminometer. Es wurden jeweils 20 pl Zell-Lysat eingesetzt. Die Messzeit der
Reportergen-Aktivitaten betrug jeweils 10 s. Zum Vergleich der Aktivitaten
verschiedener Promotoren wurde die relative Luziferaseaktivitat (RLA) berechnet. Die
RLA ist das Verhaltnis der (firefly-Luziferaseaktivitat ,LucF“ des jeweiligen
Reportergenkonstrukts zu der Aktivitat einer kotransfizierten renilla-Luziferase ,LucR" in
Bezug zum Verhaltnis der firefly-Luziferaseaktivitdt des promotorlosen pGL3 basic

Vektors (pGL3 basic leer) zu der kotransfizierten renilla-Luziferaseaktivitat.

LucF(n)/ LucR(n)
LucF(pGL3 basic leer)/ LucR(pGL3 basic leer)

RLAR =

5.12 Reagenzien, Geraten und Materialien

Reagenzien und Materialien Hersteller

8-Loch Objekttrager (OT) Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland
Standard-Epoxy, 6 mm
12-Lochplatten Nunc GmbH & Co KG, Wiesbaden, Deutschland

Acrylamid/ Bisacrylamid (30/0,8) |Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland
= rotiphorese 30
Acrylamid/ Bisacrylamid (40/2) |Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland
= rotiphorese 40
Antikoérper gegen: Aktin, CBF-A, [Santa Cruz Biotechnologie, Heidelberg, Deutschland
E2F-1, E2F-2, E2F-3, GATA-2,
GATA-3, Anti-Maus- und Anti-
Kaninchen-Antikorper
Anti-Kaninchen Antikorper Calbiochem, Merck, Darmstadt, Deutschland
APS Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland
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BamHI

Bench Mark TM Prestained
Protein Ladder

Blotting Grade Non Fat Dry Milk

Bromphenolblau

BSA

Cell Scraper 32 cm

Chloroform

Complete mit EDTA

DC Protein Assay

DH5a. (Escherichia coli)

DMEM

DTT

E2F-2 Blocking Peptide sc-633P

EDTA

EGF

EGTA

Ethanol

FCS

Filterpapier (Whatman)

FUGENE 6

Y*?P ATP

Glas-Pasteurpipetten
Glasschalchen (Farbetroge)
Glycerol (Glycerin)

Glycin

HAT

HCI1M

HEPES
Hydrocortisonldsung
Hyperfilm MP

Igepal (CA-630)

Isopropanol (2-Propanol)

KCI

L-Glutamin

MCDB 131

B-Mercaptoethanol

Methanol

MEM — EARLE 10x

MgC|2

Microcon Microconcentrators-
100 YM-100

MicroSpin G-25 Columns

Mikrotiterplatte (Deckel)

Mowiol

Natriumbicarbonat

NaCl

NaOH 1M

New England Biolabs GmbH, Frankfurt, Deutschland
Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

BioRad Laboratories GmbH, Munchen, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland

Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland

BioRad Laboratories GmbH, Munchen, Deutschland

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

PAA Laboratories GmbH, Colbe, Deutschland

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland

Santa Cruz Biotechnologie, Heidelberg, Deutschland

Sigma-Aldrich GmbH Steinheim, Deutschland

Sigma-Aldrich GmbH Steinheim, Deutschland

Sigma-Aldrich GmbH Steinheim, Deutschland

J.T. Baker, Mallinckrodt Baker, Deventer, Holland

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Schleicher und Schiull, Dassel, Deutschland

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland

GE Healthcare - Amersham Biosciences, Minchen,
Deutschland

Brand GmbH & Co KG, Wertheim, Deutschland

Brand GmbH & Co KG, Wertheim, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland

GE Healthcare - Amersham Biosciences, Minchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich GmbH Steinheim, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Gibco - Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Millipore GmbH, Schwalbach, Germany

Amersham Biosciences GmbH, Freiburg, Deutschland
Nunc GmbH Co. KG, Wiesbaden, Deutschland
Calbiochem, Merck, Darmstadt, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland
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Natriumphosphat
Natrium Deoxycholat
Natrium-Pyruvat
NEAA (100x)

Nhel

OPTIMEM
Paraformaldehyd
Passive Lysis buffer
PBS - Dulbecco w/o Ca, Mg
Penicillin/Streptomycin
Plasmid Maxi Kit
Poly[d(I-C)]

Polypropylen-Rohrchen

Ponceau S

Protran Nitrozellulose
Transfermembran BA 85

Propidiumjodid

Renilla Ry Vektor

Rontgenkassette BAS 2040

RPMI 1640 ohne Glutamin

Saran-Folie

SDS ultra pure

Skalpell

SuperSignal® West Pico
Chemiluminescent Substrate

T4 Kinase Puffer

T4 Polynukleotid Kinase

TBE 10 x

TEMED

TRIzOL Reagenz

Tris Ultra Qualitat

Trypsin Versene

Tween 20

Xylencyanol

Zellkulturflaschen mit Filter

Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich GmbH Steinheim, Deutschland

PAA Laboratories GmbH, Colbe, Deutschland

PAA Laboratories GmbH, Cdlbe, Deutschland

New England Biolabs GmbH, Frankfurt, Deutschland

Gibco - Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Promega GmbH, Mannheim, Deutschland

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

PAA Laboratories GmbH, Cdlbe, Deutschland

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim,
Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland

Schleicher & Schull BioScience GmbH Dassel,
Deutschland

Sigma-Aldrich GmbH Steinheim, Deutschland

Promega GmbH, Mannheim, Deutschland

Fujifilm, Tokyo, Japan

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Dow Chemical Company

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland

Feather Safty Razor Co.

Pierce, Rockford, IL, USA

Promega GmbH, Mannheim, Deutschland
Promega GmbH, Mannheim, Deutschland
Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich GmbH Steinheim, Deutschland
Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland
Gibco - Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Nunc GmbH Co. KG, Wiesbaden, Deutschland
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Gerate und PC-Programme

Hersteller

R-Szintillationszahler 1219
Rackbeta

Elektrophoresekammer
MiniProtean Il fir Western Blot

Elektrophoresekammer fir
EMSA

ELISA-Reader MRX
Fast Blot B43 Transfer Kammer
Fluoreszenzmikroskop

Glas-Teflon-Homogenisator/
Potter S

Imaging Plate Reader BAS-1500

Imaging Plate BAS-MS2040
Luminometer Lumat LB 9501
pH-Meter Calimatic 761
Schuttler Pormax 2020

Spannungsquelle

Thermal-Cycler, PTC-100
TINA 2.09¢g

Ultra-Turrax T25

UV-1202 Photometer
Wasserbad
Zellinkubator

Mikrozentrifugen

Perkin EImer Wallac GmbH, Freiburg, Deutschland

BioRad Laboratories GmbH, Minchen, Deutschland

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

DYNEX Technologies, Denkendorf, Deutschland
Biometra, Goéttingen, Deutschland
Carl Zeiss GmbH, Géttingen, Deutschland

Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

Fujifilm, Vertrieb Uber Raytest Isotopenmessgerat
GmbH, Straubenhardt, Deutschland

Fuijifilm, Tokyo, Japan
Berthold GnbH & Co KG, Bad Wildbad, Deutschland
Knick GmbH & Co, Berlin, Deutschland

Heidolph Elektro GmbH & Co KG, Kelheim,
Deutschland

BioRad, Hercules, CA, USA
MJ Research Inc. USA, Uber Biozym Diagnostik

GmbH, Hessisch Oldendorf, Deutschland

Raytest Isotopenmessgerate GmbH, Straubenhardt,
Deutschland

Janke & Kunkel, IKA Labortechnik, Staufen,
Deutschland

Shimadzu, Duisburg, Deutschland
Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
Heraeus Sepatech, Berlin, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg Deutschland
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6 ERGEBNISSE
6.1 Identifizierung funktioneller Elemente in den ECE-1 Promotoren

6.1.1 E2F-2 interagiert mit dem E2F-Bindungsmotiv im ECE-1b Promotor

Im ECE-1b Promotor befindet sich an Position -338 bp (5 des ATG) ein naturlicher
Polymorphismus (SNP), der ein Bindungsmotiv fur den Transkriptionsfaktor E2F
verandert. Wir konnten zeigen, dass E2F-2 aus SK-N-MC Neuroblastomzellen (Abb. 5)
und Glioblastomgewebe (nicht gezeigt) spezifisch mit den E2F-Bindungsmotiven in den
beiden Allelen (-338A und -338C) im Supershift-Assay interagierte.

Abb. 5 EMSA - Interaktion zwischen nukldarem E2F-2 aus Neuroblastomzellen
(SK-N-MC) mit dem polymorphen E2F Bindungsmotiv im ECE-1b Promotor

ECE-1b -338C ECE-1b -338A
a L]
<83
<82
- | «s1
< UB
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7

Die linke Autoradiographie zeigt die Interaktion eines *2P-markierten ODN fiir Allel
-338C, die rechte die Interaktion mit Allel -338A.

[1] Proteinextrakt und ODN

[2] Zugabe von Kompetitor (nicht-radioaktiv markiertes ODN), der die spezifischen
Shifts S1 und S2 kompetiert, nicht aber die unspezifische Bande (UB) verandert.

[4] Zugabe von Anti-E2F-2 Antikorper, nicht jedoch Zugabe von Anti-E2F-1 [3], Anti-
E2F-3 [5], Anti-GATA-2 [6] und Anti-GATA-3 Antikorper [7] Gberfihren den spezifischen
Shift S1 in einen Supershift S3.

Die aus Abb. 5 ersichtlichen hdoheren Intensitaten des spezifischen Shifts S1 sowie des
Supershifts S3 deuten auf eine hohere Bindungsaffinitat von E2F-2 aus
Neuroblastomzellen an das Allel -338A als an das Allel -338C hin. Eine héhere Affinitat
zum Allel -338A zeigte sich auch bei der Analyse von Proteinextrakten aus einem
Gliosarkom (Abb. 10), einem Meningeom (Abb. 11) sowie einem Glioblastom (nicht

gezeigt).
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6.1.2 Protein-DNA-Interaktionen im ECE-1c Promotor

6.1.2.1 E2F-2 interagiert mit dem E2F-Bindungsmotiv im ECE-1c Promotor

Im ECE-1c Promotor befindet sich bei -154 bp ein E2F-Bindungsmotiv. Im EMSA
konnte mit Proteinextrakten aus der Zelllinie Kelly (Abb. 6), einem Gliosarkom
(Abb. 10), einem Meningeom (Abb. 11) sowie aus den Zelllinien U373 MG und SK-N-
MC (nicht gezeigt) eine spezifische Interaktion von E2F-2 mit diesem Promotorabschnitt

gezeigt werden, wahrend E2F-1 und E2F-3 nicht interagierten.

Abb. 6 EMSA - Interaktion von E2F-2 aus Kelly-Zellen mit dem E2F-Bindungsmotiv
im ECE-1c Promotor

. S - [5] nur Proteinextrakt und ODN

[11 Zugabe von Kompetitor (nicht-
radioaktiv markiertes ODN), der den
spezifischen Shift S1 kompetiert,
nicht aber die unspezifische Bande
(UB) verandert.

[3] Zugabe von Anti-E2F-2 Antikorper
uberfihrt den spezifischen Shift S1
komplett in einen Supershift.

< $1 Zugabe von Anti-E2F-1 [4] oder Anti-
<4UB E2F-3 Antikorper [2] verandern den
1 2 3 4 5 Shift nicht.

<« S2

Bindung von E2F-2 an diesen Abschnitt des ECE-1c Promotors konnte weiterhin mit
Proteinextrakten aus Meningeomgewebe (Abb. 11), EA.hy 926 (Abb. 14) und HMEC-1
(nicht gezeigt) im EMSA wund Supershift Assay nachgewiesen werden. Die
Bindungsaffinitat von fraktionierten Proteinen aus U373 MG und HMEC-1 zum bereits
im EMSA eingesetzten radioaktiv markierten ODN wurde zusatzlich im Southwestern
Blot analysiert. Abb. 7 zeigt die Southwestern Blot Analyse mit zytosolischen und

nuklearen Proteinen aus U373 MG Gliomzellen.
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Abb. 7 Southwestern Blot - Analyse der Bindung von E2F aus U373 MG
Gliomzellen an das E2F-Bindungsmotiv im ECE-1c Promotor

(A) E2F3 E2F-2 E2F-1 (B)
z N z N z N z N
" |- — I64 kDa
R _ |50 kDa >
o T -

B-Aktin —_TN e |

Nukleares (N) und zytosolisches (Z) Proteinextrakt aus U373 MG wurden
elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran transferiert.
Zunachst erfolgte die Inkubation mit dem radioaktiv markierten ODN analog zum E2F-
Bindungsmotiv im ECE-1c-Promotor (B), anschlielend auf derselben Membran der
Protein-Nachweis von E2F-1, -2 und -3 (A). Unterhalb der E2F Detektion (A) ist der
B-Aktin-Nachweis als Kontrolle fur gleichmalige Beladung dargestellt. Zwischen (A)
und (B) ist das mittels Molekulargewicht-Marker bestimmte Molekulargewicht
eingetragen. Der rechts abgebildete Teil der Membran (B) entspricht dem Abschnitt von
(A), auf dem E2F-2 detektiert wurde.

Aus Abb. 7 (B) ist ersichtlich, dass das ODN analog zum EZ2F-Bindungsmotiv im
ECE-1c Promotor eine hohe Affinitat zu einem Protein aus U373 MG aufwies, das ein
Molekulargewicht von etwas unter 50 kDa hatte. Weitere schwachere Bindungen
erfolgten an Proteine leichter als 37 kDa, sowohl an solche aus der zytosolischen als
auch an jene aus der nuklearen Fraktion. Auf derselben Membran (Abb. 7 (A) E2F-2)
wurde E2F-2 detektiert, dabei waren fur E2F-2 zwei Banden (ca. 50 und 48 kDa) in
Kern- und Zytosolfraktion nachweisbar. Die obere der beiden Banden hatte das gleiche
Molekulargewicht wie das Protein, fir das eine Bindung mit dem ODN gezeigt wurde.
Das Protein, das der unteren und schwacheren der beiden Banden entsprach,
interagierte offenbar nicht mit dem ODN (Abb. 7 (B)). E2F-1 wurde als Protein von
64 kDa detektiert. Analog dem EMSA liel3 sich jedoch keine Bindung an das ODN
nachweisen. Der Anti-E2F-3 Antikorper detektierte ein sehr schwaches Signal von
ca. 50 kDa. Die Ubereinstimmung des Molekulargewichts der E2F-2 Bande von 50 kDa
mit dem des ODN-Interaktionspartners deutete darauf hin, dass es sich dabei
hdchstwahrscheinlich um E2F-2 handelte. Nach dem Southwestern Blot Ergebnis
alleine ist es nicht auszuschlief3en, dass auch E2F-3 an das ODN binden konnte. Die

Interaktionspartner des ODN mit einem Molekulargewicht von unter 37 kDa konnten
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nicht zugeordnet werden. Obwohl mit dem Anti-E2F-2 Antikdrper zwei Signale (48 und
50 kDa) nachgewiesen wurden, band offenbar nur das schwerere Protein an das ODN.
Dies traf in gleicher Weise auch fur das Ergebnis der Southwestern Blot Analyse mit
Proteinextrakten aus HMEC-1 zu (Abb. 8). Die auch hier bei ca. 64 kDa detektierte E2F-

1 Variante hatte ebenfalls kein korrelierendes Signal in der ODN Bindungsanalyse.

Abb. 8 Southwestern Blot - Analyse der Bindung von E2F aus HMEC-1
Endothelzellen an das E2F-Bindungsmotiv im ECE-1c Promotor

(A) E2F-1 E2F-2 (B) Nukleares (N) und zytosolisches
kDa (Z) Proteinextrakt aus HMEC-1

z N z N < z N wurden elektrophoretisch

PLLN aufgetrennt und auf eine

. <50 Nitrozellulosemembran geblottet.

= 57 Zunachst erfolgte die Inkubation

<+ mit dem radioaktiv markierten

ODN analog zum E2F-

D — | g——  (-Aktin Bindungsmotiv im ECE-1c-

Promotor (B).

AnschlieRend erfolgte auf derselben Membran der Protein-Nachweis von E2F-1
und -2 (A) wie Uber der Abb. jeweils angegeben. Unten ist der (3-Aktin-Nachweis als
Kontrolle fur gleiche Beladung und zwischen (A) und (B) ist das mittels
Molekulargewicht-Marker bestimmte Molekulargewicht dargestellt. Der rechts

abgebildete Teil der Membran (B) entspricht dem Abschnitt von (A), auf dem E2F-2
detektiert wurde.
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6.1.2.2 Untersuchung der CCAAT-Box im ECE-1c Promotor
Im ECE-1c Promotor befindet sich bei -226 bp (5" des ATG) eine CCAAT Box, die

einem CBF-Bindungsmotiv entspricht und mit einer potentiellen GATA-Bindungsstelle
uberlappt. Im EMSA konnte gezeigt werden, dass CBF aus nukledarem Extrakt
neuroblastarer Kelly (Abb. 9) sowie SK-N-MC Zellen (nicht dargestellt) spezifisch mit
diesem Promotorabschnitt interagiert. Die spezifische Interaktion von CBF aus
endothelialen EA.hy 926 Zellen hatten wir bereits vorher gezeigt [92], sie diente hier als
Positivkontrolle (Abb. 9).

Abb. 9 EMSA - Interaktion von CBF aus EA.hy 926 und Kelly Zellen mit der
CCAAT-Box bei -226 im ECE-1c Promotor

EA.hy926 Kelly
‘—- - —— e

¥ .

4 5

< $1

2 3 1 2 3 4 5

[5] Kernprotein aus EA.hy 926 und Kelly Zellen wurde mit radioaktiv markiertem ODN
analog zu der CCAAT-Box inkubiert;

[4] Zugabe von Kompetitor (nicht-radioaktiv markiertes ODN) kompetiert die
spezifischen Shifts S1, S2 und S3

[3] Zugabe von Anti-CBF-A Antikorper, nicht jedoch Zugabe von Anti-GATA-2 [2]
oder Anti-GATA-3 Antikorper [1] bewirkt ein Verschwinden des spezifischen Shifts
S3, nicht aber der spezifischen Shifts S1 und S2.

Nach Zugabe des Anti-CBF-A Antikérpers wurde Shift S3, nicht aber Shift S1 und S2 in
Kelly und EA.hy 926 Zellen ausgeldscht. Dies zeigte sich auch im EMSA mit
Proteinextrakten aus SK-N-MC (nicht gezeigt). Die Shifts S1 und S2 ausl0senden

Proteine konnten nicht identifiziert werden.
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6.1.3 Unterschiede in der Affinitat von E2F-2 zum ECE-1b und -1c Promotor
Mittels EMSA wurde die Affinitat von E2F-2 aus einem Gliosarkom (Abb. 10) bzw.

einem Meningeom Grad | (Abb. 11) mit den jeweiligen Bindungsstellen im ECE-1b bzw.
ECE-1c Promotor verglichen. Mit beiden Proteinextrakten und fur beide
Promotorelemente wurde die Bindung von E2F-2 gezeigt. Die Affinitat zum ECE-1b
Promotor wurde in beiden Gewebeextrakten durch den SNP beeinflusst, wobei jeweils
eine starkere Affinitdt von E2F-2 zum Allel -338A als zum Allel -338C bestand.
In Abb. 10 ist zu erkennen, dass E2F-2 aus dem Gliosarkomgewebe eine hohere
Affinitat zum untersuchten ECE-1c als zum ECE-1b Promotorabschnitt hat.

Abb. 10 EMSA - Interaktion von E2F-2 aus Gliosarkomgewebe (HW) mit dem E2F-
Bindungsmotiv im ECE-1b und ECE-1c Promotor

ECE-1c -154 (WT) ECE-1b -338C ECE-1b -338A
| Sc < SB
< C1 < B2
<4 UB <4 UB
< B1
1 2 3 4 1 2 3 4 4 3 2 1

Eingesetzte ODN sind Uber der jeweiligen Darstellung angegeben.

[1] nur Proteinextrakt und ODN

[2] Zugabe von Kompetitor (nicht-radioaktiv markiertes ODN), der die spezifischen
Shifts C1 bzw. B1 und B2 kompetiert, nicht aber die unspezifische Bande (UB)
verandert.

[3] Zugabe von Anti-E2F-2 Antikorper, nicht jedoch Zugabe eines Kontrollantikorpers in
gleicher Menge (Anti-GATA-2 Antikdrper) [4] UberfUhren die spezifischen Shifts C1
bzw. B2 in Supershifts Sc bzw. Sg.

Dahingegen waren Shift und Supershift mit E2F-2 aus Meningeomextrakt (Abb. 11)
starker bei Verwendung des ODN ECE-1b -338A/C und wiesen damit eine hohere
Affinitat zur untersuchten E2F-Bindungsstelle im ECE-1b als im ECE-1c Promotor auf.
Auch in Extrakten aus SK-N-MC war die Affinitat von E2F-2 zum ECE-1b Promotor

hdher als die zum ECE-1c Promotor (nicht gezeigt).
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Abb. 11 EMSA - Interaktion von E2F-2 aus Meningeomgewebe (DR) mit seinen
Bindungsstellen im ECE-1b und -1c Promotor

ECE-1c -154 (WT) ECE-1b -338 C ECE-1b -338 A
< SC < SB
< C1 . |«B2
<4 UB <4 UB
< B1
1 2 3 4 1 2 3 4 1 - 2 3 4

Eingesetzte ODN sind uber der jeweiligen Darstellung angegeben.

[1] nur Proteinextrakt und ODN

[2] Zugabe von Kompetitor (nicht-radioaktiv markiertes ODN), der die spezifischen
Banden C1 bzw. B1 und B2 kompetiert, nicht aber die unspezifische Bande (UB)
verandert.

[3] Zugabe von Anti-E2F-2 Antikorper, nicht jedoch Zugabe eines Kontrollantikdrpers
in gleicher Menge (Anti-GATA-2 Antikorper) [4] Uberfuhren den spezifischen Shift C1
bzw. B2 in einen Supershift Sc bzw. Sg.
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6.2 Funktionalitat der E2F-Bindungsstelle im ECE-1c Promotor

6.2.1 Promotorfunktionsanalyse mittels Reportergen Assay

Wir konnten zeigen, dass durch die Mutation des E2F-Bindungsmotivs die
Promotoraktivitat des untersuchten ECE-1c Promotorabschnitts in endothelialen
HMEC-1 Zellen auf 16 % der Wildtyp-Aktivitat reduziert wird (Abb. 12).

Abb. 12 Reportergen Assay — Bedeutung der E2F Bindungsstelle fiir Aktivitat
des ECE-1c Promotors in HMEC-1 Zellen

RLA

350 -
Die Graphik zeigt die RLA des ECE-1c
Wildtyp-Promoterkonstrukts in pGL3 basic
50 (WT) im Vergleich zur RLA des ECE-1c
Promotorkontrukts  mit  mutierter E2F
200 + Konsensussequenz (Mut 1). In pGL3 basic
klonierter =~ SV40-Promotor  dient  als
Positivkontrolle (SV40). Alle Konstrukte
100 | wuden transient in HMEC-1 Zellen
transfiziert.

300 -

150 -

50 +

; [

WT Mut1 SV40

Abb. 13 Reportergen Assay — Effekt der E2F-Uberexpression auf die Aktivitit des
ECE-1c Promotors in HMEC-1 und EA.hy 926 Endothelzellen

LucF/LucR
450 |
400 |-
Die Graphik zeigt die Quotienten
350 |- LucF/LucR nach Transfektion des
ECE-1c Wildtyp-Promoterkonstrukts
e und Kotransfektion mit folgenden
250 | Vektoren in HMEC-1 bzw.
EA.hy 926 Zellen:
200 |-

[ Leervektor (pCEP4)

150 |- B Expressionsvektor flir E2F-1
] Expressionsvektor fur E2F-2
100 |-

50 |

0
HMEC-1 EA.hy 926
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Kotransfektion von E2F-1 und E2F-2 Expressionsvektoren erhdhte die Promotoraktivitat
des ECE-1c Promotors in HMEC-1 und EA.hy 926 Zellen (Abb. 13). Dabei wurde die
Promotoraktivitat in HMEC-1 Zellen durch E2F-1 starker induziert als durch E2F-2,
wahrend in EA.hy 926 Zellen beide Transkriptionsfaktoren die Promotoraktivitat etwa

gleich stark induzierten.

6.2.2 Datenbankanalyse zur Bestimmung von Bindungsmotiven

Die Programme Matinspektor (Genomatix Software GmbH, Munchen, Deutschland,
http://www.genomatix.de; [132]) und Transfac (Gesellschaft flr Biotechnologische
Forschung, Braunschweig, Deutschland, http://www.gene-regulation.com/pub/
databases.html# transfact, [133]) erlauben eine Analyse der Ahnlichkeit einer DNA-
Sequenz zu bekannten und in Datenbanken gespeicherten Transkriptionsfaktor-
Konsensussequenzen bzw. -Bindungsmotiven. Wahrend die Wildtyp-Promotorsequenz
hohe Ahnlichkeitswerte mit bekannten E2F Konsensussequenzen aufwies, ergaben
beide Analysen, dass die im Reportergen Assay analysierte Mutation analog der
Sequenz des ODN ECE-1c -154 (Mut1): 5-CGGCACTCGGTTCCGAAGCCGCGAG-3’
sowie eine weitere Mutation analog der Sequenz des ODN ECE-1c -154 (Mut2): 5'-
CGGCACTCGGTACCGAAGCCGCGAG-3  in diesem Promotorabschnitt keine

Ahnlichkeit mehr mit bekannten E2F Konsensussequenzen hat.

6.2.3 Auswirkungen der Mutation auf die E2F-2 Bindungsaffinitat im EMSA

Um die Auswirkungen der Mutation des E2F Bindungsmotivs im ECE-1c Promotor auf
die Affinitdt zu E2F-2 zu Uberprufen, fihrten wir einen EMSA mit Proteinextrakten aus
EA.hy 926 (Abb. 14) sowie HMEC-1 Zellen (nicht abgebildet) durch. Dabei wurde die
Bindungsaffinitat von E2F-2 zu den die Mutation tragenden ODN ECE-1c -154 (Mut1):
5-CGGCACTCGGTTCCGAAGCCGCGAG-3 und ECE-1c -154 (Mut2):
5-CGGCACTCGGTACCGAAGCCGCGAG-3’ mit der Wildtyp-Sequenz ECE-1c -154
(WT): 5-CGGCACTCGGCGCCGAAGCCGCGAG-3’ verglichen. Die Intensitat des
Shifts sowie des Supershift stellte sich in allen Fallen gleich stark dar. Daraus lasst sich
ableiten, dass die Bindungsaffinitat von E2F-2 durch die Mutation nicht wesentlich

verandert wurde.
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Abb. 14 EMSA- Vergleich der Bindungsaffinitat von E2F-2 aus EA.hy 926 Zellen

zum Wildtyp bzw. mutiertem E2F Bindungsmotiv im ECE-1c Promotor

ECE-1c -154 (Mut1) ECE-1c -154 (Mut 2) ECE-1c -154 (WT)

< S2

1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 - 3 4

Eingesetzte ODN sind Uber der jeweiligen Darstellung angegeben.

[4] nur Proteinextrakt und ODN

[3] Zugabe von Kompetitor (nicht-radioaktiv markiertes ODN) verandert den
spezifischen Shift S1, nicht aber die unspezifische Bande (UB).

[2] Zugabe von Anti-E2F-2 Antikorper, nicht aber Zugabe von Kontrollantikdrper in
gleicher Menge (Anti-GATA-2 Antikorper) [1] Uberflhren den spezifischen Shift S1 in
einen Supershift S2.

6.3 Proteinexpression von Transkriptionsfaktoren
6.3.1 Expression von E2F in Hirntumoren und Zelllinien

6.3.1.1 Expression von E2F in Hirntumoren

Nachdem die funktionelle Bedeutung des E2F-Bindungsmotivs im ECE-1c Promotor in
endothelialen Zellen und die Bindung von E2F-2 an dieses Promotorelement in allen
untersuchten Proteinextrakten gezeigt werden konnte, stellte sich die Frage nach
eventuellen Unterschieden in der Proteinexpression der E2F Familienmitglieder,
insbesondere von E2F-2 in den neuroepithelialen und meningealen Tumoren. Diese

wurde mittels Western Blot untersucht.

E2F-1 Expression in Hirntumoren

Einen reprasentativen Western Blot zum Nachweis von E2F-1 in vier Hirntumoren zeigt
Abb. 15. Die ungefahren Molekulargewichte der in den untersuchten Geweben vom
E2F-1 Antikorper detektierten Proteine sind Tab. 6 zu entnehmen. Mindestens eine

Bande wurde in allen untersuchten intrakraniellen Tumoren: 8 Astrozytome (1 x WHO
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Grad I, 1 x WHO Grad II-lll, 1 x WHO Grad lll und 5 Glioblastome WHO Grad V), 1
Oligoastrozytom WHO II-1ll, 2 Oligodendrogliome und 3 Meningeomen sowie in nicht-

neoplastisch veranderter Gro3hirnrinde detektiert.

Abb. 15 Western Blot- Analyse der E2F-1 Expression in Hirntumoren

1 2 3 4
81kDa @ . 1: Astrozytom WHO Grad | (HS)
64 kDa @ .
B e - e <—s59kDa  2: Glioblastom (RB)
gl <— 55 kDa
S0KDa @ oy — <«— 45KDa 3: Astrozytom WHO Grad Il (JG)

4: Meningeom (MJ)
a— am— A S B-Aktin

In vier reprasentativen Hirntumoren lassen sich verschiedene E2F-1 Varianten
nachweisen. B-Aktin dient als Kontrolle fur gleichmallige Beladung. Links ist mit
Punkten das Molekulargewicht (MW) des mitgefuhrten Standards, rechts das MW
detektierter Banden durch Pfeile dargestellt. Buchstaben hinter den Tumorentitaten
entsprechen den kodierten Patienteninitialen.

Tab. 6 Expression von E2F-1 Proteinvarianten in Hirntumoren

PA | AA| A |GBM|GBM|GBM|GBM| GS | OA | OD | OD
any |@-m| avy | avy | avy | av) (-1 (1)

HS | JG | DS |RB | LF | HK | PB |HW |[RW [ DP [ PJ

Ko

kDa
62 (X) | X
59 | X X X X X X X X X X
55 | X X X X X X X X
45 | X X X X X X X X X X X X

Fir jedes Gewebe ist in der zugehorigen Spalte die Nachweisbarkeit der einzelnen
Banden durch ein X in der entsprechenden Zeile markiert. Die Zeilen sind jeweils einem
Molekulargewicht in kDa zugeordnet, das anhand eines mitgefihrten Standards
abgeschatzt wurde. Freie Felder bedeuten fehlende, (X) schwache oder inkonstante
Banden. A=Astrozytom; PA=Pilozytisches A, AA=Anaplastisches A; GBM=Glioblastoma
multiforme;  GS=Gliosarkom (Unterform des GBM); OA=Oligoastrozytom;
OD=0ligodendrogliom; M=Meningeom; Ko=nicht-neoplastisch veranderte
Grol3hirnrinde (Kontrolle); darunter WHO Grad in romischen Ziffern; kodierte Patienten-
initialen stehen in Zeile 2.
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E2F-2 Expression in Hirntumorgeweben

E2F-2 lie® sich in allen untersuchten intrakraniellen Tumoren, aufler in einem
Oligoastrozytom WHO Grad llI-1ll nachweisen. Nicht detektierbar war E2F-2 in der nicht-
neoplastisch veranderten Grol3hirnrinde. Abb. 16 zeigt einen reprasentativen Western
Blot mit der Detektion von E2F-2 in vier untersuchten Tumorproben. Detektierte Banden

in allen untersuchten Geweben sind Tab. 7 zu entnehmen.

Abb. 16 Western Blot- Analyse der E2F-2 Expression in Hirntumoren

1 2 3 4
81KkDa @ 1: Glioblastom (RB)
64 kDa @ 2: Astrozytom WHO Grad | (HS)
0kDa® > gl we. s T %002 3. Gjioblastom (LF)
37kDa® ' 4: Oligodendrogliom (DP)

- " <— 30 kDa
| — —— s [3-Aktin
In vier reprasentativen Hirntumoren lassen sich verschiedene E2F-2 Varianten
nachweisen. B-Aktin dient als Kontrolle fur gleichmaRige Beladung. Links ist mit
Punkten das Molekulargewicht (MW) des mitgefihrten Standards, rechts das MW

detektierter Banden durch Pfeile dargestellt. Buchstaben hinter den Tumorentitaten
entsprechen den kodierten Patienteninitialen.

Tab. 7 Expression von E2F-2 Proteinvarianten in Hirntumoren

PA|AA | A |GBM|GBM|GBM|GBM| GS | OA | OD | oD
) @y avy | avy | avy | av) (11-lnn) (111

HS | JG | DS |RB | LF | HK | PB |HW |RW | DP [ PJ

kDa
50 | X X | X)| X X X X X
48 | X X X) | X X X X X X
30 | X) | X (X) X X

Fir jedes Gewebe ist in der zugehdrigen Spalte die Nachweisbarkeit der einzelnen
Banden durch ein X in der entsprechenden Zeile markiert. Die Zeilen sind jeweils einem
Molekulargewicht in kDa zugeordnet, das anhand eines mitgefihrten Standards
abgeschatzt wurde. Freie Felder bedeuten fehlende, (X) schwache oder inkonstante
Banden. A=Astrozytom; PA=Pilozytisches A, AA=Anaplastisches A; GBM=Glioblastoma
multiforme;  GS=Gliosarkom (Unterfform des GBM); OA=Oligoastrozytom;
OD=0ligodendrogliom; M=Meningeom; Ko=nicht-neoplastisch veranderte
Grol3hirnrinde (Kontrolle); darunter WHO Grad in romischen Ziffern; kodierte Patienten-
initialen stehen in Zeile 2.
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Vergleich der E2F-2 Varianten in Hirntumoren mit unterschiedlicher Bindungs-
affinitat zu den ECE-1 Promotoren

Im Abschnitt 6.1.3 wurde dargestellt, dass sich E2F-2 aus einem Gliosarkom- und einen
Meningeomgewebe in der Bindungsaffinitat zum E2F-Bindungsmotiv im ECE-1c im
Vergleich zum ECE-1b Promotor unterscheidet. Die Analyse der E2F-2 Expression in
diesen Tumoren im Western Blot zeigte, dass in dem Gliosarkom zwei Banden vom
Anti-E2F-2 Antikorper detektiert wurden (Molekulargewichte von 48 und 50 kDa),

wahrend im Meningeom nur die kleinere Variante (48 kDa) nachweisbar war (Abb. 17).
Abb. 17 Vergleich der E2F-2 Expression in Meningeom- und Gliosarkomgewebe

—— 1: Meningeom (DR)

81 kDa. 1 2 ) .

Y A 2: Gliosarkom (HW)

50 kDa @ ~—— 4—50kDa B-Aktin dient als Kontrolle fur gleichmaRige
s ---= <+—48kDa Beladung. Links ist mit Punkten das

37 kDa @ Molekulargewicht (MW) des mitgefuhrten

Standards, rechts das MW der im Text
genannten Banden durch Pfeile dargestellt.
Zwei Buchstaben hinter den Tumorentitaten
stehen fur die kodierten Patienteninitialen.

S - B-Aktin

E2F-3 Expression in Hirntumoren
E2F-3 wurde im Western Blot untersucht. Die starkste Bande war bei 55 kDa

nachweisbar, teilweise in Form einer Doppelbande (Abb. 18).

Abb. 18 Western Blot- Analyse der E2F-3 Expression in Hirntumoren

1 2 3 4
81kDa @ 1: Meningeom (RD)
64kDa @ .
T o a2 o 2: Glioblastom (PB)
50 kDa @

3: Gliosarkom (HW)

T T S —— B-Aktin
4: Meningeom (MJ)

In vier reprasentativen Hirntumoren lasst sich E2F-3 nachweisen

B-Aktin dient als Kontrolle flr gleichmaRige Beladung. Links ist mit Punkten das
Molekulargewicht (MW) des mitgefuhrten Standards, rechts das MW detektierter
Banden durch Pfeile dargestellt. Zwei Buchstaben hinter den Tumorentitaten stehen
fur die kodierten Patienteninitialen.

Die Expression von E2F-3 in allen untersuchten Hirntumoren ist Tab. 8 zu entnehmen.
E2F-3 ist in 3/3 Meningeomen, 2/2 Oligodendrogliomen, 1/1 Astrozytom WHO Grad |,

1/1 Astrozytom WHO II-lIl und 3/5 Glioblastomen sowie in einer nicht-neoplastisch
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veranderten GroBhirnrinde detektierbar. Es war in 1/1 Astrozytom WHO Il und 1/1

Oligoastrozytom nicht nachweisbar.

Tab. 8 Expression von E2F-3 in Hirntumoren

PA|AA| A |GBM|GBM|GBM|GBM| GS | OA | OD | oD
) @y avy | avy | avy | av) (11-ln) (111

HS | JG | DS |RB | LF | HK | PB |HW |RW | DP | PJ

Ko

kDa
60 (X)
55 X X X DB | DB X X X
52 (X)

Fir jedes Gewebe ist in der zugehoérigen Spalte die Nachweisbarkeit der einzelnen
Banden durch ein X in der entsprechenden Zeile markiert. Die Zeilen sind jeweils einem
Molekular-gewicht zugeordnet, das anhand eines mitgeflihrten Standards abgeschatzt
wurde. Freie Felder bedeuten fehlende, (X) schwache oder inkonstante Banden.
A=Astrozytom; PA=Pilozytisches A, AA=Anaplastisches A; GBM=Glioblastoma
multiforme;  GS=Gliosarkom (Unterform des GBM); OA=0ligoastrozytom;
OD=0ligodendrogliom; M=Meningeom; Ko=nicht-neoplastisch veranderte
GrolR¥hirnrinde (Kontrolle); darunter WHO Grad in romischen Ziffern; kodierte Patienten-
initialen stehen in Zeile 2.

6.3.1.2 Expression von E2F in Zelllinien

Die Expressionsanalyse der aktivierenden E2F-Familienmitglieder in Zelllinien erfolgte
in fraktionierten (nuklearen und zytosolischen) Proteinextrakten im Western Blot sowie

in der Immunzytologie.

Expression und subzellulare Lokalisation von E2F-1 in Zelllinien

Im Western Blot lie® sich in den endothelialen Zelllinien EA.hy 926 (nicht gezeigt) und
HMEC-1 (Abb. 8) E2F-1 in Form eines 64 kDa groRen Proteins in der nuklearen
Proteinfraktion nachweisen. In U373 MG Gliomzellen zeigten sich drei Banden bei 64,
48 und 30 kDa, von denen das Signal bei 64 kDa am starksten und vor allem in der
nuklearen Fraktion nachweisbar war (Abb. 7). In neuroblastaren Kelly Zellen war E2F-1
(64 kDa) nur in der nukledaren Fraktion nachweisbar (nicht gezeigt). Mittels
Immunzytologie lieR sich in EA.hy926 Endothelzellen sowie in U373 MG Gliomzellen
die nukleare Lokalisation von E2F-1 nachweisen (Abb. 19). Auch in neuroblastaren
SK-N-MC- Zellen gelang immunzytologisch der ausschliellich nukleare Nachweis von
E2F-1 (nicht gezeigt).
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Expression und subzellulare Lokalisation von E2F-2 in Zelllinien
Alle im Western Blot mit dem Anti-E2F-2 Antikorper detektierten Proteine sind in Tab. 9

zusammengefal3t.

Tab. 9 Expression von E2F-2 in Zelllinien

EA.hy 926 HMEC-1 U373 MG SK-N-MC Kelly
Fraktion| N z N z N z N z N z
64 kDa (X) X X X
50kDa | Xa Xa (X) Xa Xa Xa Xb Xb
48kDa | Xb Xb Xa Xb Xb Xa X Xa

Fir jede Zelllinie ist fur die nukleare (N) und zytosolische (Z) Fraktion in der
zugehorigen Spalte die Nachweisbarkeit der einzelnen Banden durch X in der
entsprechenden Zeile markiert. Die Zeilen sind jeweils einem Molekulargewicht (MW)
zugeordnet. (X) bedeutet schwache oder inkonstante Bande. Die starkere der beiden
Banden bei 48 und 50 kDa ist durch X mit Index a gekennzeichnet, die schwachere mit
b, sind beide gleich stark, tragen beide ein a.

Abb. 19 Immunzytologie - E2F-1 und E2F-2 in Endothel- und Gliomzellen

b

E2F-1in U373 MG FL |

a Negativkontrolle

E2F-1 in EA.hy 926 F U373 MG FL

Die nukleare Lokalisation von E2F-1 kann in der endothelialen Zelllinie EA.hy 926 (links
unten) sowie in der glialen Zelllinie U373 MG (links oben) gezeigt werden. E2F-2 ist in
U373 MG (rechts oben) hauptsachlich im Kern detektierbar, ein schwacheres
zytoplasmatisches  Signal ist aber erkennbar. In der Negativkontrolle
(Sekundarantikorper alleine) sieht man in U373 MG (rechts unten) sowie EA.hy 926
(nicht dargestellt) kein Signal. Neben jeder fluoreszenzmikroskopischen Aufnahme (FL)
ist das entsprechende Bild der Durchlichtmikroskopie (DL) gezeigt.
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Der Anti-E2F-2 Antikorper detektierte wie zuvor in den Tumoren Proteine mit einem
Molekulargewicht von ca. 48 und 50 kDa. Die beiden Varianten von 48 kDa und 50 kDa
waren in allen untersuchten Zelllinien (EA.hy 926, HMEC-1, U373 MG, SK-N-MC und
Kelly) immer in der zytosolischen Proteinfraktion, teilweise auch in der nuklearen
Fraktion nachweisbar. Der Anti-E2F-2 Antikorper detektierte zudem in U373 MG-, Kelly-
und SK-N-MC- Zellen in der nuklearen Fraktion ein Signal bei 64 kDa. Mit Extrakten aus
EA.hy 926 konnte durch den Einsatz von Blocking Peptide die Spezifitat der Bindung
zwischen dem E2F-2 Antikdrper und dem Signal bei 48 und 50 kDa gezeigt werden
(nicht dargestellt).

Mittels Immunzytologie wurde die Expression von E2F-2 der glialen Zelllinie U373 MG
(Abb.19) sowie in der endothelialen Zelllinie EA.hy 926 (nicht dargestellt)
nachgewiesen. Es zeigte sich ein deutliches nukleares Signal fur E2F-2, allerdings
wurde in beiden Zelllinien zusatzlich in geringerer Intensitat ein zytoplasmatisches
Protein vom E2F-2 Antikorper detektiert.

Expression und subzellulare Lokalisation von E2F-3 in Zelllinien

Die Western Blot Analyse der E2F-3 Expression ergab in den neuroblastaren Zelllinien
SK-N-MC und Kelly den Nachweis von E2F-3 in Form einer Doppel- bzw. in SK-N-MC
in Form einer Einfachbande zwischen 50 und 55 kDa in 20 pg nuklearem
Proteinextrakt. Diese Bande war in der gleichen Menge zytosolischen Proteins nicht
nachweisbar. In U373 MG Glioblastom- sowie EA.hy 926 Endothelzellen war hingegen
nur eine schwache Doppelbande in 20 ug Protein detektierbar, bei Einsatz von 47 ug
nuklearem Protein aus U373 MG konnte ein starkeres Signal detektiert werden (Abb. 7).
Eine weitere Bande bei 60 kDa zeigte sich in der nuklearen und zytosolischen Fraktion
von EA.hy 926, SK-N-MC und Kelly. In der zytosolischen Proteinfraktion von EA.hy 926
sowie von U373 MG, nicht aber von Kelly und SK-N-MC lie3 sich bei ca. 57 kDa mit

dem E2F-3 Antikdrper ein Protein detektieren.

6.3.2 Expression von GATA-2 und GATA-3 in Hirntumoren und Zelllinien

Die GATA-Familienmitglieder GATA-2 und GATA-3 konnten bei positiver
Positivkontrolle (Protein aus Rattenvollblut) auf Proteinebene in 20 pg der untersuchten
intrakraniellen Tumoren sowie in zytosolischen und nuklearen Proteinfraktionen der
Zelllinien U373 MG, Kelly, SK-N-MC und EA.hy 926 nicht detektiert werden (nicht
gezeigt).
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6.3.3 Expression von CBF-A in Hirntumoren und Zelllinien

In dieser Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass CBF aus den neuroblastaren
Zelllinien SK-N-MC und Kelly an die CCAAT-Box im ECE-1c Promotor bindet. Die
Expression der Untereinheit CBF-A wurde nun im Western Blot untersucht. Abb. 20

zeigt beispielhaft die CBF-A Expression in zwei der untersuchten Tumorgewebe.
Abb. 20 Western Blot - CBF-A Expression in Hirntumoren

1 2

. 64 kDa 1: Meningeom (DR)
“:;ig o 2: Astrozytom WHO Grad IV (PB)
‘. In zwei reprasentativen Hirntumoren lasst sich
CBF-A nachweisen. B-Aktin dient als Kontrolle fur
W & #<4—30kpa gleichmaRige Beladung. Rechts ist mit Pfeilen das
. @ <—— 24 kDa Molekulargewicht detektierter Banden dargestellt.
| Zwei Buchstaben hinter den Tumorentitaten stehen

fir die kodierten Patienteninitialen.

N
o
~
o
o

o e (3-Aktin

Die mit dem Anti-CBF-A Antikorper in den untersuchten Tumorgeweben detektierten
Proteine sind Tab. 10 zu entnehmen. CBF-A (30 kDa) wurde in allen untersuchten
Tumoren detektiert.

In jeweils 20 pg der nukledren Proteinfraktion aus SK-N-MC, Kelly und EA.hy 926
Zellen war CBF-A (30-32 kDa) nachweisbar. In der zytosolischen Fraktion war in
diesem Molekulargewichtsbereich keine (EA.hy 926) bzw. eine schwache Bande
(SK-N-MC und Kelly) nachweisbar (nicht dargestellt). Immunzytologisch wurde CBF-A
in Zellen der Linie U373 MG ausschlieRlich in nuklearer Lokalisation nachgewiesen

(nicht dargestellt).
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Tab. 10 Expression von CBF-A in Hirntumoren

PA AA |GBM | GBM | GBM | GBM | GS
a [ av) | (av) | av)
HS JG RB LF HK PB HW
kDa

64 X X X
50 X X X X X X
42 X X
40 X X X
30 (X) X (X) (X) X (X) X
26 (X) (X)
24 X X X

Fir jedes Gewebe ist in der zugehdrigen Spalte die Nachweisbarkeit der einzelnen
Banden durch ein X in der entsprechenden Zeile markiert. Die Zeilen sind jeweils einem
Molekular-gewicht (MW) zugeordnet, das anhand eines mitgefuhrten Standards
abgeschatzt wurde. Freie Felder bedeuten fehlende, (X) schwache oder inkonstante
Banden. A=Astrozytom; PA=Pilozytisches A, AA=Anaplastisches A; GBM=Glioblastoma
multiforme;  GS=Gliosarkom  (Unterform des GBM);  OA=Oligoastrozytom;
OD=0ligodendrogliom; M=Meningeom; darunter WHO Grad in rémischen Ziffern;
kodierte Patienteninitialen stehen in Zeile 2.

6.4 Proteinexpression von ECE-1 in Hirntumoren und Zelllinien

6.4.1 Expression von ECE-1 in Hirntumoren

Die Expression von ECE-1 Protein (alle Isoformen) wurde mittels Western Blot
analysiert. Eingesetzt wurden jeweils 100 ug Gesamtprotein. Aus der Literatur ist fur
ECE-1 in primaren Rattenastrozyten ein Molekulargewicht von 110 bis 120 kDa
beschrieben [134] bzw. fir humanes rekombinantes ECE-1 eines zwischen 97 und
116 kDa [87]. Bei der Auswertung der Western Blots wurden diese aus der Literatur
bekannten Molekulargewichte von ECE-1 berucksichtigt. Die relative ECE-1 Expression
der Tumoren (ECE-1 rel) ist Tab. 11 zu entnehmen. Sie unterschied sich deutlich in den
untersuchten Hirntumoren. Abb. 21 zeigt beispielhaft die Expression von ECE-1 in vier

Hirntumoren.

6.4.2 Vergleich der Expression von ECE-1 mit der von E2F-2 Varianten

Da die Interaktion von E2F-2 mit dem E2F-Bindungsmotiv im ECE-1c sowie im ECE-1b
Promotor nachgewiesen werden konnte, wurde nun untersucht, ob eine Korrelation der

Proteinexpression von E2F-2 mit der von ECE-1 besteht. In Tab. 11 sind fur die
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untersuchten Tumoren die Expression der E2F-2 Varianten bei 48 und 50 kDa sowie

die relative ECE-1 Expression eingetragen.

Tab. 11 Western Blot - ECE-1 und E2F-2 Expression in Hirntumoren

PA | AA |GBM |GBM|GBM| Gs ['OD Met
ay | av)y | av) | av) (11-1mr)

HS | JG | LF | HK | PB | HW | PJ ES

ECE-1rel | 1,37 | 0,20 | 1,01 | <0,1 | 0,71 | 1,03 | 0,46 1,64

E2F-2 p50 | X X X X X X
E2F-2p48| X X X X X X X X

Aus der Tabelle ist fur die einzelnen untersuchten Hirntumoren die relative ECE-1
(ECE-1 rel) Expression dargestellt. In den unteren beiden Zeilen ist die im Western Blot
bestimmte Expression der E2F-2 Banden bei 50 kDa (E2F-2 p50) und bei 48 kDa (E2F-
2 p48) durch X gekennzeichnet. PA = Pilozytisches Astrozytom; AA = Anaplastisches
Astrozytom; GBM = Glioblastoma multiforme; GS = Gliosarkom OD =
Oligodendrogliom; M = Meningeom; Met = Metastase, kodierte Patienteninitialen stehen
in Zeile 2

ECE-1 (Tumor)/ B-Aktin (Tumor)
ECE-1 rel (Tumor) =

ECE-1 (Referenztumor)/ 3-Aktin (Referenztumor)

Die ECE-1 Signalstarke wurde jeweils auf die Intensitat des B-Aktin Signals bezogen.
Um die Ergebnisse unterschiedlicher Western Blots miteinander zu vergleichen, diente
eine bestimmte Tumorproteinprobe als ,Referenz”. Die Intensitat des ECE-1 Signals im
Verhaltnis zum (3-Aktin-Signal wurde fur diesen Tumor in jedem Blot gleich eins gesetzt.
Die auf p-Aktin standardisierte ECE-1 Expression der anderen Tumoren wurde relativ
zu diesem Referenztumor angegeben.

Es fallt auf, dass die drei Tumoren mit der geringsten ECE-1 Expression die E2F-2
Variante von 50 kDa nicht exprimieren. Da keine isoformspezifischen Antikorper fur
ECE-1 verfugbar waren, konnte eine Untersuchung der einzelnen ECE-1 Isoformen auf
Proteinebene leider nicht durchgefihrt werden, so dass lediglich die ECE-1

Gesamtexpression zur Analyse herangezogen werden konnte.
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Abb. 21 Western Blot Analyse der ECE-1 Expression in vier Hirntumoren

1 2 3
177 kDa @
114 kDa @
.
81kDa @

1: Gliosarkom (HW)
2: Glioblastom (PB)

s 3. Meningeom (RD)

4: Meningeom (MJ)

o —— oo PAKHD

B-Aktin dient als Beladungskontrolle. Links ist mit Punkten das Molekulargewicht
eingezeichnet. Buchstaben hinter den Tumorentitaten entsprechen den kodierten

Patienteninitialen.

6.4.3 Expression von ECE-1 in Zelllinien

In den Zelllinien U373 MG (glial) und HMEC-1 (endothelial) konnte im EMSA die

Bindung von E2F-2 an das E2F-Bindungsmotiv im ECE-1c Promotoren gezeigt werden.

Weiterhin zeigte sich die Bindung des entsprechenden ODN an ein 50 kDa groRRes

Protein in den beiden Zelllinien im Southwestern Blot. Mittels Western Blot wurde nun

ECE-1 in Membranproteinextrakten aus den beiden Zelllinien analysiert (Abb. 22). In

beiden Zelllinien konnte ECE-1 nachgewiesen werden.

Abb. 22 Western Blot - ECE-1 Expression in U373 MG und HMEC-1

U373 MG HMEC-1
<« 177 kDa

- W <114 kDa

<« 81 kDa

In Membranproteinextrakt aus der humanen
glialen Zelllinie U373 MG (links) sowie der
endothelialen Zelllinie HMEC-1 (rechts) lasst
sich ECE-1 nachweisen. Rechts ist mit
Pfeilspitzen das Molekulargewicht
eingezeichnet.
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7 DISKUSSION

7.1 Spezifische Interaktion von E2F-2 mit ECE-1 Promotoren

7.1.1 Spezifische Interaktion von E2F-2 mit dem E2F-Bindungsmotiv im
ECE-1b Promotor

Mittels EMSA konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass E2F-2, nicht aber E2F-1
oder E2F-3 aus Proteinextrakten astrozytarer und meningealer Tumorgewebe sowie
neuroblastarer Zellen hochspezifisch mit seinem Bindungsmotiv im ECE-1b Promotor
interagiert. Obwohl in den hier untersuchten Tumoren im Western Blot nicht nur die
Expression von E2F-2, sondern auch die von E2F-1 und E2F-3 nachgewiesen wurde,
uberfuhrte nur der gegen E2F-2 gerichtete Antikorper den spezifischen Shift S1
vollstéandig in einen Supershift (Abb. 5). Dies deutet auf die spezifische Interaktion von
E2F-2 mit dem EZ2F-Bindungsmotiv hin. Der ECE-1b Promotor stellt damit eine
maogliche Zielstruktur von E2F-2 in humanen Tumoren des Nervensystems dar. Diese
Ergebnis stimmt Uberein mit fruheren Beobachtungen in endothelialen EA.hy 926
Zellen, in denen ebenfalls eine spezifische Interaktion von E2F-2 mit dem E2F-
Bindungsmotiv im ECE-1b Promotor gezeigt wurde [94]. Die EMSA-Experimente
ergaben noch einen weiteren spezifischen Shift S2, der in den neuroblastaren SK-N-MC
Zellen einen hohermolekularen Protein-DNA-Komplex darstellt und dessen molekulare
Ursache unklar bleibt. Es kdnnte sich dabei die DNA-Interaktion eines weiteren hier
nicht untersuchten E2F-Familienmitglieds oder um eine Interaktion mit einem Komplex
aus E2F und einem pocket Protein handeln. Ferner befindet sich an dieser Stelle ein
GATA-Bindungsmotiv [94], ware daher eine Bindung von GATA an diesen ECE-1b
Promotorabschnitt denkbar. Die Expression von GATA-2 und GATA-3 konnte auf
Proteinebene jedoch nicht nachgewiesen werden und die Anti-GATA-2 und
Anti-GATA-3 Antikorper veranderten den Shift S2 ebenfalls nicht. Zur GATA-Familie
gehdren zwar noch weitere hier nicht untersuchte Faktoren, die mdgliche
Interaktionspartner flr das untersuchte Promotorelement darstellen, aber nur fur
GATA-2 und GATA-3 ist die Expression in neuronalen Geweben bekannt [116-118].
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Das EZ2F-Bindungsmotiv im ECE-1b Promotor unterliegt einem genetischen
Polymorphismus. Der Vergleich der im EMSA untersuchten Bindungsaffinitdten von
E2F-2 ergab in allen analysierten Zellen und Geweben einen starkeren Shift und
Supershift mit dem ODN korrespondierend zu Allel -338A, was auf eine starkere
Bindung von E2F-2 zu diesem Allel hindeutet. Die funktionelle Relevanz des
Polymorphismus konnte bereits friher im Reportergen Assay in endothelialen
EA.hy 926-Zellen gezeigt werden, in denen das Allel -338A mit einer erhohten
Promotoraktivitat assoziiert war [94]. Die klinische Relevanz dieses Polymorphismus
zeigt sich in der Assoziation des Vorliegens von Allel -338A mit erhohten
Blutdruckwerten bei hypertensiven Frauen [93, 94]. Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass die erhohte ECE-1b-Promotoraktivitat bei vorliegendem Allel -338A mit erhOhter
ECE-1b mRNA Expression assoziiert ist und dass Homozygotie fur das Allel -338A mit
einem signifikant reduzierten Risiko, an einem Morbus Alzheimer zu erkranken,
verbunden ist [135]. Eine mogliche Erklarung fur das reduzierte Alzheimerrisiko stellt die
beobachtete Bedeutung von ECE-1 fur die Spaltung von B-Amyloid dar [79]. Die
funktionelle Relevanz des Polymorphismus in der Pathogenese neuroepithelialer oder
meningealer Tumoren ist hingegen bisher nicht gezeigt worden. Es ware interessant zu
vergleichen, ob auch in neuroepithelialen und meningealen Zellen die Promotoraktivitat
bei Vorliegen des Allels -338A hoher ist. Weiterhin sollte man untersuchen, ob das
Tumorrisiko, die Progression bzw. der Malignitatsgrad der Tumoren bei dem Vorliegen

eines der beiden Allele signifikant verandert ist.

7.1.2 Spezifische Interaktion von E2F-2 mit dem E2F-Bindungsmotiv im
ECE-1c Promotor

Mittels EMSA konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass E2F-2 aus Proteinextrakten,
die aus astrozytarem und meningealem Tumorgewebe sowie glialen, neuroblastaren
und endothelialen Zellen gewonnen wurden, spezifisch mit dem E2F-Bindungsmotiv im
ECE-1c Promotor interagiert. Obwohl im Western Blot in den untersuchten Tumoren
nicht nur E2F-2, sondern auch E2F-1 und E2F-3 nachweisbar waren, Uberfuhrt nur der
gegen E2F-2 gerichtete Antikdrper den spezifischen Shift in einen Supershift (Abb. 6).
Nach den Ergebnissen dieser Arbeit stellt der ECE-1c Promotor eine mogliche
Zielstruktur von E2F-2 dar. Eine spezifische Interaktion von E2F-2 mit dem ECE-1c
Promotor konnte bereits in der endothelialen Zelllinie EA.hy 926 gezeigt werden [92].

E2F-2 aus allen untersuchten Tumoren und Zelllinien interagierte spezifisch mit dem
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E2F-Bindungsmotiv im ECE-1c Promotor, die untersuchten Proteinextrakte ergaben
keinen Hinweis auf qualitative gewebespezifische Unterschiede, wie z.B. die
gewebeabhangige Rekrutierung spezifischer E2F-Familienmitglieder.

Im Southwestern Blot (Abb. 7 und Abb. 8) wurde in Proteinextrakten aus glialen
U373 MG sowie endothelialen HMEC-1 Zellen ein Protein mit einem Molekulargewicht
von ca. 50 kDa detektiert, das mit dem ODN analog zum E2F-Bindungsmotiv im ECE-
1c Promotor interagiert. Das Molekulargewicht entsprach dabei der hohermolekularen
von zwei im Southwestern Blot nachgewiesenen E2F-2 Varianten. Es konnte auch
gezeigt werden, dass das ODN nicht mit einem Protein im Bereich des
Molekulargewichts von E2F-1 interagiert. Dies liefert einen weiteren Hinweis auf die
Spezifitat der Interaktion zwischen E2F-2 und dem E2F-Bindungsmotiv im ECE-1c
Promotor und bestatigt damit das Ergebnis des EMSA.

Neben der genannten Bindung des ODN an Proteine des Molekulargewichts von ca.
50 kDa waren weitere Signale durch Interaktion mit niedermolekularen Proteinen unter
37 kDa zu erkennen, deren molekulare Identitat unbekannt bleibt. Es kdnnte sich bei
diesen Proteinen um weitere bekannte oder noch unbekannte E2F-Familienmitglieder,
um DP oder aber auch um unspezifische Protein-DNA-Interaktionen handeln.

Im EMSA wird die Interaktion von Proteinen zu relativ kurzen ODN untersucht. Die
eingesetzten doppelstrangigen ODN sind aus kunstlich hergestellten DNA-Molekulen
zusammengesetzt. Da bekannt ist, dass die Interaktionen eines DNA-bindenden
Proteins mit einer isolierten DNA-Sequenz nicht die komplexeren Interaktionen im
gesamten Promotor widerspiegeln muss, ergeben sich dadurch gewisse
Einschrankungen fir die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf die Situation in vivo. Durch
die Bindung von weiteren Faktoren an z.T. weit entfernt liegende Cis-regulatorische
Promotorelemente kann die Struktur der DNA verandert und das Bindungsverhalten
eines weiteren Faktors stark beeinflusst werden. Der grol3e Vorteil des EMSA besteht
aber in der Moglichkeit, das DNA-bindende Protein durch Einsatz von Antikérpern und
ggf. Darstellung eines Supershifts aus Proteingemischen wie Gewebeextrakten zu
identifizieren.

Ein sog. DNase footprint wurde in dieser Arbeit nicht durchgeflihrt. Diese Methode
bietet die Moglichkeit, Bindungsstellen fur DNA-bindende Proteine in einem gro3eren
Promotorkontext zu identifizieren. Methodisch wird dabei ausgenutzt, dass DNA durch

an sie bindende Proteine vor dem Abbau durch DNasen geschutzt ist [136].
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Eine Einschrankung beider Methoden (EMSA und footprint) besteht darin, dass die
Promotoren nicht im Zusammenhang mit Chromatin untersucht werden. Es ist bekannt,
dass neben der Basensequenz eines Promotors die Chromatinstruktur sowie der
Methylierungsstatus eines Promotors entscheidenden Einfluss auf transkriptionelle
Aktivitat haben konnen. Um zu untersuchen, welche Promotoren im Chromatin einen
bestimmten  Transkriptionsfaktor rekrutieren  konnen, wird die Chromatin-
Immunoprazipitation (ChlP) eingesetzt. Dabei erfolgt nach einem DNA-Protein crosslink
die Immunoprazipitation mit Antikdrpern gegen einen bestimmten Transkriptionsfaktor.
Die aufgrund des crosslinks ko-prazipitierte genomische DNA wird mittels PCR
amplifiziert, wobei Primer spezifisch fir Kandidatenpromotoren eingesetzt werden.
Prinzipiell kann die putative Bindung des entsprechenden Transkriptionsfaktors an allen
Promotoren, Enhancern und Silencern des Gesamtgenoms untersucht werden. Mittels
ChIP werden Promotoren identifiziert und nicht einzelne Cis-Elemente, da bei dieser
Methode die DNA mittels Schallwellen in Abschnitte von ca. 500-1000 bp fragmentiert
wird, was die Auflosung dieser Methode determiniert [137, 138]. Die aus den
Ergebnissen der hier durchgefuhrten EMSA und Southwestern Blot Analysen
abgeleitete Interaktion von E2F-2 mit den ECE-1 Promotoren kdnnte mittels ChIP im

Chromatin der hier untersuchten Zellen bestatigt werden.

7.1.3 Individuelle Funktion einzelner E2F-Familienmitglieder

Nach den in 7.1.1 und 7.1.2 diskutierten Ergebnissen handelt es sich bei dem ECE-1b
sowie dem ECE-1c Promotor um fur E2F-2 spezifische Zielstrukturen. Dies ist
interessant, da gegenwartig diskutiert wird, ob die einzelnen aktivierenden E2F-
Familienmitglieder redundante Funktionen haben und damit identische Zielgene
regulieren oder ob sie individuell die Expression von bestimmten Genen steuern
konnen. Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern somit ein Beispiel fur ein spezifisch durch
E2F-2 reguliertes Zielgen.

Es existieren in der Literatur zwei Modelle der Regulation von E2F-Zielgenen. Das erste
geht von einem ,Pool transkriptioneller Aktivitat von E2F-1, E2F-2 und E2F-3 aus,
wobei die einzelnen Faktoren redundante Funktion auf die Zielgene ausuben [139].
Dabei wird postuliert, dass ab einem bestimmten Schwellenwert insgesamt zunachst
die Proliferation gesteigert und ab einem hoheren Schwellenwert die Apoptose induziert
wird [95]. Gewebespezifische Unterschiede in der Regulation der Genexpression durch

einzelne E2Fs waren in diesem Modell durch ein unterschiedliches Expressionsniveau
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der einzelnen Faktoren erklarbar [139]. Passend zu diesem Modell konnten mittels ChIP
keine spezifischen Konsensussequenzen fur einzelne E2F/DP-Komplexe nachgewiesen
werden [95]. Ein zweites Modell geht davon aus, dass die drei E2F-Familienmitglieder
teilweise zwar identische, aber auRerdem einige spezifische Zielgene haben [139].

Die molekularen Umstande, die zu der im EMSA und Southwestern Blot beobachteten
spezifischen Bindung von E2F-2 an die untersuchten Bindungsstellen in den ECE-1
Promotoren fuhren, wurden nicht genauer untersucht. Es ist aber aufgrund der
experimentellen Bedingungen anzunehmen, dass die Spezifitdt durch die
Nukleotidsequenz vermittelt wird. Da im EMSA die Bindung an ein lediglich 25 bp
langes ODN untersucht wurde, ist die Beeinflussung durch einen an ein weiter entfernt
lokalisiertes Promotorelement bindenden Faktor keine Erklarung. Auch DNA-bending
(DNA-Biegung), das durch Konformationsanderungen eines Promotors zu einer
Beeinflussung von weiteren Promotorelementen fihrt, kommt bei der GroRe des
eingesetzten ODN nicht in Betracht. Da auch im Southwestern Blot, in dem alle
Proteine als Monomer und aus Komplexen mit anderen Proteinen befreit vorliegen, die
Bindung an ein 50 kDa groRRes Protein mit gleichem Molekulargewicht wie E2F-2,
jedoch keine Bindung an ein Protein mit einem Molekulargewicht entsprechend E2F-1
nachgewiesen werden konnte, ist die beobachtete spezifische Interaktion nicht von der

Bindung an ein anderes regulatorisches Protein, wie z.B. Rb, abhangig.

7.1.4 Funktionelle Bedeutung des E2F-Bindungsmotivs fiir die ECE-1c

Promotoraktivitat

Mittels Reportergen Assay konnte gezeigt werden, dass der Austausch von zwei Basen
im E2F-Bindungsmotiv des ECE-1c Promotors in mikrovaskularen HMEC-1
Endothelzellen zu einer Reduktion der Promotoraktivitat auf 16% der Wildtyp-
Promotoraktivitat fuhrte. Eine Hemmung der Promotoraktivitat auf 25% der Wildtyp-
Aktivitat konnten wir bereits vorher fur die endotheliale Zelllinie EA.hy 926 zeigen [92].
Dieses Ergebnis bestatigt die funktionelle Bedeutung dieses Promotorelements flr die
Transkription von ECE-1c in vaskularen Endothelzellen.

In EA.hy 926 wurde ein transkriptioneller Startpunkt unmittelbar 3 der E2F-
Bindungsstelle bestimmt [83]. Die funktionelle Bedeutung des E2F-Bindungsmotivs im
ECE-1c Promotor kdnnte seine Beteiligung an der Initiation der Transkription, etwa

durch Interaktion mit generellen Transkriptionsfaktoren, sein. Fur den Promotor des
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Dihydrofolat-Reduktase-Gens konnte beispielsweise eine fiur die Promotoraktivitat
entscheidende Bindung von E2F an die Initiatorsequenz gezeigt werden [140].
Datenbankanalysen der mutierten E2F-Bindungsstelle zeigten zunachst, dass durch die
Mutation das E2F-Bindungsmotiv verloren geht. Dagegen zeigten die mit dem mutierten
ODN und Extrakten aus den endothelialen Zelllinien EA.hy 926 und HMEC-1
durchgefuhrten EMSA und Supershift-Assays jedoch weiterhin eine Bindung von E2F-2.
Eine unspezifische Bindung des E2F-2-Antikorpers erscheint unwahrscheinlich, da
andere Antikorper des gleichen Isotyps keinen Supershift bewirkten. Die verflgbaren
Datenbanken enthielten zum Zeitpunkt der Durchfihrung dieser Arbeiten offenbar nicht
alle DNA-Sequenzen, an die E2F-2 binden kann.

Eine im EMSA erkennbare verminderte Bindungsaffinitat von E2F-2 an die
Promotorsequenz scheidet jedenfalls als Erklarungsmaglichkeit fur die Ergebnisse des
Reportergen Assays aus. Eine mogliche Erklarung fur die scheinbar widersprichlichen
Ergebnisse ist, dass die eingefigten Mutationen das intrinsische DNA-bending im
Chromatin unterschiedlich beeinflussen [141, 142] und dadurch die Promotoraktivitat
vermindern. Auch ware es moglich, dass die Affinitat von E2F-2 zwar unter den
experimentellen Bedingungen des EMSA erhalten bleibt, im Gesamtzusammenhang
des Promotors jedoch verandert ist. Die Durchfihrung oben genannter ChIP

Experimenten kdnnte diese Hypothese priufen.

Weiterhin konnten wir zeigen, dass die Uberexpression von E2F-2, allerdings auch die
von E2F-1, zu einer Erhéhung der Promotoraktivitat fluhrt. Die Steigerung der
Promotoraktivitat durch E2F-2 passt sehr gut zu seiner Bindung an den Promotor im
Bereich des Transkriptionsstartpunkts. Die Induktion der Promotoraktivitat auch durch
E2F-1 kénnte hier artifiziell durch die starke Uberexpression bedingt sein, die unter
normalen Bedingungen nicht vorkommt, dies kdnnte man allerdings auch fur E2F-2
nicht ausschlieBen. Weiterhin ist es moglich, dass die endogene E2F-2 Expression
durch E2F-1 Uberexpression stimuliert wird, welches dann wiederum den ECE-1c
Promotor induziert. Der E2F-2 Promotor enthalt selbst E2F-Bindungsmotive und es
konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression der drei aktivierenden E2F-
Familienmitglieder E2F-1, -2 und -3 die Aktivitat des E2F-2 Promotors erh6hen kann
[143].
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7.1.5 Bindung von putativen E2F-2 Varianten an den ECE-1c Promotor

Im EMSA mit Proteinextrakten aus Gliosarkom (HW) und Meningeom (RD) stellte sich
die Bindung von E2F-2 zum polymorphen E2F-Bindungsmotiv im ECE-1b Promotor aus
beiden Geweben etwa gleichstark dar, wobei wie in 7.1.1 diskutiert die Interaktion mit
dem ODN -338A starker war als mit dem ODN -338C. Vergleicht man nun die Bindung
an den ECE-1b Promotor mit der an den ECE-1c Promotor, zeigte sich im Gliosarkom
eine starkere Bindung von E2F-2 an die Bindungsstelle im ECE-1c Promotor, im
Meningeom dagegen eine gegenuber dem ECE-1b Promotor verminderte Bindung an
den ECE-1c Promotor (Abb. 10 und Abb. 11). Da die Analysen jeweils auf demselben
Gel durchgefuhrt wurden, ist ein Vergleich der Bindungsstarke zulassig. Das Ergebnis
spricht fir eine unterschiedlich starke, tumorspezifische Affinitat von E2F-2 zu dem
untersuchten ECE-1c Promotorabschnitt.

Bei der Analyse der E2F-2 Expression im Western Blot wurden zwei Signale bei etwa
50 kDa und 48 kDa detektiert. Das Expressionsverhalten dieser Molekulargewichts-
formen war in den untersuchten Tumorgeweben und Zellen variabel (Abb. 17 und
Tab. 7). Vergleicht man diese Signale aus dem Gliosarkom (HW) mit denen aus dem
Meningeom (RD) fallt auf, dass im Gliosarkom die beiden Molekulargewichtsformen
ungefahr gleich stark nachweisbar waren, wahrend sich im Meningeomgewebe nur die
48 kDa grolte E2F-2 Form nachweisen liel3 (Abb. 17). In der neuroblastaren Zelllinie
SK-N-MC war die E2F-2 Variante von 48 kDa starker exprimiert als die Variante bei
50 kDa, wobei im EMSA eine starkere Affinitdt zum E2F-Bindungsmotiv im ECE-1b
Promotor als zu dem im ECE-1c Promotor bestand (nicht gezeigt). Diese Ergebnisse
konnten durch eine hohere Affinitdt der E2F-2 Variante von 50 kDa zum E2F-
Bindungsmotiv im ECE-1c Promotor bedingt sein.

Far die Bindung der E2F-2 Variante von 50 kDa an das E2F-Bindungsmotiv im ECE-1c
Promotor spricht auch die Southwestern Blot Analyse. Dabei zeigte sich eine Interaktion
zwischen dem ODN analog zur E2F-Bindungssequenz und einem 50 kDa grol3en
Protein aus U373 MG sowie HMEC-1 Zellen. Das Molekulargewicht dieses Proteins
entsprach dem Molekulargewicht einer oberen von zwei E2F-2 Varianten.
Madglicherweise bewirkt eine noch zu bestimmende Modifikation von E2F-2 die
Bindungsaffinitat zu bestimmten DNA-Sequenzen, die im Zusammenhang mit den
Untersuchungen in dieser Arbeit durch die E2F-Bindungssequenz im ECE-1c Promotor
reprasentiert wird. Theoretisch konnte es sich bei E2F-2 von 50 kDa um eine
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posttranslationale Modifikation des 48 kDa, eine konformationelle Variante oder bei der
48 kDa grof3en Form um ein Proteolyseprodukt des 50 kDa grof3en Proteins handeln.
Die Literaturrecherche ergab Molekulargewichte von E2F-2 Varianten von ca. 48 bis 74
kDa [144-146]. Phosphorylierung wurde bisher nur fur E2F-1 beschrieben, eine
theoretisch maogliche Phosphorylierung von E2F-2 konnte durch Phosphatase-
Experimente (nicht gezeigt) jedoch weitgehend ausgeschlossen werden. Andere
denkbare Modifikationen (z.B. Acetylierung oder Glykosylierung) wurden nicht
untersucht.

Die Hypothese einer praferenziellen Bindung des E2F-2 von 50 kDa an das Cis-
Element im ECE-1c Promotor wird indirekt gestitzt durch die Beobachtung, dass in den
drei Tumorproben mit fehlendem Nachweis des E2F-2 von 50 kDa im Western Blot die
geringsten ECE-1 Proteinmengen gefunden wurden (Tab.11). Aufgrund der geringen
Anzahl der untersuchten Tumoren ist es allerdings nicht mdglich, eine statistisch
signifikante Korrelation einer geringen oder fehlenden E2F-2 p50 Expression mit einer
geringen ECE-1 Expression nachzuweisen. Auch konnte mangels verfugbarer
spezifischer Antikorper keine Analyse der isoformspezifischen ECE-1 Expression

durchgefuhrt werden.

7.1.6 Extraktion von Kernproteinen

Die Analyse nuklearer Proteine in zytosolischer und nuklearer Proteinfraktion erfolgte
zur Qualitatskontrolle der Kernextraktion. Dabei war CBF-A aus Zellen und
Tumorgeweben im Western Blot sowie im EMSA in der nuklearen Fraktion
nachweisbar. In der Literatur ist auch fur die aktivierenden E2F-Familienmitglieder eine
rein nukleare Lokalisation beschrieben [147]. Im Western Blot lieRen sich E2F-1 und
E2F-3 aus den Zelllinien U373 MG, Kelly und EA.hy 926 Uberwiegend in der nuklearen
Fraktion nachweisen. Die Anreicherung von bekannterweise ebenfalls nuklear
lokalisiertem E2F-2 in der Kernfraktion erwies sich als deutlich schwieriger. E2F-2 liel3
sich im Western Blot in den untersuchten fraktionierten Proteinextrakten aus Zellen und
Geweben nur bzw. Uberwiegend im Zytosol detektieren. Im EMSA konnte die Bindung
von E2F-2 aus Tumorgeweben nur mit der zytosolischen Proteinfraktion gezeigt
werden. In den Zelllinien SK-N-MC und U373 MG zeigte zytosolisches E2F-2 zwar eine
starkere Bindung an das ODN entsprechend dem E2F-Bindungsmotiv im ECE-1c
Promotor, aber auch E2F-2 aus der Kernfraktion interagierte mit dem ODN. Es kam
offensichtlich wahrend der Kernextraktion, v.a. aber bei der Aufarbeitung von



DISKUSSION 76

Kryogewebe zu einem ,Leckstrom® von nuklearen Proteinen in das Zytosol, der
faktorabhangig variabel war und in erster Linie E2F-2 betraf. Daher mussten immer
beide, nukleare und zytosolische Fraktion, in EMSA analysiert werden. Dabei zeigte
sich mit Antikdrpern gegen E2F-1 und E2F-3 in keiner untersuchten nuklearen oder
zytosolischen Proteinfraktionen aus Zelllinien oder Gewebe ein Supershift.

Auch in der Immunzytologie war in U373 MG neben einem deutlichen nuklearen ein
schwacheres, aber erkennbares zytosolisches Signal mit dem Anti-E2F-2 Antikorper
detektierbar. Eine unspezifische Interaktion des Primarantikdrpers mit einem
Bestandteil des Zytosols kann nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden.
Andererseits ist es auch hier moglich, dass es bei unzureichender Fixierung zu einem
,Leckstrom®“ von E2F-2 aus dem Kern ins Zytosol kam.

Eine mdgliche Erklarung ist eine reale zytoplasmatische Lokalisation von E2F-2.
Hinweise auf eine zytosolische Lokalisation von E2F-2 fanden sich in der Literatur
jedoch nicht. E2F-1 hingegen konnte in Virus-infizierten Zellen [144, 148], unter
bestimmten Bedingungen bei adenoviraler Uberexpression [149] und im Hirngewebe
von Alzheimerpatienten, nicht aber im Kontrollgewebe [150] im Zytosol nachgewiesen

werden.

7.2 ECE-1 als mogliches Zielgen einer alterierten Rb-
Signaltransduktion

ECE-1b und ECE-1c stellen nach den Ergebnissen dieser Arbeit in Gliomen und
Meningeomen ein Zielgen von E2F-2 dar. Die aktivierenden E2F-Familienmitglieder
werden posttranslational durch Rb reguliert, wobei durch zellzyklusabhangige
Phosphorylierung von Rb das Dimer aus E2F und DP freigesetzt wird und es zu einer
erhdohten Transkriptionsrate von E2F regulierten Genen kommt. Wird Rb vermindert
exprimiert, wird die Transkriptionsrate der E2F-Zielgene ebenfalls gesteigert [7]. Rb
oder Elemente seines Signaltransduktionswegs sind in Glioblastomen sehr haufig
alteriert. Normalerweise l6sen auf eine Zelle einwirkende Wachstumsstimuli eine
Steigerung der Cyclin D Expression aus. Cyclin D fuhrt im Komplex mit cyclin
dependend kinase 4 (Cdk4) zur Phosphorylierung von Rb und letztendlich zur
Expressionssteigerung von E2F-Zielgenen. Methylierung des Rb-Promoters und
dadurch verminderte Rb-Expression ist in 43% der sekundaren und in 14% der
primaren Glioblastome zu beobachten. Das Protein p16 (INK4a/ CDKNZ2A) bindet

normalerweise Cdk4 und hemmt damit den Komplex aus Cdk4 und Cyclin D1. Eine
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homozygote Deletion des p16 codierenden Chromosomenabschnitts beobachtet man in
mindestens 30 bis 40% der primaren, in ca. 20% der sekundaren Glioblastome und in
ca. 10% der anaplastischen Astrozytome. Inaktivierung von Rb oder Verlust der
Heterozygotie des Rb codierenden Chromosomenabschnitts wird in 20% bis 40% der
Glioblastome, Amplifikation und Uberexpression des Cdk4 Gens in 12% bis 15%
beschrieben. Amplifikation von Cdk4 und Verlust von Rb kommen etwa gleich haufig bei
primaren und sekundaren Glioblastomen vor [151]. Nur 6% (7 von 120) der in einer
Studie untersuchten Glioblastome zeigten keine genetische Veranderung von Rb, Cdk4
oder p16 [152].

Die Identifizierung von E2F-Zielgenen wird in der Literatur als wichtig beschrieben, um
die molekularen Mechanismen hinter der biologischen Funktion von Rb zu verstehen
[96]. Bei ECE-1 konnte es sich daher um ein Gen handeln, das bei alteriertem Rb-
Signaltransduktionswegs verstarkt exprimiert wird. Eine weiterfiuhrende Untersuchung,
ob ein Zusammenhang zwischen ECE-Expression und veranderter Rb-

Signaltransduktion besteht, erscheint daher sinnvoll.

7.3 Spezifische Interaktion von CBF mit seinem Bindungsmotiv im
ECE-1c Promotor

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass auch CBF-A aus neuroblastaren Zelllinien
spezifisch an den ECE-1c Promotor bindet. Eine spezifische Interaktion von CBF mit
der CCAAT Box im ECE-1c Promotor konnten wir bereits in der endothelialen Zelllinie
EA.hy 926 nachweisen [92]. Es konnte damit fir den ECE-1c Promotor sowohl eine
spezifische Interaktion mit E2F-2 als auch mit CBF gefunden werden.

CCAAT-Boxen sind in 25 bis 30% aller Promotoren vorhanden, wobei sie noch haufiger,
meist in reverser Orientierung in Promotoren ohne TATA Box, wie dem ECE-1c
Promotor, vorkommen. Regulation von Promotoren zugleich durch E2F und CBF ist
bekannt. Insbesondere die Transkription Zellzyklus-regulierter und Zellzyklus-
regulierender Gene wird haufig durch E2F und oft in Kooperation mit CBF gesteuert
[125]. Oft finden sich in diesen Promotoren auch Konsensussequenzen fur Sp1 [153].
Sp1 ist in der Lage die DNA-Struktur zu verandern und dadurch weiter oberhalb
bindende Faktoren ndher an den basalen Transkriptionsapparat zu bringen. Es kann
dabei direkt mit anderen Proteinen wie E2F interagieren und die Transkription
aktivieren, und es bindet haufig an Promotoren ohne TATA-Box [136]. Im EMSA

konnten wir in einer friheren Studie die Bindung eines Proteins aus endothelialen
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Zellen an das Sp1-Bindungsmotiv im ECE-1c Promotor zeigen [92]. Die Hauptfunktion
von CBF wird darin gesehen, synergistisch mit anderen TFs zu interagieren. Derartige
synergistische Funktionen koénnen Uber DNA-bending und direkte Protein-Protein-
Interaktionen, wie mit generellen  Transkriptionsfaktoren  oder anderen
Transkriptionsfaktoren, vermittelt sein. CBF kann mit Histon Acetylasen interagieren
und die umgebende Chromatinstruktur beeinflussen [125, 127]. Aus der Literatur ist fur
CBF-A ein Molekulargewicht von 30-32 kDa bekannt [126, 154-156]. In allen
untersuchten Hirntumoren war CBF-A in Form eines 30 kDa grof3en Proteins
nachweisbar, allerdings wurde es in einigen Tumorgeweben nur schwach exprimiert. In
einigen Tumoren war ein kleineres Protein von 24 kDa nachweisbar. Da das aus der
Literatur bekannte Molekulargewicht bei ca. 30 kDa liegt, bleibt die Bedeutung dieser
weiteren detektierten Banden sowie der Expressionsunterschiede unklar. CBF bindet
als Trimer an DNA. Es konnte gezeigt werden, dass CBF zellzyklusabhangig reguliert
wird. Dies kommt durch Acetylierung der Untereinheit CBF-B zustande. Die beiden
anderen Untereinheiten, also auch CBF-A, werden von den meisten Autoren als

konstant exprimiert angesehen [125].

7.4 Expressionsanalyse von Transkriptionsfaktoren

7.4.1 Probenmaterial

Die Untersuchung von humanem Gewebe erlaubt im Gegensatz zu Zellkultur- und
Tiermodellen den direkten Einblick in die menschliche Pathologie und liefert damit im
besten Fall unmittelbar fur diagnostische und therapeutische Zwecke verwertbare
Erkenntnisse. Aus diesem Grund wurden in dieser Arbeit Gewebeproben aus
Resektaten humaner Hirntumoren untersucht. Die Untersuchung von aus
therapeutischen Griinden entferntem Tumormaterial beinhaltet jedoch auch gravierende
Einschrankungen, die die Gewinnung und Auswertung der Daten erschweren. Ob es
sich bei dem Material ausschlieRBlich um solides Tumorgewebe handelt, wurde nicht
hinreichend Uberprift. Insbesondere Glioblastome haben eine sehr heterogene
Histomorphologie mit unterschiedlichem Tumorzell-, Gefa- und Nekroseanteil [2, 3].
Die uns zur Verfugung gestellten operativ entfernten Tumoranteile konnen sich in ihrer
Zusammensetzung stark unterschieden haben. Weiterhin wurden sehr unterschiedliche
Tumorentitdten untersucht, und die Tumoren waren teilweise schon chemo- oder

radiotherapeutisch behandelt worden. Von den Astrozytomen des WHO Grads IV wurde
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mit funf Tumoren zwar die gro3te Anzahl einer Entitat untersucht, einschrankend ist
aber festzustellen, dass differenzierte anamnestische Angaben, ob es sich um primare
(de novo entstandene) oder sekundare (aus geringergradigen Astrozytomen
hervorgegangene) Glioblastome handelte, nicht vorlagen. Es wurde jedoch
beschrieben, dass primare und sekundare Glioblastome sich genetisch unterscheiden
[4]. Die histologische Diagnose der Astrozytome richtet sich nach dem Tumoranteil mit
dem hochsten Malignitatsgrad [5]. In einem Tumor konnten daher einerseits Areale
geringeren Grades vorhanden sein, die das Expressionsniveau im Gesamtgewebe
beeinflussen, andererseits konnten auch hohergradigere Areale der Diagnostik
entgangen sein. Die zunehmende Kenntnis der molekularen Pathomechanismen der
Tumorgenese ist bisher noch nicht in die Klassifikation der Astrozytome eingeflossen
[3]. Die genannten Einschrankungen machen Entitats- bzw. Tumorgrad-spezifische
Aussagen Uber Expressionsunterschiede praktisch unmaoglich. Hier ist eine wesentlich
héhere Anzahl an Gewebeproben und die Standardisierung nach oben genannten
Variablen zu fordern. Ein weniger heterogenes Spektrum an Tumorentitaten ware
unbedingt nétig. Daher sind die vorgelegten Ergebnisse uUber die Proteinexpression im

Wesentlichen deskriptiver Art.

7.4.2 Expression von E2F-1 in Hirntumoren und Zelllinien

7.4.2.1 Expression von E2F-1 Varianten in humanen intrazerebralen Tumoren

Bei der Expressionsanalyse von E2F-1 mittels Western Blot detektierte der eingesetzte
Antikorper Proteine unterschiedlichen Molekulargewichts. Die Literaturrecherche ergab
fur E2F-1 in humanen Zellen und Geweben Molekulargewichte zwischen ca. 45 bis
69 kDa (Tab. 12). Unter Berlcksichtigung dieser E2F-1 Molekulargewichtsvarianten
konnten wir in allen untersuchten Tumoren die Expression von mindestens einer E2F-1
Variante zeigen. Eine Assoziation zwischen Tumorentitdat und Detektion bestimmter

Varianten war nicht erkennbar.
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Tab. 12 Molekulargewicht von E2F-1 in der Literatur

E2F-1 Variante in kDa Spezies Zell- bzw. Gewebeart Referenz
60 Mensch  gliale Zelllinien (rekombinantes E2F-1) [157]
69 Mensch Daudi Zellen (Burkitt Lymphom) [158]
3 Banden um 60 Maus Fibroblasten [159]
Doppelbande um 60 Mensch HL 60 Zellen (humane Leukdmiezellen) [160]
Doppelbande bei 60 Mensch HIV-1 infizierte HelLa Zellen [144]

(Zervixadenokarzinom)

ca. 45, schwach bei 67 Mensch HEL (human embryonic lung) Fibroblasten [144]

<68 Mensch cerebellar granule neurons [161]
(zerebellare neuronale Zellen)

~ 60, z.T. auch 50 Mensch Magenkarzinom [162]
Banden-Triplets: 62, 65, 70 Maus Embryonales und adultes Gehirn [145]
bzw. 55, 58, 60

50 Mensch Frontalhirn [163]
diverse Banden zwischen Maus Embryonale und adulte Gewebe (Leber, [146]
55-77 Gehirn, Gaumen, Zunge, Herz)

7.4.2.2 Posttranslationale Modifikationen als mogliche Erklarung der E2F-1

Varianten

Posttranslationale Modifikationen sind eine mogliche Erklarungen fir die E2F-1
Varianten. Die E2F-1-Aktivitat wird nicht nur durch die in der Einleitung beschriebene
Bindung an pocket Proteine und deren Phosphorylierungsstatus, sondern auch durch
Phosphorylierung von E2F-1 selbst reguliert. Wahrend der S- und G,-Phase fuhrt diese
zu einer verminderten DNA-Affinitat und Transaktivierung [164-166]. Phosphorylierung
pradisponiert aul3erdem zur Degradierung [167] oder erhoht als Antwort auf DNA-
Schadigung die Stabilitat von E2F-1 [168] und die transkriptionelle Aktivierung von
Zielgenen [169]. Phosphorylierung kann ferner die Affinitat zu Rb vermindern [170] oder
erhohen [159, 171]. Es wird deutlich, dass abhangig vom Kontext sowie von der
Phosphorylierungsstelle diese Modifikationen unterschiedliche Konsequenzen haben.
Insgesamt kann alleine aus dem Molekulargewicht detektierter E2F-1 Signale nicht auf
deren Genese und die funktionelle Bedeutung rickgeschlossen werden. Obwohl
Phosphorylierung von E2F-1 bekannt ist, konnten auch andere posttranslationale
Modifikationen zugrunde liegen. Es gibt bisher keinen Hinweis auf die Existenz von
Spleillvarianten oder von bisher nicht identifizierten alternativen Promotoren. Eine
unspezifische Bindung des Anti-E2F-1 Antikdrpers ist als Erklarung der verschiedenen
Signale nicht auszuschliel3en.

Dass es diverse Molekulargewichtsvarianten insbesondere fur E2F-1 gibt, verdeutlicht

die Expressionsanalyse der E2F-Familienmitglieder in embryonalen und adulten
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Geweben der Maus. Es wurden zahlreiche E2F-1 Varianten mit unbekannter Funktion
beschrieben. Interessanterweise ergab sich, entgegen der Erwartung einer im Verlauf
der Gewebedifferenzierung abnehmenden E2F-1 Expression, eine Zunahme einer
65 kDa groRen E2F-1 Variante im Laufe der Entwicklung, die im adulten Gehirn am

starksten exprimiert war [145, 146].

7.4.3 E2F-3 Expression in intrakraniellen Tumoren und Zelllinien

7.4.3.1 E2F-3 Expression in Hirntumoren

In der Western Blot Analyse lieR sich E2F-3 in Form eines Proteins mit einem
Molekulargewicht von 55 kDa teilweise in Form einer Doppelbande nachweisen. Alle
anderen Banden waren schwach oder inkonstant. In der Literatur sind
Molekulargewichte von 57 bis 77 kDa beschrieben [145, 146, 160]. Das in dieser Arbeit
beobachtete Molekulargewicht von E2F-3 liegt im unteren Bereich der in der Literatur
angegebenen Spanne.

Die Doppelbande kdnnte den Isoformen E2F-3a und -3b entsprechen, die theoretisch
beide durch den verwendeten Antikorper detektiert werden wirden. Diese zweite E2F-3
Isoform, E2F-3b, konnte in Mausfibroblasten und in humanen Leukamiezellen
nachgewiesen werden. Die Expression der beiden Isoformen wird Uber einen
alternativen Promotor reguliert, wobei E2F-3b kirzer ist [104] und in den
Tumorextrakten dem niedermolekularen Signalen entsprechen konnte. Es wurde
allerdings beschrieben, dass auch ein amino-terminaler Antikorper, der theoretisch nur
E2F-3a erkennen sollte, zumindest im embryonalen und adulten Gehirn der Maus

ebenfalls zwei Banden mit einem Molekulargewicht von 57 und 61 kDa erkennt [145].

7.4.3.2 Defiziente Expression von E2F-3 in hohergradigen Astrozytomen

Auffallig war der fehlende Nachweis der Expression von E2F-3 in drei von sieben
untersuchten Astrozytomen (WHO Grad Il bis V), obwohl das Protein in allen
untersuchten Meningeomen und Oligodendrogliomen sowie in einem pilozytischen
Astrozytom und in der nicht-neoplastisch veranderten Hirnrinde nachgewiesen wurde.

Die fehlende Expression von E2F-3 in den hohergradigen Astrozytomen sollte durch die
Analyse einer groReren Anzahl Tumorgewebe und durch den Vergleich mit nicht-
neoplastisch verandertem Hirngewebe weiter untersucht werden. Ob eine funktionelle
Relevanz der fehlenden E2F-3 Expression in den hohergradigen Gliomen bleibt

unbekannt.
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Aus Expressionsanalysen im Mausmodell wurde bereits die Hypothese abgeleitet, dass
E2F-3 fur die Differenzierung des Gehirns wichtig ist. Hier kommt es im Laufe der
Entwicklung zu einer Zunahme der Expression einer 57 kDa E2F-3 Variante sowie zur
Abnahme einer 61 kDa grolen E2F-3 Variante [145].

Bei einigen extrakraniellen humanen Tumorerkrankungen ist eine veranderte
Expression von E2F-3 bekannt. Bei der Untersuchung von gastrointestinalen Tumoren
wurde eine verminderte Expression von E2F-3 mRNA in 70% der Magenkarzinome und
in 20% der kolorektalen Karzinome im Vergleich zu nicht neoplastisch verandertem
Gewebe nachgewiesen [162]. Dagegen konnte in humanen Blasentumoren eine
Uberexpression von E2F-3 nachgewiesen werden [172], wobei die Starke der
Expression mit dem Tumorgrad und der Proliferation der Tumorzellen positiv korrelierte
[173]. Beim Prostatakarzinom korrelierte die Uberlebenszeit negativ mit der E2F-3
Expression [174].

Die Vermutung, dass die aktivierenden E2F-Familienmitglieder bei Tumorerkrankungen
eine wichtige Bedeutung haben, leitet sich vom Phanotyp der E2F Knockout Mause ab,
wo den Transkriptionsfaktoren abhangig vom Kontext eine Rolle sowohl als Onkogen
als auch als Tumorsuppressor zugeschrieben wird. Diese scheinbar entgegengesetzte
Funktion lasst sich anhand der Beobachtungen bei Rb heterozygoten Mausen
verdeutlichen. Fehlt hier zusatzlich E2F-3, ist die Uberlebenszeit im Vergleich zu reinen
Rb heterozygoten Mausen signifikant verlangert, da die Entwicklung von
Hypophysentumoren supprimiert wird. Andererseits wird die Entwicklung und
Progression medullarer Schilddrisentumoren gesteigert und es wurden zusatzliche, in

Rb Heterozygoten nicht beobachtete Tumorformen, gefunden [175].

7.4.4 Korrelation der Expression verschiedener E2F-Familienmitglieder

Vergleicht man die Expression der einzelnen E2F-Familienmitglieder in den
untersuchten Tumorextrakten fallt auf, dass Tumoren, die E2F-1 (55 kDa) nicht
exprimieren, auch E2F-2 (50 kDa) entweder nicht oder nur schwach exprimieren. Nur
mit einer Ausnahme exprimieren diese Tumoren auch kein E2F-3. Die Bedeutung
dieser Beobachtung ist unklar und die Untersuchung einer groReren Zahl der jeweiligen
Tumorentitaten zur weiteren Validierung ist erforderlich. Moglich ist, dass in diesen
Geweben die E2F-Familienmitglieder ihre Expression gegenseitig regulieren bzw. die

gleichen Faktoren die Expression aller drei E2F-Familienmitglieder bestimmen.
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7.4.5 Proteinexpression von GATA-2 und GATA-3
Da sich in den ECE-1c und ECE-1b Promotoren GATA-Bindungsmotive befinden, die

Uberexpression von GATA-2 in humanen endothelialen Zelllinien eine Erhdhung der
ECE-1c-Promoter-Aktivitat hervorrief [92] und GATA-2 und GATA-3 im zentralen
Nervensystem zumindest wahrend der Entwicklung exprimiert werden [115-118], haben
wir die Expression und DNA-Bindung dieser Faktoren in den uns verfligbaren Tumoren
und Zelllinien untersucht. Die beiden Transkriptionsfaktoren konnten auf Proteinebene
nicht detektiert werden, eine Interaktion mit dem GATA-Bindungsmotiv im ECE-1c und
im ECE-1b Promotor konnte mittels EMSA ebenfalls nicht nachgewiesen werden.
GATA-2 und GATA-3 scheinen somit fur die Transkription von ECE-1b und ECE-1c in
humanen zerebralen Tumoren nicht relevant zu sein, wenn man von der Moglichkeit

eines falsch-negativen Ergebnisses aufgrund zu geringer Sensitivitat absieht.

7.5 Therapeutische Implikationen

7.5.1 Endothelinsystem als therapeutisches Target bei Tumorerkrankungen

Expression des Endothelinsystems ist bei verschiedenen Tumorerkrankungen, z.B. bei
Prostata-, Mamma- und Ovarialkarzinom, gezeigt worden und wurde funktionell mit
Proliferation, Apoptosehemmung, Angiogenese und Tumorinvasion assoziiert.
Therapeutisch wurde der ETa-Rezeptorblocker Atrasentan bereits erfolgreich beim
hormonrefraktaren Prostatakarzinom mit Knochenmetastasen in der klinischen Phase Il
getestet [176]. Expression von Komponenten des Endothelinsystems wurde auch in
glialen und meningealen Tumoren nachgewiesen [46]. Eine klinische Prifung des
therapeutischen Potentials einer pharmakologischen ETa-Blockade bei glialen und
meningealen Tumoren des Menschen wurde bisher nicht publiziert. Die beschriebene
immunhistochemische Korrelation der Expression von ET-1 mit dem Malignitatsgrad
von glialen Tumoren [50] kénnte auch auf den hohen Vaskularisationsgrad von
Glioblastomen [2, 46] zuruckzufuhren sein und muss daher die schlechtere Prognose
nicht kausal bedingen. Zwar kann ET-1 Astrozyten in Zellkultur zur Proliferation anregen
und antiapoptotisch wirken, die funktionelle Rolle des Endothelinsystems bei glialen
Tumoren in vivo ist aber noch ungeklart. Somit ist das therapeutische Potential der

Inhibition des Endothelinsystems bei Gliomen zurzeit noch nicht abzusehen.
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7.5.2 ECE als therapeutische Zielstruktur

ECE nimmt im Syntheseweg der ETs eine zentrale Stelle ein, so dass seine selektive
Hemmung zur therapeutischen Beeinflussung des Endothelinsystems genutzt werden
kénnte. Uber die funktionelle Bedeutung von ECE-1 in humanen Glioblastomen ist
bisher wenig bekannt. Auf3erdem ist unklar, ob neben BigET noch andere Substrate von
ECE-1 umgesetzt werden [79, 80]. In vitro konnte die Proliferation von humanen
Glioblastom Zellen durch Zugabe von ECE-1 Inhibitoren nach zwei bis sieben Stunden
dosisabhangig gehemmt werden. Exogene Zufuhr von ET-1 oder BigET-1 konnte den
Effekt nicht rlickgangig machen, was darauf hindeutet, dass entweder ein ET-1
unabhangiger oder ein intrazellularer Mechanismus flir die beobachtete
Proliferationshemmung durch ECE-1-Inhibitoren verantwortlich ist [177]. Insgesamt ist
die Bedeutung des ECE-1 in gesunden und neoplastischen Strukturen des
Nervensystems noch nicht ausreichend bekannt, um das Nutzen-Risiko-Verhaltnis einer
mdglichen therapeutischen ECE-Inhibition abzuleiten. Im Zusammenhang mit ZNS-
Erkrankungen ist bedeutsam, dass ECE-1 in der Maus an der Spaltung von B-Amyloid,
welches bei der Alzheimer-Demenz typischerweise in Plaques abgelagert wird, beteiligt
ist [79]. Insofern kdnnte eine chronische Inhibition von ECE-1 ungiinstig sein. Uber die
funktionelle Bedeutung von ECE-2, das bei Rind und Maus vor allem in neuronalen
Strukturen nachgewiesen wurde [75], ist wenig bekannt. Es ist dementsprechend nicht
absehbar, was eine eventuell auftretende gleichzeitige Hemmung von ECE-2 bewirken
wurde. Fur ECEL-1, das zu 53% mit ECE-1 identisch ist, dessen Funktion aber
unbekannt ist, wurde gezeigt, dass eine starke Expression in humanen Neuroblastomen

mit einer gunstigen Prognose einhergeht [178].

7.5.3 Therapeutische Modulation von E2F-2 und CBF in Hirntumoren

In dieser Arbeit wurde die Protein-DNA-Interaktion von Transkriptionsfaktoren mit
funktionell relevanten ECE-1 Promotorbereichen untersucht, um zu einem besseren
Verstandnis der Pathogenese neuroepithelialer und meningealer Tumoren zu gelangen
und damit mdgliche neue therapeutische Zielstrukturen zu identifizieren.

Es konnte gezeigt werden, dass E2F-2 und CBF mit funktionell relevanten ECE-1
Promotorbereichen in Tumoren des Nervensystems interagieren kdnnen. Diese beiden
Transkriptionsfaktoren stellen damit potentielle therapeutische Zielstrukturen dar, um
die Expression von ECE-1c bzw. ECE-1b auf transkriptioneller Ebene in humanen

intrakraniellen Tumoren zu beeinflussen.
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Praktisch ist es moglich, bestimmte Transkriptionsprodukte durch antisense-RNA oder
small interfering RNA (siRNA), bzw. Transkriptionsfaktoren durch so genannte Decoy-
Oligonukleotide zu beeinflussen. Zur lokalen Therapie wird antisense-RNA in der
Augenheilkunde bereits eingesetzt. Weitere dieser neuen Therapieansatze, wie z.B.
Decoy-Oligonukleotide befinden sich bereits in der klinischen Prifung.

E2F-2 und CBF, die in dieser Arbeit als an den ECE-1 Promotor bindend identifiziert
wurden, sind an vielen essentiellen zellularen Prozessen, insbesondere an der
Regulation von Zellzyklus-kontrollierenden Faktoren, beteiligt. Die weite Verbreitung der
beiden Faktoren macht verstandlich, dass es derzeit und wahrscheinlich prinzipiell
unmaglich ist, durch einfache Ausschaltung eines Transkriptionsfaktors eine selektive
Beeinflussung eines bestimmten einzelnen Promotors zu erreichen. Des Weiteren
konnte gezeigt werden, dass neben E2F-1 auch E2F-2 die Apoptose induzieren kann
[95]. In einer Studie entwickelten reine E2F-2 Knockout Mause proliferative
Erkrankungen. Daraufhin wurde fur E2F-2 eine Tumorsuppressorfunktion diskutiert
[179]. Eine Ausschaltung von E2F-2 in humanen Tumoren ist daher wahrscheinlich
nicht sinnvoll.

Auch CBF wurde als mogliches therapeutisches Target diskutiert, nachdem berichtet
wurde, dass drei verschiedene Substanzen mit tumorhemmender Wirkung die Bindung
von CBF an CCAAT Boxen hemmen. Ob die Hemmung der DNA-Bindung im
Zusammenhang mit der antiproliferativen Wirksamkeit dieser Wirkstoffe steht, ist jedoch
unbekannt [123].

Eine gentherapeutische Strategie mit dem Ziel durch Modulation von E2F-2 oder CBF
die Expression von ECE-1 zu hemmen und dadurch pathogenetische Faktoren in
Hirntumoren zu beeinflussen kann aus den Ergebnissen dieser Arbeit nicht abgeleitet
werden. Die in unserer Untersuchung aufgezeigten spezifischen Interaktionen von E2F-
2 und CBF mit ECE-1c Promotorelementen sowie von E2F-2 mit dem ECE-1b Promotor
in humanen Tumoren des Nervensystems rechtfertigen jedoch die Durchfuhrung
weiterer Experimente, um die spezifische Interaktion von E2F-2 und CBF im Chromatin
zu Uberprifen und die Regulation wund pathogenetische Bedeutung des

Endothelinsystems in diesen Tumoren besser zu verstehen.
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8 ZUSAMMENFASSUNG

Insbesondere hohergradige Astrozytome haben eine schlechte Prognose. Ein
Verstandnis der molekularen Pathogenese dieser Tumoren kann helfen, diese Tumoren

einer spezifischen molekularen Therapie zuganglich zu machen.

Humane Tumoren des zentralen Nervensystems exprimieren Komponenten des
Endothelinsystems. In Tumoren anderer Organe werden diese Komponenten ebenfalls
exprimiert und wurden funktionell mit Proliferation, Angiogenese oder
Apoptosehemmung assoziiert. Endothelin-Konvertierungsenzyme sind fur die Synthese

der Endotheline von entscheidender Bedeutung.

Thema dieser Arbeit war die Untersuchung von Mechanismen der transkriptionellen
Regulation von Endothelin-Konvertierungsenzym-1. Das Ziel war es, in humanen glialen
und meningealen Tumoren sowie in Zelllinien glialen, endothelialen und neuroblastaren
Ursprungs mittes EMSA, Southwestern Blot und Reportergen Assay
Transkriptionsfaktoren zu identifizieren, die mit den isoformspezifischen Promotoren der

Endothelin-Konvertierungsenzyme ECE-1c und ECE-1b interagieren kdnnen.

Es ergaben sich die folgenden Ergebnisse und Schlussfolgerungen:

1. Von den in den untersuchten Tumoren exprimierten Transkriptionsfaktoren E2F 1, -2
und -3 interagiert nur E2F-2 spezifisch mit den E2F-Bindungsmotiven im ECE-1b und
ECE-1c Promotor. Die Ergebnisse stutzen daher das in der Literatur diskutierte
Konzept, dass die aktivierenden E2F-Familienmitglieder nicht alle an die gleichen
Promotoren binden, sondern auch individuelle Zielgene haben. Der Rb-
Signaltransduktionsweg ist haufig in Glioblastomen alteriert. Diese Alteration wirkt sich
in erster Linie Uber die gesteigerte Freisetzung von E2F aus. Der Befund, dass E2F-2
spezifisch mit den E2F-Bindungsmotiven im ECE-1b und ECE-1c Promotor interagiert,
lalkt uns daher vermuten, dass die beiden Endothelin-Konvertierungsenzyme indirekte

Zielstrukturen des alterierten Rb Signaltransduktionswegs darstellen.
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2. Die Affinitat von E2F-2 zum ECE-1b Promotor wird durch einen natirlichen
Polymorphismus beeinflusst. Die klinische Bedeutung dieser Beeinflussung fur die

Entstehung und Progression glialer und meningealer Tumoren ist jedoch unklar.

3. Der Transkriptionsfaktor CBF interagiert ebenfalls spezifisch mit dem ECE-1c
Promotor. Dies deutet darauf hin, dass der ECE-1c Promotor sowohl durch E2F-2 als
auch durch CBF reguliert werden kann. Eine gemeinsame Regulation durch CBF und

E2F wurde bereits flir andere Gene beschrieben.

4. Die funktionelle Bedeutung des E2F-Bindungsmotivs im ECE-1c Promotor konnten
wir mittels Reportergen Assay in einer mikrovaskularen endothelialen Zelllinie
bestatigen. Dabei fuhrte die Mutation des E2F-Bindungsmotivs zu einer Reduktion der
Promotoraktivitdt auf 16% der Wildtyp-Aktivitdt. Dies zeigt die Wichtigkeit dieses
Bindungsmotivs fiir die ECE-1c Promotoraktivitat. Die Uberexpression von E2F-2 fiihrte
zu einer weiteren Steigerung der Aktivitat des ECE-1c Promotors. Allerdings liel3 sich
eine verminderte Bindung von E2F-2 an das mutierte Promotorelement im EMSA nicht
nachweisen und nicht nur die Uberexpression von E2F-2, sondern auch von E2F-1

erhohte die Promotoraktivitat.

5. Aus Tumorproben isolierte Proteine zeigten eine individuell variable Bindungsstarke
von E2F-2 zum ECE-1c Promotor. Dies kdnnte durch Unterschiede in der Expression
postulierter E2F-2 Varianten bedingt sein. Eine hdohere Bindungsstarke zum ECE-1c
Promotor war mit der Expression einer ca. 50 kDa gro3en E2F-2 Variante verbunden.
Im Southwestern Blot zeigte sich eine Bindung der dem Promotorelement
entsprechenden DNA-Sequenz nur an ein 50 kDa grofes Protein, obwohl neben einer
50 kDa grofien Variante von E2F-2 noch weitere Varianten detektierbar waren. Wir
nehmen daher an, dass eine Modifikation von E2F-2 die Bindungsaffinitat an ein E2F-

Bindungsmotiv modulieren kann.

Die Ergebnisse haben wir an einer kleinen Anzahl von sehr verschiedenen Tumoren
gewonnen. Eine Uberpriifung der Ergebnisse an grésseren Gruppen histologisch
klassifizierter Hirntumoren steht aus. Da wir fur die Protein-DNA-Bindungsstudien nur

Oligonukleotidsequenzen aus den jeweiligen ECE-1 Promotoren untersucht haben,
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waren weiterfihrende Untersuchungen unter Einbeziehung der Chromatinstruktur fir
die biologische Relevanz der erhobenen Daten von Interesse.

Unsere Ergebnisse vermitteln wichtige Erkenntisse Uber die isoformspezifische
Regulation von ECE-1b und -1c in humanen Hirntumoren. Obwohl erste Publikationen
auf einen proliferationshemmenden Effekt von ECE-1 Antagonisten hinweisen, ist es
noch zu fruh, die pathophysiologische Bedeutung von ECE-1 bei Hirntumoren bewerten
zu konnen.
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