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ZUSAMMENFASSUNG
Vergleich der Aktivierung von Signalkaskaden und Genen durch Oncostatin M in
humanen Glioblastomzellen
Christiane Postert
Oncostatin M (OSM) und Leukemia Inhibitory Factor (LIF) sind zwei Zytokine aus der
Interleukin-6 (IL-6)-Familie himatopoetischer und neuropoetischer Zytokine. Beide 16sen
Effekte auf Zellen durch Bindung an einen gemeinsamen Rezeptor, den Typ I OSM-
Rezeptor, aus. OSM kann zusitzlich an einen fiir das Zytokin spezifischen Rezeptor, den
Typ I OSM-Rezeptor binden.
In dieser Arbeit wurde die Aktivierung intrazelluldrer Signalkaskaden nach Behandlung
von Zellen mit OSM und LIF verglichen. Da eine nur durch OSM induzierte,
hochstwahrscheinlich iiber den Typ II OSM-Rezeptor iibertragene, signifikante
Wachstumsinhibition auf bestimmte Tumorzellinien bekannt war, sollten durch den
Vergleich der aktivierten Signalmolekiile diejenigen identifiziert werden, die an der
Ubertragung dieses Effektes beteiligt sein konnten.
Insgesamt war die Tyrosinphosphorylierung der Signalproteine, die ihre Aktivierung
anzeigte, unabhéngig vom Zytokin und der Zellinie sehr dhnlich. Die meisten Proteine der
Jak/Stat- und der MAPK-Signalkaskaden wurden nach Stimulation mit OSM und LIF
phosphoryliert. Lediglich Stat5b wurde nur nach Behandlung der Zellen mit OSM
aktiviert. Allerdings wurde es auch in Zellinien aktiviert, in denen keine
Wachstumsinhibition erreicht wurde, so dass Stat5b in den Gliomzellinien keine erhebliche
Rolle fiir die Ubertragung des antiproliferativen Effektes haben kann. Offensichtlich war
eine insgesamt wesentlich starkere Tyrosinphosphorylierung der Proteine nach Stimulation
mit OSM. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Aktivierung des Jak-Stat- und des MAPK-
Signalweges nicht ausreichend ist, um eine Wachstumsinhibition zu induzieren. Daher
miissen fiir den antiproliferativen Effekt essentielle Signalkaskaden durch weitere

Metaanalysen identifiziert werden.

Tag der miindlichen Priifung: 29.04.2004
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1 Einleitung

1.1 Oncostatin M (OSM) und Leukemia Inhibitory Factor (LIF)

Oncostatin M und Leukemia Inhibitory Factor sind Mitglieder der Familie
hiamatopoetischer und neuropoetischer Zytokine, zu der weiterhin Interleukin-6 (IL-6),
Interleukin-11 (IL-11), Ciliary Neurotrophic Factor (CNTF) und

Cardiotrophin-1 (CT-1) gehoren. Diese Zytokine zeichnen sich durch strukturelle und
funktionelle Gemeinsamkeiten aus. Sie vermitteln die Kontrolle von Wachstum,
Differenzierung und Funktionen der immunologischen und hiamatopoetischen Zellen

(Arai et al., 1990).

OSM wurde zunédchst als wachstumshemmendes Protein fiir humane Melanomzellen
identifiziert (Rose et al., 1991, Zarling et al., 1986, Brown et al., 1987, Malik et al.,
1989), LIF als wachstumsinhibierendes Molekiil fiir myeloische Leukdmie M 1-Zellen
(Hilton and Gough, 1991).

Im Folgenden wurden zahlreiche weitere Aktivitdten beschrieben. Alle Zytokine dieser
Familie induzieren in Leberzellen die Synthese von Akute-Phase-Proteinen (Richards et
al., 1992) und im hdmatopoetischen System die Produktion von Megakaryozyten, die
Proliferation von hidmatopoetischen Progenitorzellen sowie von Myelomzellen, die
Thrombopoese und die Resorption von Knochen. Weiterhin kdnnen sie die
Differenzierungsfahigkeit von embryonalen Stammzellen aufrechterhalten, indem sie

deren Ausdifferenzierung hemmen (Rose et al., 1994).

Im zentralen Nervensystem konnen OSM, LIF, CNTF und IL-6 die Differenzierung von
glidren Zellen fordern und an der Entstehung einer reaktiven Gliose beteiligt sein
(Bonni et al., 1997, Rajan et al., 1998, Richards et al., 1996). An neuronalen Zellen
induzieren die IL-6 Zytokine Differenzierungsprozesse, z. B. die Differenzierung

cholinerger Nerven (Rao et al., 1992).



Neben gemeinsamen Effekten findet man einige Aktivititen, die jeweils nur durch ein
Zytokin ausgelost werden konnen. OSM wirkt vor allem als wachstumsinhibierendes
Molekiil fiir zahlreiche Tumoren. Neben intrakraniellen Tumoren, z.B. verschiedene
Gliomzellinien (Halfter et al., 2000) und Meningeomzellinien (Schrell et al., 1998),
gehoren dazu auch Tumoren aus Lunge, Mammae, Ovarien und Magen (Horn et al.,
1990, Grant et al., 1999). Der wachstumsinhibierende Effekt von OSM auf Gliomzellen
konnte auch in vivo dargestellt werden (Friedrich et al., 2001).

Andererseits stimuliert OSM die Proliferation von Fibroblasten, von glatten
Muskelzellen der GefaBwinde (Grove et al., 1993) und von Endothelzellen (Brown et
al., 1990). Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass OSM die Proliferation von
Spindelzellen aus AIDS-abhingigen Kaposi-Sarkomen fordert (Nair et al., 1992, Miles
et al., 1992, Radka et al., 1993, Cai et al., 1994, Murakami-Mori et al., 1995).

An Zellen des zentralen Nervensystems sind ebenfalls zahlreiche Funktionen von OSM
beschrieben worden. Unter anderem ist es in Astrozyten an der Regulation der
Expression von a.;-Antichymotrypsin (Kordula et al., 1998), MMP-1 (eine interstitielle
Kollagenase), MMP-3 (Stromelysin 1) (Korzus et al., 1997) und von IL-6 (Van
Wagoner et al., 1999, Van Wagoner et al., 2000) beteiligt.

1.2 Die Rezeptoren

Die Zytokine der IL-6 Familie verwenden fiir die Signaltransduktion heteromere
Rezeptorkomplexe, deren gemeinsamer Bestandteil das Glykoprotein gp130 ist. Das
Zytokin bindet an eine Untereinheit, die als a-Komponente bezeichnet wird. Daraufhin
binden eine oder zwei als B-Komponenten bezeichnete Rezeptormolekiile an die a-
Komponente. Dieser Vorgang fiihrt zu einer starken Erhéhung der Affinitit des
Rezeptormolekiils fiir seinen Liganden und zu einer Signaltransduktion in die Zelle

hinein.

OSM und LIF konnen an einen Rezeptor binden, der aus einem Heterodimer der

Rezeptorkomponenten Leukemia Inhibitory Factor Receptor B (LIFRB) und dem



signaliibertragendem Protein gp130 besteht. Dieser Rezeptorkomplex wird als Typ I
OSM-Rezeptor bezeichnet (Gearing and Bruce, 1992, Gearing et al., 1992).
Wahrscheinlich wird die groe Zahl gemeinsamer Effekte der beiden Zytokine durch
die Moglichkeit der Bindung an einen gemeinsamen Rezeptor erreicht. Ein Unterschied
besteht in der Lokalisation der Bindungsstelle: OSM bindet direkt an gp130, LIF jedoch
an LIFRP (Gearing et al., 1992, Sporeno et al., 1994).

Gp130eLIFR} sind ebenfalls Bestandteile der Rezeptoren fiir CT-1 und CNTF.
Wihrend bei der Signalvermittlung von CNTF bereits eine weitere
Rezeptorkomponente beschrieben wurde (CNTFRa) (Davis et al., 1993, Stahl et al.,
1993), wird momentan eine solche spezifische Untereinheit ebenfalls fiir CT-1

postuliert (Pennica et al., 1995).

OSM kann an einen weiteren Rezeptorkomplex binden, der spezifisch fiir OSM ist, und
ebenfalls dadurch eine Aktivierung intrazelluldrer Signalkaskaden auslosen. Dieser
wurde als Komplex aus gp130 und einer fiir OSM spezifischen Untereinheit (OSMRf)
identifiziert. Er wird als Typ I OSM-Rezeptor bezeichnet (Thoma et al., 1994, Gearing
etal. 1992, Mosley et al., 1996).

LIF kann an diesen Komplex nicht binden und deshalb keine Signale {iber ihn in die
Zelle hinein vermitteln. Deshalb konnten durch diesen Rezeptor fiir OSM spezifische

Effekte ausgelost werden.



LIE

0OS
Extrazelluldrraum
0 0 Zellmembran
Zytoplasma
LIFRBegp130 p130e0SMRB
Typ I OSM- Typ Il OSM-
Rezeptor Rezeptor

Abbildung 1-1: LIF bindet nur an den Typ I OSM-Rezeptor, wihrend OSM an den Typ [ und Typ II
OSM-Rezeptor binden kann. Die Dreiteilung der Rezeptorkomponenten zeigt ihre Gliederung in einen
intrazelluldren, transmembrandsen und extrazelluldren Bereich, die fiir die Funktion der Rezeptoren von

Bedeutung sind.

In Mauszellen findet man ein anderes Konzept der Zytokinbindung an die Rezeptoren.
Der fiir mouse OSM (mOSM) spezifische Rezeptorkomplex besteht aus den
Untereinheiten c12 (=mOSMRf) und gp130. Mouse OSM kann in Mauszellen nur an
diesen Komplex binden, jedoch nicht an gp130eLIFR. Humanes OSM (hOSM) kann
nicht an den mOSMR binden, obwohl die Struktur des hOSMR &hnlich ist und in
groflen Bereichen sogar homolog (Lindberg et al., 1998).

Diese Ergebnisse muss man bei der Beurteilung von Experimenten beriicksichtigen, die
mit hOSM an Mauszellen durchgefiihrt wurden, bevor man den mOSMR charakterisiert
hatte.



1.3 Die intrazelluliren Signalkaskaden

1.3.1 Die Jak (Janus-Kinasen)/Stat (Signal Transducers and Activators of

Transcription)-Signalkaskade

Die Tyrosin-Kinasen der Jak-Familie sind mit dem intrazelluldren Bereich der
Rezeptorkomponenten bereits in inaktivem Zustand assoziiert (Tanner et al., 1995,
Liitticken et al., 1994, Taga et al., 1992). Die Zytokinbindung und anschlieende
Dimerisation der entsprechenden Rezeptorkomponenten fiihrt zur Aktivierung der
angelagerten Kinasen, die daraufhin sowohl sich selbst wechselseitig als auch Teile der
Rezeptoren phosphorylieren (Davis et al., 1993, Murakami et al., 1993).

Nach Stimulation von Zellen durch Zytokine aus der Interleukin-6 Familie werden drei
Mitglieder aus der Familie der Janus-Kinasen aktiviert: Jak1, Jak2 und Tyk2 (Liitticken
et al., 1994, Narazaki et al., 1994, Stahl et al., 1994).

Durch die folgende Phosphorylierung intrazelluldrer Rezeptorbereiche werden
Bindungsstellen fiir zytoplasmatische Proteine geschaffen (Heim et al., 1995), die nach
ihrer Bindung ebenfalls durch die Janus-Kinasen phosphoryliert werden. Hierzu
gehoren vor allem die Stat-Proteine (Liitticken et al., 1994, Zhong et al., 1994,
Sadowski et al., 1993, Lai et al., 1995). Nach ihrer Phosphorylierung dimerisieren die
Stat-Proteine (Homo- oder Heterodimerisation) und translozieren in den Zellkern. Dort
sind sie an der Regulation der Transkription beteiligt, indem sie sich an spezifische

DNA-Sequenzen anlagern (Abbildung 1-2) (Shuai et al., 1994).
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Abbildung 1-2: Die Jak/Stat-Signalkaskade. Zytokinbindung an die Rezeptoren fiihrt zunachst zur

Aktivierung der Janus-Kinasen, die anschlieBend die Stat-Proteine durch Phosphorylierung aktivieren.

Uber gp130 enthaltende Rezeptoren wird insbesondere Stat3 aktiviert (Heim et al.,
1995, Sadowski et al., 1993, Zhong et al., 1994, Boulton et al., 1995), in geringerem
Malle werden ebenfalls Statl und Stat5b aktiviert. Die Janus-Kinasen weisen keine
Spezifitdt fiir bestimmte Stat-Proteine auf, mehrere Janus-Kinasen kdnnen also das
gleiche Substrat aktivieren (Kohlhuber et al., 1997, Thle et al., 1995). Spezifitit in der
Stat-Aktivierung wird durch die Rezeptoren erreicht, an die jeweils nur typische

Mitglieder der Stat-Familie binden konnen.

1.3.2 Die MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) -Signalkaskade

Die MAPK-Signalmolekiile sind zentrale Schaltstellen in den Signalkaskaden
unterschiedlicher Faktoren, u.a. von Wachstumsfaktoren und Zytokinen. Dieser
Signalweg wird hédufig iiber Rezeptoren aktiviert, die gp130 enthalten (Liitticken et al.,
1994, Stahl et al., 1994, Boulton et al., 1994). Gp130 stimuliert die MAPK-Kaskade



iiber mehrere Adaptermolekiile wie Shc und Grb2 (Boulton et al., 1994, Kumar et al.,
1994), die zunichst zur Aktivierung von Ras fiihren. Dieses Molekiil bewirkt iiber die
Serin-/Threonin-Kinasen Rafl und MAPKK (MAPK-Kinase) die Aktivierung der
MAPK-Proteine ERK (Extracellular-signal Regulated Kinase) 1 und ERK2 durch
Phosphorylierung (Abbildung 1-3) (Moodie et al., 1993, Howe et al., 1992, Macdonald
etal., 1993, Dent et al., 1992, Kyriakis et al., 1992, Moodie et al., 1994).

Stimulation des Rezeptors

Abbildung 1-3: Die Signalkaskade, die zur Aktivierung der MAPK fiihrt. Das Protein SHP-2

unterstiitzt die Aktivitit von Ras.

Die Tyrosin-Phosphatase SHP-2 fordert die Signaliibertragung iiber Ras, indem sie
Tyrosinreste dephosphoryliert, die sonst die Signaltransduktion hemmen wiirden.
Daneben existieren zytoplasmatische Tyrosinphosphatasen, die demgegeniiber zur

Hemmung von Ras fiihren (Duchesne et al., 1993).

Die aktivierten MAPK-Proteine phosphorylieren zunichst zytosolische Proteine, unter
anderem auch Stat-Proteine (Denton et al., 1995). Zahlreiche der aktivierten
zytosolischen Proteine kdnnen in den Zellkern translozieren und dort nukleédre Proteine

aktivieren. Eine mogliche Translokation aktivierter Molekiile in den Zellkern wurde in



Kapitel 1.3.1 bereits am Beispiel der Stat-Proteine erwéhnt. Dieser Weg wird innerhalb
der Regulation des Zellstoffwechsels hdufig verwendet. Zum Beispiel transloziert die

ribosomale Protein-Kinase pp90™*

nach ihrer Aktivierung in den Zellkern und
phosphoryliert dort das Protein Nur77 und den Serum Response Factor (SRF) (Chen et

al., 1992), die an der Regulation der Genexpression beteiligt sind.

Die aktivierten MAPK-Proteine selbst konnen ebenfalls in den Zellkern translozieren
(Lenormand et al., 1993) und dort direkt Proteine phosphorylieren, die an der
Regulation der Genexpression beteiligt sind. Dazu gehdren die Ternary Complex
Factors (TCF) Elk-1, SAP-1 und wahrscheinlich SAP-2 (Marais et al., 1993, Hill et al.,
1993, Gille et al., 1995). Diese bilden einen Komplex mit dem SRF, der darauthin an
der Promotorregion von c-fos binden kann. Fiir die Transkription von c-fos sind
allerdings weitere aktivierte Proteine notwendig, z.B. CREB (Cyclic Adenosine
Monophosphate Response Element-binding Protein), ein Protein, dass durch cAMP
aktiviert wird (Ginty et al., 1994).

1.4 Gliome

1.4.1 Klassifikation der World Health Organisation (WHO)

Die World Health Organisation klassifiziert die Gehirntumoren aus Gliazellen in

mehrere Grade. Diese Einteilung ist moglich, da immunhistochemische Methoden eine

zuverléssige histopathologische Zuordnung ermdglichen (Kleihues et al., 1993):

Astrozytdre Tumoren

Pilozytisches Astrozytom WHO Grad I
Astrozytom WHO Grad II
Anaplastisches Astrozytom WHO Grad I1I

Glioblastoma multiforme WHO Grad IV



Nichtastrozytdre Tumoren

Oligodendrogliom WHO Grad II
Anaplastisches Oligodendrogliom WHO Grad III
Oligoastrozytom (sog. Mischgliom) WHO Grad II
Anaplastisches Oligoastrozytom WHO Grad I1I
Ependymom WHO Grad I1
Anaplastisches Ependymom WHO Grad III

Tumoren mit Grad I oder Il werden als gutartig oder semibenigne eingestuft, Tumoren
mit Grad III oder IV als bosartig. Niedriggradige Astrozytome bergen allerdings ein
hohes Potential fiir eine Progression in anaplastische Astrozytome (WHO Grad III) oder
in das Glioblastoma multiforme (WHO Grad 1V).

1.4.2 Prognose

Obwohl intensiv an der Verbesserung der bestehenden therapeutischen Verfahren und
der Entwicklung neuer Losungsstrategien gearbeitet wird, konnte bis zum heutigen Tag
keine wesentliche Verbesserung der Prognose fiir Patienten mit malignen Gliomen
erzielt werden. Nur bis zu 20 % der Patienten mit anaplastischen Gliomen (WHO Grad

I1T) leben langer als fiinf Jahre.

1.4.3 Therapeutische Ansétze

Fiir die Therapie maligner Gliome werden zahlreiche Verfahren eingesetzt. Dazu
gehoren neurochirurgische Therapien, Strahlentherapien, Chemotherapien und lokale
Therapieformen wie die lokale Applikation von Chemotherapeutika, lokale

Immuntherapie und die Gentherapie.

Bei der lokalen Immuntherapie werden entweder spezifische Antikdrper gegen

Gliomzellen oder immunstimulierende Substanzen intratumoral angebracht.



Ziel der Gentherapie ist es, Tumorzellen selektiv mit einem Gen zu transduzieren,
welches sie einer Therapie zugidnglich macht. Gegenwirtig existieren zahlreiche
Ansitze beziiglich der Zellfunktionen, die den giinstigsten Angriffspunkt fiir diese
Therapieform bieten (Kramm et al., 1995). Man versucht z.B. funktionsunfahige
Tumorsuppressorgene zu ersetzen, die Zellen immunogen oder empfindlich fiir eine
Chemotherapie zu machen.

Ein weiterer Ansatzpunkt fiir eine Gentherapie ist die Transduktion des
Thymidinkinasegens des Herpes simplex Virus iiber einen retroviralen Vektor in
humane Tumorzellen. Nach intravendser Gabe von Ganciclovir wird tiber die
Thymidinkinase und zelluldre Kinasen ein toxisches Genprodukt, ein Triphosphat,

gebildet, das dann den Zelltod auslost (Ram et al., 1997, Rainov et al., 2000).

1.5 Zielsetzung

In dieser Arbeit wurde die Aktivierung von Signalkaskaden in humanen Gliomzellinien
nach Stimulation mit OSM untersucht.

Durch den Vergleich der Zellinie GOS 3, deren Wachstum durch OSM stark inhibiert
wird, mit Zellinien, deren Wachstum dagegen kaum gehemmt wird, sollten Proteine
oder Signalkaskaden identifiziert werden, die an der Entstehung des antiproliferativen
Effektes beteiligt sind. Die Proteine, die nur in GOS 3 aktiviert werden, kdnnen

ursdchlich fiir die Auslosung der Wachstumsinhibition sein.

Die Identifikation solcher Proteine kdnnte neue therapeutische Ansétze fiir die
Behandlung maligner Gliome eréffnen. Diese Hypothese wird durch Experimente
unterstiitzt, in denen sich der wachstumsinhibierende Effekt von OSM auf maligne

Gliomzellen auch in vivo darstellen lie3 (Friedrich et al., 2001).
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Alle hier nicht aufgefiihrten Chemikalien wurden von der Firma Sigma (Deisenhofen)

bezogen.

Acrylamid

Agarose

Aprotinin

APS (Ammoniumperoxydisulfat)
B-Mercaptoethanol

Brij 96

BSA (Rinderserumalbumin)
Chloroform

dNTP’s (Desoxynucleotide)

DOC (Desoxycholat)

DTT (Dithiotreithol)

EDTA (Ethylendiamintetraessigsiure)
EGTA (Ethylenglykol-
bis(B-Aminoetyhylether)-Tetraacetylsaure)
Ethanol

Ethidiumbromid

Glycerol

Glycin

HEPES
(Hydroxyethylpiperazinethansulfonsdure)
Insulin

Isopropanol

Leupeptin

Roth (Karlsruhe)

FMC Bioproducts (Rockland)
Bayer (Leverkusen)
Fluka (Buchs)

Merck (Darmstadt)
Fluka (Buchs)

Pierce (Rockford)
Merck (Darmstadt)
Pharmacia (Freiburg)
Sigma (Deisenhofen)
Gibco BRL (Eggenstein)
Boehringer (Mannheim)

Sigma (Deisenhofen)

Merck (Darmstadt)
Amresco

Sigma (Deisenhofen)
Merck (Darmstadt)
Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)

Merck (Darmstadt)
Boehringer (Ingelheim)
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L-Glutamin Gibco BRL (Eggenstein)

LIF (Leukemia Inhibitory Factor) Sigma (Deisenhofen)
Methanol Riedel De Haén

NaCl (Natriumchlorid) Merck (Darmstadt)

NaF (Natriumfluorid) Sigma (Deisenhofen)
Natriumpyrophosphat Sigma (Deisenhofen)
NP-40 (Nonidet P-40) Pierce (Rockford)
Orthovanadat Sigma (Deisenhofen)
OSM (Oncostatin M) Sigma (Deisenhofen)
PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) Sigma (Deisenhofen)
PNS (Penicillin/Neomycin/Streptomycin)  Gibco BRL (Eggenstein)
Ponceau S Sigma (Deisenhofen)
Protein A/G-Agarose Santa Cruz (Kalifornien)
SDS (Natriumdodecylsulfat) Merck (Darmstadt)
TEMED (Tetramethylethylendiamin) Fluka (Buchs)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan ICN Biomedicals (Ohio)
Trizol Gibco BRL (Eggenstein)
Trypsin Gibco BRL (Eggenstein)
Tween 20 Sigma (Deisenhofen)

2.2 Antikorper

Der Anti-Phosphotyrosin-Antikorper, Anti-Jak2 und Anti-gp130 wurden von der Firma
Biomol (Hamburg) geliefert und die Zweitantikorper (Peroxidase-gekoppelter Maus-
bzw. Kaninchen-Antikdrper) von der Firma DAKO (Glostrup).

Alle anderen Antikorper wurden von der Firma Santa Cruz (Kalifornien) bezogen.
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2.3 Enzyme

Die M-MLV (Moloney murine leukemia virus) Reverse Transcriptase wurde von der

Firma Promega (Heidelberg), die Taq DNA-Polymerase von Beckmann (Miinchen) und

die T4 Polynukleotid-Kinase von Biolabs (New England) geliefert.

2.4 Primer

Gpl130: 5’-GGA CCA AAG ATG CCT CAA CTT G-3’ und
5’-GGT CCC ACT CTA AGA CAG CTT-3’ (0,84 kb) bzw.

5°’-GTG GGA TCA CCT ATG AAG ATA GAC-3’ und
5’-GCA GGA ACT ACT AGT CCT TCA C-3’ (1,82 kb)

LIFR: 5’-CCA TAC TCC TAC TTC ATT CAA AG-3’ und
5’-GAC ACT GTT AAT CGT TTG GTT TG-3" (2,01 kb)

OSMRB: 5’-CAG GTG TTC CTA CCA AAT CTG CGT C-3’ und
5°- ATC GGC ATG CTG GTT AGC AGT AGT G-3’ (1,46 kb)

Die Primer wurden von der Firma MWG-Biotech bezogen.

2.5 Puffer

PBS: 137 mM NaCl
2,7 mMKCl
80,9 mM Na,HPO, H,0
1,5 mM KH,PO,. pH=7,4 (HCI)
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TBE (10 X):

TBST:

TE:

2.6 Medien

89
89

50

150
0,05

10

mM Tris
mM Borsaure

mM EDTA

mM Tris/HCI (pH=S8,0)
mM NacCl
% Tween 20

mM Tris/HCI (pH=8,0)
mM EDTA

FCS (Fetales Kilberserum) wurde von der Firma Gibco BRL (Eggenstein) bezogen.

Alle anderen Materialien, die fiir die Medien benétigt wurden und nicht unter den

Materialien aufgefiihrt wurden, lieferte die Firma Sigma (Deisenhofen).

FCS-Medium: DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) mit

N 1-Medium: DMEM mit

5-10

5
5
10

2,5

16

25

% FCS
pug/ml Penicillin
pg/ml Streptomycin ( PNS
png/ml Neomycin

mg/ml BSA

pg/ml Transferrin

pg/ml Putreszin

ng/ml Progesteron N 1-Mix
ng/ml Natriumselenit

pg/ml Insulin
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2.7 Zellinien

Zellinie Eigenschaften Bezugsquelle

A 172! Glioblastom Medizinische Klinik und
Poliklinik, Innere Medizin A,
Westfdlische Wilhelms-
Universitit Miinster

A 172° Glioblastom Klinik und Poliklinik fiir
Kinderheilkunde, Westfilische
Wilhelms-Universitit Miinster

GOS 3 Gemischtes Astro- Klinik und Poliklinik fiir

Oligodendrogliom Grad II/IIT Neurologie, Westfilische

Wilhelms-Universitit Miinster

U343MG Glioblastom Max-Planck-Institut fiir

biophysikalische Chemie,
Gottingen.

2.8 Oligonukleotide

Die doppelstrangigen Oligonukleotide SIE (5’-CTA GGA TTT ACG GGA AAT G-3°)
und Stat5 (5’-AGA TTT CTA GGA ATT CAA TCC-3’) wurden von Santa Cruz

Biotechnology, CA, geliefert.
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2.9 Molekulargenetische Methoden

2.9.1 Isolation von RNA aus Zellen

Die RNA-Extraktion wurde modifiziert nach der Methode von Chomczynski und
Sacchi (1987) durchgefiihrt. Konfluent gewachsene Zellen wurden mittels Trizol-
Reagenz von den Kulturschalen abgeldst und lysiert. Nach Zugabe von Chloroform
wurde das Lysat kriftig vermischt. Durch Zentrifugation (15 min, 14000 rpm, 4°C)
entstanden drei Phasen. Die obere Phase wurde abgenommen und die darin enthaltene
RNA durch Zugabe von Isopropanol gefillt und abzentrifugiert (5 min, 14000 rpm,
4°C). Nach einmaligem Waschen mit 70% Ethanol wurde die RNA in DEPC-Wasser
aufgenommen. Nicht sofort verwendete RNA wurde aliquotiert und bei -80°C

aufbewahrt.

2.9.2  Quantifizierung von RNA

Die durch Extraktion aus Zellen gewonnene RNA wurde photometrisch (Beckmann)
quantifiziert. Dafiir wurde die Extinktion der RNA-L&sung bei 260, 280 und 320 nm
bestimmt. Eine Absorption von 1 entspricht einer Konzentration von 40 pg/ml. Der
Quotient der Extinktionen bei 260 und 280 nm betragt bei einer reinen RNA-Lsung
1,8-2,0.

2.9.3 cDNA-Synthese
Fiir die cDNA-Synthese wurden 2,5 pg der gereinigten RNA eingesetzt, die vor Zugabe

der anderen Reagenzien fiir 5 min auf 65°C erhitzt wurde. Ein 50 pl-Ansatz hatte

folgende Zusammensetzung:
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2,5ug RNA
10 ul 5 x Reverse Transkriptase Puffer (Promega, Madison)
1 mM dNTPs
2 pg Oligo d(T)i2.15 Primer (Pharmacia, Freiburg)
10 mM DTT
20 U  RNAsin (Pharmacia, Freiburg)
200 U  M-MLYV Reverse Transkriptase

Der Reaktionsansatz wurde 90 min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde die

Reaktion durch fiinfminiitiges Erhitzen auf 95°C beendet.

2.9.4 Polymerase-Ketten Reaktion (PCR)

Die Polymerase-Ketten Reaktion wurde in dem Gene Amp” Gerit von PE Applied

Biosystems in 50 pl-Ansétzen mit folgender Zusammensetzung durchgefiihrt:

3 ul cDNA-Gemisch

0,2 mM dNTPs

10 x PCR-Puffer (Perkin Elmer)
1 uM je Primer

Erste Denaturierung: 94°C, 5 min

Wihrend der folgenden Abkiihlung wurden bei 85°C 2 U Taq-Polymerase
dazugegeben.

Die Amplifikation der DNA erfolgte wahrend 30 Zyklen:

1. Hybridisierung: Schmelztemperatur (T, der Primer minus 2°C, wobei jeweils die
niedrigere Schmelztemperatur der beiden Primer als Ty, benutzt wurde), 30 s

2. Synthese: 72°C, 45 s

3. Denaturierung 94°C, 30 s

Letzte Synthese: 72°C, 5 min

AnschlieBend wurden die Ansétze auf 4°C abgekiihlt.
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2.9.5 Gelelektrophorese von DNA

DNA-Fragmente wurden in 1,0-1,5 %igen horizontalen Agarosegelen aufgetrennt. Die
Ethidiumbromid-Konzentration im Gel betrug 1 pg/ml. Vor dem Auftragen wurden die
Proben mit 6 x DNA-Auftragspuffer vermischt. Die Elektrophorese wurde bei 120 V fiir
20 bis 30 min in einem 1 x TBE-Puffer durchgefiihrt. Der GroBenvergleich der DNA-
Fragmente erfolgte mit geschnittener Lamda-DNA (Eco 91 1: 8454, 7242, 6369, 5686,
4822, 4324, 3675, 2323, 1929, 1371, 1264, 702, 224, 117 bp, MBI Fermentas) als
Langenstandard. Unter UV-Licht wurden die Banden mittels
Ethidiumbromidfluoreszenz sichtbar gemacht und durch einen Orange-Filter

abfotographiert.

2.9.6 Radioaktive Markierung von Oligonukleotiden
Oligonukleotide wurden in dem folgenden 30 pl-Reaktionsansatz markiert:

0,78-1,56 pM Oligonukleotid
10 x Puffer

50 uCi [y**P] ATP (NEN Research Products, Boston, MA)

10 U T4 Polynukleotid-Kinase

Nach 45miniitiger Inkubation bei 37°C wurde der Ansatz mit TE-Puffer auf 50 ul
aufgefiillt und iiber eine Gelfiltrationsséule (Bio-Rad, Bad Homburg) gegeben. Die
Einbaurate wurde in einem Szintillationszdhler (LKB Wallac, Liquid Scintillation

Counter) bestimmt.
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2.10 Analyse von Proteinen

2.10.1 Anfertigung von Gesamtzell-Lysaten

Auf 60 mm-Petrischalen wurden 8 x 10° (A 172"), 4 x 10° (A 172%), 9 x 10° (U343MG)
und 1 x 10° (GOS 3) Zellen in FCS-Medium ausgesit. Nach 16 bis 24 h wurde das
Medium fiir weitere 24 h durch N1-Medium ersetzt. Dann erfolgte die Zugabe der in
N1-Medium aufgenommenen Zytokine (LIF und OSM, 100 ng/ml Endkonzentration).
Die Inkubation mit den Zytokinen wurde zu den entsprechenden Zeitpunkten durch
Waschen mit eiskaltem PBS-Puffer, der 1 mM Orthovanadat und 0,1 mM PMSF
enthielt, beendet. Die Lyse wurde mit einem modifizierten RIPA-Puffer (50 mM
HEPES pH 7,4, 150 mM NaCl, 5SmM EDTA, 1% NP-40, 0,25% DOC, 0,1% SDS,

1 mM Orthovanadat, 50 mM NaF, 1 mM PMSF, 10ug/ml Aprotinin, 1pg/ml Leupeptin)
durchgefiihrt und der Zelldebris wurde abzentrifugiert (14 000 rpm, 15min, 4°C). Nach
Bestimmung der Proteinkonzentrationen wurden die Lysate mit 4 x SDS-Auftragspuffer

versetzt und durch SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese aufgetrennt.

2.10.2 Immunoprizipitation

Mit einem Lysis-Puffer (50 mM Tris pH 7,5, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 2 mM
EGTA, 5% Glycin, 0,5% NP-40, 0,5% Brij, 0,25% DOC, ImM NaVO;, | mM Na-
Pyrophosphat, 10 pg/ml Leupeptin, 10 pg/ml Aprotinin, 1 mM PMSF, 0,1 mM
Pefabloc, 10 mM NaF, 1pg/ml Trasolyl) wurden Zell-Lysate angefertigt. Die
Proteinmengen der Lysate wurden nach Bestimmung der Proteinkonzentrationen
angeglichen. Nach Vorklarung der Zell-Lysate mit Protein A/G-Agarose (Santa Cruz,
Kalifornien) fiir 30 min bei 4°C erfolgte die Inkubation mit den entsprechenden
Antikorpern iiber Nacht (16 bis 20 h). Fiir 1 h wurde erneut Protein A/G-Agarose
zugegeben, die ans