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1 EINLEITUNG

1.1 Glioblastoma multiforme

1.1.1 Definition und Epidemiologie

Das GBM zahlt nach der Klassifikation der WHO 2zu den bdsartigsten und
epidemiologisch haufigsten hirneigenen Tumoren des erwachsenen Menschen.
lonisierende Strahlung ist der einzige gesicherte Risikofaktor. Einige genetische
Syndrome préadisponieren fir die Entstehung eines GBM (Preston-Martin 1996).
Ansonsten haben Préavention oder Friherkennung keinen Stellenwert.

Man geht von einem jahrlichen Neuauftreten von drei bis vier Féllen pro 100.000
Einwohner aus. Der Haupterkrankungsgipfel liegt in der sechsten bis siebten
Lebensdekade flr neu (de novo) entstandene GBM. Darlber hinaus unterscheidet
man sekundére, d.h. aus weniger bdsartigen Hirntumoren entstandene GBM, die
friher auftreten kdnnen.

Bei Kindern und Jugendlichen sind seltene Falle von GBM beschrieben worden
(DeAngelis 2001; DGN 2012; Louis et al. 2007).

1.1.2 Pathologie

Es handelt sich um eine Entartung und unkontrollierte Neubildung neuro-epithelialer
Zellen aus der astrozytaren Zellreihe, die vor allem im Bereich der weiBen Substanz
der GroBhirnhélften auftritt. Vielfaltige histopathologische Charakteristika des Tumors
wie GefaBneubildungen, arterio-vendse Fistelbildungen, Thrombosen, Blutungen
oder zentrale Nekrosen haben zu der Bezeichnung Glioblastoma multiforme gefuhrt
(Louis et al. 2007). Darlber hinaus wird diskutiert, ob ein GBM auch aus im Tumor
enthaltenen neuro-ektodermalen Stammzellen entstehen kann (Galli et al. 2004;
Singh et al. 2004). Die Eigenschaften dieser Tumorstammzellen werden fir
Resistenzen gegeniber Chemo- und Strahlentherapien verantwortlich gemacht (Bao
et al. 2006; Dean et al. 2005).

Fir das Wachstum von GBM werden vor allem genetische Veradnderungen
verantwortlich gemacht. Diese wirken sich Uber komplexe molekulare Veranderungen
auf das Tumorwachstum begtinstigende Signalwege wie PISBK-AKT-mTOR oder Ras-

MAPK aus. Dadurch kommt es unter anderem zum Kontrollverlust des Zellzyklus und



Tumorzellinvasion in umliegendes Gewebe. Einige der molekularen Veranderungen
spielen bereits wegen ihrer klinischen Bedeutsamkeit eine wichtige Rolle in
Diagnostik und Prognosebestimmung.

H&aufig sind Mutationen des PTEN-Tumorsuppressorgens, welche in etwa 20% der
Falle von GBM beobachtet wurden. Das Resultat ist ein weniger funktionsfahiges
Genprodukt, was mit einer vergleichsweise schlechteren Prognose einhergeht (Duerr
et al. 1998).

Das TP53-Tumorsuppressorgen ist haufiger bei sekundaren GBM mutiert (Louis
1994). De novo entstandene GBM zeigen in einem Drittel der Falle Amplifikationen
von Genabschnitten des Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR)-Onkogens, ein
Beispiel fir bei GBM héaufig beobachtete Uberexpressionen von Wachstumsfaktoren
und deren Rezeptoren (Fuller und Bigner 1992). Die Veranderungen bei priméaren
und sekundaren GBM weisen auf unterschiedliche Entstehungsmechanismen hin.
Mutationen in Genen fir die Enzyme Isocitratdehydrogenase 1 und 2 (IDH-1 und
IDH-2), die deren biochemische Aktivitdt herabsetzen, wirken sich positiv auf die
Prognose aus (Yan et al. 2009).

Die Methyl-Guanin-Methyltransferase (MGMT) ist ein DNA-Reparaturenzym. In 45%
der Falle von GBM ist der Promotor des MGMT-Gens im Tumorgewebe methyliert
und das Gen wird nicht abgelesen. Unter der Behandlung mit alkylierenden
Chemotherapeutika ergibt sich dadurch eine bessere Prognose (Hegi et al. 2005).

In der Zusammenschau h&ufiger molekularer Veranderungen konnten kuirzlich vier
Subtypen von GBM identifiziert werden, welche sich in ihrem Ansprechen auf

Chemo- und Strahlentherapie unterscheiden (Verhaak et al. 2010).

1.1.3 Klinische Symptome und Diagnostik

Erste Symptome dieses vergleichsweise schnell wachsenden Hirntumors sind oft
psychopathologische Veranderungen, epileptische Anfélle und im weiteren Verlauf
Zeichen erhéhten Hirndrucks durch verdrangendes Wachstum. Erhéhter Hirndruck
auBert sich anfangs in Kopfschmerzen, spéter in Ubelkeit, Erbrechen und Schwindel.
Je nach Lokalisation des Tumorwachstums entstehen dartber hinaus fokal-
neurologische Symptome wie L&hmungen, Sprach-/Sprechstérungen oder

Sehstérungen.



Im Rahmen der Diagnosestellung ist die bildgebende Diagnostik mittels
Magnetresonanztomographie das Mittel der Wahl. Charakteristische Befunde
erharten den Verdacht und machen die pathologische Untersuchung von
Tumorgewebe zur definitiven Diagnosesicherung notwendig.

Aufgrund der oben beschriebenen héaufigen molekularen Veradnderungen ist die
genaue Untersuchung entnommenen Gewebes neben der Diagnosestellung auch

hinsichtlich der Prognose- und weiterer Therapiefestlegung unverzichtbar.

1.1.4 Therapie und Prognose

Die Therapie beschrankt sich gemaB aktueller Leitlinien auf drei Komponenten (DGN
2012). Bestenfalls erfolgt eine chirurgische Reduktion der Tumormasse unter
Beachtung der Integritdt von Hirnnachbarstrukturen. Anhand des entfernten
Tumormaterials erfolgt die Diagnosesicherung mittels pathologischer Aufarbeitung.
Falls der Tumor wichtige Strukturen der Hirnfunktion wie z.B. der Sprache einschlieBt
oder andere Grinde gegen eine offene Operation vorliegen, erfolgt lediglich die
Entnahme einer kleinen Tumorprobe (sog. stereotaktische Biopsie).

Nach pathologischer Diagnosesicherung schlieBt sich eine Kombination aus
Chemotherapie mit dem Zytostatikum Temozolomid und einer fraktionierten
Strahlentherapie des Tumors an (Stupp et al. 2005).

Sollte es zu einem Wiederauftreten der Erkrankung kommen, stehen in Deutschland
aktuell wiederum das Chemotherapeutikum Temozolomid oder die Kombinations-
chemotherapie mit den Substanzen Procarbazin, Lomustin (Chlorethyl-Cyclohexyl-
Nitroso-Urea, CCNU) und Vincristin (sog. PCV-Schema) als Rezidivtherapien zur
Verfugung. Eine erneute Operation sollte in Betracht gezogen werden. Die
Behandlung mit anti-angiogenen Substanzen wie Bevacizumab ist in einigen Landern
bereits zugelassen. Weitere molekulare Therapien befinden sich in Erprobung (DGN
2012).

Die mittlere Uberlebenszeit betragt unter Ausschépfung der derzeitig verfligbaren
Therapiemdbglichkeiten 14,6 Monate (Stupp et al. 2005). Eine letztendliche Heilung

konnte bisher nicht erzielt werden.
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1.2 BAG-1

1.2.1 BAG-Familie

Das untersuchte Protein BAG-1 ist erstentdecktes Mitglied in der Familie der BAG-
Proteine (Takayama et al. 1995). Das Akronym BAG steht fur bcl-2 associated
athanogene und bezieht sich auf den erstbeschriebenen Interaktionspartner Bcl-2. In
Saugetieren sind sechs verschiedene Mitglieder der Proteingruppe bekannt (BAG-1 —
BAG-6). Diese Proteine eint die molekulare Unterstitzerfunktion der Chaperone, sie
werden demnach als Co-Chaperone bezeichnet. Chaperone helfen, die Struktur
durch verschiedene Einflisse fehlgefalteter Proteine wiederherzustellen. Viele
Chaperone sind auch als Hitzeschockproteine beziehungsweise heat shock proteins
bekannt.

Auf molekularer Ebene eint alle BAG-Proteine die sich im Bereich des C-terminalen
Abschnitts der Polypeptidkette befindliche phylogenetisch hoch konservierte BAG-
Doméane. Diese ermoglicht die Interaktion mit Proteinen der Hsp-70-Familie
(Takayama et al. 1999). Zum N-terminalen Abschnitt hin unterscheiden sich die
Proteine in Lange und weiteren Doméanen. BAG-1 und BAG-6 beispielsweise weisen
hier eine ubiquitin-like (UBL)-Doméane auf. Es wird vermutet, dass die Proteine der
BAG-Familie als Bindeglieder zwischen den Chaperonen der Hsp-70-Familie und
deren Substraten fungieren (Takayama und Reed 2001). Neben der Bedeutung als
direkte Partnerproteine der Chaperone haben die einzelnen Mitglieder der BAG-

Familie eine Vielzahl weiterer Interaktionspartner.

1.2.2 BAG-1-Isoformen und zellulare Verteilungsmuster

Das Gen fiur BAG-1 ist auf dem Abschnitt 12 des langen Arms von Chromosom 9
lokalisiert. Aus einem einzigen mRNA-Abschnitt werden von verschiedenen Start-
Codons vier Isoformen (Abbildung 1.1) translatiert (Yang et al. 1998). Alle besitzen
eine C-terminale BAG-Doméane und eine N-terminale UBL-Doméne, die Lange und
weiteren Eigenschaften des N-terminalen Abschnitts sind jedoch unterschiedlich.
BAG-1 L ist mit einer molekularen Masse von 50 kDa die langste Isoform. Darlber

hinaus besitzt BAG-1 L eine nuclear localization sequence (NLS), die den post-
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translationalen Ortswechsel aus dem Zytosol in den Zellkern festlegt. Das Protein ist
damit vorwiegend im Zellkern zu finden.

Darlber hinaus unterscheidet man die kiirzeren Isoformen BAG-1 M (46 kDa), BAG-
1 S (36 kDa) und BAG-1 (29 kDa). Diese sind fast ausschlieBlich im Zytosol
lokalisiert. BAG-1 M ist anteilig zwischen Zellkern und Zytoplasma verteilt (Takayama
et al. 1998).

Unter Bedingungen von Zellstress kann es jedoch zu einer Umverteilung der
Isoformen kommen. BAG-1 M wechselt dann in eine vorwiegend nukleére Verteilung
(Zeiner et al. 1999). Vermutlich geschieht dies Gber Bindung an Interaktionspartner,
die ihren Ort wechseln (Matsuzawa et al. 1998).

Je nach Zellkompartiment kommen verschiedene Interaktionspartner in Betracht.
Isoformen, die vorwiegend in einem Zellkompartiment auftreten, interagieren
demnach vorwiegend mit sich dort befindlichen Molekulen. Es bleibt unklar, ob alle
Isoformen in gleicher Weise an die bekannten Interaktionspartner binden. Fir einige
Interaktionspartner wurden gegenséatzliche Einflusse bestimmter Isoformen
beschrieben (Luders et al. 2000b).

Die Mengenverhaltnisse, in denen die einzelnen Isoformen zueinander stehen, sind
gewebeabhéangig. Vermutlich nehmen bisher unbekannte Faktoren Einfluss auf die

Translation der vier verschiedenen Start-Codons (Takayama et al. 1998).

Codon cue AUG AUG STOP

v

BAG-1 S (36 kDa) . -

NLS BAG-Domain

BAG-1 M (46 kDa)

BAG-1 L (50 kDa) I

Abbildung 1.1 BAG-1-Isoformen, Proteindomé&nen und Molekulargewichte;
modifiziert nach Cutress et al. 2002. NLS, nuclear localization sequence; ULD,
ubiquitin-like domain. BAG-1 (29 kDa) nicht abgebildet.
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1.2.3 Interaktionspartner und Funktionen

1.2.3.1 Bcl-2

Erstbeschriebener Interaktionspartner von BAG-1 ist Bcl-2, ein anti-apoptotisch
wirkendes und an das Mitochondrium assoziiertes Protein. Apoptose ist
Hauptmechanismus der Zellelimination im Menschen. Durch externe oder interne
Stimuli angeregt, vermitteln verschiedene Reaktionsabfolgen schlieBlich die
Fragmentation der Zelle zu apoptotischen Koérperchen, welche von Nachbarzellen
oder spezialisierten Fresszellen verwertet werden.

Es wird vermutet, dass BAG-1 gemeinsam mit Hsp70 die Funktion von Bcl-2
beeinflusst und so eine stérkere Resistenz gegenuber apoptotischen Stimuli
vermittelt (Takayama et al. 1997). Unabhéngig davon kann Bcl-2 auch Einfluss auf
die Kontrolle des Zellteilungszyklus nehmen und einen Zellzyklusarrest vermitteln
(Huang et al. 1997).

1.2.3.2 Hsp70

Die Chaperone der Hsp70-Familie besitzen eine Domé&ne zur Bindung von
umzusetzenden Substraten und eine ATPase-Doméne, die Substratbindung und —
freisetzung reguliert. BAG-1 interagiert mit letzerer und kann so die Chaperon-
Funktion beeinflussen (Hohfeld 1998). Im Zusammenspiel mit anderen
regulatorischen Co-Chaperonen kann BAG-1 die Hsp70-Aktivitdt herabsetzten
(Nollen et al. 2001). Dies gilt aber vor allem fur die BAG-1 M-Isoform. BAG-1 S
hingegen zeigt einen entgegengesetzten Effekt (Luders et al. 2000b).

In einem BAG-1 Uberexprimierenden Mausmodell konnten erhéhte Mengen von
Hsc70-Protein, nicht aber Hsc70-mRNA nachgewiesen werden. Hsc70 ist ein
Mitglied der Hsp70-Familie. Dieser anscheinend post-transkriptionelle Effekt auf die
Expression von Hsp70-Chaperonen wird fir neuro-protektive Effekte von BAG-1
verantwortlich gemacht (Kermer et al. 2003). Dies gilt vor allem fiir die Expression
von BAG-1 Isoformen im Zytosol (Liman et al. 2008).

BAG-1 kann Chaperone mit einer Vielzahl weiterer Molekile in Berihrung bringen
und so einen Beitrag zur Kontrolle des Zellwachstums leisten (Takayama und Reed
2001).

13



Es ist nicht abschlieBend geklart, wie viele der bisher beschriebenen BAG-1-

Interaktionen nicht indirekt Gber Hsp70 vermittelt werden (Hohfeld 1998).

1.2.3.3 Raf-1

Raf-1 ist wesentlicher Bestandteil des Ras-MAPK-Signalwegs, der die
Zellproliferation begunstigt. Zum Anfang der Signalkaskade steht normalerweise das
Protein Ras. BAG-1 ist in der Lage, unabhangig von Ras auf Raf-1 und damit
stimulatorisch auf diesen Signalweg zu wirken (Song et al. 2001).

Nahe der BAG-Doméne kann Raf-1 an BAG-1 binden und damit in Konkurrenz zur
Bindung von Hsp70 stehen. Unter Bedingungen von Zellstress mit konsekutiver
Uberexpression von Hsp70 werden so BAG-1/Raf-1-Komplexe von BAG-1/Hsp70-
Komplexen verdrangt. Daraus resultiert eine verringerte Aktivitat im Ras-MAPK-
Signalweg und eine Reduktion der Zellproliferation. BAG-1 kann hier als molekularer
Schalter zwischen ungunstigen Wachstumsbedingungen wie Zellstress und

gunstigen Wachstumsbedingungen gesehen werden (Song et al. 2001).

1.2.3.4 Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren

BAG-1 bindet an die zytosolische Seite von transmembrandsen Rezeptoren vom
Tyrosinkinase-Typ der Wachstumsfaktoren HGF (hepatocyte growth factor) und
PDGF (platelet derived growth factor). Eine Interaktion mit diesen Rezeptoren erhéht

die Resistenz gegenulber apoptotischen Stimuli (Bardelli et al. 1996).

1.2.3.5 DNA und nukleédre Hormonrezeptoren

Fir BAG-1 L und BAG-1 M wurden Interaktionen mit Transkriptionsfaktoren und auch
direkt mit der DNA im Zellkern beschrieben (Niyaz et al. 2001; Takahashi et al.
2001). Es Dbestehen Assoziationen zu nuklearen Steroidhormon- und
Retinsaurerezeptoren. Vermutlich wird dies Uber sich wiederholende Sequenzen
saurer Aminosauren in der BAG-1-Polypeptidkette vermittelt (Demand et al. 2001;
Schneikert et al. 1999). Eine Vermittlerfunktion der Hsp70-Familie ist aber auch hier
nicht ausgeschlossen (Hohfeld 1998). BAG-1 kann auf diesen Wegen direkten

Einfluss auf die Expression verschiedener Gene nehmen.
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Interaktionen mit dem Vitamin-D-Rezeptor flihren zu verminderter Vitamin-D-
induzierter Apoptose (Witcher et al. 2001). Die Wirkung auf den Retinsaure-Rezeptor

unterdriickt eine Retinsaure-vermittelte Apoptose (Liu et al. 1998).

1.2.3.6 Autophagie und proteasomale Funktion

Wege der Proteindegradation wie Autophagie und proteasomale Funktion spielen
eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der zellularen Homdostase. Durch
verschiedene Einflisse beschéadigte oder fehlgefaltete Proteine kbnnen so beseitigt
werden. Die genauen Mechanismen dieser Qualitatskontrolle zellularer Proteine sind
weitestgehend unklar.

Man unterscheidet drei Formen der Autophagie. Die Makroautophagie stellt eine
unspezifische Form der Autophagie dar. Das zu degradierende Substrat wird in
Doppelmembranen eingeschlossen. Das sich dadurch formierte sog. Autophagosom
verschmilzt dann mit der Membran des Lysosoms, ein viele Verdauungsenzyme
enthaltendes Zellorganell. Mikroautophagie ist ein ahnlicher Prozess, bei dem das
Substrat direkt in das Lysosom Ubertritt (Mizushima et al. 2008). Die Chaperon-
vermittelte Autophagie funktioniert als selektiver Weg der Proteindegradation. Ein
Zusammenspiel von Chaperonen der Hsp70 Familie und Co-Chaperonen wie BAG-1
bindet ausgewahlte Substrate. Nach Interaktion mit bestimmten Rezeptoren in der
Membran des Lysosoms erfolgt die Autophagie (Arias und Cuervo 2011). Der
Autophagie werden verschiedene teilweise gegenséatzliche Funktionen zugeordnet.
Wahrend ungunstiger Wachstumsbedingungen kann Autophagie im Sinne eines
katabolen = Mechanismus  zelleigene  Molekule  aufschlieBen und  zur
Energiebereitstellung beitragen. Zellen kdnnen so kurzfristig dem Zelltod entgehen
(Meijer und Codogno 2004). In Situationen, in denen Mechanismen der Apoptose
eingeschrankt sind, kann Autophagie den Zelltod initiieren (Gozuacik und Kimchi
2004). Die Autophagie kénnnte so unter bestimmten Bedingungen die Funktionen
der Apoptose erganzen (Yu et al. 2004).

In Herzmuskelzellen vermutet man eine Autophagie-stimulierende Funktion Uber die
Assoziation von BAG-1 zu dem sich in der autophagosomalen Zellmembran
befindlichen Protein LC3-Il. In der Membran des Autophagosoms wurden auBerdem

groBe Mengen eines Hsp70-Proteins nachgewiesen. Man geht davon aus, dass
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BAG-1 Uber Hsp70 geschéadigte Proteine an die Autophagosomen heranflhrt
(Gurusamy et al. 2009a; Gurusamy et al. 2009b). Der BAG-1-vermittelten Autophagie

wird in diesem Zusammenhang eine kardio-protektive Wirkung zugeschrieben.

Neben dem System der Autophagie stellt die proteasomale Funktion einen nicht-
lysosomalen Weg zur Degradation von Proteinen dar. Vor Verwertung Uber das
proteasomale System bedarf es einer Ubiquitinierung und damit Markierung des
entsprechenden Substrats. Man spricht auch vom Ubiquitin-Proteasom-System. In
einem mehrschrittigen Prozess katalysieren drei Gruppen von Enzymen (E1-E3)
zunehmend selektiv die Ubertragung des Proteins Ubiquitin auf das Substrat. BAG-1
interagiert mit den E3-Ligasen CHIP und Siah-1 und stimuliert so die Ubiquitinierung
proteasomaler Substrate (Demand et al. 2001). Das Proteasom ist ein aus
Untereinheiten zusammengesetztes Zellorganell, das durch Aktivitat verschiedener
Peptidasen die Degradation von Polypeptidketten katalysiert (Kisselev et al. 1999).
BAG-1 interagiert auch direkt mit dem Proteasom, die BAG-1-ULD-Doméne scheint
dafir von Bedeutung zu sein (Demand et al. 2001; Luders et al. 2000a). Moglich ist
die gleichzeitige Bindung an das Proteasom und Présentation von an Hsp70
gebundene Substratproteine aus Zytosol oder Zellkern (Kriegenburg et al. 2014;
Luders et al. 2000a). BAG-1 kann so von Hsp70-vermittelter Wiederherstellung
fehlgefalteter Proteine zu proteasomal vermittelter Proteindegradation umschalten
(Demand et al. 2001).

Das Verhéltnis von BAG-1 zu BAG-3 scheint den Schwerpunkt in der Degradation
von Proteinen zwischen Makroautophagie und proteasomalen Vorgangen zu
verschieben. Eine relative Abnahme der Expression von BAG-1, beispielsweise in
alternden Zellen, geht mit gesteigerter Makroautophagie und verringerter

proteasomaler Aktivitat einher (Gamerdinger et al. 2009).

1.2.3.7 Zelldifferenzierung

In hamatopoietischen und neuronalen Vorlauferzellen scheint BAG-1 ein wichtiger
Vermittler zwischen extrazelluldren Signalen und zelluldren Mechanismen zum
Schutz vor Apoptose zu sein (Gotz et al. 2005). Die zytosolische Expression von

BAG-1 ist essentiell fir den anti-apoptotischen Effekt (Liman et al. 2008).

16



Wahrend der neuronalen Zelldifferenzierung ist BAG-1 hauptsachlich im Bereich des
Zellkerns zu finden. Nach Abschluss der Differenzierung sind wieder vorwiegend
zytosolische Expressionsmuster zu beobachten (Kermer et al. 2002). Durch Bindung
an Raf-1 unterstitzt BAG-1 die zellulére Differenzierung. Dies gilt vor allem fir die
Expression von BAG-1-Isoformen im Zytosol (Liman et al. 2008).

Es wird vermutet, dass auch die Interaktion mit nuklearen Hormonrezeptoren fir die
neuronale Differenzierung von Bedeutung ist (Liman et al. 2008).

Je weiter der Differenzierungsgrad epidermaler Keratinozyten, desto Uberwiegender
ist auch das Auftreten von BAG-1 im Zytosol (Takayama et al. 1998).

Transgene BAG-1-knock-out-Méause sterben wahrend der Embryogenese (Kermer et
al. 2003).

Bcl-2

\ " Proteasom

Hsp70 7 \ CHIP, Siah-1
Raf-1 / DNA

PDGF-Rezeptor, HGF-Rezeptor

Nukleare Hormonrezeptoren

Abbildung 1.2 Zusammenschau direkter BAG-1-Interaktionspartner.

1.3 BAG-1 in der Tumorgenese

In vielen Tumoren wird eine Uberexpression von BAG-1 beobachtet (Takayama et al.
1998). Bereits in Vorstufen des Colon-Karzinoms werden erhdéhte Expressionsmuster
beschrieben (Clemo et al. 2008). In einer Arbeit zur Expression von BAG-1 in 67

humanen Tumorzelllinien ist BAG-1 S in den meisten Féllen die haufigste Isoform.
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Die Expression der langeren Isoformen BAG-1 L und BAG-1 M war hingegen deutlich
unterschiedlich (Takayama et al. 1998).

BAG-1 nimmt Uber komplexe und zahlreiche Mechanismen Einfluss auf
entscheidende Tumorcharakteristika wie Proliferation, Resistenz gegenuber
Apoptose und Migration. Erstbeschriebener Interaktionspartner von BAG-1 ist Bcl-2,
ein anti-apoptotisches Protein (Takayama et al. 1995). Reduzierte Empfindlichkeit
gegenulber apoptotischen Stimuli zahlt zu den Eigenschaften neoplastischer Zellen
und wird fir deren Resistenzen gegeniber Strahlen- und Chemotherapie
verantwortlich gemacht. In Zellen des Cervix-Karzinoms wirken sich die BAG-1-
Isoformen unterschiedlich auf die Empfindlichkeit gegentiber Chemotherapeutika aus
(Chen et al. 2002).

Ein Bcl-2-vermittelter Zellzyklusarrest kdnnte Tumorzellen helfen, ungunstige
Bedingungen wie Hypoxie im Tumor zu Uberdauern (Roth et al. 2000).
Experimentelle BAG-1-Uberexpression konnte eine murine Lymphoblastomzelllinie
von ihrer Abhangigkeit gegenulber Interleukin-3 befreien (Clevenger et al. 1997).
Durch Zellstress ausgeldste Akkumulation des Tumorsuppressors p53 fuhrt zu einem
Zellzyklusarrest und kann Apoptose auslésen. BAG-1 vermindert teilweise die durch
p53 vermittelte Reduktion des Tumorzellwachstums. Vermutlich spielt dabei das
Protein Siah-1 eine entscheidende Rolle (Matsuzawa et al. 1998). Darliber hinaus
wurde eine inhibierende Wirkung von BAG-1 S auf p73 beschrieben. P73 ist ein
Protein aus der Gruppe der p53-Tumorsuppressoren (Wang et al. 2009).

BAG-1 Dbeeinflusst das Ubiquitin-Proteasom-System. Durch Zellstress wie
Bestrahlung oder Chemotherapie veradnderte Proteine kdénnen durch die
proteasomale Funktion beseitigt werden. Zellstresssignale und apoptotische Stimuli
werden so abgeschwacht. Proteasom-Inhibitoren finden bereits Anwendung in der

Behandlung des Multiplen Myeloms.

Interaktionen mit proliferativen Signalwegen wie Ras-MAPK spielen eine groBe Rolle
in der Tumorgenese. Eigenschaften wie Metastasierung und Tumorzellmigration
scheinen ebenfalls durch BAG-1 beeinflusst zu werden. Experimentell herbeigeflhrte
BAG-1-Uberexpression kann das Potential zur lokalen Metastasierung in einem

Mausmodell des Magenkarzinoms erhéhen (Yawata et al. 1998). Eine andere Arbeit
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berichtet von haufiger vorhandenen Lymphknotenmetastasen bei positiver BAG-1-
Expression (Shindoh et al. 2000).

Der Einfluss auf verschiedene Hormonrezeptoren im Zellkern ist vor allem far
hormonabhangige Tumoren von Bedeutung. FlUr das Prostatakarzinom konnte
gezeigt werden, dass BAG-1 die Funktion Androgenrezeptor-tragender Zellen
verandert und die Empfindlichkeit gegenuber anti-androgenen Therapeutika reduziert
(Froesch et al. 1998).

BAG-1 scheint sich auf die Aktivitit von NF-kB in Colon-Karzinomzellen
auszuwirken. Erhéhte BAG-1-Expression geht mit erhdhter Aktivitat dieses mit der

Tumorprogression korrelierenden Transkriptionsfaktors einher (Clemo et al. 2008).

Ob BAG-1 sich gunstig auf die klinische Prognose einer Tumorerkrankung auswirkt,
scheint von der Art des Tumors abzuhédngen. Die beschriebenen molekular-
biologischen Interaktionen deuten auf experimenteller Ebene jedenfalls auf einen das
Tumorwachstum begulnstigenden Einfluss hin. Korrelationen mit klinischen Daten
weisen teilweise in eine andere Richtung. SchlieBlich konnte auch dem anfangs
ausschlieBlich als anti-apoptotisch verstandenen Bcl-2 eine prognostisch gunstige
Bedeutung im Pankreaskarzinom zugeschrieben werden (Nio et al. 2001).

Bis jetzt sind hauptsachlich immunhistochemische Untersuchungen mit klinischen
Daten korreliert worden. Einige Arbeiten gehen dabei von einem Zusammenhang
zwischen subzellulérer Distribution von BAG-1 und Prognose der Tumorerkrankung
aus. Immunhistochemisch vorwiegend zytosolisch verteiltes BAG-1 scheint, im
Vergleich zu einer nukledren Verteilung, eine bessere Kklinische Prognose
voraussagen zu kdénnen. Bei Patientinnen in friihen Stadien des Mamma-Karzinoms
zeigte sich beispielsweise eine Korrelation zwischen zytosolischer Expression von
BAG-1 und langerem Uberleben (Turner et al. 2001). Eine Arbeit zum nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinom weist in dieselbe Richtung (Rorke et al. 2001).
Nukleare Expression in Proben des Leberzellkarzinoms gehen mit einer signifikant
schlechteren Prognose einher (Ni et al. 2013). In Untersuchungen zum
Pankreaskopf-Karzinom korreliert eine vorwiegend nukledre Expression hingegen mit
einer besseren Prognose nach Tumorentfernung (van der Zee et al. 2013).

Analysen der BAG-1-mRNA bei Patienten mit nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom

unter platinbasierter = Chemotherapie = haben ein  signifikant  langeres
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Gesamtuberleben bei negativer BAG-1-Gesamtexpression gezeigt (Leng et al. 2012).
Experimentelle Reduktion der BAG-1-mRNA fihrte sogar zu einer Sensibilisierung
gegenuber einer Chemotherapie mit Cisplatin. Es kam zu einer Deregulation von fir
den apoptotischen Zelltod relevanten Molekilen (Liu et al. 2010).

Hingegen desensibilisiert die experimentelle Reduktion von BAG-1-Protein
gegenulber Strahlentherapie in einem Modell fir das Plattenepithel-Karzinom des

Osophagus (Yoshino et al. 2011).

Genannte Beispiele und Unterschiede hinsichtlich der Bedeutung von BAG-1 in der
Tumorgenese weisen darauf hin, dass BAG-1 je nach Entitdt der Neoplasie
vorwiegend mit ausgewahlten Partnerproteinen interagiert (Cutress et al. 2002). Auch
unterschiedliche post-translationale Modifikationen wie Ubiquitinierungen oder
Phosphorylierungen sind mdéglich und kdénnen die BAG-1-Funktion individuell
verandern (Cato und Mink 2001; Sourisseau et al. 2001).

Fasst man zusammen, so spielt BAG-1 durch seinen Einfluss auf zahlreiche zellulare
Signalwege und Vorgénge eine wichtige Rolle in der Regulation des Zellwachstums.
Unter expliziter Beachtung der jeweiligen Entitédt der Neoplasie kénnte BAG-1 als

Tumormarker prognostische Bedeutung erlangen (Cutress et al. 2002).

1.4 BAG-1 in GBM

Auch fir GBM werden starke BAG-1-Expressionsmuster in verschiedenen etablierten
Zelllinien und priméren Biopsaten beschrieben (Roth et al. 2000; Takayama et al.
1998).

Eine Untersuchung von 29 Biopsaten hat keine Korrelation zwischen
immunhistochemischer BAG-1-Expression und Gesamtiberleben zeigen kdnnen.
Allerdings hat diese Studie neben GBM auch eine unbekannte Anzahl anaplastischer
Astrozytome eingeschlossen (Batistatou et al. 2006).

Zur genaueren Bedeutung von BAG-1 in GBM ist im Wesentlichen erst eine Arbeit
verQffentlicht worden. Dabei konnte bei 19 untersuchten Patienten keine Korrelation
zwischen immunhistochemischer BAG-1-Darstellung und klinischen Uberlebensdaten

gezeigt werden.
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Experimentell wurde murines BAG-1 mithilfe von Expressionsvektoren in zwei GBM
Zelllinien Uberexprimiert. Dabei kam es zu einer signifikanten Reduktion von
Wachstum und Klonogenitat in BAG-1-tberexprimierenden Zellen. Bei gleichzeitiger
Co-Expression von Bcl-2 war der Effekt wieder aufgehoben. In ein Mausmodell
implantierte BAG-1-transfizierte GBM-Zellen zeigten im Vergleich jedoch keine
signifikante Wachstumsreduktion. Unter Serum-Deprivation, einer fir Tumorzellen
unguinstigen Bedingung, stellt die gleichzeitige Expression von BAG-1 und Bcl-2
einen deutlichen Wachstumsvorteil dar. BAG-1 scheint in diesem Zusammenhang
einen Bcl-2-vermittelten Zellzyklusarrest zu unterbinden. Unter Anwesenheit
verschiedener Chemotherapeutika konnte BAG-1 auch wieder nur in Gegenwart von
Bcl-2 einen Wachstumsvorteil zeigen (Roth et al. 2000).

In einer GBM Zelllinie hat BAG-1 L Uberexpression zu einer Steigerung der
Wachstumsrate und Funktionsstérung des nuklearen Vitamin-D Rezeptors gefihrt
(Witcher et al. 2001).

1.5 Fragestellung dieser Arbeit

Fir Entstehung und Wachstum von GBM werden verschiedene molekulare
Veranderungen verantwortlich gemacht. Es ist notwendig, ein moglichst detailliertes
Bild wichtiger molekularer Pathologien zu zeichnen, um zukunftig zielgerichtete und
individualisierte  Therapien ermdglichen zu kénnen. Fur BAG-1 sind
Interaktionspartner beschrieben worden, die auf vielfaltige Weise Zellfunktionen
beeinflussen. Zur Bedeutung von BAG-1 in GBM ist wenig bekannt. Bereits
beschriebene Erkenntnisse sind mit experimenteller Uberexpression gewonnen
worden. Diese Zusammenhange sollen mit einer methodisch andersartigen
Herangehensweise Uberprift werden. Die genauere Betrachtung von proteasomalen
Vorgdngen und Autophagie bildet einen weiteren Schwerpunkt der Arbeit. Zum
Einfluss von BAG-1 auf diese Zellfunktionen in GBM liegen bisher keine Erkenntnisse

vor.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Chemikalien und Enzyme

Chemikalie oder Enzym

Hersteller

Ammoniumperoxodisulfat
Ampicillin

Aprotinin
Bafilomycin A1
BCA-Assay
BOC-LAA-AMC
Borsaure

BSA

CHAPS
Cycloheximide
DAPI
Dinatrium-EDTA
DMEM

DMSO

DTT

EGTA

Ethanol absolut
FCS

Glutaraldehyd
Glycerol

Glycin

HEPES

IGEPAL
Isopropanol
Kaliumchlorid
Kristallviolett
L-Glutamin
Lipofectamine ™ 2000
Luminol
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid
MEM

MG132

Moviol
Natriumchlorid
Natriumdeoxycholat
NGS

Nonidet P-40
Opti-MEM
PageRuler
PBS-Pulver
Penicillin

PFA

PMSF
Propidiumiodid
Proteinase Inhibitor
ProteoExtract® Subcellular Proteome Extraction Kit
Rapamycin
Rinder-Fibronectin
Rotiphorese Gel (30 %)
SDS

Streptomycin
TEMED
ToxiLight® BioAssay Kit
Tris-Chlorid
Triton-X 100
Trypanblau

Trypsin

Tween

WST-1

Z-LLE-AMC
Z-LLL-AMC

Merck, Darmstadt, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Pierce, Bonn, Deutschland

Peptide Institute, Osaka, Japan
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Pierce, Bonn, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Life Techn., Darmstadt, Deutschland
Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Riedel-de Haén, Seelze, Deutschland
PAA, Pasching, Osterreich
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Sigma, Taufkirchen, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Seromed Biochrom, Berlin, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Life Techn., Darmstadt, Deutschland
Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Abcam, Cambridge, GroBbritannien
Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Life Techn., Darmstadt, Deutschland
Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
PAA, Colbe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

PAA, Colbe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Cambrex, Rockland, ME, USA
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
BostonBiochem, Cambridge, MA, USA
BostonBiochem, Cambridge, MA, USA

Tabelle 2.1 Chemikalien und Enzyme
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2.2 Hergestellte Losungen

Lésung

Herstellung

0,25 % Trypsin

BCA-Farblésung

Blocking Solution

BSA Standardprotein Stocklésung
DAPI Lésung

ECL

Elektrophoresepuffer
Glycin/SDS
HKME-Puffer

Hypotoner Lysepuffer
Kristallviolett-Lésung

Lysepuffer

PBS

Proteinase-Inhibitor Stocklésung
RIPA-Puffer

Sammelgel fir Western Blot (5 %)

Substratpuffer flir Proteasomenaktivitdtsmessung

TBE

TBS

TBS-T
Transfer-Puffer

Trenngel fir Western Blot (12 %)

Trenngel fir Western Blot (15 %)

TrisCIl/SDS 4x pH 6.8
TrisCI/SDS 4x pH 8.8
Western Blot Ladepuffer (6 x)

Zahllésung

25 mg Trypsin in 10 ml EDTA

2 % Reagenz B in 98 % Reagenz A

5 % Magermilchpulver in TBS-T

10 pg/ul BSA in Lysepuffer

2 ug/ml DAPI in PBS

Lésung I: 2,5 mM Luminol, 0,4 mM p-Coumarsaure, 0,1 M Tris-
Chlorid in H,O dest; pH 8.5

25 mM Tris-Chlorid, 192 mM Gilycin, 0,1 % H,O dest; pH 8.3

0,2 M Glycin, 0,5 % SDS in PBS

10 mM HEPES, pH 7,2, 142 mM Kaliumchlorid, 5 mM
Magnesiumchlorid, 1 mM EGTA in H,O dest.

5 ml HKME-Puffer, 200 ul Proteinase-Inhibitor, 50 ul IGEPAL

0,5 g Kristallviolett in 5 ml Ethanol, aufgefillt auf 500 ml H20 dest.
Lésung II: 18 % H,02, 0,1 M Tris-Chlorid in H,O dest.; pH 8.5

20 ul Proteinase-Inhibitor in 1 ml RIPA-Puffer

9,55 g PBS Pulver in 1000 ml H,O dest.; steril filtriert

2 Tabletten in 840 pl H,O dest.

20 mM Tris-Chlorid (pH 7,5), 150 mM NaCl, 1 % Nonidet P-40, 0,5
% Natriumdeoxycholat, 1 mM EDTA, 0,1 % SDS in H,O dest.
0,68 ml purifiziertes H.O, 0,17 ml Rotiphorese Gel, 0,13 ml 1 M
Tris-Chlorid/SDS (4x, pH 6,8), 0,01 ml 10 % SDS, 0,01 ml 10 %
Ammoniumperoixdsulfat, 0,001 ml TEMED (Angaben fiir 1 ml)

25 mM HEPES, pH 7,5, 10 nM DTT, 0,1 % CHAPS, 0,5 mM PMSF,
2 pg/ml Aprotinin, 20uM eines fluorogenen Substrats (Z-LLL-AMC,
Z-LLE-AMC, BOC-LAA-MCA)

84 mM Tris-Chlorid, 89 mM Borséure, 2 mM Dinatrium-EDTA in
H,O dest.

150 mM NaCl, 10 mM Tris-Chlorid in H,O dest.; pH 9.0

0,1 % Tween in TBS; pH 7.6

25 mM Tris-Chlorid, 192 mM Glycin, 20 % Methanol in H,O dest.;
pH 8.3

1,6 ml purifiziertes H,O, 2 ml 30 % Rotiphorese Gel, 1,3 ml 1,5 M
Tris-Chlorid/SDS (4 x, pH 8,8), 0,05 ml 10 % SDS, 0,05 ml 10 %
Ammoniumperoxidsulfat, 0,002 ml TEMED (Angaben fiir 5 ml)

1,1 ml purifiziertes H,O, 2,5 ml 30 % Rotiphorese Gel, 1,3 ml 1,5 M
Tris-Chlorid/SDS (4 x, pH 8,8), 0,05 ml 10 % SDS, 0,05 ml 10 %
Ammoniumperoxidsulfat, 0,002 ml TEMED (Angaben fiir 5 ml)
0,5 M Tris-Chlorid, 0,4 % SDS in H,O dest.; pH6,8

1,5 M Tris-Chlorid, 0,4 % SDS in H,O dest.; pH 8.8

Verwendung im Verhéltnis 1:1

7 ml 4 x TrisCI/SDS (pH 6,8), 3 ml Glycerol, 1 g SDS, 0,93 g DTT,
1,2 mg Bromphenolblau

40 % Trypanblau, 60 % PBS

Tabelle 2.2 Hergestellte Losungen

2.3 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Hersteller

Blotting-Papiere

Chemilumineszenzfilme, HyperfimTM ECL
Combitips fur Multipette

Einfriergefa

Kavitatenplatten; 6, 24 und 96 Kavitaten; transparent

Kavitatenplatten; 96 Kavitaten; wei3
Nitrocellulose PROTEAN®
Objekttrager

Pipetten

Pipettenspitzen

Pipettenspitzen, RNAse-frei
PVDF-Membran

ReagenzgefaBe 0,5 ml,1,5 ml, 2 ml
ReagenzgefaBe 15 ml, 50 ml
Zellkulturschalen rund, 10 cm

Roth, Karlsruhe, Deutschland

GE Healthcare, Buckinghamshire, England
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Nunc, Roskilde, Danemark

Greiner Bio One, Solingen, Deutschland
Nunc, Roskilde, Danemark

Schleicher & Schill Bioscience, Dassel, Deuschland
Waldemar Khnittel, Braunschweig, Deutschland
Sarstedt, Sarstedt, Deutschland

Sarstedt, Sarstedt, Deutschland

Sarstedt, Sarstedt, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Greiner Bio One, Solingen, Deutschland
Greiner Bio One, Solingen, Deutschland

Tabelle 2.3 Verbrauchsmaterialien
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2.4 Gerate und Software

Gerét oder Software

Hersteller

8-Kanal-Pipette

Autoklav

AxioVision Software Package
Eismaschiene, Scotman®
Elektrophoresekammer fir Western Blot
ELISA-Photometer Rainbow
Entwicklungsmaschine fur Réntgenfilme, Crurix 60
FACS Diva 6.1.3

Flow-Zytometer FACS Canto |
Fluoreszensmikroskop AxioVision
Gefrierschrank -20-C

Gefrierschrank -80-C

Heizblock, ThermoStat Plus

ImageJ

Inkubator fir Zellkultur

Kuhlschranke

Luminometer Wallac 1450 Microbeta Trilux
Mikroskop ID 02

Multipette

Neubauer Zahlkammer improved
pH-Meter

Photometer SpectraFluor Plus

Pipetten

Pipettierhilfe Accu Jet pro

PRISM

Quantity One 4.2.1

Réntgenstrahler Gulmay RS225 GS014
Schuittler

Sonicator

Transferkammer fir Western Blot
Vortex, Mixer fir ReagenzgefaBe
Waage

Wallac 1450 MicroBeta Workstation
Wasserbad

Wasserreiniger Purelab Plus
Zellkulturbank, Hera Safe
Zellkulturschrank

Zentrifugen

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Memmert, Schwabach, Deutschland
Zeiss, Gottingen, Deutschland

Frimont, Mailand, Italien

BioRad, Miinchen, Deutschland

Tecan, Crailsheim, Deutschland

Agfa, Dusseldorf, Deutschland

BD Biosciences, Burlington, NC, USA
BD Biosciences, Burlington, NC, USA
Zeiss, Gottingen, Deutschland

Liebherr, Biberach, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

open source

Sanyo, Bad Nenndorf, Deutschland
Liebherr, Biberach, Deutschland
PerkinElmer, Branfort, CT, USA

Zeiss, Gottingen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Hecht-Assistent, Sondheim, Deutschland
Sartorius, Géttingen, Deutschland
Tecan, Crailsheim, Deutschland

Gilson, Villiers le Bel, Frankreich

Brand, Wertheim, Deutschland

Graph Pad, CA, USA

BioRad, Miinchen, Deutschland

Gulmay Medical Ltd, Camberley, Surrey, GroBbritannien
Heidolph Instruments, Schwabach, Deutschland
Bandelin, Berlin, Deutschland

BioRad, Miinchen, Deutschland

NeoLab, Heidelberg, Deutschland
Sartorius, Géttingen, Deutschland
PerkinElmer, Branfort, CT, USA

GFL, Burgwedel, Deutschland

ELGA, High Wycombe, GroBbritannien
Heraeus, Hanau, Deutschland
Panasonic Healthcare, Wood Dale, IL, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Tabelle 2.4 Geréate und Software

2.5 Antikorper

Antikérper und Verdiinnung

Hersteller

Primérantikérper

Anti-BAG-1; monklonal, IgG, Maus; gegen humanes Epitop; 1:500
Anti-BAG-1; polyklonal, IgG, Kaninchen; gegen humanes Epitop; 1:100
Anti-LC3; monoklonal, IgG, Maus; gegen humanes Epitop; 1:300
Anti-B-Tubulin; monoklonal, Maus; gegen humanes Epitop; 1:1000

Sekundérantikdrper
Anti-Kaninchen-HRP; IgG, Ziege; 1:2000
Anti-Maus-HRP; I1gG, Ziege; 1:2000

Cy3 monoklonal (Maus) gegen Kaninchen-Epitop; 1:200

Imgenex, San Diego, CA, USA

Santa Cruz Biotech., Santa Cruz, CA, USA
nanoTools, Teningen, Deutschland

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Santa Cruz Biotech., Santa Cruz, CA, USA
Santa Cruz Biotech., Santa Cruz, CA, USA
Life Techn., Darmstadt, Deutschland

Tabelle 2.5 Antikérper
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2.6 Etablierte Zelllinien

Zelllinien G28, G112 und U87

Die aus humanen GBM-Tumoren abgeleiteten Zelllinien G28, G112 und U87G
wurden freundlicherweise zur Verfigung gestellt durch die Neurochirurgische Klinik
an der Universitatsmedizin Goéttingen, Arbeitsgruppe flr experimentelle Neuro-
Onkologie (Kantelhardt et al. 2010).

Zelllinie U-251
Die humane Zelllinie U251 wurde aus GBM-Tumorgewebe eines mannlichen

kaukasischen Patienten gewonnen und kultiviert (Ponten und Macintyre 1968).

2.7 Zellkultur

2.7.1 Zellkulturmedien

Folgende Kulturmedien wurden auf Grundlage o0.g. Chemikalien und Ld&sungen

hergestellt:

Medium Zusammensetzung

DMEM full 87 % DMEM, 10 % FCS, 1% Natrium-Pyruvat, 1%
Penicillin+Streptomycin, 1% L-Glutamat

Einfriermedium 10% DMSO in FCS

MEM full 87 % MEM, 10 % FCS, 1% Natrium-Pyruvat, 1%
Penicillin+Streptomycin, 1% L-Glutamat

MEM full, ohne Antibiotika 88 % MEM, 10 % FCS, 1% Natrium-Pyruvat, 1% L-Glutamat

MEM full, ohne Serum 97 % MEM, 1% Natrium-Pyruvat, 1% Penicillin+Streptomycin, 1%
L-Glutamat

Tabelle 2.6 Zellkulturmedien

2.7.2 Kultivierung

Die Zelllinien werden in wasserdampfgesattigter Atmosphéare bei einem CO»-Gehalt
von 5 % und einer Temperatur von 37 °C in 10 cm Rundschalen kultiviert. Fir die
Zelllinien U251, G28 und G112 wird ein Zellkulturmedium auf MEM-Basis verwendet,
fur die Zelllinie U87G ein Zellkulturmedium auf DMEM-Basis.
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2.7.3 Passage

Die Passage der Zellen findet unter moglichst sterilen Bedingungen statt. Nach
Absaugen des Zellkulturmediums werden die am Boden der Rundschale adhé&renten
Zellen zweimal mit jeweils 5 ml PBS gewaschen. Zum L&sen der Zellen wird der
Boden der Kulturschalen fir 5 min mit 1 ml 1 % Trypsin benetzt. AnschlieBend
werden die nun in 1 % Trypsin suspendierten Zellen zusammen mit 2 ml des
entsprechenden Zellkulturmediums in ein ReagenzgefaB uberfuhrt. Es folgt eine
Zentrifugation mit 1000 x g (ber 4 Minuten. Der Uberstand wird verworfen und das
Zellpellet in 1 ml Kulturmedium suspendiert. Bei einem Ublichen Passageverhaltnis
von 1:10 werden 100 ul der Zellsuspension und 8ml Kulturmedium in eine neuen 10
cm Rundschale hinzugegeben. Bis zur néchsten Passage erfolgt eine Inkubation

Uber ca. vier Tage.

2.7.4 Quantifizierung der Zellen

In Kulturmedium gel6ste Zellen werden in einem Verhélinis von 1:10 mit der
Zahllésung verdinnt und Uber eine Neubauer-Zadhlkammer und ein Lichtmikroskop
ausgezahlt. Die ermittelte Zellzahl in 1 ml Zellsuspension ist Grundlage fur die

weitere Umrechnung bzw. Aufteilung der Zellen je nach Versuchsaufbau.

2.7.5 Einfrieren und Auftauen der Zellen

Die Zellen werden wie bei der Passage von der Kulturschale gelést und nach
Zentrifugation in kaltem Einfriermedium suspendiert. Einer langsamen Abkuhlung auf
-80°C folgt die Lagerung in fliissigem Stickstoff in einem speziellen EinfriergefaB.

Zum Auftauen wird das EinfriergefaB 5 min. bei 37 °C aufgewarmt. Die im
Einfriermedium gelésten Zellen werden in 2 ml Kulturmedium aufgenommen und
zentrifugiert. Das Zellpellet wird in Kulturmedium suspendiert und in eine neue

Kulturschale gegeben.
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2.8 Transiente Transfektion mit small interfering RNA

Fir die Transfektion mit small interfering RNA (siRNA) wurden RNA-Oligonukleotide
unten stehender Sequenzen (Sinn-Strang) von Eurofins MWG Operon (Ebersberg,
Deutschland) bezogen. Die kurzen RNA-Sequenzen binden komplementar an BAG-1
mRNA und der entstandene doppelstrangige RNA-Abschnitt wird durch zelleigene
Prozesse abgebaut. Die BAG-1-mRNA erreicht nicht mehr das Ribosom. Durch diese
Methode der RNA-Interferenz kann die Proteinsynthese gezielt herunterreguliert
werden. Vorlage flur die ausgewéhlten Oligonukleotide bildete eine Arbeit, in der
BAG-1 erfolgreich auf Protein- und RNA-Ebene herunterreguliert werden konnte
(Gamerdinger et al. 2009).

Unspezifische Kontroll siRNA 5 - AGGUAGUGUAAUCGCCUUG -3’
BAG-1 siRNA No.1 5'— ACACCGUUGUCAGCACUUG - 3
BAG-1 siRNA No.2 5'— GCACGACCUUCAUGUUACC - &

24 Stunden vor geplanter Transfektion werden 1x10° Zellen pro Kavitat einer 6-
Kavitadten-Platte in jeweils 2 ml MEM full ohne Antibiotikum ausgebracht. Zum
Zeitpunkt der Transfektion weisen die Zellen eine Konfluenz von 30-50 % auf.

Pro zu transfizierender Kavitat werden zwei 1,5 ml ReagenzgefaBe mit jeweils 250 ul
Opti-MEM vorbereitet. In einem dieser ReagenzgefaBe wird 150 pmol der siRNA
geldst, in dem anderen 5 ul Lipofectamine ™2000. Die ReagenzgeféaBe werden dabei
leicht geschwenkt. Lipofectamine™2000 dient als Vehikel fur die siRNA. Die
Oligonukleotide kénnen durch diese Lipofektion in kleinen Fettkdrperchen die
Biomembranen der Zellen passieren und in das Zellinnere gelangen.

Nachdem das Lipofectamine ™2000-Opti-MEM-Gemisch 5 min. bei Raumtemperatur
inkubiert hat, kann dieses zum siRNA-Opti-MEM-Gemisch hinzugegeben werden. Es
folgt eine Inkubationszeit von ca. 20 min. bei Raumtemperatur.

SchlieBlich werden 500 pl des Gesamtgemisches in die mit Zellen bewachsene
Kavitdt gegeben. Die Kavitadtenplatte wird leicht geschwenkt. 4-6 Stunden nach
Transfektion erfolgt ein Mediumwechsel zu dem der Zelllinie entsprechenden
Kulturmedium. Zur gewlnschten Zeit, jedoch mindestens 24 Stunden nach der
Transfektion, kann die Lyse des Zellmaterials vorgenommen werden. Alle

Pipettierschritte erfolgen mit RNAse-freien Pipettenspitzen.
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In Versuchen im Format von 24- oder 96-Kavitaten-Platten variieren einzelne Schritte

und Mengen an Reagenzien wie in den folgenden Abschnitten beschrieben.

2.9 Proteinanalysen

2.9.1 Herstellung von Zelllysaten

Bei der Lyse von Zellkulturmaterial werden Proteine aus den Zellen herausgeldst, um
diese in nachfolgenden Untersuchungen zu analysieren.

Das Medium wird aus den Kavitaten der 6-Kavitaten-Platte abgenommen und jede
Kavitdt zweimal mit 2 ml kaltem PBS gewaschen. AnschlieBend werden 50 ul
Lysepuffer auf die Zellen gegeben. Mit einem Zellkratzer wird das Material vom
Boden der Kavitat mechanisch gelést und in ein 1,5 ml Reagenzgefa3 Uberfihrt.
Nach 15 min. Inkubation auf Eis erfolgt eine Ultraschallbehandlung mittels Sonicator.
Damit werden die Zellkompartimente weiter aufgeschlossen. SchlieBlich werden die
Zellen bei 16000 x g 10 min. zentrifugiert, der Proteintiberstand in ein neues
ReagenzgefaB gegeben und dieses bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gefroren

gehalten.

2.9.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Der Bicinchoninsaure-Assay (BCA-Assay) dient der quantitativen unspezifischen
Bestimmung von Proteinmengen. In alkalischem Milieu kommt es zur
Komplexbildung von Proteinen mit Kupferionen, wobei Cu?* zu Cu'* reduziert wird.
Cu'*-lonen bilden mit Bicinchonins&ure einen stabilen violettfarbenen Komplex. Der
Farbumschlag kann bei einer Wellenlange von 562 nm photometrisch quantifiziert
werden. Die Messwerte der Zelllysate werden mit einer Messreihe von
Standardproteinkonzentrationen abgeglichen. In einer 96-Kavitatenplatte wird dabei
bovines Serumalbumin (BSA) in verschiedenen definierten Konzentrationen in die
Kavitaten eingebracht und ebenso wie die Proben der Zelllysate mit jeweils 200 ul
BCA-Farblésung versetzt. Von jedem Zelllysat werden 3 Messungen von jeweils 3 ul

durchgefuhrt. Nach Zugabe der Farblésung wird das Gemisch fir 25 min. bei
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Raumtemperatur auf einem Schuttler inkubiert. Es folgt die Extinktionsmessung bei

einer Wellenldnge von 562 nm mit dem ELISA-Photometer Rainbow.

2.9.3 SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese
SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-Page) dient der Auftrennung von

Proteinen anhand ihres Molekulargewichts. Dabei wandern die Proteine in einem
elektrischen Feld vom negativen zum positiven Pol.

Fur die Proteinauftrennung der Lysate wird zundchst die Kombination aus einem
12%-Trenngel und einem 5%-Sammelgel polymerisiert. Gleiche Mengen der
einzelnen Proteinlysate werden mit H,O auf 15 ul verdinnt und mit 3 pl 6x SDS
versetzt. Finfminitiges Kochen bei 95°C sorgt fir eine gleichméaBige Negativladung
der Proteine. AnschlieBend werden die Proben Uber vorpraparierte Taschen in das
Sammelgel eingebracht. In eine der Taschen wird 5 ul des Page-Rulers gegeben.
Dieser entwickelt farbige Banden, die eine Beurteilung der Proteinauftrennung nach
Molekulargewicht ermoglichen.

Fir die Elektrophorese wird bis zum Erreichen des Trenngels fir ca. 10 min. eine
Spannung von 75 Volt angelegt. AnschlieBend folgt die Auftrennung Uber ca. 2 h bei
100 V.

2.9.4 Western Blot

Die sich durch die Elektrophorese Uber das Gel verteilten Proteine werden beim
Western Blot auf eine Membran Ubertragen. Auch hier wird die Negativladung der
Proteine und deren Wanderung im elektrischen Feld genutzt. In einer
Transferkammer werden das Gel und die Nitrocellulosemembran zwischen zwei
Blotting-Papieren in Transferpuffer gelagert. Zuvor erfolgte die Equilibrierung von
Blotting-Papieren, Nitrocellulosemembran und Elektrophoresegel in Transferpuffer fur
10 min.

Far ca. 1,5 Stunden wird eine Spannung von 100 V angelegt. Der Vorgang geschieht

bei einer Umgebungstemperatur von 4°C unter zusatzlicher Kiihlung mit Eis.
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2.9.5 Immunodetektion von Proteinen

Nach dem Western Blot der Proteine wird die Nitrocellulosemembran eine Stunde
lang in 5% Magermilch in TBS-T inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu
belegen. Zur Detektion des gewunschten Proteins erfolgt die Inkubation mit dem
Priméar-Antikérper tber mindestens 12 Stunden bei 4°C. Die Membranen werden in
drei Schritten von jeweils 20 min. in TBS-T gewaschen und anschlieBend Uber zwei
Stunden mit dem Sekundar-Antikérper bei Raumtemperatur inkubiert. Die Membran
wird erneut in drei Schritten gewaschen.

Alle Antikérper werden in einer individuellen Verdlinnung in 5% Magermilch in TBS-T
eingesetzt. Zum Nachweis von BAG-1 werden der monoklonale Maus-Antikérper als
Priméar-Antikérper und ein Kaninchen-HRP-Sekundar-Antikérper gegen Maus-Epitop
verwendet (Tabelle 2.5).

Die ECL-Lésungen reagieren in einer Peroxidase-Reaktion gemeinsam mit der an
den Sekundar-Antikdérper gekoppelten HRP unter Emission eines Chemo-
lumineszenz-Signals. ECL-Lésung | und Il werden in einem Verhéltnis von 1:1
gemischt und auf die Membran gegeben. Nach einer Inkubationszeit von einer
Minute belichtet das Chemolumineszenz-Signal in einer Dunkelkammer einen
Chemilumineszenzfiim. Die Belichtung kann mit einer Entwicklermaschine fir das
Auge auf dem Film sichtbar gemacht werden. Die Intensitat der Signale wird in
Graustufen entwickelt.

Zum Nachweis weiterer Proteine auf einer Membran wird vor der n&chsten
Antikorper-Inkubation der vorherige Antikérper durch einstindiges Waschen der
Membran in Glycin/SDS-Lésung bei Raumtemperatur entfernt.

Die Graustufen auf den Filmen kénnen mit der Software ImageJ umgerechnet und
analysiert werden. Um sicherzustellen, dass jeweils gleich groBe Mengen an
Proteinlysat verglichen werden, werden die einzelnen Werte an das jeweilige Signal
fir das Protein B-Tublin angeglichen. B-Tublin hat ein Molekulargewicht von ca. 55
kDa und gilt als ein Protein, dessen zellulare Menge unter den meisten Umstanden

konstant bleibt.
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2.10 Bestimmung der Halbwertszeit von BAG-1-Protein

1 x 10° Zellen einzelner Zelllinien werden im Format von 6-Kavitaten-Platten
ausgebracht. 24 Stunden spéter wird jeder Kavitat 40 pyg/ml Cycloheximide, geldst in
Zellkulturmedium, zugesetzt. Cycloheximide verhindert die Translation von mRNA in
Polypeptidketten und verhindert damit die Proteinbiosynthese.

Zu den Zeitpunkten 2, 4, 7, 24 und 48 Stunden nach Zugabe von Cycloheximide
werden die Zellen lysiert und der Proteinanalyse von BAG-1 zugefihrt. Aus der
Abnahme des BAG-1-Signals Uber die Zeit kann auf die Halbwertszeit

rickgeschlossen werden.

2.11 Subzellulare Fraktionierungen

Zur Untersuchung der subzellularen Verteilung von BAG-1 und der Isoformen wird
ein ProteoExtract® Subcellular Proteome Extraction Kit verwendet. Unbehandelte
Zellen der Linien U87G, G112 und U251 werden lysiert. Durch aufeinander folgende
Zentrifugationsschritte und Inkubation mit verschiedenen Puffern und Enzymen
lassen sich aus den untersuchten Zellen nacheinander vier Zellfraktionen
extrahieren: Zytosol, Membranen, Zytoskelett und Zellkern. Die einzelnen Fraktionen

werden der oben beschriebenen Proteinanalyse von BAG-1 zugefihrt.

2.12 Immunzytochemie

Zur immunochemischen Darstellung von BAG-1 in einzelnen Zellen wurde das
Protokoll zur siRNA-Transfektion leicht modifiziert. Die Transfektion erfolgt hier nicht
direkt auf der Kavitaten-Platte, sondern vor Ausbringen der Zellen noch innerhalb der
Zellsuspension.

Auf Basis einer 24-Kavitaten-Platte werden pro Kavitat jeweils 50 yl Opti-MEM mit 40
pmol siRNA und 2 pl Lipofectamine™2000 Uber 20 min. inkubiert. AnschlieBend
werden die Reagenzien mit 3 x 10* Zellen, geldst in 500 yl MEM full ohne Antibiotika,
zusammengefuhrt. Nach 45 min. Inkubation bei 37°C im Reagenzgefal3 wird das
Gemisch auf die Kavitat einer 24-Kavitaten-Platte ausgebracht. Zuvor wird auf dem
Boden der Kavitat eine mit Fibronectin beschichtete Glasscheibe ausgelegt, auf der

die Zellen spéater anwachsen. Die Glasscheibe wird dazu Uber 2 Stunden bei
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Raumtemperatur mit 400 pl einer Lésung aus 5 pyg / ml Rinder-Fibronectin in H,O
dest. behandelt und anschlieBend zweimal vorsichtig mit 400 ul PBS gewaschen.
Vier Stunden nach der Transfektion in Suspension erfolgt ein Mediumwechsel zu
MEM full.

Zu den Zeitpunkten 24, 48 und 72 Stunden nach der Transfektion wird das
Kulturmedium abgenommen und die Kavitat vorsichtig mit PBS gewaschen. Fir 20
min. werden die Zellen auf der Glasscheibe mit einer Lésung von 4 % PFA in PBS
fixiert. Nach einem Wasch-Schritt mit PBS erfolgt die Permeabilisierung der
Zellmembran mit 0,1 % TritonX 100 in PBS Uber 5 min. und 50 mM Glycin in PBS
uber 10 min. Es wird erneut mit PBS gewaschen, anschlieBend blockiert eine Lésung
aus 2 % BSA und 5 % NGS in PBS uber 30 min. unspezifische Bindungsstellen.

Die Glasscheiben werden aus den Kavitaten entfernt und finf Stunden lang mit dem
polyklonalen BAG-1-Primarantikbrper bei Raumtemperatur inkubiert. Nach drei
Waschschritten mit PBS erfolgt die Inkubation mit dem rétlich fluoreszierenden
Sekundar-Antikdérper Cy3 im Dunkeln fir eine Stunde. Der Primar-Antikdrper wird in
einer individuellen Verdlinnung in 2 % BSA in PBS, der Sekundar-Antikérper allein in
PBS geldst (Tabelle 2.5).

Nach weiteren drei Waschschritten mit PBS wird DNA-Material eine Minute lang mit
DAPI geféarbt. Es folgt ein Waschgang mit PBS.

Die bewachsene Seite der Glasscheibe wird mit Moviol auf einem Objekttrager fixiert.
Die erstellten immunzytochemischen Préaparate werden bei -4°C im Dunkeln gelagert

und mit einem Fluoreszenzmikroskop analysiert.

2.13 Erstellung von Wachstumskurven

Zur Erstellung einer Wachstumskurve Uber die Zeit wurde eine 96-Kavitaten-Platte
jeweils zur Halfte mit Kontroll siRNA und mit BAG-1 siBRNA transfiziert. Flr die
Transfektion werden pro Kavitat 7,5 pmol siRNA in 10 pyl Opti-MEM und 0,25 pl
Lipofectamine™2000 in 10 ul Opti-MEM geldst. AnschlieBend werden die siRNA-
und Lipofectamine ™2000-Opti-MEM-Gemische zusammengegeben. Wahrend einer
Inkubationszeit von 20 min. bei Raumtemperatur werden 5000 Zellen in 100 yl MEM
full ohne Antibiotika in jede Kavitat der 96-Kavitaten-Platte eingebracht. Jede Kavitat

wird dann mit 20 pl des siRNA- Lipofectamine ™2000-Opti-MEM-Gemisches versetzt.
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Sechs Stunden nach der Transfektion erfolgt ein Mediumwechsel. Die Halfte der mit
jeweiliger siRNA transfizierten Zellen erhalt 100 yl MEM full, die andere Halfte erhalt
100 yl MEM full ohne Serum.

24 Stunden nach der Transfektion wird das Zellkulturmedium vorsichtig abgesaugt,
und die Kavitdten werden Uber 15 min. mit 100 yl einer Lésung aus 3 %
Glutaraldehyd in PBS fixiert. AnschlieBend werden die entsprechenden Kavitaten
zweimal mit PBS gewaschen. Die fixierten Kavitdten werden mit 100 yl PBS befullt
und die Kavitatenplatte bis zum nachsten Zeitpunkt der Fixierung (48, 72, 96, 120
und 144 Stunden nach Transfektion) im Zellkulturschrank inkubiert.

Nach dem letzten Zeitpunkt der Fixierung wird PBS aus allen Kavitaten abgesaugt
und far 30 min. durch 100 pl der Kristallviolett-L6sung ersetzt. Die Farbelésung wird
vorsichtig mit Leitungswasser aus den Kavitdten ausgespult. Die Kavitaten-Platte
trocknet Uber mindestens 12 Stunden.

In jede Kavitat wird 200 ul einer Lésung aus 10 % SDS in H,O gegeben und flr eine
Stunde auf dem Schuttler inkubiert. Es entsteht in jeder Kavitat eine homogene
Lésung, deren Extinktionsverhalten bei einer Wellenldnge von 562 nm mit einem
Photometer gemessen wird. Je starker die Extinktion, desto héher der Gehalt an mit
Kristallviolett gefarbtem Zellmaterial. Die einzelnen Werte werden in

Wachstumskurven Uber die Zeit aufgetragen.

2.14 Kombination aus WST-1-Assay und ToxiLight® BioAssay

WST-1 ist ein Tetrazolium-Salz, welches durch zellulare Dehydrogenasen
energieabhangig in den Farbstoff Formazan gespalten wird. Die Bildung des
Farbstoffs steht damit in proportionalem Verhéltnis zur Anzahl vitaler Zellen in der
gemessenen Probe.

Der ToxiLight® BioAssay misst die Freisetzung des zytosolischen Enzyms
Adenylatkinase (AK) aus zerstdrten Zellen und gibt somit Hinweise auf das AusmaR
der Zytolyse in den gemessenen Proben. Unter Anwesenheit von AK wird ADP zu
ATP phosphoryliert. Das im Assay enthaltene Enzym Luciferase setzt das
entstandene ATP und Luciferin unter Entstehung eines Chemilumineszenz-Signals

um.
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Die Transfektion der Zelllinien erfolgt im Format einer 96-Kavitaten-Platte in
Suspension. Pro Kavitat werden 8 pmol siBRNA mit 10 yl Opti-MEM und 0,4 pl
Lipofectamine™2000 mit Opti-MEM eingesetzt. Wahrend der Inkubationszeit des
siRNA-Lipofectamine ™2000-Opti-MEM-Gemisches von 20 min. werden 3 x 10*
Zellen in 100 yl MEM full ohne Antibiotika pro Kavitét vorbereitet. Ahnlich wie bei der
Transfektion fur die Immunzytochemie werden die Reagenzien gemeinsam mit den
Zellen 45 min. bei 37°C inkubiert bevor 120 pl des Gesamtgemisches in die
Kavitaten der Platte gegeben werden. Vier Stunden nach der Transfektion erfolgt ein
Mediumwechsel zu 150 pyl MEM full. Pro siBRNA und Messzeitpunkt werden vier
Kavitaten vorberereitet. Die duBersten Kavitaten der Platte werden mit 100 yl PBS
gefullt um ungleichmaBiger Evaporation des Zellkulturmediums in den Kavitaten
vorzubeugen.

Zu den Messpunkten 24, 48 und 72 Stunden nach Transfektion wird pro Kavitat 50 pl
des Kulturmediums abgenommen und der Messung der AK zugefihrt. Nach Zugabe
der Reagenzien des ToxiLight® BioAssay Kit und Ablauf der Inkubationszeit erfolgt
die Messung des Chemilumineszenz-Signals mit einem Photometer. Die Werte
werden mit einem Leerwert verrechnet, dabei wird reines Kulturmedium gemessen.
Die in den Kavitaten verbliebenen Zellen und 100 ul Zellkulturmedium werden dem
WST-1 Assay zugefuhrt. 10 yl des WST-1-Reagenz inkubieren in jeder Kavitat Gber
1,5 Stunden im Zellkulturschrank. In einem Photometer wird anschlieBend die
Absorption von 100 pl jeder Kavitat bei einer Wellenlange von 450 nm und einer
Referenzwellenlange von 620 nm gemessen. Als Leerwert dient mit WST-1-Reagenz
versetztes Zellkulturmedium.

Durch die Kombination der zwei Assays kann in gleicher Probe der Einflussfaktor der
Zytolyse abgegrenzt werden. Letztere kann neben einer Verdnderung der

Proliferationsrate ebenfalls zu Unterschieden in der letztendlichen Zellzahl fihren.

2.15 Zellzyklusbestimmung mithilfe der Durchflusszytometrie

48 Stunden nach Transfektion wurde die DNA der Zellen nach einem etablierten
Protokoll mit Propidiumiodid gefarbt (Nicoletti et al. 1991). Die Analyse des DNA-
Gehalts erfolgte mit einem Flow-Zytometer. Je nach DNA-Gehalt wurde durch die

zugehdrige Software den einzelnen Zellen jeweils ein Stadium innerhalb des
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Zellzyklus zugeordnet. Die Anzahl der einzelnen Zellzyklusstadien G1, M und S

wurde aufsummiert und prozentual zur Gesamtzellzahl angegeben.

2.16 Messung der Autophagie

Grundlage zur Analyse der Autophagie gibt eine methodische Leitlinie (Klionsky et al.
2012). Daraus folgt die experimentelle Auseinandersetzung mit allein der
Makroautophagie als Form der Autophagie.

Zellllinien werden wie oben beschrieben im Format von 6-Kavitaten-Platten mit
Kontroll-siRNA und BAG-1-siRNA transfiziert.

Zur Manipulation der Autophagie und Kontrolle des Systems werden die Substanzen
Bafilomycin A1 und Rapamycin eingesetzt. Bafilomycin A1 erhéht den pH-Wert in
den Lysosomen und verhindert damit die Fusion von Autophagosomen und
Lysosomen. Es kommt zu einer Akkumulation von Autophagosomen. Rapamycin ist
ein mTOR-Inhibitor und damit Disinhibitor der Autophagie. Rapamycin ist somit als
Induktor der Autophagie zu sehen.

Pro siRNA werden vier Versuchsbedingungen vorbereitet. 24 Stunden nach der
Transfektion wird das Zellkulturmedium zweier Kavitaten mit 0,3 yM in DMSO
geléstes Rapamycin versetzt. In eine weitere Kavitdt wird gleiches Volumen an
DMSO als Kontrolle gegeben. 68 Stunden nach der Transfektion erfolgt der Zusatz
von 15 nM in DMSO geldstem Bafilomycin A1 in die vierte Kavitat und in eine bereits
mit Rapamycin versetzte Kavitat. Vier Stunden spater werden Zelllysate hergestellt
und der beschriebenen Proteinanalyse zugefuhrt.

LC3-Il ist ein Marker fur die Makroautophagie. Das Protein findet sich vorwiegend
gebunden in Membranen der Autophagosomen. Flr dessen optimale Analyse wird
der oben beschriebene Western Blot leicht abgeandert. Dabei werden ein Western
Blot Trenngel (15 %) und PVDF-Membranen anstelle von Nitrocellulose verwendet.
LC3-Il ist mit einer MolekulgréBe von 16 kDa von einer anderen LC3-Isoform, LC3-I

mit einer MolekulgroBe von 18 kDa, abzugrenzen.
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2.17 Proteasomenaktivitatsmessungen

Zellen werden wie oben beschrieben mit Kontroll siRNA und BAG-1 siRNA
transfiziert. Pro siRNA werden zwei Versuchskonditionen vorbereitet. 42 Stunden
nach der Transfektion wird jeweils eine Kavitat mit 20 yM des Proteasom-Inhibitors
MG132 versetzt. Sechs Stunden spater erfolgt die Lyse der Zellen wie beschrieben,
allerdings mit einem hypotonen Lysepuffer. Nach Proteinkonzentrationsbestimmung
werden 30 pg Protein jeden Lysats in einem 1,5 ml Reagenzgefd3 mit dem
Substratpuffer auf ein Gesamtvolumen von 2475 pul aufgefullt. Pro Versuchskondition
werden vier dieser Proben vorbereitet. Es folgt die Zugabe von 2,5 ul fluorogenen
Substrats. Nach einem mechanischen Mischvorgang werden 50 ul einer jeden Probe
in die Kavitaten einer schwarzen 96-Kavitaten-Platte gegeben und tber 30 min. bei
37°C inkubiert. Wahrend dieser Zeit beginnt die proteasomale Umsetzung des
fluorogenen Substrats.

Jedes Substrat besteht aus einer Aminosédurekette und einer 7-Amino-4-
Methylcumarin-Gruppe  (AMC-Gruppe).  Verschiedene  Untereinheiten  des
Proteasoms hydrolysieren bestimmte Peptidbindungen und setzen die MCA-Gruppe
frei. Je nach Substrat wird eine andere Aktivitat des 20S-Proteasoms angesprochen:
Chymotrypsin-ahnliche-Aktivitat (Z-LLL-AMC), Caspase-ahnliche-Aktivitat (Z-LLE-
AMC) und Trypsin-ahnliche-Aktivitat (BOC-LAA-AMC). Die zuvor inaktive MCA-
Gruppe des Substrats wird in ein aktives Fluorogen umgesetzt. Die Messung des
Fluoreszenzsignals erfolgt 60 min. nach Zugabe eines fluorogenen Substrats mit
dem Photometer SpectraFluor Plus bei einer Extinktionswellenlange von 360 nm und
einer Emissionswellenlange von 480 nm. Als Referenzprobe gilt jeweils eine

Messung von nur Substratpufferlésung.

2.18 Bestrahlung der Zelllinien und Colony Forming Assay

Der Rontgenstrahler wird Uber eine Spannung von 200 kV und eine Stromstérke von
15 mA auf die Abgabe einer Energiedosis von 1 Gy/min eingestellt.

48 Stunden nach wie oben beschriebener Transfektion der siRNA erfolgt die
Ausplattierung der Zellen in neue Kavitaten-Platten. Die Kavitaten fir die 0 Gy
Kontrolle, 2 Gy und 4 Gy Bestrahlung werden mit jeweils 250 Zellen beimpft. Jeweils
500 Zellen werden in die Kavitaten fir die 6 Gy und 8 Gy Bestrahlungen gegeben.
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Pro Bestrahlung oder Kontrolle werden drei Kavitaten vorbereitet. Nach weiteren 24
Stunden erfolgt die Bestrahlung der Kavitdten-Platten. Direkt anschlieBend werden
die Zellen wieder in den Inkubatorschrank gegeben.

Nach circa 10 Tagen Inkubation wird das Zellkulturmedium entfernt, und die
Kavitdten werden zweimal vorsichtig mit PBS gespllt. AnschlieBend folgt die
Fixierung der Zellen far 15 min. mit Ethanol 70%. Der Alkohol wird verworfen und die
Platten werden fir 24 Stunden bei Raumtemperatur getrocknet. Die Farbung der
Zellen erfolgt durch Benetzung der Kavitatenb6den mit Kristallviolett-L6sung Uber 20
min. Nach Spulung mit Leitungswasser und Trocknung erfolgt die manuelle Zahlung
mit dem Mikroskop. Zellnester von mindestens 50 Zellen werden als eine Kolonie

gewertet. Aus den Auszahlungen wird eine Uberlebenskurve erstellt.

3 ERGEBNISSSE

3.1 Quantitative Exploration von BAG-1 im GBM-Zellkulturmodell

3.1.1 BAG-1 Isoformen

Im Western Blot der GBM Zelllinien G28, G112 und U251 erscheint BAG-1 in drei
Haupt-lsoformen: BAG-1 L (50 kDa), BAG-1 M (46 kDa) und BAG-1 S (36 kDa).
Letztere Isoform zeigt im Western Blot das starkste Signal und kann somit als am
starksten vertretene Isoform gesehen werden. In der densitometrischen Auswertung
des Western Blot zeigt die Zellinie U251 den deutlich héchsten Anteil an BAG-1 S mit
mehr als dem doppelten Signal der Zelllinie G112. Allerdings erscheint das U251-3-
Tubulin-Signal im Western Blot sehr schwach, was die Vergleichbarkeit der BAG-1-
Gesamtmengen erschwert.

BAG-1 L und BAG-1 M imponieren deutlich signaldrmer und in unterschiedlichen
Verhéltnissen zwischen den Zelllinien. In G112 ist mehr BAG-1 L als BAG-1 M zu
sehen, der Gegensatz findet sich in U251. G28 enthalt etwa &hnliche Mengen der
zwei Isoformen.

Einzig in der Zelllinie G112 deutet sich ein BAG-1-Signal bei 29 kDa an. Dieses ist
einer selten beschriebenen vierten BAG-1-Isoform zuzuschreiben.

G28 scheint insgesamt am wenigsten BAG-1-Protein zu synthetisieren.
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Abbildung 3.1 Western Blot der vier BAG-1-Isoformen in den GBM-Zelllinien G28,
G112 und U251.
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Abbildung 3.2 Densitometrische Analyse der BAG-1-Haupt-Isoformen in den
Zelllinien G28, G112 und U251. BAG-1 Signal jeweils im Verhéltnis zum B-Tubulin-
Signal gerechnet. S = BAG-1 S, M =BAG-1 M, S =BAG-1S.

3.1.2 Subzellulare Verteilung der BAG-1-Isoformen

Nach subzellularer Fraktionierung kann die Verteilung der BAG-1-Isoformen Uber die
Zellkompartimente Zytosol, Membranen, Zellkern und Zytoskelett im Western Blot

studiert werden.
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Die meisten Versuche dieser Arbeit vergleichen drei GBM-Zelllinien miteinander. Far
die Kultivierung von U87G wird ein anderes Kulturmedium bendtigt als fur die
restlichen verwendeten Zelllinien. U87G wurde demnach aus praktischen Griinden
nur einmalig in diesem Versuch eingesetzt.

BAG-1 S ist in den Zelllinien U87G, U251 und G112 in den Kompartimenten Zytosol,
Membranen und Zellkern zu finden. Uberzeugende Signale fir BAG-1 L und BAG-1
M erscheinen vorwiegend im Kompartiment des Zellkerns. Im Kompartiment des
Zytoskeletts ist kein BAG-1 nachweisbar.

Es ist nicht gelungen, ein Uber alle Zellkompartimente gleich verteiltes Protein zur
Kontrolle der einzelnen Proteinmengen darzustellen. Demnach konnen keine
Aussagen Uber die quantitativen Verhaltnisse der einzelnen Isoformen zueinander
getroffen werden.

Aufgrund der relativen Mengen der Isoformen Uber die eingesetzten Zelllinien ist

keine wesentliche differente Verteilung nachzuweisen.
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Abbildung 3.3 BAG-1-Isoformen in den Zellkompartimenten Zytosol, Membranen,
Zellkern und Zytoskelett, Western Blot nach subzellularer Fraktionierung von
Proteinlysaten der Zellinien U87G, U251 und G112.

3.1.3 Immunzytochemische Darstellung von BAG-1 in G112

In der Fluoreszensmikroskopie erscheint BAG-1 nach Sichtbarmachung durch den
rétlich fluoreszierenden Sekundéar-Antikérper cy3. Die DAPI Farbung erlaubt eine
Lokalisation der Zellkerne.

Sowohl im Zytoplasma als auch im Bereich der Zellkerne zeigt sich ein rétlich
fluoreszierendes Signal. Vor allem im Bereich der Zellkerne wird ein starkes Signal
deutlich. Bis weit in viele der dendritischen Zellausldufer hinein ist ein homogenes

Farbemuster zu erkennen.
Der fur die Immunzytochemie verwendete polyklonale Anti-BAG-1-Antikérper zeigt im

Western Blot bei circa 100 kDa eine unspezifische Bande, die deutlich signalstéarker

als alle sichtbaren BAG-1-Isoformen imponiert.
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cy3 DAPI DAPI + cy3

Abbildung 3.4 Immunzytochemische Darstellung von BAG-1 in Zellen der Linie
G112, DAPI = Farbung der Zellkerne, cy3 = Sekundéar-Antikérper gegen BAG-1-
Antikorper.
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BAG-TM
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Abbildung 3.4 Western Blot und Immunodetektion von BAG-1 in U251 unter
Verwendung des polyklonalen Anti-BAG-1-Antikérpers.
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3.1.4 Bestimmung der Halbwertszeit von BAG-1-Isoformen

Durch Zugabe von Cycloheximide kommt es zu einer unspezifischen Blockierung der
Proteinbiosynthese an den Ribosomen. Der Zeitpunkt, an dem die Proteinexpression
um die Halfte des Ausgangswertes abnimmt, entspricht der Halbwertszeit des
Proteins.

Der Western Blot von Zellmaterial der Linie U251 zeigt eine Signalabschwachung vor
allem der Isoformen BAG-1 L und BAG-1 M uber die 48 Stunden der Behandlung mit
Cycloheximide. Nach densitometrischer Auswertung ergibt sich fir die genannten
Isoformen eine Halbwertszeit von circa finf Stunden. Die Expression von BAG-1 L
steigt nach Abfall auf ein Viertel der Ausgangssignalstarke an und erreicht nach 48
Stunden bereits wieder die Hélfte der Ausgangssignalstarke. Die Expression von
BAG-1 M bleibt Uber den Beobachtungszeitraum stark reduziert ohne Tendenz zum
Wiederanstieg.

Die Expression von BAG-1 S Protein nimmt wie bei den bereits genannten Isoformen
durch die Behandlung mit Cycloheximide ab. Allerdings erreicht das Protein auch
nach 48 Stunden nicht die Hélfte seines Ausgangswertes. Die stetig flache negative
Steigung lasst ein Erreichen der Halbwertszeit nach dem Beobachtungszeitraum

vermuten.

BAG-1L
BAG-1 M

e

BAG-1S.—‘.~‘~ O ol e e

B-Tubulin & & & &P o= - - S

Stunden wéhrend Behandlung mit Cycloheximide

Abbildung 3.5 Western Blot von BAG-1-Isoformen wéahrend einer Behandlung von

U251 Zellen mit 40 pyg/ml Cycloheximide.
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Abbildung 3.6 Densitometrische Analyse von Abbildung 3.5 und grafische
Auftragung der Ergebnisse. Die horizontale Hilfslinie markiert eine Signal-

abschwéchung um die Halfte des Ausgangswertes.

3.2 Reduktion der BAG-1-Expression durch RNA-Interferenz

Die erworbenen gegen BAG-1 gerichteten siRNA Oligonukleotide flihren noch 48
Stunden nach Transfektion zu einer erheblichen Reduktion der BAG-1 Expression.
Nach Etablierung der Transfektion im Format einer 24-Kavitaten-Platte fuhrte eine
Umrechnung der siRNA Mengen in das Format einer 6-Kavitadten-Platte ebenfalls
zum gewunschten Transfektionserfolg. Da die Signale der Isoformen BAG-1 L und
BAG-1 M im Western Blot haufig nur sehr schwach nachweisbar sind, erfolgt hier die
Darstellung von allein BAG-1 S.

Die erworbene Kontroll-siRNA zeigt im Verleich zu unbehandelten Zellen keinen

Einfluss auf die BAG-1-Expression im Western Blot.
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Abbildung 3.7 Western Blot von BAG-1 zum Zeitpunkt 48 Stunden nach
Transfektion mit siRNA. Reduktion der Proteinexpression von BAG-1 S in den
Zelllinien U251 (A) und G112 (B) nach Transfektion im Format einer 24-Kavitaten-
Platte. Auch im Format einer 6-Kavitaten-Platte (C) ist nach Transfektion in der
Zelllinie G112 eine Abnahme der BAG-1 S Expression zu beobachten. Die Kontroll
siRNA zeigt im Vergleich zu unbehandelten Zellen der Linie G112 keine Anderung
der BAG-1-Expression (D).
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3.3 Einfluss von BAG-1 siRNA-Transfektion auf die Proliferation von
GBM-Zelllinien

3.3.1 Proliferation unter Normalbedingungen und unter Serumentzug

Nach Transfektion mit siRNA wurden die Zelllinien Gber einen Zeitraum von 144
Stunden beobachtet und anschlieBend die Ergebnisse in Wachstumskurven
aufgetragen. Jede Zelllinie wurde unter Normalbedingungen mit 10 % FCS im
Zellkulturmedium und unter Serumentzug mit 0 % FCS im Zellkulturmedium
untersucht.

Unter der Annahme multipler Niveaus der zahlreichen t-Tests zu den verschiedenen
Untersuchungszeitpunkten an derselben Versuchsanordnung erfolgt die Adjustierung
der p-Werte nach der Holm-Sidak-Methode. Das Signifikanzniveau bleibt bei a = 5%
bestehen.

Far die Zellinie G112 ergibt sich fir Normalbedingungen zu keinem Unter-
suchungszeitpunk ein signifikanter Unterschied zwischen den mit BAG-1 oder
Kontroll siBRNA transfizierten Zellen. Bei Serumentzug lasst sich zu den
Beobachtungszeitpunkten 96, 120 und 144 Stunden nach Transfektion eine
signifikant starkere Proliferation der mit BAG-1 siRNA transfizierten Zellen messen.
BAG-1 siRNA transfizierte Zellen der Linie G28 proliferieren unter Normal-
bedingungen ab dem Zeitpunkt von 96 Stunden signifikant starker als die mit Kontroll
siRNA transfizierten Zellen. Unter Serumentzug stellt sich dieser signifikante
Unterschied bereits 72 Stunden nach der Transfektion ein.

BAG-1 transfizierte Zellen der Linie U251 prolifieriern unter Normalbedinungen ab 72
Stunden nach Transfektion signifikant stérker als mit Kontroll siRNA transfizierte
Zellen. Unter Serumentzug ist kein signifikanter Unterschied nachzuweisen. Es sind
hier jedoch hohe Standardabweichungen ab 96 Stunden nach Transfektion zu
beachten. Betrachtet man die p-Werte vor der Adjustierung, ist zu den Zeitpunkten

48, 72 und 96 Stunden nach Transfektion das Signifikanzniveau von a = 5% erreicht.
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Abbildung 3.8 Wachstumskurve nach Transfektion von Zellen der Linie G112 mit
Kontroll siRNA und BAG-1 siRNA. Der Extinktionsmesswert nach Farbung mit
Kristallviolett verhélt sich proportional zur Menge an Zellmaterial. 10% FCS =

Normalbedingung, 0% FCS = Serumentzug.
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Abbildung 3.9 Wachstumskurve nach Transfektion von Zellen der Linie G28 mit
Kontroll siRNA und BAG-1 siRNA. Der Extinktionsmesswert nach Farbung mit
Kristallviolett verhélt sich proportional zur Menge an Zellmaterial. 10% FCS =

Normalbedingung, 0% FCS = Serumentzug
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Abbildung 3.10 Wachstumskurve nach Transfektion von Zellen der Linie U251 mit
Kontroll siRNA und BAG-1 siRNA. Der Extinktionsmesswert nach Farbung mit
Kristallviolett verhélt sich proportional zur Menge an Zellmaterial. 10% FCS =

Normalbedingung, 0% FCS = Serumentzug.
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3.3.2 Proliferation unter gleichzeitiger Beriicksichtigung von Zytolyse

Ein Kombinationsversuch der Assays WST-1 und ToxiLight® erlaubt in gleicher
Stichprobe die Untersuchung von proliferativer Aktivitat und Zytolyse.

Nach Transfektion der Zelllinien G112 und U251 mit BAG-1 und Kontroll siRNA zeigt
sich zu allen gemessenen Zeitpunkten 24, 48 und 72 Stunden nach Transfektion im
WST-1 Assay ein signifikant starkeres proliferatives Signal in mit BAG-1 siRNA
transfizierten Zellen.

Ein signifikanter Unterschied in der Freisetzung von Adenylatkinase als Indikator far
Zytolyse ergibt sich in beiden Zellinien zu den ersten Messzeitpunkten 24 und 48
Stunden nach Transfektion nicht. Erst 72 Stunden nach Transfektion kann im
Zellkulturmedium der mit BAG-1 siRNA transfizierten G112 und U251 Zellen eine
signifikant geringere Konzentration von Adenylatkinase im Vergleich zur Kontrolle

gemessen werden.
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Abbildung 3.11 Proliferative Aktivitat von Zellen der Linie G112 zu den Zeitpunkten
24, 28 und 72 Stunden nach Transfektion mit sSiRNA. Messung der Absorption nach
WST-1-Assay. * p <0,05.
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Abbildung 3.12 ToxiLight® BioAssay in Zellen der Linie G112. Aus Zellen

freigesetzte Adenylatkinase dargestellt durch ein Chemilumineszenzsignal. Messung

zu den Zeitpunkten 24, 48 und 72 Stunden nach Transfektion mit siRNA. * p < 0,05.
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Abbildung 3.13 Proliferative Aktivitat von Zellen der Linie U251 zu den Zeitpunkten

24, 28 und 72 Stunden nach Transfektion mit sSiRNA. Messung der Absorption nach
WST-1-Assay. * p <0,05.
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Abbildung 3.14 ToxiLight® BioAssay in Zellen der Linie U251. Aus Zellen
freigesetzte Adenylatkinase dargestellt durch ein Chemilumineszenzsignal. Messung
zu den Zeitpunkten 24, 48 und 72 Stunden nach Transfektion mit siRNA. * p < 0,05.

3.4 Einfluss von BAG-1 siRNA-Transfektion auf den Zellzyklus von
GBM-Zelllinien

48 Stunden nach der Transfektion mit Kontroll siRNA und BAG-1 siRNA wurden
Zellen der Linien G28, G112 und U251 mithilfe der Durchflusszytometrie auf die
Verteilung der Zellzyklusphasen G1, S und G2/M untersucht.

Die Zelllinie G28 exponiert 48 Stunden nach Transfektion mit BAG-1 siRNA einen
signifikant héheren Anteil an Zellen in den Zellzyklusphasen S und G2/M. Signifikant
weniger Zellen finden sich in der Fraktion der G1-Phase des Zellzyklus.

In den Zelllinien G112 und U251 konnte kein signifikanter Unterschied in der
Verteilung der Zellzyklusphasen zwischen Kontroll siRNA und BAG-1 siRNA

transfizierten Zellen berechnet werden.
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Abbildung 3.15 Durchflusszytometrische Analyse der Zellzyklusphasen G1, S und
G2/M in Zellen der Linie G28, 48 Stunden nach Transfektion mit Kontroll siRNA und
BAG-1 siRNA. * p < 0,05.
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Abbildung 3.16 Durchflusszytometrische Analyse der Zellzyklusphasen G1, S und
G2/M in Zellen der Linie G112, 48 Stunden nach Transfektion mit Kontroll siRNA und
BAG-1 siRNA.
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Abbildung 3.17 Durchflusszytometrische Analyse der Zellzyklusphasen G1, S und
G2/M in Zellen der Linie U251, 48 Stunden nach Transfektion mit Kontroll siRNA und
BAG-1 siRNA.

3.5 Einfluss von BAG-1 siRNA-Transfektion auf Mechanismen der

Proteindegradation

3.5.1 Makroautophagie

LC3-Il wird als wesentlicher Bestandteil der Autophagosomen-Membranen und somit
als ein mit der Makroautophagie korrelierender Marker im Western Blot analysiert.
Rapamycin als ein Induktor der Makroautophagie stellt die Positivkontrolle in der
Versuchsanordnung dar. Unter Einfluss von Rapamycin zeigen die in diesem
Versuch analysierten GBM Zelllinien U251, G112 und G28 ein starkeres LC3-II-
Signal.

Unter DMSO-Kontrollbedingungen erscheinen die basalen LC3-1I-Signale im Western
Blot extrem schwach. Nach densitometrischer Analyse exponieren die unter diesen
Bedingungen mit BAG-1 siRNA transfizierten Zellen ein signifikant starkeres LC3-II-
Signal als die mit Kontroll siRNA transfizierten Zellen (p = 0,0047).

Bafilomycin A1 blockiert die Makroautophagie und fiihrt zur Akkumulation von LC3-II.

Die Differenz von LC3-II-Signal unter Behandlung mit Bafilomycin A1 und LC3-II-
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Signal in der DMSO-Kontrolle beschreibt den makroautophagischen Flux. Bei den
untersuchten Zelllinien ergibt sich fur die mit BAG-1 siRNA transfizierten Zellen stets
ein héherer makroautophagischer Flux als fur die mit Kontroll siRNA transfizierten
Zellen. In der Zusammenschau der Zelllinien ergibt sich daraus ein signifikanter
Unterschied von p = 0,0331.

-— - c3u

DMSO + +

Rapamycin + - + +

Baflomycin A1 o Ok + o+
Kontroll sSIRNA BAG-1 sIRNA

Abbildung 3.18 Exemplarischer Western Blot eines Autophagie-Experiments mit
der Zelllinie U251. Immunodetektion der LC3-Isoformen LC3-1 und LC3-1I mit
korrespondierenden B-Tubulin-Kontrollen. Tub. = B-Tubulin.
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Abbildung 3.19 Densitometrische Analyse von LC3-Il in Western Blots der Zelllinien
U251 (A), G112 (B) und G28 (C). (D) zeigt eine Zusammenschau der Werte aller drei
untersuchten Zelllinien. *p = 0,0047.

3.5.2 Proteasomale Funktion

Die proteasomale Aktivitat wird durch Umsetzung verschiedener fluorogener

Substrate messbar.
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Zwischen mit Kontroll siRNA und BAG-1 siRNA transfizieten Zellen ohne
Proteininhibitorzugabe sind in keiner der untersuchten Zelllinien U251 (nicht
abgebildet), G112 und G28 signifikante Unterschiede in Chymotrypsin-ahnlicher-
Aktivitat (Substrat Z-LLL-AMC), Caspase-ahnlicher-Aktivitat (Substrat Z-LLE-AMC)
oder Trypsin-ahnlicher-Aktivitat (Substrat BOC-LAA-AMC) zu messen.

Die Behandlung mit dem Proteasominhibitor MG132 fuhrt in mit BAG-1 siRNA
behandelten Zellen der Linien G112 und G28 zu einer signifikant niedrigeren
Chymotrypsin-ahnliche-Aktivitat (Substrat Z-LLL-AMC) gegenliber mit Kontroll siRNA
transfizierten Zellen. In der Zellinie G28 ist zuséatzlich die Caspase-ahnliche-Aktivitat
(Substrat Z-LLE-AMC) signifikant geringer.

MG132 behandelte BAG-1 siRNA transfizierte Zellen der Linie G28 zeigen eine
signifikant geringere Caspase-ahnliche-Aktivitat im Vergleich zu unbehandelten mit
BAG-1 siRNA transfizierten Zellen.

LLL LLE
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Fluoreszenzsignalstarke
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0- 0-

K- K+ B - B+ K- K+ B- B+

Abbildung 3.20 Chymotrypsin-ahnliche-Aktivitat (Substrat Z-LLL-AMC) und
Caspase-ahnliche-Aktivitat (Substrat Z-LLE-AMC) des Proteasoms in Zellen der Linie
G112. Messung der Fluoreszenz 48 Stunden nach Transfektion mit siRNA und 60
Minuten nach Zugabe eines fluorogenen Substrats. LLL = Substrat Z-LLL-AMC, LLE
= Substrat Z-LLE-AMC, K = Kontroll siRNA, B = BAG-1 siRNA, -/+ = -/+
Proteasominhibitor MG132, * p < 0,05.
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Abbildung 3.21 Chymotrypsin-ahnliche-Aktivitat (Substrat Z-LLL-AMC) und
Caspase-ahnliche-Aktivitat (Substrat Z-LLE-AMC) des Proteasoms in Zellen der Linie
G28. Messung der Fluoreszenz 48 Stunden nach Transfektion mit siRNA und 60
Minuten nach Zugabe eines fluorogenen Substrats. LLL = Substrat Z-LLL-AMC, LLE
= Substrat Z-LLE-AMC, K = Kontroll siRNA, B = BAG-1 siRNA, -/+ = -/+
Proteasominhibitor MG132, * p < 0,05.

3.6 Einfluss von BAG-1 siRNA-Transfektion auf die

Radiosensitivitat von GBM-Zelllinien

Die GBM Zelllinien G112 und U251 wurden nach Transfektion mit Kontroll siRNA und
BAG-1 siRNA ionisierender Strahlung aufsteigender Dosiswerte ausgesetzt. Nach
Normalisierung ausgezahlter Zellkolonien auf die Anzahl unbestrahlter Zellenkolonien
ergibt sich weder in G112 (nicht abgebildet) noch in U251 ein signifikanter
Unterschied in der Radiosensitivitdt zwischen mit Kontroll siRNA und BAG-1 siRNA
transfizierten Zellen. Allenfalls in der Zelllinie U251 deutet sich ein Trend an, nach

dem die mit BAG-1 siRNA transfizierten Zellen strahlenresistenter erscheinen.
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Abbildung 3.22 Dosis-Wirkungs-Kurve von mit Kontroll siRNA und BAG-1 siRNA

transfizierten Zellen der Linie U251.

4. DISKUSSION

4.1 Expression von BAG-1 im GBM-Zellkulturmodell

4.1.1 Isoformen und deren Halbwertszeiten

In einer Untersuchung von 60 verschiedenen humanen Tumorzelllinien einschlieBlich
der GBM-Zelllinie U251 stellt BAG-1 S ausnahmslos die am stérksten vertretene
BAG-1-Isoform dar. Die Expression von BAG-1 M und BAG-1 L variiert
zelllinienspezifisch (Takayama et al. 1998). Diese Beobachtungen decken sich mit
den in vorliegender Arbeit untersuchten GBM-Zelllinien U251, G28 und G112. Neben
den Haupt-Isoformen BAG-1 S, BAG-1 L und BAG-1 M ist die vierte Isoform p29 nur
in wenigen Zelllinien nachweisbar (Yang et al. 1998). Von den in dieser Arbeit
untersuchten Zelllinien weist nur G112 ein Uberzeugendes p29-Signal auf.

Bisher unbekannte Faktoren nehmen Einfluss auf die Translation der vier
verschiedenen Start-Codons (Takayama et al. 1998). Die variierenden Verhéltnisse
der Isoformen zueinander kdnnten auf unterschiedlichen genetischen Veranderungen

der einzelnen Zelllinien beruhen.

In der Literatur finden sich keine Angaben zu Halbwertszeiten von BAG-1-Isoformen.

Es gilt zu beachten, dass Proteinhalbwertszeiten generell starken Anderungen
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unterliegen und beispielsweise von Zellzyklusphase oder Wachstumsbedingung
beeinflusst werden.

Nach Blockierung der Proteinbiosynthese von GBM-Zellen der Linie U251 mit
Cycloheximide nimmt vor allem die Konzentration der langeren Isoformen BAG-1 L
und BAG-1 M rasch ab, wobei sich eine Halbwertstzeit von circa 5 Stunden ergibt.
Die Konzentration von BAG-1 S nimmt hingegen nur sehr langsam ab.
Mdoglicherweise ist BAG-1 S durch Bindung an Interaktionspartner langer vor den
Mechanismen der Proteindegradation geschltzt. Eine Blockierung der
Proteinbiosynthese mit Cycloheximide ist jedoch unspezifisch und betrifft selten das
gesamte Proteom. Demgegeniber steht die viel deutlichere Reduktion des Signals
von BAG-1 S nach gezielter Transfektion mit siRNA, siehe Kapitel 3.2.

Durch toxische Wirkung kann eine Selektion von Zellen stattgefunden haben, die
weniger anfallig gegentber der Wirkung von Cycloheximide sind. Durch dieses
Phanomen lasst sich vermutlich der Wiederanstieg von BAG-1 L nach 6 Stunden

erklaren.

4.1.2 Subzellulére Verteilung

Die verschiedenen Isoformen zeigen unterschiedliche zellulare Verteilungsmuster.
BAG-1 L ist in den untersuchten GBM-Zelllinien vorwiegend im Zellkern lokalisiert.
Dieser Fakt trifft generell fur die meisten Tumorzelllinien zu und ist auf eine nuclear
localization sequence zuruckzufihren, die den post-translationalen Ortswechsel in
den Zellkern festlegt. (Takayama et al. 1998).

BAG-1 M ist anteilig zwischen Zellkern und Zytoplasma verteilt (Takayama et al.
1998). In den untersuchten GBM-Zelllinien findet sich jedoch fir BAG-1 M nach
subzellularer Fraktionierung ausschlieBlich im Zellkern ein Uberzeugendes Signal.
Diese Isoform ist demnach in GBM zum tberwiegenden Teil im Zellkern lokalisiert.
Wahrend fir BAG-1 S ein vorwiegendes Vorhandensein im Zytoplasma beschrieben
ist (Takayama et al. 1998), findet sich in den untersuchten Zelllinien dartber hinaus
ein deutliches Signal in der Fraktion des Zellkerns. Die beschriebenen
Verteilungsmuster spiegeln entweder eine fur GBM-Zelllinien typische Konstellation
wider oder stellen das Resultat einer dynamischen Umverteilung als Antwort auf

spezielle Reize dar. BAG-1 S kann beispielsweise schon nach einstindigem
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Hitzestress in den Bereich des Zellkerns Gberwechseln (Townsend et al. 2003). Fur
BAG-1 M ist ein ahnlicher Zusammenhang beschrieben worden (Zeiner et al. 1999).
Die Translokation der Proteine geschieht moglicherweise unter Bindung an
Interaktionspartner (Matsuzawa et al. 1998).

Auch immunzytochemische Analysen helfen, die subzellulare Verteilung von BAG-1
zu begreifen. Entsprechende Versuche in dieser Arbeit weisen auf das Problem
unspezifischer AntikOrperreaktionen hin. Ein gut funktionierender monoklonaler
Antikbrper gegen BAG-1-Protein lieB sich far die immunzytochemischen
Untersuchungen nicht verwenden. Fur den daraufhin eingesetzten polyklonalen
Antikérper konnte in einem korrespondierenden Western Blot ein starkes Signal
nachgewiesen werden, welches sich nicht auf eine spezifische BAG-1-Reaktion
zuruckfuhren lieB. Von einem starken Immunfluoreszenzsignal war demnach nicht
unmittelbar auf ein starkes BAG-1-Signal zu schlieBen.

Um klinische Daten mit der BAG-1 Expression zu vergleichen, werden héaufig
Biopsiepraparate solider Tumoren im Rahmen von immunhistochemischen Analysen
untersucht. In einem eigenen Versuch ist es nicht gelungen, den etablierten
monoklonalen Antikdérper gegen BAG-1 fir immunhistochemische Farbungen von
GBM-Biopsiematerial einzusetzen.

In der Literatur zu BAG-1 in Brustkrebs finden sich teilweise abweichende
Ergebnisse beim Einsatz unterschiedlicher Antikérper (Cutress et al. 2002).
Méglicherweise zeigen die verwendeten Antikérper unterschiedliche Affinitdten zu
den BAG-1-Isoformen. SchlieBlich kbnnen die unterschiedlichen Isoformen zwischen
den Zellkompartimenten wechseln. Die deskriptive Immunfarbung bleibt damit ein
unverlassliches Werkzeug, um beispielsweise vorwiegend zytoplasmatische
Expression mit Uberlebensdaten verschiedener Neoplasien zu korrelieren (siehe
Einleitung).

Zusammengefasst gesagt, findet sich am meisten BAG-1-Protein im Zytosol und im
Bereich der Membranen. Die verschiedenen BAG-1-Isoformen interagieren mit den
sich im jeweiligen Zellkompartiment befindlichen Molekuilen. Noch ist unklar, ob alle
Isoformen in gleicher Weise an beschriebene Partner binden kénnen (Luders et al.
2000b). Mégliche Hauptinteraktionspartner in den untersuchten GBM-Zelllinien sind
damit Hsp70, Bcl-2, Raf-1, Wachstumsfaktorrezeptoren und Mechanismen der

Proteindegradation.
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4.2 Experimentelle Reduktion der BAG-1-Expression durch RNA-

Interferenz

Die Ergebnisse der einzigen Vorarbeit zu BAG-1 in GBM wurden mithilfe von
Expressionsvektoren gewonnen. Eine murine BAG-1-Isoform wurde dabei in GBM-
Zellen Uberexprimiert und mit Wildtyp-GBM-Zellen verglichen, die ohnehin ein hohes
BAG-1-Expressionsniveau aufweisen (Roth et al. 2000).

Das in der vorliegenden Arbeit benutzte Modell erméglicht einen Vergleich zwischen
unbehandelten BAG-1 exprimierenden GBM-Zellen und einem durch RNA-
Interferenz  stark reduzierten Expressionsniveau. Mithilfe dieser methodisch
andersartigen Herangehensweise lassen sich Bedingungen evaluieren, in denen das
Expressionsniveau und so vermutlich auch die BAG-1-Funktion weitgehend reduziert
ist.

Es gilt zu beachten, dass die Zellkultur einem stark vereinfachten GBM-Modell aus
vorwiegend monoklonalen Tumorzellen entspricht. Es steht damit im Gegensatz zu
der fur einen soliden Tumor wie GBM geltenden heterogenen Tumorbiologie, nach
der viele genetisch unterschiedliche GBM-Zellen nebeneinander existieren.
Komplizierend nehmen weitere Zell- und Gewebetypen der Tumor-Mikroumgebung
Einfluss auf das Tumorwachstum (Hanahan und Weinberg 2000).

Die Methodik der RNA-Interferenz birgt die Gefahr von nicht spezifischen Effekten,
bei denen die Oligonukleotide auch an RNA-Abschnitte binden, die nicht der
gewulnschten Zielsequenz entsprechen. Fur die verwendete Kontroll siRNA konnte
jedenfalls kein Unterschied in der BAG-1-Proteinexpression im Vergleich zu
unbehandelten Zellen festgestellt werden.

Immunzytochemisch l&sst sich nach Transfektion der Zelllinie G112 zwischen mit
Kontroll siRNA und BAG-1 siRNA behandelten Zellen kein Unterschied im
Fluoreszenzmuster feststellen. Ganz im Gegenteil imponieren die mit BAG-1 siRNA
transfizierten Zelllen mit einem intensiveren Signalmuster insbesondere im Bereich
der Zellfortsatze. Die in Kapitel 3.1.3 erwé&hnten unspezifischen Reaktionen des fur
die Immunzytochemie verwendeten polyklonalen Antikérpers konnen fur dieses
Phanomen verantwortlich gemacht werden und schmalern die Verwertbarkeit der

immunzytochemischen Untersuchungen.
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4.3 Einfluss von BAG-1 auf Proliferation und Zelltod im GBM-

Zellkulturmodell

BAG-1 ist hauptséachlich als anti-apoptotisches und in vielen Entitdten tumorigenes
Protein bekannt (Sharp et al. 2004). Die einzige Vorarbeit zu BAG-1 in GBM
hingegen beschreibt bei BAG-1-Uberexpression in vitro eine signifikante Erhdhung
der Zellverdopplungszeit und Reduktion der Endpunktklonogenitat (Roth et al. 2000).
Zwei von drei in der vorliegenden Arbeit untersuchten Zelllinien zeigen zum Endpunkt
144 Stunden nach Transfektion ebenfalls eine geringere Proliferation im Vergleich zu
mit BAG-1 siRNA transfizierten Zellen. Dieser Effekt wurde noch deutlicher bei
Wachstum unter Serumentzug. Eine im Vergleich héhere Expression von BAG-1-
Protein bei Transfektion mit der Kontroll siBRNA verlangsamt das GBM-

Tumorwachstum in vitro.

Es stellt sich die Frage, warum die Zellen unter Kontrollbedingungen im Wachstum
Uber die Zeit weniger zahlreich nachweisbar sind. Entweder proliferieren die Zellen
allein weniger stark oder sie verhalten sich sensibler gegenuber Zelltodmechanismen
wie Apoptose oder nekrotischer Zytolyse.

Um den Einflussfaktor Zytolyse zu untersuchen, wurden in dieser Arbeit
Zellproliferation und Zytolyse parallel betrachtet. Die Reduktion von BAG-1-Protein
durch siRNA steigert dabei die Proliferation bei kaum verénderter Zytolyse,
gemessen uber die Freisetzung eines zytoplasmatischen Enzyms. Demgegenuber
setzen die mit Kontroll siRNA transfizierten Zellen zum  spétesten
Beobachtungszeitpunkt signifikant mehr Adenylatkinase frei. Eine generell hohere
Anfélligkeit gegenlber Zytolyse wurde sich bereits weiter zu Anfang der
Versuchsanordnung messen lassen (Heinrich et al. 2009). Neuerdings werden als
Nekroptose bezeichnete Kombinationen der Zelltodmodelle Apoptose und
nekrotischer Zytolyse diskutiert (Vanden Berghe et al. 2010). Die spate signifikant
starkere Zytolyse in mit Kontroll siRNA transfizierten GBM-Zellen kénnte damit auf
einen gemischt nekrotisch-apoptotischen Effekt zurickgefuhrt werden. Eine in der
Versuchsanordnung nicht messbare Apoptose kann sekundar in einen spaten

zytolytischen Prozess gemundet haben.
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Im Zusammenhang einer anti-proliferativen Wirkung kbénnen einige BAG-1-
Interaktionspartner von besonderer Relevanz sein. Nach den Western Blot Analysen
scheint die Isoform BAG-1 S am starksten exprimiert zu werden. BAG-1 S erhéht die
Aktivitat eines Hsp70-Proteins (Luders et al. 2000b). Hsp70/BAG-1-Komplexe
kénnten Tumorsuppressorproteine konformell unterstitzen und Onkoproteine der
Proteindegradation zufiihren. BAG-1-Uberexpression fihrt zu erhéhten Mengen an
Hsp70-Protein (Kermer et al. 2003). Durch Bildung von BAG-1/Hsp70-Komplexen
wird Raf-1 vom BAG-1-Molekil verdréangt. Es reduziert sich der stimulierende
Einfluss von Raf-1/BAG-1-Komplexen auf den proliferativen Ras-MAPK-Signalweg
(Song et al. 2001).

Die genannten Interaktionen wirden sich vermutlich auf den Zellzyklus der GBM-
Zellen auswirken. Mit Kontroll siRNA und BAG-1 siRNA transfizierte Zellen der Linien
G112 und U251 proliferieren 48 Stunden nach Transfektion signifikant
unterschiedlich stark im WST-1 Assay. Dieser Effekt lasst sich jedoch wegen
fehlender signifikanter Unterschiede nicht durch einen Einfluss von BAG-1 auf die
Verteilung der Zellzyklusphasen zum Zeitpunkt 48 Stunden nach Transfektion
erklaren. Auch eine BAG-1-Uberexpression zeigt im  Vergleich  zu
Kontrollbedingungen keinen signifikanten Einfluss auf die Verteilung der
Zellzyklusphasen in den GBM-Zelllinien LN-18 und LN-229 (Roth et al. 2000). Einzig
nach Transfektion der Zelllinie G28 mit BAG-1 siRNA sind vergleichsweise signifikant
mehr Zellen in den Zellzyklusphasen G2/Mitose und S, und weniger Zellen in der G1-
Phase zu z&hlen. Dies spricht fur eine starkere Proliferation aufgrund eines
beeinflussten Zellzyklus. Die Literatur gibt keinen Hinweis auf einen direkten Einfluss
von BAG-1 auf den Zellzyklus. Bcl-2 als einer der BAG-1-Interaktionspartner jedoch
kann einen Zellzyklusarrest vermitteln und in vitro das Wachstum von
Brustkrebszellen verlangsamen (Huang et al. 1997; Knowlton et al. 1998).

Die Wirkung von BAG-1 auf den Zellzyklus erscheint in dieser Arbeit
zelllinienspezifisch und insgesamt wenig eindeutig. Dennoch wirkt sich die Reduktion
des Expressionsniveaus nach  siRNA-Transfektion signifikant auf die
Proliferationsrate der Zelllinien aus. Vorausgesetzt, dass BAG-1 nicht zu einer
starkeren Mitoserate im Sinne einer Anderung der Verteilung der Zellzyklusphasen
fuhrt, kbnnten sich die Zellen sensibler gegenuber bestimmten Zelltodmechanismen

verhalten. Nachdem  nekrotische Zytolyse in diesem Zusammenhang
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nachgewiesenermafBen eine untergeordnete Rolle gespielt hat, bleibt der
Mechanismus der Apoptose zur Erklarung der Wachstumsphanotypie. Apoptose
kann als Antwort auf eine Vielzahl von Signalen eine Kaskade an Reaktionen
auslésen, die schlieBlich in die Fragmentierung der Zelle mindet. Da dieses
Phanomen in der vorliegenden Arbeit nicht direkt untersucht wurde, kénnen im
Folgenden nur MutmaBungen angestellt werden. Wie oben beschrieben deuten
jedoch auch spate zytolytische Prozesse auf einen Einfluss der Apoptose im Sinne

einer Nekroptose hin.

Reduktion der BAG-1-Expression mittels siRNA filhrt zu Anderungen im
Expressionsniveau von  fuar die  Apoptose  wichtigen  Effektoren in
Adenokarzinomzellen der Lunge (Liu et al. 2010). Neben der klassischen anti-
apoptotischen Wirkung auf Induktoren der Apoptose wie Staurosporin, vermittelt
BAG-1 eine pro-apoptotische Wirkung nach Behandlung mit einem Apoptose
auslésenden Retinoid, N-(4-hydroxyphenyl)retinamide, in Zellen des Gebar-
mutterhalskrebs und der GBM-Zelllinie U87G (Yang et al. 2000). Von einer rein anti-
apoptotischen Wirkung ist demnach nicht auszugehen. Die BAG-Doméne von BAG-1
scheint fur die anti-apoptotische Funktion unverzichtbar, wohingegen der UBL-
Doméne eine groBe Bedeutung fur die pro-apoptotische Funktion beigemessen wird
(Yang et al. 2000).

Unter Annahme der Hypothese, dass BAG-1 im GBM-Zellkulturmodell pro-
apoptotische Bedeutung besitzt, erklart sich der deutlichere Wachstumsvorteil von
mit BAG-1 siRNA transfizierten Zellen unter Serumentzug. Mit dem Serum werden
auch Wachstumsfaktoren entzogen, es erschweren sich die Proliferations-
bedingungen, und apoptotische Reize werden starker. Die mit Kontroll siRNA
transfizierten GBM-Zellen zeigen sich an den Versuchsendpunkten weniger zahlreich
als die mit BAG-1 siRNA transfizierten Zellen. Experimentell Gberexprimiertes BAG-1
schutzt GBM-Zellen nicht vor verschiedenen apoptotischen Stimuli (Roth et al. 2000).
Wie genau BAG-1 flr eine apoptotische Reaktion sensibilisiert ist bisher unklar. Fur
die  Sensibilisierung gegenuber  N-(4-hydroxyphenyl)retinamide  wird ein
Retinoidrezeptor als einer der nuklearen Hormonrezeptoren verantwortlich gemacht
(Yang et al. 2000).
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4.4 Einfluss von BAG-1 auf Mechanismen der Proteindegradation
im GBM-Zellkulturmodell

Die Betrachtung von Mechanismen der Proteindegradation stellt den zweiten
Schwerpunkt dieser Arbeit dar. Fehler in Mechanismen der Proteindegradation
kébnnen zu einem Ungleichgewicht zwischen Onkoproteinen und Tumor-
suppressorproteinen und damit zur Entstehung unkontrollierten Zellwachstums
fihren.

Zum Einfluss von BAG-1 auf Autophagie und proteasomale Funktion im GBM-
Zellkulturmodell sind in der Literatur keine Arbeiten zu finden. In anderen Zelllinien
konnte man fiir die Autophagie Einfliisse auf sowohl Uberleben als auch Zelltod
nachweisen (Eskelinen 2005). In Herzmuskelzellen wird der BAG-1 vermittelten
Autophagie eine kardio-protektive Wirkung zugeschrieben (Gurusamy et al. 2009a).
Die vorliegende Arbeit konnte hingegen einen erhdhten makroautophagischer Flux in
mit BAG-1 siRNA transfizierten Zellen nachweisen. Scheinbar hat BAG-1 in GBM
einen hemmenden Einfluss auf die Makroautophagie. Im Kontext hdherer
proliferativer Aktivitat der mit BAG-1 siBNA transfizierten Zellen kénnen fir eine
verstarkte Makroautophagie zwei Erklarungen postuliert werden. Zum einen kann die
héhere proliferative Aktivitat die Notwendigkeit ebenfalls aktiverer Vorgange zur
Aufrechterhaltung der zellularen Homdostase bedingen. Die Autophagie spielt in
diesem Zusammenhang als Proteindegradationsweg eine wichtige Rolle zur
Substratbereitstellung fir den Energiemetabolismus und die Proteinbiosynthese.
Autophagie stellt damit insbesondere unter erschwerten Wachstumsbedingungen
einen Uberlebensvorteil dar und kann Apoptose verhindern (Eskelinen 2005).
Andersherum kann die verstarkte Makroautophagie Uber ein Ungleichgewicht

zwischen Onkoproteinen und Tumorsuppressoren einen Wachstumsvorteil schaffen.

Ein wichtiger nicht-lysosomaler Weg der Proteindegradation ist das UPS. BAG-1
stimuliert die Ubiquitinierung proteasomaler Substrate und kann zusammen mit
Hsp70 Substrat an das Proteasom binden (Demand et al. 2001). Es sind auch direkte
Wirkungen von BAG-1 auf das Proteasom beschrieben worden (Demand et al. 2001;
Luders et al. 2000a).
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Nach den Ergebnissen dieser Arbeit hat BAG-1 siRNA Transfektion keinen
signifikanten Einfluss auf die Umsetzung proteasomaler Substrate in GBM-Zellen.
Der Proteasominhibitor MG132 wirkt sich auf die Chymotrypsin-dhnliche und
Caspase-ahnliche Aktivitdt des Proteasoms aus (Han et al. 2009). Er sollte in der
Versuchsanordnung urspranglich als Positivkontrolle dienen. Tumorzellen mit hoher
proliferativer Aktivitdt akkumulieren mehr fehlerhafte Proteine und sind daher
empfindlicher gegenlber Proteasominhibitoren. Die Inhibition proteasomaler
Vorgéange kann Apoptose in GBM-Zellen auslésen (Wagenknecht et al. 1999). BAG-1
siRNA transfizierte Zellen zeigen signifikant weniger proteasomale Substrat-
umsetzung unter Behandlung mit MG132. Diese erhéhte Empfindlichkeit gegenuber
MG132 konnte auf die starkere Proliferationsrate in mit BAG-1 siRNA transfizierten
Zellen zuruckzufuhren sein. Die mit Kontroll siRNA transfizierten Zellen zeigen unter
Behandlung mit MG132 keine Anderung der proteasomalen Aktivitat.

BAG-1 koénnte jedoch auch eine protektive Wirkung auf das Proteasom gegenuber
dem Proteasominhibitor MG132 vermitteln. In diesem Fall kénnte eine starke BAG-1
Expression in einem Tumor wie GBM die geringere Wirksamkeit einer mdglichen

Therapie mit einem Proteasomeninhibitor voraussagen.

Experimentelle Reduktion der BAG-1 Expression in der Zelllinie HEK 293 flhrt
kompensatorisch zu einer Zunahme an BAG-3 Expression. Diese Anderung im
Verhéltnis zwischen BAG-1 und BAG-3 geht mit einer Steigerung der
Makroautophagie und Verringerung der proteasomalen Aktivitat einher (Gamerdinger
et al. 2009). Mit BAG-1 siRNA transfizierte Zellen zeigen in der vorliegenden Arbeit
tatsachlich einen gesteigerten makroautophagischen Flux. Eine Anderung der

proteasomalen Funktion konnte allerdings nicht beobachtet werden.

4.5 BAG-1 und Radiosensitivitat

In einer Arbeit zum Osophaguskarzinom zeigte die Zelllinie mit der héchsten
Radiosensitivitat ein vergleichsweise hohes BAG-1-Expressionsniveau. Reduktion
der Expression mit sSiRNA macht die Zellen weniger sensibel gegeniber ionisierender

Strahlung. Die genauen Mechanismen dieser Beobachtungen sind noch unklar
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(Yoshino et al. 2011). In den untersuchten GBM-Zelllinien U251 und G112 lasst sich
dieses Ergebnis nicht signifikant reproduzieren. In Versuchen mit der Zelllinie U251
erscheinen die mit BAG-1 siRNA transfizierten Zellen jedoch tendenziell weniger
radiosensibel.

Tumoren und Zelllinien sind unterschiedlich empfindlich gegenulber ionisierender
Strahlung, wobei GBM zu den stérker strahlenresistenten Tumorentitdten gehort.
Maoglicherweise kommt deshalb eine Wirkung von BAG-1 auf die Radiosensitivitat

von GBM nicht deutlich zum Vorschein.

4.6 Ausblick

Durch die vorliegende Arbeit konnten neue Erkenntnisse zum Einfluss von BAG-1 auf
verschiedene Zellfunktionen im GBM-Zellkulturmodell beigetragen werden. Es bleibt
die Aufgabe, ein umfassendes und alle Einzelkomponenten integrierendes Bild zum
Einfluss von BAG-1 auf GBM zu zeichnen. Um Therapien zu verbessern, wird es
zunehmend wichtig, molekulare Zusammenhénge zu begreifen und die individuelle
Tumorbiologie in aktuelle Behandlungskonzepte zu integrieren.

BAG-1 hat keinen signifikanten Einfluss auf die Sensibilisierung gegenlber
ionisierender Strahlung in GBM. Es bleibt zu eruieren, ob die BAG-1-Expression
gegenuber chemotherapeutischen Behandlungen mit beispielsweise Temozolomid
sensibilisiert. Sollten sich hier neue Erkenntnisse ergeben, kénnte BAG-1 zukunftig

therapieprognostische Bedeutung gewinnen.

BAG-1 siRNA Transfektion beschleunigt das Wachstum von GBM-Zellen,
insbesondere unter Serumentzug. Die Bedeutung dieser Wachstumskinetik und
deren genauer Wirkmechanismus mussen noch abschlieBend geklart werden. Zellen
mit geringer proliferativer Aktivitdt Uberleben langere Zeitabschnitte unter
ungunstigen  Wachstumsbedingungen, und Tumorbereiche mit schlechter
Energiebereitstellung sind typisch fur GBM (Roth et al. 2000). Der Einfluss von BAG-
1 kénnte demnach in GBM einen Uberlebensvorteil fir den Gesamttumor bedeuten.

Diese Hypothese gilt es in einem In-vivo-Versuch zu verifizieren. Bei dem einzigen

In- vivo-Versuch zu BAG-1 in GBM wurden BAG-1 Uberexprimierende GBM-Zellen in
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Mausegehirne inokuliert (Roth et al. 2000). Als zeitgeméaBere Methode bietet sich
eine Inokulation von durch mit RNA-Interferenz verénderten und stabil transfizierten
GBM-Zellen an. Ein solcher Versuch erlaubt Aussagen Uber den Einfluss von BAG-1
auf die Mikroumgebung des Tumors und wichtige Vorgdnge wie Migration oder

Vaskularisation.

Vieles deutet darauf hin, dass BAG-1 in GBM eine pro-apoptotische Funktion
Ubernimmt. Erkenntnisse aus Vorarbeiten zu anderen Tumorentitaten lassen sich nur
schwer Ubertragen, da in verschiedenen Zelltypen unterschiedliche Haupt-
interaktionspartner Einfluss auf Zellfunktionen nehmen (Cutress et al. 2002). Erst die
genaue Kenntnis der beeinflussten Zellvorgéange erlaubt Uberlegungen zum

mdglichen therapeutischen Nutzen der BAG-1-Funktion in GBM.

In den wenigen Vorarbeiten zu BAG-1 in GBM konnte keine Korrelation zwischen
BAG-1-Expression in der Immunhistochemie und klinischen Daten nachgewiesen
werden (Batistatou et al. 2006; Roth et al. 2000). Die Analysen schlieBen nur geringe
Patientenzahlen ein und verwenden unterschiedliche immunhistochemische
Techniken, was in der Literatur auch im Zusammenhang anderer untersuchter
Tumorentitaten kritisiert wird (Cutress et al. 2002). BAG-1-Isoformen kénnen ihre
subzellulare Verteilung andern, und es erscheint sinnvoll, zukinftig mit
hochspezifischen Antikérpern gezielt einzelne Isoformen zu quantifizieren. Erst die
Auswertung solcher Ergebnisse lasst eine Aussage zur prognostischen Bedeutung
von BAG-1 zu.

Die Evaluation der Proteindegradationswege und deren Bedeutung in GBM steht
noch ganz am Anfang. In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von BAG-1 auf
die Makroautophagie beschrieben. Es bedarf im Sinne der Vollstandigkeit auch einer
Untersuchung der Mikroautophagie und CMA. Letzterer Mechanismus kénnte durch
die Interaktionen von BAG-1 mit Chaperonen wie Hsp70 interessant sein.

BAG-1 hat in der vorliegenden Arbeit keinen Einfluss auf die Umsetzung
proteasomaler Substrate. Die Ubiquitinierung als zweiter wesentlicher Vorgang in der

Proteindegradation durch das UPS sollte fir GBM ebenfalls untersucht werden. Es
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ist aus anderen Tumorentitdten bekannt, dass BAG-1 auf die E3-Ligasen CHIP und
Siah-1 wirkt (Demand et al. 2001).

5. ZUSAMMENFASSUNG

GBM zahlt zu den boésartigsten und epidemiologisch haufigsten hirneigenen Tumoren
des erwachsenen Menschen. Fir Entstehung und Wachstum von GBM werden
verschiedene molekulare Veréanderungen verantwortlich gemacht. BAG-1 gehért zu
einer Gruppe von Co-Chaperonen, welche Uber die Interaktion mit zugehdrigen
Chaperonen die Strukturentwicklung fehlgefalteter Proteine unterstutzt. Daruber
hinaus ist fir BAG-1 eine Vielzahl weiterer Interaktionspartner und Wirkungen
beschrieben worden. Bei malignen Erkrankungen konnten je nach Entitat
gegenteilige Effekte auf wichtige Zellfunktionen beobachten werden. Zum Einfluss
von BAG-1 auf GBM ist wenig bekannt.

Durch Transfektion mit siRNA wurde das Expressionsniveau von BAG-1 in GBM-
Zelllinien reduziert und sein Einfluss auf Proliferation und Zelltod unter verschiedenen
Bedingungen untersucht. Ein weiterer Schwerpunkt der Arbeit liegt in der
Betrachtung von Mechanismen der Proteindegradation.

BAG-1 reduziert die Proliferationsrate von GBM-Zelllinien, insbesondere unter
Serumentzug. Vermutlich ist dies auf eine erhéhte Empfindlichkeit gegenuber
apoptotischen Reizen zurlckzufuhren. Die Zellzyklusverteilung wird durch
Transfektion mit BAG-1 siRNA nicht signifikant beeinflusst. Die Empfindlichkeit
gegenuber ionisierender Strahlung bleibt ebenfalls unverandert. Mechanismen der
Proteindegradation spielen in GBM keine eindeutige Rolle. Transfektion mit BAG-1
siRNA erhdht den makroautophagischen Flux signifikant, wobei sich die Degradation
proteasomaler Substrate unverandert zeigt.

BAG-1 wurde lange als anti-apoptotisches Protein verstanden. In der vorliegenden
Arbeit hingegen wirkt sich BAG-1 verlangsamend auf die Tumorgenese von GBM
aus. Méglicherweise steht die durch BAG-1 reduzierte Makroautophagie in diesem
Zusammenhang. Aus Arbeiten zu malignen Erkankungen ist eine groBe Zahl an
Interaktionspartnern bekannt, deren Bedeutung immer im Kontext der individuellen

Erkrankung zu sehen ist. Fir GBM gilt es, die genauen molekularen Ursachen der

67



beobachteten Wachstumsphéanotypie zu evaluieren. Nur so kann BAG-1 zukunftig fur

diagnostische und therapeutische Anwendungen relevant werden.
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