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Kapitel 1

Einleitung
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1.1 Der Makrophagen Migrations-Inhibitions-Faktor

1.1.1 Uberblick iiber die Geschichte der MIF-Erforschung

Die erste Beschreibung des Makrophagen Migrations-Inhibitions-Faktors [MIF] er-
folgte 1962 iiber seine Eigenschaft, die ungerichtete Migration von Peritonealmakro-
phagen zu inhibieren [43]. Zu diesem Zeitpunkt war man weit davon entfernt, das
Protein identifizieren und molekularbiologisch charakterisieren zu kénnen. Weitere
Arbeiten folgten 1966, die diese ,, MIF-Aktivitéit* mit einem von Lymphozyten pro-
duzierten Faktor in Verbindung brachten [22, 51]. Alle drei Arbeiten untersuchten zu
diesem Zeitpunkt Zellkultursysteme, die die Vorgénge bei der Immunreaktion vom
verzogerten Typ (,Delayed Type Hypersensitivity Reaction [DTH]“) zu simulieren
versuchten. Dieser neu entdeckte Botenstoff zwischen Zellen war somit de facto das
erste beschriebene Zytokin - obwohl zu diesem Zeitpunkt der Begriff ,,Zytokin* noch
nicht gepréigt war.

In den folgenden Jahren wurde in verschiedensten Zellsystemen eine , MIF-
Aktivitat* beschrieben. In den 80er Jahren wurde dann mit den von T-Zellen produ-
zierten Zytokinen IFN-gamma und Interleukin-4 ebenfalls eine MIF-Aktivitéit nach-
gewiesen [77, 114]. Somit erschien es fiir kurze Zeit, dass die Versuchsergebnisse aus
den 60er Jahren auf diese Zytokine zuriickzufiithren und die Suche nach einer weiteren
MIF-Aktivitiat nicht weiter aussichtsreich sei. Kurze Zeit spiter gelang allerdings der
Gruppe von John David die Klonierung der Gensequenz des heute als MIF bekann-
ten Proteins aus einer humanen T-Zelllinie [117]. Eine Gruppe am Picower Institut
in New York klonierte erfolgreich die murine cDNA fiir MIF und stellte kurze Zeit
spéter auch das rekombinante Protein und spezifische Antikérpern her [20]. Nun
konnte der Nachweis erbracht werden, dass die initial beschriebene MIF-Aktivitét
wirklich mit dem danach benannten MIF-Protein in direktem Zusammenhang steht

18].
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1.1.2 Eigenschaften des Proteins MIF

Die Klonierung der ¢cDNA fiir humanes MIF ergab, dass es sich um ein 115 Ami-
nosduren langes Peptid mit einer mRNA-Grofle von ungefihr 800 Basenpaaren
handelt [117]. Das MIF-Gen findet sich beim Menschen auf dem Chromosom 22
(22q11.2) in Nachbarschaft von den Genen fiir Matrix-Metallo-Proteinase 11 und
Gluthathion S-Transferase [24]. Ausserdem findet sich auf dem gleichen Chromoso-
menarm das Gen fiir die D-Dopachrome Tautomerase, die eine grofle Strukturéihn-
lichkeit mit MIF aufweist [38]. Das humane MIF-Gen selbst besteht aus drei Exonen
(107, 172 und 66 Basenpaare) und zwei Intronen (188 und 94 Basenpaare) [91]. Im
Promoterbereich des Gens finden sich unter anderem Bindungsstellen fiir die Tran-
skriptionsfaktoren Spl, Apl, NF-kappaB und CREB [29].

Das murine MIF-Gen lésst sich auf dem Chromosom 10 lokalisieren und hat
fast 100% Homologie zum Ratten-MIF; dariiber hinaus gibt es aber auch noch 9
weitere - sogenannte - Pseudogene auf dem gleichen Chromosom, die aber keine
funktionsfihige mRNA liefern [79]. Die Genstruktur ist zwischen Mensch und Maus
sehr dhnlich, mit einer gleichen Anzahl von Exonen und Intronen und gleichartigen
Transkriptionsfaktorbindungsstellen in der Promoterregion. Insgesamt zeigt sich eine
Homologie beider Gene von etwa 70% bei einer Proteinsequenzhomologie von nahezu
90% [20].

Das MIF-Protein hat eine Grofie von 12,5 kDa im SDS-Page-Western Blot und
zeigt keine weitere posttranslationale Modifikation in Immunzellen [117]. Dahingegen
wurden sowohl in der Leber als auch im Gehirn verschiedene Isoformen gefunden
[44, 74]. Dem Primértranskript fehlt eine Signalsequenz fiir das endoplasmatische
Retikulum, so dass davon ausgegangen wird, dass MIF auf einem nicht-klassischen
Wege gespeichert und sezerniert wird [40]. Der klassische MIF, der von Immunzellen
oder Epithelzellen produziert wird, ist ein Homotrimer, der in der Strukturanalyse
eine sogenannte ,Barrel“-Struktur zeigt [111]. In der dreidimensionalen Struktur
besteht eine grofie Homologie zu der humanen D-Dopachrome Tautomerase [110].
In Bezug auf die Proteinstruktur finden sich verwandte Enzyme in Végeln, Fischen,

Wiirmern, Bakterien und sogar Pflanzen [49, 92, 104, 122]. Die hohe Konservierung
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dieses Enzyms ist ein Hinweis auf die zentrale Rolle, die MIF in der Funktion von
Zellen spielen kann.

Die erste Beschreibung einer Enzymaktivitdt von MIF erfolgte 1996 bei einer
Studie zu D-Dopachrome Tautomerasen [102]. Neben diesem unphysiologischen Sub-
strat wurden weitere physiologische Substrate der Enzymaktivitdt von MIF gefun-
den. Von diesen scheinen Hydroxypyruvatsédure und deren Derivate zwar an MIF zu
binden und umgesetzt zu werden, allerdings legt eine hohe Michaeliskonstante fiir
diese Reaktion ebenfalls eine unphysiologische Wirkung nahe [101]. In Bezug auf die
Relevanz dieser enzymatischen Aktivitdt des MIF's fiir seine biologische Funktion
wurden viele kontroverse Ergebnisse publiziert [16, 58, 112]. Diese verwirrenden Re-
sultate legen aber doch nahe, dass der N-terminale katalytische Bereich des MIF's
eine zentrale Rolle in der biologischen Wirkung spielen muss - sei es nun {iber eine
enzymatische Reaktion oder iiber eine konservierte Bindungstelle an einen putati-
ven Rezeptor. Die Entwicklung eines chemischen Inhibitors der enzymatischen D-
Dopachrome-Tautomerase-Reaktion zeigte nicht nur in vitro, sondern auch in vivo
eine reduzierte biologische Aktivitéit von MIF [5, 72] - allerdings ist weiter ungeklirt,
ob diese Inhibition iiber einen Block der Enzymaktivitit, Maskierung potentieller
Rezeptorbindungsstellen oder Konformationsénderungen erreicht wird.

Eine grofle Wissensliicke in der MIF-Forschung ist bis heute die Frage nach dem
wesentlichen Rezeptor fiir MIF. Nachdem in den 90er Jahren eine Bindungsaffinitéit
des MIFs an eine Unterfraktion des Albumins - das so genannte Sarcolectin - be-
schrieben wurde, wurde lange Zeit ergebnislos nach einem Rezeptor geforscht. Die
Bindung an Sarcolectin wurde nur auf der chemischen Ebene untersucht, ohne eine
Korrelation mit der biologischen Funktion zu testen [126, 127].

Im Jahr 2000 wurde ein intrazelluldrer Binddungspartner - Jab-1 - beschrieben
und mit einer bis zu diesem Zeitpunkt ungewohnlichen Eigenschaft, der Wachstums-
hemmung durch MIF, in Zusammenhang gebracht. Es wurde gezeigt, dass extrazel-
luldrer MIF von Zellen aufgenommen werden kann um dann iiber eine Bindung an
Jab-1 dessen Aktivierung des Transkriptionsfaktors AP1 und somit die Proliferation

zu hemmen [57].
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Der erste Report iiber einen Zellmembranrezeptor erfolgte 2003. Es wurde ge-
zeigt, dass MIF an das Membranmolekiil CD74 - auch bekannt als MHC II-assozierte
invariante Kette - bindet, und iiber die Interaktion mit diesem Protein eine Signal-
transduktionskaskade aktiviert wird [69]. Allerdings konnten die Autoren nicht aus-
schliessen, dass CD74 ,nur® als Interim-Bindungspartner fungiert und nicht direkt
die Signalkaskade startet, da an CD74 gebundener MIF schnell von den Zellen in-
ternalisiert wird. Das CD74-Molekiil wird nicht nur von Immunzellen, sondern auch
von vielen anderen Zellen, inklusive verschiedenen Tumorzelllinien, exprimiert [87].

Die bisher bekannte intrazelluldre Signaltransduktion von MIF erfolgt {iber drei
verschiedene Wege. Als klassische Proteinkinase-Kaskaden sind der Erk1/2 MAPK-
und der PI3/Akt-Weg zu finden. Wihrend die Signaltransduktion iiber die Erk1/2
Kinase in verschiedenen Zellen nachgewiesen werden konnte [3, 42, 69, 81, 89], ist
der PI3/Akt-Weg bisher nur in humanen dermalen, mikrovaskuléren Endothel-Zellen
[HMVECS] beschrieben worden [3]. Als so genannter ,second messenger“-Weg ist
die Calcium-Freisetzung durch MIF zu nennen [119]. Dies wurde allerdings nur in
peritubulédren Zellen des Hodens untersucht, so dass iiber die physiologische Relevanz

dieses Signalweges in anderen Gewebe noch Unklarheit herrscht.

1.1.3 Funktion von MIF im Immunsystem

Die ersten Beschreibungen von MIF erfolgten 1965 bei der Anlayse der Mechanismen
der verzogerten Hypersensivititsreaktion (Delayed Type Hypersensitivity [DTH]).
Hier konnte gezeigt werden, dass von aktivierten Lymphozyten ein Faktor produziert
wird, der die ungerichtete Migration von Makrophagen hemmt [22, 51, 43]. Einige
Jahre spéter konnte auch nachgewiesen werden, dass durch diesen bis dahin moleku-
lar unbekannten Faktor auch die Aktivitéit der Makrophagen gegeniiber Bakterien
verstirkt werden kann [84]. Fast dreifig Jahre spéter wurden diese beiden Untersu-
chungen auf molekularer Ebene und die Produktion von MIF durch T-Lymphozyten
bestétigt [10, 18]. Abweichend von diesem ,klaren“ Modell einer Sekretionszelle und
einer Zielzelle ist heutzutage in vielen Immunzellen MIF nachgewiesen worden: Ma-

krophagen [26], Granulozyten und B-Zellen [73]. Im Gegenzug sind auch neben den
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Makrophagen weitere Zielzellen gefunden worden. So wirkt MIF in einem autokrinen
Mechanismus auf die Proliferation und Aktivierung von T-Zellen [10]. In neutrophi-
len Granulozyten wird die Zytotoxitdt erhoht und die Apoptoserate gesenkt [13].

Die Expression von MIF in Immunzellen wird durch verschiedene Faktoren re-
guliert. Am besten untersucht ist die Induktion von MIF durch Lipopolysaccharid
[LPS], einem Zellwandbestandteil von gramnegativen Bakterien. In Makrophagen
und T-Zellen - aber auch in vielen anderen Korpergeweben - lidsst sich durch LPS
eine deutliche Induktion von mRNA und Protein erzielen [10, 9, 26]. Fiir die Be-
standteile von grampositiven Bakterien wurden dhnliche Effekte gezeigt [30]. Auch
verschiedene proinflammatorische Zytokine wie TNF-alpha und Interferon-gamma
erzeugen eine MIF-Induktion in Makrophagen [26]. Auf den ersten Blick ungew6hn-
lich erscheint die Induktion von MIF durch Glukokortikoide [25]. Zusammen mit
der MIF-Expression in der Hypophyse scheint dieses Zusammenspiel zwischen MIF
und Glukokortikoiden eine hormonelle Regulationsinstanz im Gleichgewicht zwi-
schen pro- und antiinflammatorischen Signalen zu sein [27].

Die Wirkungen von MIF im Immunsystem sind vielfdltiger Art. Als Uberbe-
griff zeichnen sie sich durch einen stark entziindungsverstirkenden Charakter aus.
Durch MIF werden die Expression und Produktion von diversen anderen Zytokinen
(TNF-alpha, Interleukine, Interferon gamma), Prostaglandinen und Stickstoffmon-
oxid gesteuert [20, 25, 81]. Als Antagonist zu Glukokortikoiden wird durch MIF
die vermehrte Bildung von i-kappa B verhindert und somit die Zytokinproduktion
iiber NF-kappaB gefordert [32]. Weiterhin wird die Zellproliferation von Immunzel-
len gefordert und die Apoptose inhibiert [10, 13]. Dariiberhinaus wird durch MIF
auch die Expression verschiedener Proteine in Immunzellen reguliert; so findet sich
eine Induktion der mRNA fiir Matrix-Metallo-Proteinasen [MMP] [89] und eine Re-
gulation des Toll-like-Rezeptors 4 [100]. Gerade die Regulation des letztgenannten
Proteins legt eine Rolle fiir MIF im Bezug auf die angeborene Immunitét als Abwehr
von eingedrungenen Pathogenen nahe [29].

Die Relevanz von MIF fiir das Immunsystem wurde zuerst am Modell der Sepsis

in M#usen studiert [19]. Es konnte hier gezeigt werden, dass MIF zwar im Ge-
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gensatz zu Interleukin-1 oder TNF-alpha selbst keine Sepsis auslosen, aber eine
bereits bestehende Sepsis verstdrken kann. Mit Hilfe von neutralisierenden MIF-
Antikorpern konnte die Endotoxin-vermittelte Letalitdt in M#usen deutlich redu-
ziert werden [28]. Bei bakteriellen Infektion werden durch MIF die Fihigkeiten von
Makrophagen zur Endozytose und zur Abtoétung von aufgenommenen Bakterien
verstarkt [52, 88]. Die Studien mit den bisher generierten MIF-Knockout Mé&usen
zeigen widerspriichliche Ergebnisse: Bozza et al. fanden eine reduzierte Letalitét
im septischen Schock, wihrend Honma et al. keine verminderte Letalitéit in LPS-
behandelten MIF-defizienten M&usen feststellen konnten [23, 45]. Bei Infektionen
mit Salmonellen zeigte sich in den knock-out-M#usen von Bozza et al., dass MIF ein
wichtiger Faktor fiir die erfolgreiche Bekdmpfung intrazelluldrer Bakterien sein kann
[60]. Auch in viralen Infektionsmodellen konnte eine MIF-Induktion nachgewiesen
werden, wobei bisher jedoch noch keine Korrelation zur biologischen Funktion her-
gestellt wurde [5, 7]. Auch bei der Infektion durch Wiirmer und andere Parasiten
scheint MIF eine zentrale Rolle bei der Entziindungsreaktion und der Klarung der
Infektion zu spielen [76, 105].

Neben den Funktionen von MIF in der Abwehr von Mikroorganismen findet
sich eine Expression und Funktion von MIF in anderen entziindlichen Prozessen.
Als erste wurden hier die akute Respiratorische Insuffizienz (Acute respiratoy dis-
tress syndrom [ARDS]) und die Glomerulonephritis beschrieben [36, 64, 124]. Auch
in autoimmunologisch bedingten Erkrankungen wie rheumatoider Arthritis und ul-
zerativer Colitis zeigte sich eine vermehrte MIF-Produktion [66, 83]. Die wichtige
Funktion von MIF in diesen beiden Erkrankungen wurde in Blockadeversuchen im
Tiermodell bestétigt [33, 67]. Bei der juvenilen rheumatoiden Arthritis fand sich
dariiberhinaus eine klinische Korrelation des Schweregrades der Erkrankung mit

verschiedenen Allelen der MIF-Promoterregion [12, 35].

1.1.4 Expression und Funktion von MIF in Tumoren

Die erste Beschreibung von MIF in Tumoren erfolgte 1996 bei einer Studie ber Pro-

stataadenommetastasen [78]. Es wurde hier gezeigt, dass das metastatische Gewe-
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be eine hohere mRNA fiir MIF aufweist als gesundes Prostatagewebe. Mittlerweile
ist fiir eine Vielzahl von Tumortypen eine erhohte MIF-Expression nachgewiesen
worden. Dies betraf Tumoren aus allen drei embryonalen Keimbléttern: endoder-
mal (Kolonkarzinom [68], Hepatocelluléres Karzinom [98]), mesenchymal (Lymphom
[63]) und ektodermal (Neuroblastoma [21], Melanom [107]). Des Weiteren ist in fast
allen untersuchten Zelllinien eine Expression von MIF nachgewiesen worden. In ei-
nigen Tumoren konnte sogar eine positive Korrelation zwischen der MIF-Expression
und der klinischen Malignitét der Tumoren hergestellt werden [53, 68, 121].

Die Expression von MIF in Tumoren wird durch verschiedene Einfliisse gesteuert.
Als wichtigster Faktor ist die Induktion der MIF mRNA durch Wachstumsfaktoren
zu nennen. Dieses wurde zunéchst fiir PDGF, FGF und Serum in einer Fibroblas-
tenzelllinie beschrieben. Hier zeigte sich eine Expressionssteigerung eines zu MIF
homologen Gens innerhalb der verzogerten frithen Genantwort auf Wachstumssi-
gnale [65]. Gleiches konnte auch in einer Kolonkarzinomlinie durch Stimulation mit
TGF-beta, PDGF und b-FGF beschrieben werden [113]. Die Sekretion von MIF
aus Zellen wird ebenfalls durch Wachstumsstimuli kontrolliert; so fiihrte einerseits
die Zugabe von Serum zum Kulturmedium und andererseits die Adhésion an eine
Unterlage zu einer MIF-Sekretion [71, 81].

Die Produktion von MIF wirkt wahrscheinlich in einer autokrinen Weise auf die
Genexpression in der Zelle zuriick. Durch Zugabe von rekombinantem MIF ldsst
sich in Tumorzellen die Expression von Matrix-Metallo-Proteinasen steigern, wel-
ches zur gesteigerten Tumorinvasivitéit beitragen konnte [70]. Weiterhin finden sich
eine Induktion von VEGF und Interleukin-8 - zwei wichtigen Angiogenesefaktoren -
in Hepatoma-Zelllinien durch MIF [98]. In Neuroblastomzellen wurde aufierdem ei-
ne Induktion eines klassischen wachstumsassoziierten Transkritionsfaktors, N-myc,
durch Zugabe von MIF beschrieben [97].

Nach der Identifikation von MIF als Wachstumsfaktor fiir T-Zellen in vitro,
wurde auch erstmals 1998 eine Rolle fiir MIF in der Proliferation von Tumoren
beschrieben [113]. Durch eine stabile MIF-Antisense-Transfektion wurde in murinen

Kolonkarzinomzellen das MIF-Protein negativ reguliert und dadurch eine 30%ige
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Wachstumsreduktion erzielt. Ahnliche Versuche wurden auch erfolgreich mit Mela-
nomzellen durchgefiihrt [107]. Durch Verwendung eines neutralisierenden anti-MIF-
Antikorpers konnte ebenfalls eine deutliche Wachstumsreduktion in verschiedenen
Zelllinien in vitro und in vivo gezeigt werden [31, 86]. Ein direkter wachstumssti-
mulierender Effekt fiir rekombinantes MIF wurde allerdings fiir Tumorzellen bisher
nicht gefunden. In nicht-entarteten Zellen, wie ruhenden Fibroblasten und humanen
Endothelzellen aus der Nabelschnurvene [HUVECs], ldsst sich allerdings durch MIF
eine Proliferationssteigerung induzieren [46, 81, 86]. Im experimentellen Modell der
MIF-Knockout Maus lieBen sich Fibroblasten durch viralen Gentransfer weniger gut
zu einer malignen Entartung bringen und zeigten eine reduzierte Wachstumsantwort
auf klassische Wachstumsreize wie Serumzugabe und Zelladhérenz [39, 93]. Diese Ef-
fekte waren in dem beschriebenen Modell vom Tumorsuppressor-Gen p53 abhéngig.

Neben einer wachstumsstimulierenden Rolle fiir MIF in Zellen wurde 1999 erst-
mals eine Apoptose-Inhibition entdeckt [46]. Durch die Inaktivierung von p53 durch
MIF in Fibroblasten und Makrophagen fiihrten apoptoseinduzierende Agenzien zu
einem reduzierten Zelltod. Vergleichbare Ergebnisse wurden auch in neutrophilen
Granulozyten und Endothelzellen erzielt [3, 13]. Es wurde gezeigt, dass der MIF-
Effekt in Endothelzellen von einer Aktivierung des PI3/Akt-Signalweges vermittelt
wird [3].

Ein anderer Effekt von MIF bezieht sich auf die immunologische Attacke von
Tumorzellen: Nachdem zuerst 1998 gezeigt wurde, dass MIF die Aktivitdt von
NK-Zellen im Auge hemmen kann, wurde diese Inhibition auch fiir die NK-Zell-
vermittelte Lyse von Melanomazellen gefunden [4, 99]. Ungewdhnlich an diesen Be-
obachtungen ist die Diskrepanz zu den sonst beschriebenen immunstimulatorischen
Eigenschaften von MIF. Eine weitere Beobachtung, die im Gegensatz zu bisher be-
schriebenen Eigenschaften des MIF's steht, ist die migrationsférdernde Wirkung auf
manche Tumorzellen. So wurde in Hepatom- und Melanomzellen eine gesteigerte Mi-
gration durch MIF ausgel6st, was im Hinblick auf eine verstéirkte Metastasenbildung
interpretiert wurde [98, 107].

Im ersten Bericht {iiber einen Einfluss von MIF auf das Tumorwachs-
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tum wurde gezeigt, dass nicht die Tumorzellen, sondern die Endothelzell-
Proliferation  das  eigentliche  Ereignis der  Tumorprogressionshemmung
durch anti-MIF-Antikorper ist [31]. MIF ist mittlerweile als Wachstumsfaktor
fiir endotheliale Zellen wie HUVECs und HEMVECs etabliert [3, 107]. Dabei ist
auffillig, dass MIF nicht nur einen direkt proliferativen Effekt hat, sondern auch
als Mediator der VEGF-induzierten Proliferation wirkt [86]. Die Wirkung von MIF
beschrankt sich aber nicht nur auf das Wachstum von Endothelzellen, sondern
induziert auch die Migration und Ausdifferenzierung zu reifen Blutgefdfien in vitro

und in vivo [3].

1.2 Der Gehirntumor:

Glioblastoma multiforme

1.2.1 Molekulare Pathologie der Glioblastome

Der Gehirntumor grofiter Malignitéit - das Glioblastoma multiforme - ist zugleich
auch der haufigste aller priméren Hirntumoren. Er gehort histologisch zu den Astro-
zytomen, die nach der WHO-Klassifikation in vier Grade eingeteilt werden [50]. Die
Grade I und II stehen fiir niedrig maligne Gliome, wahrend der Grad III dem ana-
plastischen Astrozytom und Grad IV dem Glioblastom entspricht [59]. Das Glioblas-
tom stellt mit 22,6 % aller Hirntumore den héiufigsten von Hirngewebe ausgehenden
Tumor. Das mittlere Alter bei Diagnosestellung liegt bei 62 Jahren [118].

Der Name Glioblastoma multiforme fiir die Glioblastome erklédrt sich aus dem
,bunten“Bild, welches die Glioblastome in der Histologie zeigen. So finden sich ne-
beneinander mehrkernige Tumorriesenzellen, kleinzellige Anteile, glomerulusahnli-
che Endothelzellproliferate und zahlreiche Nekrosen sowie fokale Einblutungen. Der
Nachweis von Gefafiproliferationen und Nekrosen wird auch in der pathologischen
Diagnosestellung gefordert. Der Tumor wéchst diffus infiltrierend in das umliegende
Gewebe ein und bildet somit keine scharf begrenzte Raumforderung. Dariiber hinaus

findet sich ein ausgeprigtes perifokales Tumorddem. Der Hauptlokalisationsort im
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Gehirn sind die GroBlhirnhemisphéren und das Marklager. In seltenen Féllen kann
der Tumor auch multifokal auftreten [120].

Auf molekulargenetischer Ebene finden sich Mutationen, Deletionen und Am-
plifikationen in vielen Genen, die Proliferation und Progression beeinflussen [56].
Mutationen lassen sich vornehmlich in zwei Tumorsuppressor-Genen nachweisen:
Zum einen finden sich (wie in vielen anderen Tumoren auch) Mutationen im p53-
Gen, welches quasi als Genomwéchter iiber die Integritdt der Gene wacht und bei
Schéden einen Zellzyklusarrest auslost [90]. Zum anderen finden sich Alterationen
im Gen fiir die ,Phosphatase and tensin homolog-mutated in multiple advanced
cancers® [PTEN], welches fiir die Apoptoseregulation und Signaltransduktion von
Wachstumsfaktoren wichtig ist [123]. Deletionen finden sich auf den Chromosomen
10, 17 und 19, woraus ein Verlust der Heterogenitiét fiir Proteine auf diesen Chromo-
somenteilen resultiert (,,loss of heterozygosity*) [14]. Als sehr héufige Amplifikation
findet sich das Gen fiir den Rezeptor des epidermalen Wachstumsfaktor [EGFR] und
in etwas geringerer Zahl der Rezeptor fiir den Plittchen-abhéingigen Wachstumsfak-
tor [PDGFR].

Ein wichtiger Aspekt in der Pathogenese der Glioblastome ist die ausreichende
Blutversorgung des schnell wachsenden Tumorgewebes. Ein zentraler Faktor der An-
giogenese in Glioblastomen ist der vaskulire endotheliale Wachstumsfaktor [VEGF].
Dieser Faktor wird in nahezu allen Glioblastomen iiberexpriemiert und durch hypo-
xische Reize reguliert [17, 108, 109]. Neben VEGF sind weitere Angiogenesefaktoren
wie der basische Fibroblasten-Wachstumsfaktor [bFGF|, PDGF und Angiogenin be-
schrieben worden, die zum Teil aber nur {iiber eine Induktion von VEGF wirken
(37, 115].

Bei den Glioblastomen wird zwischen priméren und sekundéren Tumoren un-
terschieden. Die priméren Glioblastome treten - wie der Name nahe legt - de novo
auf und haben keinen nachweislichen Vorgéngertumor. Die sekundéren Glioblastome
treten als maligne Progression bei vorhergegangenem Astrozytom auf. Sie treten im
Gegensatz zu den priméren Glioblastomen in jiingerem Alter auf. Es hat sich gezeigt,

dass die Strahlentherapie zu einem geringen Prozentsatz an der malignen Progres-
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sion eines Astrozytoms beteiligt sein kann. Auflerdem finden sich bei priméren und
sekundéren Glioblastomen unterschiedliche Sequenzen der genetischen Verdnderun-

gen. So sind in priméren Tumoren héufiger Verdnderungen in den Genen fiir PTEN

und EGFR und in sekundéren h#ufiger fiir p53 und PDGFR nachweisbar [56].

1.2.2 Klinische Merkmale und Therapieoptionen der Glioblastome

Die Symptomkonstellation des Glioblastoms bei Diagnosestellung ergibt sich zum
einen aus der Lokalisation des Tumors und zum anderen durch den gesteigerten
Hirndruck infolge der Raumforderung des Tumorgewebes. Die Hauptlokalisation des
Glioblastoms findet sich in den Marklagerrdumen der Grofhirnhemisphéren; demzu-
folge konnen sich als direkte Tumorsymptome Ausfille im Bereich der Sprache, der
Motorik und der Sensorik, so genannte fokal neurologische Ausfélle, sowie Personlich-
keitsverdnderungen finden. Bei einem Teil der Patienten kommt es des Weiteren zu
erstmals auftretenden epileptischen Krampfanféllen.

Der gesteigerte Hirndruck fiithrt als Erstsymptom oft zu Kopfschmerzen,
Sehstérungen, Ubelkeit und Erbrechen. Im weiteren Verlauf folgen Konzentrati-
onsschwierigkeiten, Bewusstseinsstorungen und schliellich die Symptome der Hirn-
stammeinklemmung, die iiber einen Atemstillstand auch zum Tode fithren kénnen.
Daneben finden sich auch die allgemeinen Symptome eines Tumorleidens wie Ge-
wichtsverlust, Abgeschlagenheit und Miidigkeit [118, 120].

Die Diagnose eines Glioblastoms erfolgt nach sorgfiltiger Anamnese und koérper-
licher Untersuchung iiber bildgebende Verfahren. Sowohl das Computertomogramm
[CT] als auch das Magnetresonanztomogramm [MRT] sind die bildgebenden Ver-
fahren der Wahl. Es findet sich eine schlecht demarkierte Raumforderung, die von
einem grofen vasogenen Odem umgeben ist. In der CT-Kontrastmittelsequenz fin-
det sich eine irregulére ringférmige Anreicherung, die durch zentrale Nekrosen und
Zystenformationen bedingt ist. Die Sicherung der Diagnose erfolgt iiber die patholo-
gische Untersuchung des Operationspréparates oder einer stereotaktisch gewonnenen
Biopsie.

Das Glioblastoma multiforme ist bis heute eine unheilbare Krankheit mit einer
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mittleren Uberlebensdauer von etwa neun Monaten nach Diagnosestellung. Somit
kommt der Therapie im allgemeinen nur eine adjuvante, das heifit symptommildern-
de Funktion zu. Eine primére Operation des Tumors ist nicht nur zur Diagnose-
sicherung, sondern auch zur Volumenminderung des Tumors indiziert. Allerdings
hat eine Operation keinen Einfluss auf das Uberleben der Patienten. Dagegen kann
die Strahlentherapie das Uberleben der Patienten im Schnitt um ca. drei Monate
verlangern. Die momentan untersuchten Chemotherapieprotokolle haben ebenfalls
keine nennenswerten Auswirkungen auf das Uberleben der Patienten. Einen ent-
scheidenden Einfluss auf die Lebensqualitét der Patienten hat die Gabe von Cortison
zur Odemreduktion und die Gabe von Antikonvulsiva bei neu aufgetretenen epilep-
tischen Krampfanfillen. Die medikamentose Therapie sollte durch intensive Physio-
therapie und sozialpsychologische Unterstiitzung unter Einbeziehung der Angehori-
gen komplettiert werden [14]. Neuere Therapieformen - insbesondere gentechnischer
Art - konnten noch keine Erfolge bei Glioblastomen zeigen [96]. Eine verbesserte
Kenntnis der Biologie dieser Tumoren und Fortschritte in der Genvektortechnologie

lassen aber diesen Ansatz in der Zukunft als mogliche Option offen [54].

1.3 MIF und Glioblastome:
Ausgangsbefunde und Formulierung der Arbeitshy-
pothese

Schon 1998 wurde erstmals eine Expression von MIF-mRNA und MIF-Protein im
Rattengehirn beschrieben [8]. Hier zeigte sich eine deutliche positive Farbung in der
Immunhistochemie in Neuronen. Ausgehend hiervon wurden nachfolgend auch Ge-
webeschnitte menschlicher Glioblastome in der Immunhistochemie untersucht. Zur
Uberraschenderweise fand man nun auch in den Tumorzellen - die glialen Ursprungs
sind - hohe Mengen an MIF (Abb. 1.1). Gerade in der Nihe von Blutgefiifien und an
der Grenze zu nekrotischen Tumoranteilen fanden sich stark MIF-exprimierende Zel-
len. Zeitgleich wurde die erste Studie zu MIF als eines moglichen Angiogenesefaktors

in Tumoren verdffentlicht [31].
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Abbildung 1.1: MIF Immunohistochemie (braun). A-C Glioblastomgewebeschnitte, D normales

Hirngewebe.

Diese Befunde bildeten die Grundlage zur Formulierung der folgenden zwei

Arbeitshypothesen dieser Doktorarbeit:

1. MIF fungiert in Glioblastomen als Angiogenesefaktor

2. MIF ist ein direkter Wachstumsfaktor fiir die Glioblastomzellen

Als Modell fiir die Experimente wurden zwei verschiedene Glioblastomzelllinien
humanen Ursprungs ausgewéhlt, um in vitro die Expression und Funktion von MIF
in diesen Tumoren zu untersuchen. Um der These von MIF als Angiogenesefaktor
nachzugehen, sollten in der Zellkultur Bedingungen simuliert werden, die klasssichen
Angiogenesestimulationsreizen in vivo dhneln. So sollten die Zellen bei reduziertem
Sauerstoffgehalt (Hypoxie) und bei reduziertem Glukosegehalt (Hypoglykamie) kul-
tiviert und der Einfluss auf die MIF-Expression und Sekretion analysiert werden.

Um die Frage nach einem direkten proliferativen Effekt von MIF auf die Tu-
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moren zu untersuchen, sollten auf verschiede Weise die MIF-Proteinmengen in den
Zellkulturen reduziert werden. Hierzu sollten neben dem FEinsatz von neutralisie-
renden Anti-MIF-Antikorpern auch gentechnisch verinderte Zellklone mit einem
MIF-Antisense-Konstrukt generiert werden. Der Einfluss auf die Proliferation soll-
te in zwei verschiedenen Wachstumsassays studiert werden: Zum einen im BrdU-
Inkorporationassay als Maf fiir die DNA-Syntheseleistung (Kurzzeitwachstum) und
zum anderen im Amidoblack-Assay als Férbung der Gesamtproteinmenge in der

Zellkultur (Langzeitwachstum).



Kapitel 2

Material und Methoden

Basistechniken
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2.1 Zellkultur

2.1.1 Zelllinien

Fiir die Versuche wurden zwei humane Glioblastomzelllinien und eine humane
primére Fibroblastenkultur verwendet. Die Glioblastomzellkulturen sind mir freund-
licherweise von Herrn Prof. Dr. Schlegel (ehemals Institut fiir Pathologie Abteilung
Neuropathologie, Universitéit Marburg) iiberlassen worden. Die priméren Fibroblas-
ten wurden freundlicherweise von Herrn Dr. Heiske (Institut fiir Virologie, Univer-
sitit Marburg) zur Verfiigung gestellt.

Die beiden Glioblastomzelllinien sind in Lausanne, Schweiz, vor mehr als 20
Jahren etabliert worden. Beide Zelllinien sind aus Primé#rkulturen von Operations-
priaparaten generiert worden. Bei den resezierten Tumoren handelte es sich um Glio-
blastome mit der pathologischen Einstufung Astrocytoma Grad IV. Bei der LN18
Linie handelt es sich um einen 65-jdhrigen ménnlichen Patienten, bei LN-229 um
eine 60-jahrige weibliche Patientin [48, 34].

Die humanen Fibroblasten wurden als Priméarkultur im Institut fiir Virologie,
Universitdat Marburg, aus ménnlichen Vorhautgewebestiicken eines jungen Patienten
angelegt. Diese Zellen wurden als normale, also nicht-entartete Kontrollzellen einge-
setzt. Es sollte hierbei die Frage untersucht werden, ob es sich bei den beschriebe-
nen Phénomenen um Tumorcharakteristika oder um physiologische Reaktionen der
Zellkulturen handelte. Wenn nicht in den Experimentbeschreibungen anderweitig

angegeben, wurden Zellen der Passagen 15-22 fiir die Experimente benutzt.

2.1.2 Kulturbedingungen

Die Zellkulturen wurden in Inkubatoren(Heraeus, Hanau) bei 37°C 5% CO4 was-
serdampfgeséttigter-Atmosphére kultiviert. Als Standardmedium wurde Dubeccos
Modified Eagle Medium [DMEM] (Gibco, Paisley, GB) mit Zusatz von 1% Penicil-
lin/Streptomycin (PAA, Linz, A) und 1% L-Glutamat (Gibco, Paisley, GB) verwen-
det. Als weiterer Zusatz wurde hitzeinaktiviertes (30 min, 65°C) fotales Kélberserum

[FCS] (Seromed, Berlin) hinzugefiigt; wobei die Glioblastomzellen standardmé&fig
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mit 5% und die Fibroblasten mit 10% FCS-Zusatz kultiviert wurden. Die Zusétze
wurden jeweils frisch aufgetaut, und das frisch angesetzte Medium wurde maximal
14 Tage bei 4°C aufbewahrt. Bei manchen Experimenten wurde die Serumkonzentra-
tion des Mediums variert. Als Standardkulturgefidfie wurden die Zellkulturflaschen
der Firma Costar eingesetzt (Anhang A). Alle Arbeiten an der Zellkultur wurden
unter einer sterilen Arbeitsbank (Heraeus, Hanau) mit sterilen Lésungen und sterilen

Einmal-Arbeitsmaterialien durchgefiihrt.

2.1.3 Passagierung

In der Standardzellkultur wurden die Zellen zweimal pro Woche subkultiviert und
dabei zwei- bis vierfach aufgesplittet. Das Ziel hierbei war eine ungefédhr konstante
semikonfluente Zelldichte.

Als erster Schritt wurde das Zellkulturmedium abgegossen und die Zellen mit
angewirmten Phosphate Buffered Saline [PBS] w/o Mg,Ca (Gibco, Paisley, GB) ge-
waschen. Anschliefend wurde zu den Kulturen vorgewérmtes (37°C) Trypsin/EDTA
(Gibco, Paisley, GB) zugegeben und die Zellen fiir einige Minuten im Brutschrank
zwischeninkubiert. Die Inkubation wurde so lange fortgesetzt, bis unter dem Mi-
kroskop ein Abkugeln und Abldsen der Zellen sichtbar wurde. Nun wurden die Zel-
len mit Kulturmedium aus der Flasche gewaschen und in einem 50 ml Falconrdhr-
chen (B&D, Franklin Lanes, USA) gesammelt. Diese Zellsuspension wurde in einer
Tischzentrifuge (Hettich, Tuttlingen) fiir 6 min bei 200xg* (800 U/min) und 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand im Falconrshrchen wurde abgegossen und das so ge-
wonnene Zellpellet in frischem, warmen Kulturmedium resuspendiert und in die
mit Medium vorbereiteten Zellkulturflaschen tiberfiithrt. Die Fibroblastenkulturen
wurden mit Passagennummerierung gefiihrt; bei den Glioblastomzellen wurde keine
Passagennummer gefiihrt, da sie bereits ohne Nummer iibernommen wurden. Aller-
dings wurde bei den Experimenten darauf geachtet, fiir die einzelnen Versuchsreihen
moglichst Zellen einer Subkultivierungsstufe zu verwenden.

Falls eine genaue Einstellung der Zellzahl fiir die Experimente erforderlich war,

wurden die Zellen mit einer Neubauer-Zihlkammer ausgezéhlt. Dazu wurden 100
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pl einer 1:10 Verdiinnung der Zellsuspension mit Trypanblaulésung angefertigt und
davon einige Mikroliter in die vorbereitete Zahlkammer gegeben. Anschliefend wur-
den in vier Feldern die lebenden Zellen ausgezahlt, der Mittelwert davon gebildet
und dann mit dem Verdiinnungsfaktor (10) und dem Kammerfaktor (10000) multi-
pliziert, um auf die Zellzahl/ml zu gelangen.

Fiir die unterschiedlichen Kulturflaschen wurden folgende Mengen Medium und

Arbeitslosungen eingesetzt:

96-well Platte 200 pl
12-well Platte 1 ml
6-well Platte 2 ml

10er Petrischale 10 ml

kl. Flasche 7 ml
mit. Flasche 20ml
gr. Flasche 50 ml

2.1.4 Einfrieren und Auftauen der Zellen

Die Moglichkeit, Zellen in fliissigem Stickstoff fiir ldingere Zeitrdume einzufrieren,
wurde dazu genutzt, einzelne Experimente mit gleichen Zellpassagen wiederholen
zu konnen; gleichzeitig war so auch die Sicherheit gegeben, jederzeit auf geniigend
Zellen zuriickgreifen zu konnen, was gerade im Hinblick auf die Klonierung der MIF-
Antisense-exprimierenden Zellen sehr wichtig war.

Zum Einfrieren der Zellen, wurde eine Zellsuspension durch Trypsinierung der
Zellkultur, wie unter Passagierung (s.o.) beschrieben, gewonnen. Das nach Zentri-
fugation gewonnene Zellpellet wurde dann in vollem Serum (FCS) mit einem 5%
DMSO-Zusatz resuspendiert. Jeweils 1ml dieser Zellsuspension wurde dann in ein
Einfrierrohrchen iiberfithrt. Der EinfrierprozeB lief in zwei Stufen ab; zuerst wurden
die Zellen in einem speziellen Einfrierbehéltnis (Stratacooler, Stratagen, La Jolla,

USA ) bei -80°C iiber Nacht aufbewahrt. Die Einfrierbox garantierte dabei ein kon-
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stantes, langsames Absinken der Temperatur beim Einfrieren. Anschlieend wurden
die Zellen bei -180°C in fliissigem Stickstoff gelagert. Bei dieser Temperatur kénnen
die Zellen ohne Einfluf auf ihre Uberlebensfihigkeit fiir Jahre aufbewahrt werden.

2.1.5 Mycoplasmentest

Ein stetiges Problem der Zellkultur ist die Infektion der Zellen mit Mycoplasmen. Da
diese Infektion weder zu einer Triibung des Kulturmediums noch zu einer Verénde-
rung der Zellmorphologie fiihrt, ist der sichere Nachweis von Mycoplasmen nur iiber
Antigentest mittels ELISA oder DNA-Detektion mit der Polymerase-Kettenreaktion
[PCR] moglich. Im folgenden ist der standardméflig verwandte Mycoplasmen PCR
Primer Set (Stratagene, La Jolla, USA) beschrieben. Die Zellen wurden initial und
nach Tetracyclinbehandlung (BM Cyclin, Boehringer, Mannheim) getestet. Von den
behandelten, mycoplasmenfreien Zellen wurden mehrere Aliquots eingefroren, so
dass alle vier Wochen frische, nicht verseuchte Zellen aufgetaut werden konnten;
so entfiel die Notwendigkeit einer wiederholten Testung auf Mycoplasmen.

Als Ausgangsmaterial fiir den Test wurden aus den Zellkulturen jeweils 100 pl
in ein Eppendorf-Tube pipettiert. Diese Probe wurde fiir 5 min bei 95°C erhitzt und
anschliefend mit 10 pl StratageneCleanResin versetzt. Nach gutem Druchmischen
wurde der Harz abzentrifugiert und der Uberstand mit Wasser 1:10 verdiinnt.

Die so gewonnene Probe wurde dann in folgendem PCR-Ansatz weiterverarbei-

tet:

5,00 nl Pufferlésung, 1,60 ul dNTPs, 2,00 ul Primer, 2,00 nl Internal Control,
1,00 pl Taq Polymerase (Amplitaq, Roche, Branchburg, USA) + 10 nl Probe

Ansatz 2: identisch mit Ansatz 1, nur die Internal Control ist durch 2 pl

Wasser ersetzt.
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Die DNA wurde dann mit folgendem PCR-Programm in einem PCR-Geriét (Hybaid,
Heidelberg) amplifiziert:
Zyklus 1 (1x), 94°C, 5 min; 55°C, 1:45 min
Zyklus 2 (3x), 72°C, 3 min; 94°C, 0:45 min; 55°C, 1:45 min
Zyklus 3 (40x), 72°C, 3 min; 94°C, 0:45 min; 55°C, 0:45 min
Zyklus 4 (1x), 72°C, 10 min

Von der durch die Polymerase-Kettenreaktion vervielfaltigten DNA wurden dann
10 ul mit 2 pl eines Probenpuffer (Anhang A) vermischt und in einem 3% Agarose-
gel bei einer Spannung von 110 Volt iiber 2 Stunden nach ihrer Grofle aufgetrennt.
Das Gel wurde anschlieend mit Ethidiumbromid gefarbt und auf einem UV-Licht
Schirm betrachtet und photographiert. Die Banden wurden anhand des mitlaufenden
100-Basenpaarmarkers (Boehringer, Mannheim) analysiert und mit den charakteris-
tischen Bandenmustern fiir die einzelnen Mycoplasmensubtypen in der Mycoplasmen

Primer KIT-Beschreibung verglichen [Abb. 2.1].
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Abbildung 2.1: Mycoplasmentest der Zelllinien
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2.2 Probenaufbereitung

Fiir die Auswertung der einzelnen Zellkulturexperimente war eine Aufbereitung der
gewonnenen Proben notwendig, um gezielt RNA, intrazelluldre Proteine und Pro-
teine aus den Uberstéinden isolieren zu koénnen. Diese Priiparationen wurden spiiter
mit den verschiedenen spezifischen Nachweistechniken wie Northern Blot, Western
Blot und ELISA weiter analysiert. Alle Arbeitsschritte wurden, wenn nicht ander-
weitig angegeben, bei Raumtemperatur [RT] durchgefiihrt. Die aufbereiteten Proben
wurden bei -80°C gelagert und es wurde versucht, ein wiederholtes Einfrieren und

Auftauen zu vermeiden.

2.2.1 RNA-Préaparation

Als Standardverfahren zur Isolation von RNA aus der Zellkultur wurde das TRIZOL-
Protokoll benutzt. Als erster Schritt wurde hierbei der Zellmonolayer nach Abnahme
des Uberstandes mit 1 ml TRIZOL-Reagenz (Gibco, Paisley, GB) versetzt. Nach
vollstédndiger Lyse der Zellen wurden restliche Zelltriimmer mit einem autoklavierten
Schaber aus der Kulturschale abgelost und die Suspension abpipettiert. An dieser
Stelle konnte das Protokoll optional unterbrochen werden, indem die Proben nun
bei -80°C eingefroren wurden.

Die eigentliche Extraktion der RNA erfolgte im néchsten Schritt durch Zugabe
von 0,2 ml Chloroform. Nach gutem Durchmischen und 3 min Inkubation wurde die
Probe bei 4°C mit 1200xg™* fiir 15 min zentrifugiert. Danach wurde die klare Ober-
phase abgenommen und in ein frisches Eppendorfgefaf iiberfiihrt. Durch Zugabe von
0,5 ml Isopropanol wurde die RNA iiber 10 min geféllt und anschlieend wieder bei
4°C mit 1200xg™ fiir 10 min zentrifugiert. Es folgte noch ein Waschschritt mit 75%
Ethanol bevor das RNA-Pellet dann bei RT getrocknet wurde.

Als letzter Schritt wurde das gewonnene Pellet in 30 nl HoO bei 60°C im Wasser-
bad fiir 10 min geltst. Die gewonnene RNA Menge wurde mit einem Absorbtionss-
pektrometer (Gilford, Oberlin, USA)) gemessen. Dazu wurden 2 pl RNA-Losung in
998 ul Wasser verdiinnt und die Absorbtion bei 260 und 280 nm Wellenlédnge gemes-

sen. Die Konzentration errechnet sich nun nach folgender Formel:
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¢ = Aggp x 20 (in pg/pl )
Aus dem Quotienten der Absorbtion bei 260 und 280 nm lassen sich Riickschliisse auf
die Proteinverunreinigung und Integritit der Nukleinsdure-Probe ziehen. Es wurde

im allgemeinen ein Quotient von grofler 1,5 als Standard angestrebt.

2.2.2 Préaparation intrazellularer Proteine

Um intrazelluléres Protein fiir die Analyse im Western Blot zu gewinnen, miissen die
Zellen lysiert werden. Hierfiir wurde eine 1% Triton X 100-Losung in PBS verwandst.
Die Zellen wurden zuerst in eiskaltem PBS gewaschen und dann durch Zugabe von
1 ml dieser Losung lysiert. Nach 15 min Inkubation auf Eis und dem Abschaben
restlicher Zelltriimmer wurden die so gewonnen Proben fiir 5 min bei 4°C mit 1200xg*
zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand in ein frisches Eppendorf-GefiB
tiberfithrt und mit Proteinaseinhibitor (Boehringer, Mannheim) versetzt.

Die Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte mit dem BCA Protein KIT (Pier-
ce, Rockford, USA). Hierzu wurden die Proben 1:5 in PBS verdiinnt und jeweils
25 ul in eine 96-well Platte pipettiert und schliefllich mit 200 pl der fertigen Ar-
beitslosung aus dem Kit versetzt. Nach 30 min Inkubation bei 37°C wurde dann die
Absorbtion der Proben bei 562 nm in einem Microplate Reader (Dynatech, Denken-
dorf) gemessen. Die Konzentrationen wurden anhand einer mitlaufenden Albumin-

Standardkurve errechnet.

2.2.3 Aufbereitung der Uberstinde

Um die Sekretionsakivitit der Zellen zu untersuchen wurden die Uberstéinde der
Zellkulturen gewonnen. Initial wurden dazu 2 ml des Uberstandes mit Proteinasein-
hibitor (Boehringer, Mannheim) versetzt und bei -80°C eingefroren. Fiir die Auswer-
tung im ELISA wurden die Uberstéinde so direkt eingesetzt; fiir die Western Blot
Analyse mussten die Proben, wie im Folgenden beschrieben, ankonzentriert werden.

Die Vorbereitung der Proben fiir den Western Blot verlief in zwei Schritten.
Zuerst wurde ein 100 kD Filter (Vivasience, Lincoln, GB) eingesetzt, um einen Teil

der storenden FCS-Proteine zu entfernen, und anschlieBend wurde die Probe iiber
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einen 10 kD Filter (Vivasience, Lincoln, GB) ungefdhr 20-fach konzentriert. Das
MIF-Protein mit einem Molekulargewicht zwischen 12,5 kD (Monomer) und 36 kD
(Trimer) liegt im passenden Bereich um mit diesen Filtern arbeiten zu konnen.
Die Uberstinde wurden direkt in die Filter gegeben und dann fiir 1h bei 4°C und
zentrifugiert.

Fiir die Bestimmung des Lactatdehydrogenase[LDH]-Gehaltes der Uberstinde
durften diese nicht eingefroren werden, da die LDH kélteinstabil ist. Die Proben

hierfiir wurden bei RT aufbewahrt und innerhalb von zwei Tagen ausgewertet.

2.3 Northern Blot

Der Northern Blot ist ein sehr spezifisches und semiquantitatives Verfahren zur
Analyse der mRNA-Expression in Zellen. Grundlage des Verfahrens ist die Hybridi-
sierung der im Gel aufgetrennten mRNA mit einer sequenzspezifischen RNA- oder
DNA-Sonde, die iiber eine Markierung nachgewiesen kann. Eine Schwierigkeit des
Northern Blots liegt in der Empfindlichkeit der RNA gegeniiber RNasen. Zur Ver-
meidung dieses Problems wurden alle Arbeitsschritte nur mit autoklavierten oder

anderweitig addquat gereinigten Arbeitsmaterialien und -l6sungen durchgefiihrt.

2.3.1 Sondenherstellung

Die spezifischen Sonden fiir den Northern Blot wurden mit dem DIG RNA Labelling
Kit (Boehringer, Mannheim) hergestellt. Falls nicht anderweitig vermerkt, stammten
alle Chemikalien aus diesem Kit. Als Ausgangsmaterial diente die klonierte MIF-
Sequenz in dem Plasmidvektor pcDNA3.1 (Invitrogen, Paisley, GB). Es lagen zwei
verschiedene Plasmide mit unterschiedlicher Orientierung (sense und antisense) der
MIF-Sequenz vor.

Bevor mit der eigentlichen Transkription der Sonde begonnen werden konnte,
mufite das Plasmid vorbereitet werden. Zuerst wurde ein Restriktionsverdau mit
dem Restriktionsenzym EcoRI (Boehringer, Mannheim) gemacht. Hierfiir wurden 5
ng Plasmid DNA mit 10 U Restriktionsenzym (mit Puffer) fiir 2h bei 37°C geschnit-

ten. Nach einer Hitzeinaktivierung der Enzyme fiir 20 min bei 80°C wurde in einem
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DNA-Testgel die korrekte und vollstédndige Linearisierung des Plasmids {iberpriift.
In einem zweiten Schritt wurde mit ProteinaseK (Boehringer, Mannheim) restli-
che RNAse in der Plasmid-Losung verdaut. Hierzu wurde die DNA mit 100 pg /ml
ProteinaseK (mit Puffer) in 2% SDS Losung angesetzt und fiir 1 h bei 37°C inku-
biert. In einem letzten Schritt wurde die DNA iiber den Quiaquick PCR-Purification
Kit (Quiagen, Hilden) aufgereinigt und anschlieBend die DNA Konzentration durch
photometrische Messung bestimmt.

Die Herstellung der Sonde erfolgte durch in vitro Transkription der Plasmid DNA
in RNA mit der T7-Polymerase. Eine Markierung der Sonde wurde durch Zugabe
von DIG-UTP zu dem Nukleotidmix erreicht.

Transkriptionsansatz:

5ul Plasmid DNA (Konzentration 200ng/pl), 1 ul RNAse Inhibitor (Promega, Madi-
son, USA), 2ul 10x Transkriptionspuffer, 2 pl 10xNNTP + DIG-UTP (RNA Labeling
Mix), 2 ul T7-Polymerase (40U), 8 ul Ho0

Nach einer Inkubation fiir 2h bei 37°C wurde die DNA-Matrize durch DNasel (20U)
Behandlung fiir 15 min bei 37°C verdaut. Diese Reaktion wurde durch Zugabe von
2 ul EDTA-Losung gestoppt.

Die transkribierte RNA wurde anschliefend unter Zugabe von 2,5 ul LiCl und
75 nl 100% Ethanol iiber Nacht bei -20°C gefillt. Nach zweimaligem Waschen in
70% Ethanol (zentrifugieren bei 4°C fiir 15 min mit 10000xg*) wurde die RNA
luftgetrocknet und in 100 pl H20 plus 1pl RNase-Inhibitor aufgenommen. Die ge-
wonnene RNA-Menge wurde schliellich photometrisch bestimmt. Zur Kontrolle der
Markierung wurde ein Dot-Blot der RNA in absteigender 10-fach Verdiinnung auf die
NorthernBlot-Membran vorgenommen und wie unten beschrieben detektiert [Abb.

2.2).

2.3.2 Gelauftrennung und Blotting

Vor Beginn des Gellaufes wurde die Gelkammer fiir mindestens 1h mit 3% HO,
eingeweicht und anschlieBend mit autoklaviertem HoO gespiilt. Das Gel wurde als

1% Agarosegel in MOPS-Puffer (Anhang A) angesetzt. Nach dem Abkiihlen auf
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Abbildung 2.2: Dotblot der MIF RNA-Sonden

65°C wurde noch 5% Formaldehyd zugegeben, bevor das Gel in die vorbereiteten
Kammern gegossen wurde. Fiir den Gellauf wurde pro RNA-Probe ein doppelter
Ansatz mit jeweils 5 pg RNA in 15 pl HoO und 5 pl Probencocktail (Anhang A)
vorbereitet. Diese Mischung wurde fiir 10 min bei 65°C denaturiert. Es wurden immer
zwei Gele pro Experiment angefertigt; eins fiir den eigentlichen Northern Blot und
eins fiir die Ladekontrolle der RNA. Die elektrophoretische Auftrennung der RNA
erfolgte bei 90 Volt iiber 1h.

Die beiden Gele wurden vier Mal fiir 5 min in HoO gespiilt, um restliches Formal-
dehyd auszuwaschen. Anschliefend wurden die Gele in (10x)SSC &quilibriert. Par-
allel dazu wurden die Northern Blot-Membranen vorbereitet, indem sie erst in Ho0
und dann ebenfalls in (10x)SSC &quilibriert wurden. Fiir den Northern Blot wur-
de eine doppelt positive Nylonmembran (Boehringer, Mannheim) verwendet; fiir
die Kontrollfarbung wurde eine Nitrocellulosemembran vom Typ Optitran BA-S 83
(Schleicher & Schuell, Dassel) eingesetzt. Das Ubertragen der RNA aus den Gelen
auf die Membranen erfolgte mit dem Turboblotter System (Schleicher & Schuell,
Dassel) iiber 3h mit einem neutralen (10x)SSC Transfer Puffer. Nach dem Blotting
wurde die Membran an der Luft getrocknet und die RNA durch 1,25J /cm? UV-Licht

mit der Membran vernetzt.
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2.3.3 Hybridisierung und Detektion

Die Hybridisierung der RNA mit der Northern-Sonde lief iiber Nacht in ei-
nem speziellen Hybridisierungsofen (Hybaid, Heidelberg), der eine konstan-
te Temperatur von 68C bei kontinuierlicher Bewegung der Loésungen in
den Hybridsierungsflaschen ermdéglicht. Zur Vorbereitung wurde die geblotte-
te Northern-Membran in den Hybridisierungsflaschen mit Prahybridmix (An-
hang A) fiir mindestens 2h im geheizten Ofen inkubiert. Um unspezi-
fische Bindungsstellen zu blockieren, wurde zu dem Prahybridmix noch
10mg/ml denaturierte Salm-DNA (Boehringer, Mannheim) hinzugegeben. Von der
RNA-Sonde wurden 5 ul zu dem Priahybridmix hinzugegeben und in vorgewé&rmten
Zustand gegen den Priahybridmix in der Hybridisierungsflasche ausgetauscht. So-
wohl der Prahybridmix als auch die Sonde konnten mehrere Male wiederverwendet
werden und wurden bei -20°C gelagert.

Nach der Hybridisierung wurde die Membran im Ofen drei Mal (10 min) mit
Waschpuffer I (Anhang A) und zwei Mal (15 min) mit Waschpuffer II (Anhang A)
gewaschen. Die Membran wurde nun wieder bei RT fiir 5 min in Maleinsdurepuffer
(Anhang A) dquilibriert um danach in 2% Blockingpuffer (Anhang A) zu inkubieren.
Nach 60 min wurde zu dieser Losung 0,7 pl anti-DIG-AP Fab Fragment (Boehringer,
Mannheim) pipettiert und fiir weitere 30 min inkubiert. Nach dreimaligen Waschen
in Maleinsédurepuffer mit 0,3% Tween wurde die Membran fiir die Detektion mit Re-
aktionspuffer (Anhang A) dquilibriert. Die feuchte Membran wurde anschliefend mit
2 ml gefiltertem CPD-Star (Tropix, Bedford, USA) benetzt und fiir 5 min im Dun-
keln inkubiert. Die Membran wurde nun in Plastikfolie eingeschweifft und in einer
vorgewarmten Rontgenfilmkammer fiir 15 min im Brutschrank bei 37°C aufbewahrt.
Das entstandene Chemilumineszenssignal wurde mit einem Rontgenfilm BioMax MR
(Kodak, Rochester, USA) aufgenommen und in einer automatischen Filmentwick-
lermaschine (Optimax, MS Laborgerite, Heidelberg) mit Kodak-Photochemikalien
(Kodak, Rochester, USA) entwickelt.

Die Farbung der ribosomalen RNA auf der Kontrollmembran erfolgte mit

Methylenblau-Losung. Hierzu wurde die Membran nach dem Trocknen fiir 15 min
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in 5% Essigsidure vorinkubiert und dann 5-10 min in Methylenblauférbelésung (An-
hang A) geschwenkt. Uberschiissiges Methylenblau wurde nach dem Firben unter
flieBendem Leitungswasser entfernt und die Membran im feuchten Zustand photo-

graphiert.

2.4 Western Blot

Das Western Blot-Verfahren ermdglicht die Analyse der Proteinexpression in Zellen
und Zellkulturiiberstdnden. Durch eine Auftrennung der Proteine nach ihrer Grofle
und durch den Einsatz von spezifischen Antikoérpern gegen die Zielproteine erreicht
man eine sehr hohe Genauigkeit in der Auswertung. Im folgenden werden zuerst
der Gellauf und der Transfer der Proteine auf eine Membran und dann die zwei

angewandten Detektionsverfahren fiir MIF und Phospho-Akt beschrieben.

2.4.1 Gellauf und Blotting

Fiir die Auftrennung der Proteine wurde das NuPage-System (Invitrogen, Paisley,
GB) verwand. Die Proteinkonzentration wurde hierfiir so eingestellt, dass pro Spur
10 pg gelaufen sind, bzw. es wurden die ankonzentrierten Uberstéinde direkt einge-
setzt. Zu 65 pl der Proteinlésung wurden 25 nl 4x Probenpuffer (Invitrogen, Paisley,
GB) und 10 pl 10x Reduktionsmittel (Invitrogen, Paisley, GB) hinzugegeben. Diese
Mischung wurde bei 70°C fiir 10 min inkubiert, bevor die Proben in die Geltaschen
pipettiert wurden. In jedem Gel wurde ein Groenmarker (Invitrogen, Paisley, GB)
verwendet, um die korrekte Grofle des spéter detektierten Proteins iiberpriifen zu
konnen. Fiir den MIF-Western Blot wurde zusétzlich noch in einer Spur 10 ng re-
kombinantes humanes MIF (eigene Herstellung) als Standard aufgetragen.

Die Gelauftrennung erfolgte mit einem NuPage MES Laufpuffer (Invitrogen,
Paisley, GB) bei einer Spannung von 200 Volt iiber 35 min. Die Gele wurden an-
schlieffend auf eine Nitrocellulosemembran Optitran BA-S 83 (Schleicher & Schuell,
Dassel) durch Elektrotransfer iibertragen. Dazu wurde der NuPage Transfer-Puffer
(Invitrogen, Paisley, GB) mit 10% Methanol versetzt um die Transfereffizienz zu

erhohen. Der Transfer fand bei 30 Volt iiber 60 min in der fiir den Transfer umge-
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bauten Gelkammer statt. Um eine stidrkere Bindung der Proteine an die Membran
zu erhalten, wurden die fertig geblotteten Gele an der Luft getrocknet, bevor sie fiir

die Detektion weiter verarbeitet wurden.

2.4.2 MIF-Detektion

Zu Beginn der Detektion mufiten unspezifische Bindungsstellen der Proteine und
der Membran blockiert werden. Hierzu wurde die Membran iiber Nacht in Rotiblock
(Roth, Karlsruhe) bei 4°C aufbewahrt. Nach einmaligem Waschen mit PBS plus 0,05
% Tween20 wurde die Membran mit dem Erstantikorper inkubiert. Dazu wurde eine
1:10000 Verdiinnung des Antikorperserums in Rotiblock vorgenommen. Das verwen-
dete Antikorperserum wurde im Kaninchen durch mehrmaliges Immunisieren mit
rekombinantem humanen MIF generiert. Nach 1h Inkubation unter standiger Bewe-
gung wurde vier Mal fiir 5 min gewaschen, bevor der Zweitantikorper hinzugegeben
wurde. Zum Einsatz kam ein Meerrettich-Peroxidase [HRP] konjugierter Ziegen-
Anti-Kanninchen-IgG (Pierce, Rockford, USA) in einer Verdiinnung von 1:100000
in Blockpuffer. Wieder wurde fiir eine Stunde inkubiert und anschliefend ebenfalls
vier Mal gewaschen. Die gut abgetropften Membranen wurden dann in Super Si-
gnal - Detektionslosung (Pierce, Rockford, USA) gegeben und fiir weitere 5 min
inkubiert. Das entstandene Chemilumineszenssignal wurde in einem letzten Schritt
mit BioMax MR Réntgenfilmen (Kodak, Rochester, USA) aufgenommen und in ei-
ner automatischen Entwicklungsmaschine (Optimax, MS Laborgerite, Heidelberg)

sichtbar gemacht.

2.4.3 Phospho-Akt-Detektion

Der Nachweis des phosphorylierten und damit aktivierten Akt wurde mit-
tels eines phospho(Serd73)-Akt spezifischen Antikorpers gefiihrt (New England
Biolabs, Beverly, USA). Die fertig geblottete und trockene Membran wur-
de hierfiir in einem ersten Schritt fiir 1h in einem Trockenmilch-Blockpuffer
inkubiert. Der Puffer wurde mit 0,1% Tween20 und 5% Trockenmilch in
Tris Buffered Saline [TBS] angesetzt. Nach dreimaligen Waschen mit 0,1%
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Tween20 in TBS erfolgte die Erstantikorperinkubation iiber Nacht bei 4°C .
Der Antikorper wurde in einer 1:1000 Verdiinnung in 0,1% Tween und 10% BSA in
TBS eingesetzt. Nach wiederum drei Waschschritten wurde ein HRP-konjugierter
Ziegen-Anti-Kanninchen-IgG (Pierce, Rockford, USA) als Zweitantikorper in einer
1:10000 Verdiinnung im Blockpuffer fiir 1h bei RT mit der Membran inkubiert. Es
folgten drei Waschschritte und der oben beschriebene Chemilumineszensnachweis

(siehe MIF-Detektion).

2.5 ELISA - Techniken

Die Analyse der Proteine in Zellkulturiiberstinden erfolgte mithilfe der ,,Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assays“ [ELISA]. Ein spezifischer Proteinnachweis gelingt
hierbei iiber den Einsatz von Antikorpern gegen das zu untersuchende Protein. In
einem ersten Schritt wird das gesuchte Protein iiber monoklonale Antikérper an die
Mikrowellplatte gebunden und in einem zweiten Schritt mit markiertem polyklonalen
Antikorper iiber eine enzymatische Farbreaktion nachgewiesen.

Bei dem ebenfalls unter diesem Punkt beschriebenen Nachweis der Laktatdehy-
drogenase [LDH] in Zellkulturiiberstdnden handelt es sich nicht um einen ELISA-
Test, sondern der Nachweis geschieht direkt {iber die enzymatische Aktivitdt der

LDH.

2.5.1 MIF-ELISA

Als Vorbereitung auf die Versuchsdurchfithrung wurde eine F96 Maxisorb NUNC-
Immuno Plate (NalgeNUNC, Rochester, USA) mit dem monoklonalen Anti-human
MIF Erstantikorper (R&D Systems, Wiesbaden) beschichtet. Hierzu wurde der An-
tikorper aus einer Stammlosung(500 pg/ml) 1:500 in PBS verdiinnt und je 100l pro
well in die Platte pipettiert. Nach einer Inkubation iiber Nacht bei 4°C wurde die
Platte dreimal mit PBS plus 0,05 % Tween gewaschen und anschliefend mit 300pl
Superblock Puffer in TBS (Pierce, Rockford, USA) pro well fiir 1h bei Raumtempe-
ratur geblockt. Nach erneutem Waschen wurden je 100pl Probe (Vorbereitung s.o.)

bzw. je 100pul einer Standardreihe im Doppelansatz in die Wells gegeben. Der als
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Standard verwendete rekombinante humane MIF (R&D Systems, Wiesbaden) wurde
in dem entsprechenden Zellkulturmedium des Versuches verdiinnt. Es wurden fol-
gende Konzentrationen eingestellt:

0,39 - 0,78 - 1,56 - 3,13 - 6,25 - 12,5 - 25 ng/ml

Nach zweistiindiger Inkubation und erneutem Waschschritt wurden 100pl des po-
lyklonalen biotinylierten Anti-human MIF Zweitantikérpers (R&D Systems, Wies-
baden) in einer 1:500 Verdiinnung (Stocklosung 50pg/ml) im Blockpuffer auf die
Platte gegeben und fiir weitere zwei Stunden bei RT inkubiert. Anschlieend wurde
die Platte wieder gewaschen und nun der - an eine enzymatische Farbreaktion gekop-
pelte - Nachweis des gebundenen Zweitantikorpers begonnen. Hierzu wurde zuerst
eine POD-konjugierte Streptavidinlésung (Boehringer, Mannheim) in einer 1:5000
Verdiinnung in Blockpuffer fiir 30 Minuten auf der Platte inkubiert. Nach einem
zwischengeschalteten Waschschritt wurde dann als zweites eine Substratlosung fiir
die Peroxidasereaktion hinzugegeben. Diese bestand aus 10 mg o-Phenylenediamine
(Sigma, Saint Louis, USA) aufgeldst in OPD-Substratpuffer(Anhang A) unter Zu-
gabe von 10ul Hy02 (30%). Nach einer Inkubation von weiteren 20 min bei RT
im Dunkeln wurde die Farbreaktion durch Zugabe von 25nul 2,5-normaler Schwe-
felsdure gestoppt. Die Auswertung erfolgte mit einem Mikroplattenlesegerét (Dyna-
tech, Denkendorf) bei einer Wellenldnge von 490 nm gegen eine Referenz von 630
nm. Die resultierenden MIF-Spiegel in den Uberstéinden wurden dann anhand der
Standardkurve automatisch berechnet. Die Ergebnisse werden als Mittelwert aller
Experimente der Versuchsreihe mit der einfachen Standardabweichung als Fehler-

balken angegeben.

2.5.2 VEGF-ELISA

Die Durchfiithrung des ELISAs fiir den vaskuléren endothelialen Waschstumsfaktor
[VEGF] erfolgte mit einigen kleinen Modifikationen analog zu dem oben beschrie-
benen MIF-ELISA. Als Blockpuffer wurde 1% BSA-Losung in PBS eingesetzt. Fiir
die spezifische VEGF-Detektion wurde folgendes Antikorperpaar benutzt: ein poly-
klonaler Anti-human VEGF Antikérper (R&D Systems, Wiesbaden) in einer 1:250
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Verdiinnung(Stocklosung 0,1 mg/ml) als Erstantikérper und ein polyklonaler bioti-
nylierter Anti-human VEGF Antikérper (R& D Systems, Wiesbaden) als Detekti-
onsantikorper. Als Standard diente rekombinantes humanes VEGF (R& D Systems,
Wiesbaden). Die Ergebnisse werden als Mittelwert aller Experimente der Versuchs-

reihe mit der einfachen Standardabweichung als Fehlerbalken angegeben.

2.5.3 LDH - Assay

Die Messung der LDH-Enzymaktivitit in den Zellkulturiiberstdnden dient als Indi-
kator fiir die Viabilitéit der Zellkultur; dies wurde ausgenutzt, um den zytotoxischen
Effekt der Versuchsbedingungen abzuschiitzen. Die Uberstandsproben wurden nach
dem Zentrifugieren nicht - wie sonst iiblich - bis zur weiteren Aufarbeitung einge-
froren, sondern bei RT gelagert, um die kélteempfindliche LDH nicht zu zerstoren.

Der Nachweis der LDH-Enzymaktivitét erfolgte mit Hilfe des Cyto Tox 96 Non-
Radioactive Cytotoxity Assay (Promega, Madison USA). Auf einer 96-well Platte
wurden 50pl der Uberstéinde mit 50pl der Substratlésung vermischt. AnschlieBend
wurde die Platte bei RT fiir 30 min im Dunkeln inkubiert. Nach Zugabe von 50ul
Stoplosung zu jedem well wurde die Absorbtion bei 490nm im Mikroplattenlese-
gerit (s.0.) gemessen. Die Ergebnisse werden als Mittelwert aller Experimente der

Versuchsreihe mit der einfachen Standardabweichung als Fehlerbalken angegeben.

2.6 Wachstumsassays

Zur Analyse des Zellwachstums habe ich mich zweier verschiedener Techniken be-
dient. Fiir die Untersuchung kurzfristiger Wachstumsveréinderungen kam der BrdU-
Assay zum Einsatz, der anhand von markierten Nukleinsdurebausteinen eine Aus-
sage iiber die DNA-Synthese zulésst. Fiir Langzeitwachstumsanalysen habe ich den
Amidoblack-Assay verwand, der iiber eine Farbung der Zellproteine eine Bestim-

mung der Zellzahl erméglicht [106].
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2.6.1 BrdU-Assay

Als Vorbereitung fiir die Durchfiihrung dieses Assays, wurden die zu untersuchen-
den Zellen 24h vor Versuchsbeginn auf eine 96-well Platte (Costar Corporation,
Cambridge, USA) ausplattiert; normalerweise in einer Dichte zwischen 5000 und
80000 Zellen pro well. Nach Stimulation bzw. Inhibition der Zellen mit verschiede-
nen Faktoren wurde fiir einen bestimmten Zeitraum - meist zwischen 2h und 6h -
eine Bromdesoxy-Uridin[BrdU]-haltige Losung zugegeben. Diese markierten DNA-
Bausteine wurden dann von den Zellen in der Synthesephase des Zellzyklus in ihre
DNA inkorporiert. Durch den weiter unten beschriebenen Nachweis dieser BrdU-
DNA konnte somit eine Aussage iiber die im Markierungszeitraum proliferierenden
Zellen getroffen werden. Die detektierte Menge an BrdU-DNA korreliert dann mit
dem Proliferationspool der Zellen in der S-Phase.

Zum Nachweis der BrdU-DNA-Synthese wurde der Cell Proliferation ELISA,
BrdU Chemiluminescence (Boehringer Mannheim, Mannheim) verwendet. In ei-
nem ersten Schritt wurde von den BrdU-markierten Zellkulturen das Kulturme-
dium abgesaugt, und die Zellen fiir 30 min mit der FixDenat Losung in der 96-well
Platte fixiert und denaturiert. Als néchstes wurde ein POD-gekoppelter anti-BrdU-
Antikorper in Blockpuffer auf der Platte fiir 30 min inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen mit PBS wurde die Platte im Lumistargerit (bmg, Offenburg) mit 100ul
Chemilumineszenzlosung pro well versetzt. Nach einer 5-sekiindigen Riittelphase
wurde dann die Lumineszens der einzelnen wells in vier Zyklen gemessen und ein
Mittelwert aus dem 2. und 3. Zyklus als relative light units [rlu] als Messwert weiter
verwand. In der Regel wurden alle Experimente in einem mindestens vierfachen An-
satz pro Stimulations-/Inhibitionsgruppe durchgefiihrt. Die Ergebnisse werden als
Mittelwert aller Experimente der Versuchsreihe mit der einfachen Standardabwei-

chung als Fehlerbalken angegeben.

2.6.2 Amidoblack-Assay

In einem ersten Schritt wurde die Linearitét des Zusammenhanges zwischen Zellzahl

und Proteinfirbung mit dem Amidoblack-Assay gepriift. Hierzu wurden auf einer
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96-well Platte die zu untersuchenden Zelllinien in ansteigender Zellzahl in den ein-
zelnen wells ausgesit. Nach 24h Inkubation im Brutschrank wurde dann der Assay
wie unten beschrieben durchgefiihrt. Fiir alle verwandten Zelllinien zeigte sich ein
linearer Zusammenhang zwischen Zellzahl und Férbekoeffizient [Abb. 2.3][Abb. 2.4],
so dass im weiteren die Proteinfarbung als Mass fiir die Zellzahl verwandt wurde.
Fir die Langzeitwachstumskinetiken wurden die Zellen in gleicher Zellzahl auf
mehreren 96-well Platten ausgesdt und dann alle 24h eine dieser Platten ausgewer-
tet, so dass sich eine Kinetik mit einem 24h-Intervall ergab. Als erster Schritt wurde
von den Platten das Kulturmedium abgesaugt und diese nach Zugabe von 100pl
Fixierlosung (Anhang A) fiir 15 min bei RT inkubiert. Nach erneutem Absaugen
wurden je well 100ul Férbelosung (Anhang A) zugegeben und fiir 30 min bei RT
inkubiert.Nach zweimaligem Waschen mit der sauren Waschlésung (Anhang A) wur-
de die Platte iiber 24h bei RT getrocknet. In einem letzten Schritt wurde das an
Zellprotein gebundene Amidoblack mit 200pl 50mM NaOH [Natriumhydroxid] fiir
1h gelost und anschliefend im Mikroplattenlesegerit bei 620 nm die Absorbtion ge-
gen eine Referenzwellenldnge von 490 nm gemessen. Alle Bestimmungen wurden in
einem achtfachen Ansatz pro Versuchsgruppe durchgefiihrt. Die Ergebnisse werden
als Mittelwert aller Experimente der Versuchsreihe mit der einfachen Standardab-

weichung als Fehlerbalken angegeben.
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3.1 Zellstress

3.1.1 Vorversuch

Als Vorversuch fiir die Zellstressexperimente wurde untersucht, welches die nied-
rigste Serumkonzentration ist, die von den Zellen noch toleriert wird. Eine niedrige
Konzentration war wiinschenswert, um die Auswertung der Versuche im Hinblick
auf die MIF-Bestimmung in den Ubersténden nicht zu stéren. Um dieses zu priifen,
wurden LN18 Zellen in einer Dichte von 1x10° Zellen auf Petrischalen ausgesit und
bei 0% , 0,5%, 1% und 5% FCS-Konzentration im Kulturmedium fiir insgesamt 48h
inkubiert. Zu den Zeitpunkten 4h, 8h, 12h, 24h, 36h und 48h wurden je Schale 100pl
abgenommen und anschliefend im LDH-Assay analysiert. Das intrazelluldre Enzym

LDH diente hierbei als Nachweis fiir eine Zellschddigung im Sinne einer Nekrose.

1.2
104 N 0% FCS
' [ 0.5% FCS T
B 1% FCS
[ 5% FCS
0,8 |
IS
c
Q T
Q06 T
a
@]
0,4
0,2 H
0,0 [D]H iﬂ,lH = = =
4h 8h 12h 24h 36h 48h

Inkubationszeit in Stunden

Abbildung 3.1: Serumkinetik LN 18

Die Auswertung dieses Vorversuches [Abb. 3.1] zeigt, da8 fiir einen Zeitraum bis
24h die Werte fiir 1% und 5% nahezu identisch sind. Somit wurde fiir die weiteren

Hypoxie- und Hypoglykdmieexperimente mit einer FCS-Konzentration von 1% ge-
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arbeitet. Bei dieser Konzentration lassen sich sowohl der MIF-ELISA als auch der

Uberstands-Western Blot problemlos durchfiihren.

3.1.2 Hypoxie und Hypoglykimie

Um zu analysieren, wie die Glioblastomzellen auf hypoxischen Stress reagieren, wur-
de der Zellkultur in geschlossenen Behiltern der Sauerstoff entzogen. Hierzu wurden
die Zellen 24h vor Versuchsbeginn mit einer Dichte von 1x10% pro Petrischale aus-
gesit. Direkt vor Versuchsbeginn wurde in allen Schalen das Kulturmedium gewech-
selt. Die Kontrollzellen wurden unter normalen Kulturbedingungen im Brutschrank
inkubiert. Die Zellen, die hypoxischem Stress ausgesetzt werden sollten, wurden in
einen gasdichten Behélter iiberfiihrt, der mit Hilfe des Gas Pak Plus Systems (BBL
BectonDickinson, Sparks, USA) auf chemischem Wege von Sauerstoff befreit wurde.
Die enstandenen sauerstofffreien Kulturbedingungen wurden mit einem Indikator-
teststreifen Dry Anaerobic Indicator Strips (BBL BectonDickinson, Sparks, USA)
iiberpriift. Hypoglykédmische Kulturbedingungen wurden durch die Verwendung ei-
nes glukosefreien DMEM-Mediums (Gibco, Paisley, GB) erreicht. Der gesamte Ver-
such einschliellich Vorinkubation fand in 1% FCS Medium statt.

Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden - jeweils in Doppelbestimmung - Zellen
und Uberstéinde aus Kontroll-, Hypoxie- und Hypoglykimiegruppe gewonnen. Die
Zellen wurden entweder im Trizolprotokoll zur RNA-Préparation und anschlieffen-
dem Northern-Blot bzw. im Triton-Lysis Protokoll und anschlieBendem Western-
Blot weiterverarbeitet. Die Uberstéinde wurden einerseits im ELISA analysiert, an-
dererseits erst ankonzentriert und dann iiber einen Western-Blot untersucht. Gleich-
zeitig wurden die Uberstéinde auch auf ihren LDH-Gehalt mit dem LDH-Assay iiber-

priift.

3.1.3 Kontrollen

Bei den Hypoxieversuchen wurden neben den eigentlichen Kontrollgruppen (oh-
ne Zellstress, s.0.) zwei weitere Kontrollebenen eingefiihrt. Als erstes wurden die

Ubersténde nicht nur auf ihren MIF-Gehalt hin untersucht, sondern es wurde auch



KAPITEL 3. EXPERIMENTE 39

an einem Beispiel der VEGF-Gehalt analysiert, um die Wirksamkeit des hypoxischen
Stresses zu iiberpriifen. Als zweites wurden auch primére Fibroblastenzellkulturen
hypoxischem Stress ausgesetzt, um einen moglichen Unterschied zwischen Tumor-

und Normalzellen zu erkennen.

3.2 Antisense-Klone

3.2.1 Vektorherstellung

Als Ausgangspunkt fiir die Generierung von stabilen MIF-Antisense-Klonen stand
ein - in unserer Arbeitsgruppe von Gerald Ponath hergestelltes - Plasmid mit ein-
klonierter MIF-Gensequenz in antisense[as]-Orientierung. Dieses Plasmid basiert
auf dem pcDNA3.1/Myc-His A Vektor (Invitrogen, Leek NL), dessen Genkarte in
Abb. 3.2 dargestellt ist. Unter der Kontrolle eines starken Cytomegalievirus[CMV]-
Promotors wurde die MIF-antisense-Sequenz iiber die Schnittstellen BamH1 und
EcoRV einkloniert [95].

Vor der eigentlichen Transfektion wurde das Plasmid iiber einen Restriktions-
verdau mit dem Enzym Xba 1 (Boehringer, Mannheim) linearisiert. Dazu wurden
50 pg DNA mit 50 U Restriktionsenzym und passendem Puffer versetzt. Das ganze
wurde mit Wasser auf 50 ul aufgefiillt und dann bei 37°C fiir 2h inkubiert. Anschlie-
Bend wurde bei 70°C fiir 10 min das Restriktionsenzym deaktiviert. Die erfolgreiche
Linearisierung des klonierten Plasmides und eines leeren Kontrollplasmides wurde

mit einem Agarosegel iiberpriift [Abb. 3.3].

3.2.2 Transfektion

Als Vorversuch fiir die stabile Transfektion der Zelllinie LN18 wurde eine Probetrans-
fektion der Zellen mit verschiedenen Mischungsverhéltnissen von Transfektionsagens
und DNA durchgefiihrt. Hierzu wurde ein Plasmid mit einkloniertem , Enhanced
Green Fluorescent Protein® [EGFP] als Indikator fiir die Transfektion verwendet.
Die erfolgreiche (temporére) Transfektion wurde nach 2 Tagen am Fluoreszenzmi-

kroskop iiberpriift. Es wurden folgende Mischungen der DNA mit den Transfektions-
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pcDNA3.1/
myc-His®
A, B,C

Comments for pcDNA3.1/myc-His®A
5494 nucleotides

* There is a unique BstE Il site, but no

CMV promoter: bases 209-863 Xba | or Apa | sites in version C.
T7 promoter/priming site: bases 863-882 * There is a unique Sac Il site
Multiple cloning site: bases 902-999

between the Apa | site

myc epitope: bases 997-1026 and the Sfu | site in version B only.

Polyhistidine tag: bases 1042-1059

BGH reverse priming site: bases 1082-1099
BGH polyadenylation signal: bases 1081-1295
1 origin of replication: bases 1358-1771

SV40 promoter and origin: bases 1836-2161
Neomycin resistance gene: bases 2197-2991
SV40 polyadenylation signal: bases 3007-3246
pUC origin: bases 3678-4351

Ampicillin resistance gene: bases 4496-5357

Abbildung 3.2: Genkarte des Plasmides pcDNA3.1/Myc-His A

40
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Abbildung 3.3: Plasmidverdau mit dem Restriktionsenzym Xba 1 des Vektors pcDNA3.1 +/- anti-

sense MIF
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agenzien Lipofectamin [LA](Gibco, Paisley, GB) und Lipofectin [LF](Gibco, Paisley,
GB) erprobt:

1ug DNA + 5ug LA, 1ng DNA + 10 ug LA

1pg DNA + 5pg LF, 1png DNA + 10 pg LF

Die Transfektion erfolgte unter den unten angegebenen Bedingungen mit einer semi-
konfluenten Zellkultur. Die besten Transfektionsergebnisse wurden mit Lipofectamin
in einem Mischungsverhéltnis von 5:1 mit DNA erzielt.

Die endgiiltige Transfektion der LN18 Zellen erfolgte in kleinen Kulturflaschen
bei einer semikonfluenten Zelldichte. Das Transfektionsreagenz wurde unter sterilen
Bedingungen mit 35ul in 700ul Kulturmedium ohne FCS- und Antibiotikazusatz
angesetzt und auf gleiche Weise wie die 7pg in 700pl DNA-Lsung (gleiches Medium)
fiir 30 min bei RT vorinkubiert. Anschliefend wurden die beiden Proben vermischt
und fiir weitere 15 min zusammen inkubiert. Die Zellen wurden wahrenddessen im
Transfektionsmedium (ohne FCS/Antibiotika) 2x gewaschen. Danach wurde der
Transfektionsmix auf die Zellen gegeben (ca 1,4 ml) und mit Transfektionsmedium
auf 7ml aufgefiillt. Nach einer Inkubation von 6h im Brutschrank wurde der
Transfektionsmix von der Zellkultur abgenommen und die Zellen auf Standardkul-

turmedium umgesetzt. Es wurden folgende 3 Ansétze gemacht:

1. Negativkontrolle ohne Plasmid-DNA
2. Plasmid ohne MIF antisense-Insert

3. Plasmid mit MIF antisense-Insert

3.2.3 Selektion und Klonierung

Die Selektion stabil transfizierter Klone wurde 2 Tage spéter begonnen. Hierzu wur-
den die Zellen in 6-well Platten iiberfithrt und mit dem Selektionsmedium versetzt.
Dieses Medium enthielt neben dem Standardkulturmedium Neomycin G418 (Invitro-
gen, Leek, NL) in einer Konzentration von 1mg/ml. Die Neomycinresistenz auf dem

Plasmid fiihrte dazu, dass die erfolgreich transfizierten Zellen iiberleben konnten,
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wihrend die nicht-transfizierten Zellen abgetotet wurden. Als Kontrolle fiir zytoto-
xische Kulturbedingungen diente der Transfektionsansatz ohne Plasmid; diese Zellen
waren nach 8 Tagen vollstdndig abgestorben. Das Selektionsmedium wurde 2x pro
Woche erneuert. Nach 14 Tagen Selektionierung wurde davon ausgegangen, dass nun
alle nur transient transfizierten Zellen das Plasmid und die damit verbundene Re-
sistenz verloren hatten. Die iiberlebenden Zellen waren nun also stabil transfiziert,
was einer Integration der Plasmid-DNA ins eigene Erbgut entspricht.

Die Klonierung erfolgte auf zwei unterschiedliche Arten. Die erste Methode war
eine serielle Verdiinnung transfizierter Zellen in 96-well Platten in der Absicht, bei
geniigend hoher Verdiinnung der Zellsuspension einzelne Zellen in einem well zu
haben. Der Erfolg wurde am Mikroskop kontrolliert und wells mit einzelnen Zel-
len markiert. Die zweite Vorgehensweise zur Klonierung war die Ausplattierung der
stabil transfizierten Zellen in Verdiinnung auf 10er Petrischalen. Auch hier wurden
einzelne Zellen markiert und die sich entwickelnden Zellhaufen unter Mikroskopsicht
mit trypsingetrankten Filterpapierstiickchen abgeltst und in getrennte Kulturscha-
len iiberfithrt. Die so gewonnenen Klone wurden in Selektionsmedium weiterkulti-
viert, bis geniigend Zellen fiir die molekulare Charakterisierung und die Asservati-
on in flisssigem Stickstoff zur Verfiigung standen. Zu Beginn wurden insgesamt 24
Antisense[as]-Klone und 7 Kontroll-Klone generiert. Zwei weitere as-Klone kamen

auf Grund ihres langsamen Wachstums erst zu einem spéteren Zeitpunkt dazu.

3.2.4 Molekulare Charakterisierung

Fiir die Charakterisierung der generierten as-Klone wurde die mRNA und das intra-
zellulére Protein der einzelnen Klone im Vergleich zu den Wildtyp [wt] LN18 Zellen
analysiert. Hierzu wurde nach Standardmethoden mRNA und Protein aus den Zellen
isoliert und im Northern bzw. Western Blot weiterverarbeitet. Im Northern Blot kam
neben der Standard antisense RNA-Sonde auch eine sense RNA-Sonde zum Einsatz,
um die einklonierte antisense mRNA darzustellen. Die beiden langsam wachsenden
Klone asl und as2 wurden in einem zweiten Schritt noch einmal genauer untersucht.

Der Northern Blot wurde in Doppelbestimmung bei einer Zelldichte von 2x10% Zel-
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len wiederholt, und die Proteinanalyse in einer fortlaufenden Kinetik mit jeweils

0,5x10% Zellen zum Startzeitpunkt durchgefiihrt.

3.2.5 Funktionelle Charakterisierung

Das Proliferationsverhalten der Klone asl und as2 wurden im Vergleich zu den LN18
wt und Kontrollzellen untersucht. Als Kontrollzellen wurde Klon 3-1 ausgewéhlt.
Zum einen wurde die Kurzzeitproliferation mit dem BrdU-Assay, zum anderen das
Langzeitverhalten mit dem Amidoblack-Assay analysiert.

Im BrdU-Assay wurde das Wachstum der Zellen im Achtfach-Ansatz mit den
Zelldichten 5000, 20000 und 80000 Zellen/well bestimmt. Die Zellen wurden 24h vor
Versuchsbeginn in die 96-well Platte ausgeséit. Die Markierung erfolgte dann iiber
eine BrdU-Zugabe, welches von den proliferierenden Zellen in die neu synthetisier-
te DNA eingebaut wurde. Als Markierungszeitraum wurden 2,5h gewihlt. Parallel
wurde durch Zugabe von 10 und 50 ng/ml rekombinantem MIF die Frage untersucht,
ob eine Stimulation des Wachstums durch extrazelluldres MIF moglich ist.

Das Langzeitwachstum der Zellen wurde im Amidoblackversuch dargestellt. Hier-
zu wurden die Zellen in achtfachem Ansatz in einer Zelldichte von 5000 Zellen/well
in 96-well Platten ausplattiert. Es wurden insgesamt acht Platten vorbereitet, von
denen jeden Tag eine der weiteren Auswertung zugefiihrt wurde; bei den restlichen

Platten erfolgte jeden zweiten Tag ein Mediumwechsel.

3.2.6 Morphologie

Die antisense-Klone wiesen auch morphologisch Unterschiede zu den wildtyp- und
Kontroll-Zellen auf. Um dieses zu demonstrieren, wurden jeweils von einer semi-
konfluenten und von einer konfluenten Zellkultur der Klone und Kontrollen Photos
gemacht. Dies geschah auf Kunstlichtdiafilme (Kodak, Rochester, USA) mit einem

Durchlichtmikroskop (Leica, Wetzlar) bei verschiedenen Vergrosserungen.
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3.3 Proliferationsanalysen

Die Untersuchung des Zellwachstums im Zusammenhang mit MIF erfolgte mit dem
BrdU-Assay System. Die Zellkulturen wurden - wenn nicht anderweitig beschrieben
- so angelegt, dass die Zellen 24h vor Versuchsbeginn ausplattiert wurden und direkt
vor dem Start des Experimentes ein Mediumwechsel durchgefiihrt wurde. Der Ein-
fluss von MIF auf das Zellwachstum wurde in den Glioblastomzellen immer in drei
verschiedenen Zelldichten untersucht; wobei 5000 Zellen/well einer 25% konfluenten,
20000 Zellen/well einer fast konfluenten und 80000 Zellen/well einer iiberkonfluenten

Kultur entsprach.

3.3.1 Monoklonale Anti-MIF Antikorper

Durch die extrazelluldre Blockade von MIF durch spezifische monoklonale Anti-
MIF Antikorper sollte die Frage untersucht werden, ob MIF ein moglicher auto-
/parakriner Wachstumsfaktor fiir die Glioblastomzellen ist.

Der eingesetzte Antikorper wurde in unserer Arbeitsgruppe in Kooperation mit
einem Labor in Litauen hergestellt. Hierzu wurden Mé&use mit rekombinantem hu-
manen MIF immunisiert und durch Fusion der isolierten Plasmazellen mit immor-
talisierten Myeloma Zellen antikdrperproduzierende Hybridomaklone generiert. Der
im Kulturiiberstand gewonnene Antikorper gehorte in der Analyse zur IgM-Klasse
und wurde iiber Affinitétsbindung in Kaptiv-M Saulen (Technogen, Piana di Monte
Verna, I) aufgereinigt.

In einem ersten Schritt wurden drei der generierten Antikorper im einem ,,Scree-
ningtest“ in den beiden untersuchten Zelllinien LN18 und LN229 eingesetzt. Hierzu
wurden die Zellen - wie oben beschrieben - vorbereitet, und die Antikérper in ei-
ner Konzentration von 100pg/ml fiir 6h inkubiert und anschliessend die Zellen fiir
2h mit BrdU markiert. Die Antikérper 6F12 und 12A4 wurden in einem zweiten
Experiment mit LN229 Zellen in Konzentrationen von 100 und 200pg/ml fiir 8h
vorinkubiert, bevor fiir 4h mit BrdU markiert wurde. In einem weiteren Experiment

wurde das Versuchssystem auf unspezifische Einfliisse der Antikorper auf die Zellen
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untersucht, indem ein unspezifischer monoklonaler IgM-Antikorper aus der Maus

(Sigma, Saint Louis, USA) als Kontrolle diente.

3.3.2 MIF-Inhibitor

Die Frage nach der Wirkung von MIF auf die Zellen im Bezug auf die intrinsische
enzymatische Aktivitdt von MIF wurde durch gezielte Blockade dieser Aktivitét
untersucht. Zum Einsatz kam ein spezifischer Inhibitor ISO-1, der unserer Arbeits-
gruppe freundlicherweise von Yussef Al-Abbed (Laboratory of Medical Chemistry
North Shore Long Island Jewish Research Institute, New York, USA) zur Verfiigung
gestellt wurde.

Die LN229 Zellen wurden wie oben beschrieben vorbereitet und dann mit dem
Inhibitor in Konzentrationen von 100, 500 und 1000pmol bei gleichzeitiger Zugabe
von BrdU fiir 6h inkubiert. Da der Inhibitor in DMSO gelst war, wurde eine wei-
tere Kontrolle mit 1% DMSO (entspricht der Losungsmittelmenge in der hochsten

eingesetzten Konzentration) durchgefiihrt.

3.3.3 Rekombinanter MIF

Durch Zugabe von rekombinantem humanem MIF zu den Zellkulturen sollte unter-
sucht werden, ob durch Erhéhung des extrazelluldren MIF-Spiegels eine Proliferati-
onssteigerung zu erzielen ist. Diese Experimente wurden im Kurz-(BrdU-Assay) und
Langzeittest (Amidoblack-Assay) mit den LN18 und HF Zellen durchgefiihrt.

Nach standardméBiger Vorbereitung der LN18 Zellen wurden diese mit 0, 50
und 100 ng/ml MIF fiir 16h stimuliert und fiir 2h mit BrdU markiert. Die HF Zellen
wurden in einer Dichte von 5000, 10000 und 20000 Zellen/well vorinkubiert, und
dann mit 100ng/ml MIF fiir 4h stimuliert. In einem weiteren Experiment wurden die
humanen Fibroblasten in den 96-well Platten so lange vorinkubiert, bis sie konfluent
waren. Dann erfolgte ohne Mediumwechsel eine Stimulation mit 0, 5, 10, 50, 100
und 500 ng/ml MIF fiir 8h (bei gleichzeitiger BrdU Markierung).

Im Langzeitwachstum wurden die LN18 Zellen sowie die Fibroblasten im Stan-

dardkulturmedium mit 0 und 50 ng/ml MIF stimuliert und im Amidoblacktest tiber
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mehrere Tage ausgewertet. Hierbei wurde alle 2 Tage das Medium erneuert und

rekombinantes MIF zugesetzt.

3.4 Zelldichte

Die beiden Glioblastomzelllinien LN18 und LN229 sowie eine primére humane Fi-
broblastenkultur (Passage 10) wurden in Bezug auf die Regulation, Expression und
Sekretion von MIF bei verschiedenen Zelldichten untersucht. Die Zellen wurden hier-
zu in vier unterschiedlichen Zelldichten auf 10er Petrischalen ausgesiet und fiir 24h
inkubiert. Anschliessend wurden RNA, intrazellulires Protein und Uberstéinde aus
der Zellkultur gewonnen und in Northern Blot und Western Blot analysiert. Bei den
Glioblastomzellen entsprachen 0,5x10% Zellen einer 25%-konfluenten Kultur, 1x106
Zellen einer semikonfluenten, 5x10° Zellen einer konfluenten und 10x10° Zellen einer

iiberkonfluenten Kultur. Fiir die Fibroblastenzellen galt eine &hnliche Einteilung fiir

die Zelldichten 0,5 , 1, 2,5 und 5x10% Zellen.

3.5 AKT-Aktivierung

Um die moglichen Signalwege der MIF Wirkung auf die Zellen nédher zu untersuchen,
wurden LN229 Zellen und primére Fibroblasten mit rekombinantem MIF stimuliert.
Anschliessend wurde das Zelllysat auf die aktivierte - entspricht der phosphorylier-
ten - Form der Proteinkinase B [PKB] im Western Blot getestet. Die Zellen wurden
in einer Dichte von 0,5x10% Zellen in 6-well Platten in 0,5% FCS Medium ausgesiet.
Nach 24h Inkubation erfolgte ein Mediumwechsel auf 0% FCS Medium, welches di-
rekt vor der Stimulation noch ein weiteres Mal gewechselt wurde. Die Zellen wurden
dann mit 0, 0,5, 5, 25 und 50 ng/ml MIF fiir 15 und 60 min stimuliert. Fiir die
LN229 Zellen wurde ein zweites Experiment mit einer hoheren FCS-Konzentration
durchgefiihrt. Hierzu wurden die Zellen in 0,1% und 5% FCS Medium fiir 24h vor-
inkubiert, bevor die Stimulation mit 0, 5, 10, 50, 100 und 500 ng/ml MIF ohne
Mediumwechsel gestartet wurde. Nach 30 min wurden die Zellen lysiert und im

Western Blot analysiert.
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4.1 Zellstress

Fiir viele Tumore ist das Wachstum trotz suboptimaler Néahrstoffversorgung eines
der Charakteristika und Rétsel der Tumorbiologie. Eine Reaktion auf diese Art von
Zellstress (Hypoxie, Hypoglykédmie) ist dennoch vorhanden und scheint {iber eine
Stimulierung der Angiogenese im Tumor selbst zu einer Verbesserung der N#hr-
stoffversorgung zu fiithren [94]. In der Literatur wurde MIF als Angiogenesefaktor in
Tumoren beschrieben [3]. Um diese These weiter zu untermauern, wurde im Rahmen
dieser Doktorarbeit untersucht, ob MIF unter oben aufgefiirten Zellstressbedingun-
gen vermehrt exprimiert bzw. sezerniert wird. Hierzu wurden die Zellen der Linien
LN18 und LN229 hypoxischen (Sauerstoffentzug) und hypoglykédmischen (N&hrstof-
fentzug) Kulturbedingungen ausgesetzt.

Die Analyse der MIF mRNA im Northern Blot (Abb. 4.1 und 4.2) zeigt bei bei-
den Zelllinien eine deutliche mRNA-Induktion nach 12h unter hypoxischem Stress.
Eine leichte Erhohung der MIF mRNA fand sich fiir die LN18 Zellen auch unter hy-
poglykédmischen Bedingungen, diese war bereits schon nach 3h vorhanden und war

bis 12h weiter nachweisbar.
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Abbildung 4.1: MIF Northern Blot der Zelllinie LN18



KAPITEL 4. ERGEBNISSE 50

3h 6h 12 h
3 \\&\6 6& o® \30\\?) o;*\g o§x
3 Q Q N Q Q
¢ FFE
- v N - = MIF

e N | N g e e e e W e e 28S

e e e e e e e e e e B e W M W e e 18S

Abbildung 4.2: MIF Northern Blot der Zelllinie LN229

Eine Freisetzung von MIF in den Zellkulturiiberstand unter Zellstress fand sich
nur bei den LN18 Zellen (Abb. 4.3); die LN229 Zellen zeigten keine vermehrten MIF
-Spiegel im Zellstressexperiment (Daten nicht gezeigt). Fiir die LN18 Linie fand sich
hierbei eine Zunahme der MIF-Konzentration im Kulturmedium um den Faktor 4
nach 48h Inkubation im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 4.4). Der Anstieg war schon
nach 12h Inkubation messbar und stieg unter hypoglykémischen Bedingungen steiler
an. Da die Zellen unter dem Lichtmikroskop nach 48h Inkubationszeit Anzeichen von
Zelllyse zeigten, wurde parallel zum MIF die LDH-Menge im Uberstand bestimmt
als Nachweis von stattgefundenem Zelltod. Man sah, dass sowohl hypoxische als
auch hypoglykémische Stressbedingungen zu einer vermehrten LDH Konzentration
im Medium fiihrten. Dies mag ein Hinweis auf eine mogliche MIF-Freisetzung durch

Freiwerden von intrazelluldr gespeicherten MIF durch nekrotische Prozesse sein [5].
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Abbildung 4.3: MIF Western Blot der Zellkulturiiberstéande der Zelllinie LN18
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Abbildung 4.4: MIF-ELISA der Zelllinie LN18
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Abbildung 4.5: LDH-Assay der Zelllinie LN18

50

52



KAPITEL 4. ERGEBNISSE 53

Als Kontrolle fiir das Erreichen von hypoxischen Kulturbedingungen wurde ne-
ben der Verwendung von Teststreifen auch die VEGF-Sekretion der Zellen unter
Hypoxie untersucht (Abb. 4.6). Es fand sich eine erhohte VEGF-Konzentration im

Uberstand unter Hypoxie nach 8h, die im Verlauf noch weiter anstieg.

12

—— Kontrolle

107 —9— Hypoxie

VEGF ng/ml
o

0 9 T T T T T T T T

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Inkubationszeit in Stunden

Abbildung 4.6: VEGF-ELISA der Zelllinie LN18

Zur Unterscheidung von allgemeinen Zellreaktionsweisen von tumorspezifischen
auf hypoxischen Stress wurde in einem weiteren Kontrollexperiment die MIF- und
VEGF-Freisetzung in priméren humanen Fibroblasten untersucht. Eine Erhéhung
des extrazelluldren MIF's war weder unter hypoxischen noch unter hypoglyk&amischen
Bedigungen nachweisbar (Abb. 4.7). Dahingegen fand sich eine deutliche Freisetzung
von VEGF unter hypoxischem Stress (Abb. 4.8 - kein VEGF in der Kontrollgruppe

nachweisbar).
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Abbildung 4.7: MIF-ELISA der priméren Fibroblasten
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4.2 Antisense-Klone

4.2.1 Selektion und Klonierung

Die Generierung von stabilen antisense-MIF transfizierten Zellen erfolgte - nach
vorausgegangener Transfektion - durch Zugabe eines Selektionsmediums mit Neo-
mycin (G418). Die nicht-infizierten Kontrollzellen starben nach 7 Tagen unter einer
G418 Konzentration von 1000pg/ml. Bei den transfizierten Zellen fanden sich ein-
zelne Zellen, die zunéchst expandiert und anschliessend kloniert wurden. Es wurden

schliesslich 26 antisense Klone und 7 Kontrollklone (,,leeres Plasmid®) isoliert.

4.2.2 Molekulare Charakterisierung

Um den Erfolg der stabilen Transfektion in den gepickten Klonen zu analysieren,
wurde zunéchst ein Northern Blot mit einer sense-MIF und einer antisense-MIF
Sonde durchgefiihrt (Abb. 4.9 und 4.10). Hier fand sich die transfizierte antisense
RNA bei Hybridisierung mit der sense-MIF Sonde in allen antisense Klonen; in den
Kontrollklonen und in den Wildtypzellen[wt] war kein Signal nachweisbar. Inter-
essanterweise sah man in den antisense Klonen auch eine Erhohung der sense-MIF
mRNA, was auf einen Gegenregulationsmechanismus der Zellen hindeutet, um die
MIF Proteinproduktion aufrechzuhalten. So konnte im Western Blot (Abb. 4.11)
nicht in allen antisense Zellen eine Verringerung der MIF Proteinmenge nachgewie-

sen werden.
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Abbildung 4.9: sense-MIF Northern Blot der stabil transfizierten Klone LN18
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Abbildung 4.10: antisense-MIF Northern Blot der stabil transfizierten Klone LN18
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Abbildung 4.11: MIF Western Blot der stabil transfizierten Klone LN18
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Zwei weitere antisense-Klone standen erst zu einem spéteren Zeitpunkt in einer
ausreichenden Menge zur Verfiigung. Im Northern Blot (Abb. 4.12) fand sich eine
starke antisense-MIF Produktion, bei gleichzeitiger Erhchung des zelleigenen sense-
MIF-Transkripts. Im Western Blot (Abb. 4.13) zeigte sich eine deutliche Redukti-
on des intrazelluliren MIF Proteingehaltes, welche sich auch bei einem Wachstum
iiber einige Tage noch nachweisen liess. Aufgrund dieser Charakteristik wurden die-
se beiden Klone und der Kontrollklon cl fiir weitere funktionelle Untersuchungen

ausgewihlt.
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Abbildung 4.12: MIF Northern Blot der ausgewéhlten antisense Klone LN18
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Abbildung 4.13: MIF Western Blot der ausgewahlten antisense Klone LN18
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4.2.3 Funktionelle Charakterisierung

Um die Frage zu beantworten, ob MIF einen Einfluss auf das Wachstum von Glio-
blastomzelllinien hat, wurden die generierten antisense Klone auf ihr Wachstum im
Vergleich zu den Kontroll- und wt-Zellen untersucht. Im BrdU-Assay gibt die Ein-
baurate von markierten Nukleotiden eine Aussage iiber die Proliferationsaktivitét
der Zellen iiber einen kurzen Zeitraum. Es fanden sich hier unter wenig konfluenten
Kulturbedingungen (,,10000) nahezu identische Wachstumsraten fiir die Klone und
Kontrollen (Abb. 4.14). Unter konfluenten und tiberkonfluenten Wachstumsbedin-
gungen (,80000“) zeigte sich jedoch ein um den Faktor 2 reduzierte Proliferations-

aktivitdt in den as-Klonen.
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T
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0,0 T T T T
wit cl asl as2

Abbildung 4.14: BrdU-Proliferationsassay der Klone LN18

Betrachtet man das Wachstum der Zellen iiber einen Zeitraum von Tagen mit
dem Amidoblack-Assay, der {iber eine Anfirbung der Gesamtproteinmenge eine Mes-
sung der Zellzahl und damit indirekt des stattgefundenen Wachstums gibt, so fan-
den sich deutliche Unterschiede zwischen Kontrollen und as-Klonen (Abb. 4.15).

Man erhélt weiterhin den Eindruck, dass sich die as-Klone auf einer viel geringe-
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ren Zelldichte als die Kontrollen einer stabilen ruhenden Kultur ann&hern. Wenn
man dem Kulturmedium der Zellen iiber 8 Tagen an jedem zweiten Tag 10ng/ml
rekombinantes MIF zusetzte, so sah man eine leichte Erhohung der Wachstumsrate
in den as-Klonen und nahezu keine weitere Wachstumsstimulation der Kontrollen

(Abb. 4.16).

rel OD 630

10

Tage

Abbildung 4.15: Amidoblack-Assay der Klone LN18
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Abbildung 4.16: Amidoblack-Assay der Klone LN18 unter rec. MIF Stimulation

4.2.4 Morphologie

Die as-Klone weisen auch unter normalen Zellkulturbedingungen eine andere Mor-
phologie als die Kontrollen auf. Bei geringer Zelldichte (Abb. 4.17) fanden sich in
den as-Klonen nur wenige Zellen, die in dichten Clustern wuchsen und insgesamt ein
cher breiteres langgestrecktes Zellbild. Unter konfluenten Bedingunge (Abb. 4.18)
waren die Unterschiede noch stérker zu erkennen: Die as-Klone behielten ihren brei-
teren lédnglichen Zelltypus bei, wéhrend die Kontrollen ein runderes kompakteres Fr-
scheinungsbild zeigten. Dariiberhinaus fanden sich im Zelliiberstand auch vermehrt
Zelltriimmer in den as-Klonen, was auf verstérkten Zelluntergang dieser Zellen bei

hoher Konfluenz hindeuten konnte.
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Abbildung 4.17: Zellkultur-Fotographie der Klone LN18 - niedrig konfluent

Abbildung 4.18: Zellkultur-Fotographie der Klone LN18 - hoch konfluent
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4.3 Proliferationsanalysen

4.3.1 Monoklonale Antikoérper

Die Blockade von endogen produziertem extrazelluldirem MIF durch monoklonale
anti-MIF Antikorper ermdoglicht die Untersuchung von MIF-Effekten auch unter den
Gegebenheiten einer hohen basalen MIF-Produktion von Zellen. Um den Einfluss
von MIF auf das Wachstum der untersuchten Glioblastomzelllinien zu untersuchen,
wurden verschiedene Antikorper ausgetestet (Abb. 4.19 und 4.20). Es zeigte sich hier
fiir die LN18 Zellen nur ein geringer Effekt der eingesetzten Antikorper; wohingegen
bei den LN229 Zellen mit den Antikdrpern 6F12 und 12A4 eine Reduktion der

Wachstumsrate beobachtet wurde.
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Abbildung 4.19: BrdU-Assay der Zellen LN18 mit verschiedenen monoklonalen anti-MIF An-

tikoérpern

Um diesen Effekt weiter zu untersuchen, wurden die Zellen auch mit verschie-
denen Antikoérperkonzentrationen behandelt (Abb. 4.21). Hier fand sich eine dosi-
sabhingige Proliferationsinhibitions fiir beide Antikérper, die bei hohen Zelldichten

stiarker ausgeprigt war als bei niedriger Zelldichte. Um unspezifische Einfliisse von
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Abbildung 4.20: BrdU-Assay der Zellen Ln229 mit verschiedenen monoklonalen anti-MIF An-

tikoérpern

den eingesetzten Antikoérpern auszuschliessen, wurde in einem Kontrollexperiment
ein unspezifischer monoklonaler Antikorper eingesetzt (Abb. 4.22). Es fand sich keine

Auswirkungen des unspezifischen Antikorpers auf das Wachstum dieser Zellen.
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Abbildung 4.21: BrdU-Assay der Zellen LN229 mit anti-MIF Antikorpern 6F12 und 12A4
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Abbildung 4.22: BrdU-Assay der Zellen LN229 mit Kontrollantikérper

66



KAPITEL 4. ERGEBNISSE 67

4.3.2 MIF-Inhibitor

Die biologische Wirkung von MIF wurde schon oft mit der enzymatischen Tautome-
raseaktivitdt von MIF in Verbindung gebracht. Durch die Hemmung dieser Eigen-
schaft mit dem spezifischen Inhibitor ISO-1 konnte der Einfluss auf das Wachstum
der Glioblastomzellen untersucht werden. In den LN229 Zellen fand sich bei einer
mittleren Zelldichte eine dosisabhéngige Reduktion des Zellwachstums (Abb. 4.23).
Betrachtet man den Einfluss des Inhibitors auf verschiedenen Zelldichten, so fand
sich - wie schon bei den Antikérperexperimenten gezeigt - eine deutlichere Prolife-
rationshemmung bei hoheren Zelldichten (Abb. 4.24). Bei einer dichtgewachsenen

Kultur war eine Wirkung von fast 70% Proliferationshemmung zu erzielen.
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Abbildung 4.23: BrdU-Assay der Zellen LN229 mit verschiedenen Konzentrationen des MIF-
Inhibitors ISO-1
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Abbildung 4.24: BrdU-Assay der Zellen LN229 mit verschiedenen Zelldichten und MIF-Inhibitor

ISO-1
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4.3.3 Rekombinanter MIF

Die Zugabe von rekombinantem MIF zu den Zellkulturen der Glioblastomzellen zeig-
te fast keinen Effekt auf die Proliferation der Zellen (Abb. 4.25 und Abb. 4.26). Dies
mag auf den hohen endogenen MIF-Spiegel dieser Zellen zuriickzufiithren zu sein.
Anders verhielt sich dieses bei den priméren Fibroblastenkulturen; dort fand man
einen Effekt des rec. MIFs. Es zeigte sich im BrdU-Assay iiber 16h eine klare Sti-
mulation der Proliferation bei allen Zelldichten (Abb. 4.27). Ebenso sah man bei
dichtgewachsenen - und somit eigentlich kontaktinhibierten - Kulturen eine Wachs-
tumsstimulation durch MIF (Abb. 4.28). Interessanterweise fand sich die stérkste
Stimulation nicht bei der hchsten MIF-Konzentration, sondern bei 50ng/ml. Auch
im Langzeitwachstum zeigte sich ein Einfluss von MIF, welcher wiederum erst mit

zunehmender Zelldichte klarer hervortrat (Abb. 4.29).
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Abbildung 4.25: BrdU-Assay der Zellen LN18 mit rekombinantem MIF
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Abbildung 4.26: Amidoblack-Assay der Zellen LN18 mit rekombinantem MIF

50000

I Kontrolle
1 100 ng/ml MIF

40000 -
T
1

30000 -
1%
=

20000 -

10000 -

O T T T
5000 10000 20000
Zellen/well

Abbildung 4.27: BrdU-Assay der Zellen HF mit rekombinantem MIF bei verschiedenen Zelldichten
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Abbildung 4.28: BrdU-Assay der Zellen HF bei dichtgewachsener Kultur mit rekombinantem MIF
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Abbildung 4.29: Amidoblack-Assay der Zellen HF mit rekombinantem MIF
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4.4 Zelldichte

In vielen Tumoren herscht eine im Vergleich zum umliegenden Gewebe erhéhte Zell-
dichte, trotzdem koénnen die Tumorzellen unter diesen Bedingungen proliferieren.
Ausserdem ist die hohe Zelldichte ein Stressfaktor fiir die Zellen. Somit stellt sich
die Frage, ob die MIF Expression durch die Zelldichte reguliert wird. Im Northern
Blot der beiden Glioblastomzelllinien LN18 und LN229, sowie der humanen priméren
Fibroblasten [HF], zeigte sich eine deutliche Regulation der MIF mRNA (Abb. 4.30).
Interessanterweise war in den LN18 Zellen eine Steigerung der mRNA mit zuneh-
mender Zelldichte zu beobachten, wiahrend bei den beiden anderen Zellen die MIF
mRNA abnahm. Dies korrelliert mit der proliferativen Aktivitéit der Zellen bei un-
terschiedlichen Zelldichten. Die LN18 Zellen zeigten eine fast gleichbleibende Wachs-
tumsrate trotz hoher Zelldichten, wohingegen die LN229 bei hoher Zelldichte lang-
samer wuchsen (Abb. 4.31). Die Fibroblasten als primére Zellen zeigten ein typische
Kontaktinhibition bei dichtgewachsener Kultur.

Bei der Analyse der MIF Proteinexpression zeigte sich ein dhnliches Bild, wobei
jedoch auch in den LN229 und in den HF ein Zunahme des intrazelluldren MIFs
zu finden war (Abb. 4.32). Allerdings war die Zunahme in den LN18 Zellen am
starksten. Auch in den Zellkulturiiberstinden (Abb. 4.33) fand sich in den LN18
Zellen eine stiarkere MIF Konzentration als in den beiden anderen Zelllinien; es

zeigte sich aber keine eindeutige Regulation des extrazellularen MIF-Spiegels.
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Abbildung 4.30: Northern Blot der Zellen LN18, LN229 und HF bei unterschiedlichen Zelldichten
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Abbildung 4.31: Vergleich der Proliferation der Zellen LN18 und LN229 bei unterschiedlichen Zell-

dichten
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Abbildung 4.32: Western Blot der Zellen LN18, LN229 und HF bei unterschiedlichen Zelldichten
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Abbildung 4.33: Western Blot der Zellkulturiiberstinde LN18, LN229 und HF bei unterschiedlichen
Zelldichten
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4.5 AKT-Aktivierung

Botenstoffe wirken auf Zellen iiber die Aktivierung von Signaltransduktionswegen,
die meist mit einer Phosphorylierung von bestimmten Signalproteinen in den Zellen
einhergehen. Das AKT Protein, auch Proteinkinase B genannt, nimmt eine zentrale
Stelle in der Weitergabe von proliferativen und antiapoptotischen Signalen ein [41].
In vielen Tumorzellen ist diese Kinase konstitutiv aktiviert, so auch in den LN18
Zellen(Daten nicht gezeigt). In den LN229 Zellen dagegen findet sich keine konsti-
tutive Aktivierung dieses Signalweges. Diese Zellen wurden nun unter verschiedenen
FCS-Konzentrationen mit rekombinantem MIF stimuliert (Abb. 4.34). Es fand sich
eine dosisabhéngige Stimulation der Akt-Phosphorylierung bei 0%FCS, welche bei
50ng/ml MIF nach 15min ihr Maximum erreichte. Nach 60min hat sich das Ma-
ximum auf eine geringere Konzentration verschoben. Unter einer geringen Serum-
menge fand sich keine zusétzliche Induktion der Akt-Aktivierung, wohingegen bei
5%FCS in der Vorinkubation eine weitere Steigerung des Signals durch MIF erfolgte.
Auch bei den als Kontrollzellen untersuchten humanen Fibroblasten fand sich eine
konzentrationsabhéngige Aktivierung von Akt, somit scheint dieser Signalweg nicht

auschliesslich auf Tumorzellen beschrankt zu sein.
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Abbildung 4.34: Phospho-AKT Western Blot der Zellen LN229 und HF nach Stimulation mit re-

kombinantem MIF
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5.1 MIF als Angiogenesefaktor

Eine ausgeprigte Neoangiogenese ist ein Kennzeichen maligner Tumoren.
Das FEinsprossen und Ausreifen von Geféssen sichert dem Tumor trotz
Massenzunahme eine ausreichende Néahrstoffversorgung. Dieser Prozess wird
durch eine Vielzahl von Proteinen und Botenstoffen ausgelést und reguliert [15, 47,
55]. Die Expression dieser Cytokine wird durch Folgen der Mangelversorgung in den
Tumorzellen reguliert. So fithren Sauerstoff- und Néahrstoffmangel zu einer erhéhten
Expression von VEGF, einem klassischen Angiogensefaktor [94]. Ausgehend von den
Beobachtungen einer reduzierten Tumorvaskularisierung durch Anti-MIF Behand-
lung in einem Lymphommausmodell [81] und einer erhéhten MIF-Expression im
Randbereich von Tumornekroszonen in humanen Glioblastomgewebe, stellte sich
die Frage, ob MIF ein durch Zellstress induzierbarer Angiogenesefaktor fiir humane
Glioblastome ist.

In der Zellkultur von humanen Glioblastomzelllinien konnte gezeigt werden, dass
sowohl Sauerstoff- als auch Glukosemangel nach 12h zu einer erhéhten Expression der
MIF mRNA fiihrten (Abb. 4.1 und 4.2). In einem Screening von Plattenepithelkarzi-
nomzellen mittels der Microarray-Technologie wurde MIF als ein nach 18h Hypoxie
induziertes Gen identifiziert [62] - somit findet sich eine vergleichbare Kinetik fiir die-
se beiden Tumormodelle. Eine andere Untersuchung an einer Makrophagen-Zelllinie
fand keine Regulation des MIF-Gens durch Hypoxie - allerdings wurde hier nur der
Zeitraum bis 90 min beobachtet [116]. Die Regulation dieser deNovo-Expression der
MIF mRNA wurde durch eine Luciferasereporterstudie in der murinen Gliomazell-
linie RGL3 bestitigt [11]. Die Frage nach dem entscheidenen Transkriptionsfaktor
dieser Induktion bleibt offen, da viele der Faktoren, die auf dem MIF-Promoter Bin-
dungsstellen haben, durch Hypoxie aktiviert werden; dies wurde in der Zellkultur
gezeigt fiir NF-kappaB, AP-1 und SP-1 [6, 61].

Neben der mRNA-Induktion fiir MIF durch Hypoxie und Hypoglykédmie fanden
sich auch erhéhte MIF-Proteinspiegel im Uberstand der Zellkulturen (Abb. 4.3 und
4.4). Dies liess sich allerdings nur fiir die LN18 Zellen zeigen; bei den LN229 Zellen

fand keine Freisetzung ins Kulturmedium statt. Bei den LN18 Zellen fand man mit
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zunehmender Inkubationsdauer eine verstirkte Freisetzung von LDH in den Uber-
stand, was ein Hinweis auf akute nekrotische Prozesse ist. Die LN229 Zellen zeigten
keine Anzeichen von Zellschidigung (und keine LDH Freisetzung). Wenn man pos-
tuliert, dass MIF nicht reguliert sezerniert wird, sondern ,,nur“ passiv bei Zellun-
tergang freigesetzt wird, so kénnte dies ein Grund fiir das fehlende MIF-Protein im
Uberstand der Zellen LN229 sein. Allerdings fand sich der MIF-Anstieg im Uber-
stand vor dem LDH-Anstieg, so dass es sich vielleicht um eine Kombination einer
aktiven Sezernierung und passiven Freisetzung handelt. In einer Arbeit an Influenza-
Viren infizierten Epithelzellen wurde ebenfalls eine MIF Freisetzung bei Zellnekrose
beschrieben, und es konnte gezeigt werden, dass die Bioaktivitdt von MIF dabei
erhalten blieb [5]. Somit wére auch eine passive Freisetzung von MIF fiir die Zellen
im Gewebeverband sinnvoll.

In nicht-entarteten Kontrollzellen (priméren humanen Fibroblasten) wurde keine
MIF Sekretion unter Hypoxie beobachtet (Abb. 4.7); wobei sich die VEGF-Sekretion
unter Hypoxie dagegen in den priméren Zellen nachweisen liess (Abb. 4.8). Anderer-
seits findet man in einem Reperfusionsmodell des Gehirns (ein Modell fiir hypoxische
Schidigung) eine MIF mRNA-Induktion im normalen Hirngewebe [125]. Es bleibt
also die Frage, ob die MIF-Induktion unter Hypoxie eine tumorspezifische Reaktion
ist, oder eine allgemeine Reaktion auf Zellstress darstellt.

Im Zusammenhang mit hypoxischem Zellstress und der damit verbundenen syn-
chronen Produktion von anderen , klassischen“ Angiogenesefaktoren wie VEGF und
IL-8 kann MIF synergistisch bei Ausbildung neuer Blutgefisse mitwirken. MIF
férdert nicht nur die Migration und Proliferation von Endothelzellen, sondern auch
die Ausreifung zu funktionsfihigen Geféssen [3]. Es konnte dariiberhinaus gezeigt
werden, dass der proliferative Effekt von VEGF auf Endothelzellen durch anti-MIF
Antikérper blockierbar ist [86], was ein Hinweis auf eine synergistische Wirkung von
VEGF und MIF sein kénnte. Auf der anderen Seite ist aber auch die Sekretion von
VEGF und IL-8 in Tumorzellen durch MIF stimulierbar [98, 97].

Ein anderer Wirkort des in den Tumorzellen auf Stressreize produzierten MIFs

konnte in einer parakrinen und autokrinen Weise die Tumorzellen selbst sein. MIF
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ist in der Lage, in der Zellkultur Apoptose zu verhindern und das Uberleben un-
ter Stressbedingungen zu erhhen [46, 85]. So findet man bei anti-MIF behandelten
Tumoren im Tiermodell eine erhohte Anzahl von apoptotischen Zellen [1]. Ein Me-
chanismus fiir diese Effekte ist die Hemmung von p53 in den Zellen, einem zentralen
Regulator fiir apoptotische Prozesse und dem Zellzyklus [46, 80]. Auch in Glioblasto-
men findet sich eine Kolokation von MIF und p53 [11]. Weiterhin ist eine Hemmung
der Spaltung von Proteinen der Bcl-2 Familie und Freisetzung von Caspase-3 durch

rekombinantes MIF in Neutrophilen beschrieben worden [13].

5.2 MIF als Wachstumsfaktor

Wachstumsfaktoren sind essentiell fiir alle Zellen, um iiberleben und proliferieren
zu kénnen. Obwohl in Tumorzellen ein autonomes, unreguliertes Wachstum statt-
findet, bleiben auch sie von Wachstumsfaktoren abhéngig. Allerdings findet sich
oft eine Verdnderung der Rezeptorfunktion oder des Signaltransduktionsweges fiir
Wachstumsfaktoren.

Bei immunhistochemischen Férbungen ist in allen bisher untersuchten Tumoren
eine MIF-Expression gefunden worden [21, 31, 53, 68, 98, 121]. Auch bei der in vitro
Kultivierung von Tumorzelllinien findet sich eine MIF-Expression und Sekretion in
einer Vielzahl von Zellen [98, 99, 107, 113]. Neben den Arbeiten in unserer Arbeits-
gruppe [11], haben zwei weitere Gruppen die Expression von MIF auf mRNA- und
Proteinebene in humanen Glioblastomen bestitigt [75, 82].

Die Expression von MIF in den humanen Glioblastomzelllinien LN18 und LN229
wurde in dieser vorliegenden Arbeit erstmals beschrieben. Es fand sich hierbei eine
deutliche Abhéngigkeit der MIF-Expression von der Zelldichte (Abb. 4.30 , 4.32
und 4.33), welche zusétzlich mit der Proliferationsaktivitdt der Zellen korreliert
(Abb. 4.31). Die LN18 Zellen zeigten die hochste MIF-Expression und waren die
am schnellsten wachsenden Zellen. In den priméren Fibroblasten fand sich ebenfalls
eine zelldichteabhéngige MIF-Expression - allerdings nahm der Spiegel mit zuneh-
mender Zelldichte (und damit zunehmender Kontaktinhibition) ab.

Erstmals 1998 wurde gezeigt, dass MIF ein Wachstumsfaktor fiir Kolontumor-
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zellen sein kann [113]. Es gelang hier durch eine Antisense Blockierungsstrategie die
MIF-Produktion der Tumorzellen zu reduzieren, was zu einer Abnahme der Zellzahl
im Vergleich zu nicht behandelten Zellen nach 96h fiihrte. Gleiches wurde auch fiir
humane Melanomazellen gezeigt [107]. In beiden Féllen wurde allerdings lediglich die
Zellzahl iiber deren Stoffwechselaktivitit gemessen und somit keine direkte Aussage
iiber die Proliferation getroffen. Eine erster Hinweis auf einen direkten Effekt auf die
Proliferationstatigkeit der Zellen erfolgte in einer Studie mit murinen und humanen
Kolonkarzinomzelllinien, in der erstmals ein Effekt auf die BrdU-Inkorporation der
Zellen durch antisense MIF-Transfektion beobachtet wurde [103]. Im nachfolgenden
wurde auch durch Blockade des extrazelluliren MIFs durch anti-MIF Antikorper
eine Hemmung der Tumorproliferation in vitro und in vivo beschrieben [81, 86]

In den in dieser Arbeit beschriebenen stabilen antisense MIF-Klonen der Tu-
morzelllinie LN18 fand sich ein reduzierter BrdU-Einbau im Vergleich zu Wildtyp-
und Kontrollzellen (Abb. 4.14) als Indiz fiir eine reduzierte Proliferation dieser Zel-
len. Allerdings war dieser Effekt bei niedrig konfluenten Zellen moderat und erst
bei konfluenten Zellkulturen fand sich eine deutliche Reduktion des Wachstums
der Zellen. Dies konnte auch in einem Langzeitproliferationsassay bestétigt wer-
den; auch hier fanden sich zwischen as-Klonen und Kontrollen in den ersten Tagen
(bei niedriger Zelldichte) wenig Unterschiede. Nach 4 Tagen war aber schon ein
verlangsamtes Wachstum der Zellen zu beobachten, und es fand sich am Ende der
Beobachtungszeit eine viel geringere (End-) Zelldichte (Plateauphase) als in den
Kontrollen (Abb. 4.15). Der Zusammenhang dieser Effekte mit einem reduzierten
MIF-Proteingehalt der Zellen wurde im Western Blot nachgewiesen (Abb. 4.13). Im
Northern Blot fand sich neben der antisense MIF-Expression auch eine deutliche
Erhchung der MIF sense mRNA, welche eine gegenregulatorische Massnahme der
Zellen als Reaktion auf die verminderten Proteinspiegel sein konnte. Durch Zugabe
von rekombinantem MIF konnte nur eine geringfiigige Steigerung der Proliferati-
on in den as-Klonen erreicht werden; dies mag an der Schwierigkeit gelegen haben,
die endogenen MIF-Spiegel adidquat zu simulieren. In weiterfithrenden Experimen-

ten versuchten wir Wildtyp- und MIF-antisense-Klone in Nacktméuse zu injizieren.
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Diese Experimente konnten allerdings nicht verwertet werden, da weder Wildtyp
noch antisense-Klone in den Nacktmé&usen anwuchsen. Wir vermuten, dass die Pas-
sagennummer (grofier als 600) der verwendeten Zellen und der damit verbundenen
selektiven Anpassung an die Zellkulturbedingungen ein Grund dafiir waren, dass die
Zellen nicht in vivo propagiert werden konnten.

In einer zweiten Versuchsreihe konnte gezeigt werden, dass sich mit einem anti-
MIF Antikorper das Wachstum von Glioblastomzellen hemmen 1ésst. Wihrend sich
bei den LN18 Zellen nur geringe Effekte zeigten, liess sich das Wachstum der LN229
Zellen durch den Antikorper deutlicher beeinflussen. Diese Unempfindlichkeit der
LN18 Zellen fiir die MIF-Blockade kann in der hohen MIF-Expression dieser Zellen
im Vergleich zu LN229 begriindet sein. Wie auch bei den antisense MIF-Klonen
zeigte sich eine stédrkere Wirkung bei hohen Zelldichten. Die eingesetzten Mengen
an Antikoérper sind vergleichbar mit denen von anderen Gruppen [81, 86]. Ebenso
liegen die ereichten Proliferationsreduktionen (maximal 50%) im Bereich dessen, was
auch in anderen Studien beschrieben wurde.

Eine dritte Strategie zur Blockade der MIF-Wirkung auf die Zellen war die Hem-
mung der enzymatischen Aktivitdt von MIF durch einen spezifischen Inhibitor ISO-
1 [72]. Durch Zugabe von ISO-1 konnte in den LN229 Zellen eine Reduktion des
Wachstums von bis zu 60% erreicht werden. Eine Toxizitéit bei den eingesetzten
Konzentrationen (100pM - 1000pM) wurde nicht beobachtet. Vergleicht man diese
Konzentrationen mit der IC50 fiir die Hemmung enzymatische Aktivitdt von MIF
von 7pM, so féllt ein Unterschied um nahezu Faktor 100 auf. Man muss aber deutlich
hervorheben, dass in biologischen Systemen - wie der Zellkultur - andere Bedingun-
gen herrschen als in chemischen Reaktionsassays und dass die Zellen die M 6glichkeit
haben, durch Freisetzung von MIF aus intrazelluldren Speichern und Neusynthese
des Proteins die extrazelluldre MIF Konzentration massiv zu erhohen.

Bei allen drei untersuchten MIF-Blockierungsstrategien fallt auf, dass die stérks-
ten Effekte der MIF-Hemmung bei hohen Zelldichten erzielt wurden. Dies lésst den
Schluss zu, dass MIF ein wichtiger autokriner Faktor zur Uberwindung der - in nicht-

entarteten Zellen normalerweise vorhandenen - Kontaktinhibition in Tumorzellen ist.
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Eine indirekte Bestétigung dieser These fand sich in MIF-knockout Fibroblasten:
Im Vergleich zu Wildtyp-Zellen war die Proliferationsgeschwindigkeit reduziert und
die maximal erreichbare Zelldichte erheblich reduziert [93]. Desgleichen zeigten sich
die untersuchten MIF -knockout Fibroblasten resistenter gegen eine Ras-vermittelte
maligne Transformation und behielten ihre Kontaktinhibition bei, wohingegen sich
Wildtyp-Zellen einfacher transformieren liessen und ihre Kontaktinhibition verloren.
Da der Verlust der Kontaktinhibition eine zentrales Ereigniss in der malignen Trans-
formation von Zellen ist, ldsst sich spekulieren, ob die erhéhte Expression von MIF
in Tumoren und die daraus abgeleiteten klinischen Prognosen mit der Uberwindung
der Kontaktinhibition in Verbindung stehen [2, 68].

Der Einsatz von rekombinantem MIF zeigte in den untersuchten Zelllinien kei-
nen Effekt auf die Proliferation. Dies mag zum Teil an den hohen endogenen MIF-
Spiegeln der Zellen liegen. Nur bei den Fibroblasten - als nicht entartete Zellen
- findet sich eine Reaktion auf die Gabe von rekombinantem MIF; allerdings nur
unter Serumentzug. Bei normalen Kulturbedingungen mit 10% FCS im Medium fin-
det eine endogene Freisetzung von MIF durch Wachstumsfaktoren statt [81, 113] .
Durch zusétzliche MIF-Gabe liess sich kein weiterer Effekt erreichen, und es scheint,
dass sehr hohe MIF-Spigel eine antiproliferativen Effekt auf die Zellen haben. Ahn-
lich wie in den Versuchen mit embryonalen Mausfibroblasten [46] fand sich auch
in den humanen Fibroblasten bei der Proliferation ein glockenférmiger Verlauf der
Dosiswirkungskurve (Abb. 4.28). Die grofite Wachstumssteigerung erhéilt man bei
MIF-Konzentrationen um 50ng/ml, welches etwa den physiologischen Spiegeln ent-
spricht. Mit viel hoheren Konzentrationen lésst sich aber ein antiproliferativer Effekt
erzielen, der iiber die Bindung von MIF an Jab-1 vermittelt wird [57]. Ob die physio-
logische Funktion dieser Bindung an Jab-1 wirklich die Antiproliferation ist, bleibt
zu bezweifeln; viel eher kénnte es sich um eine negativen Feedback-Mechanismus der
MIF-Transkription handeln, da die Inaktivierung von Jab-1 die Aktivitéit von AP-1
hemmt, welches einer der wichtigsten Transkriptionsfaktoren auf dem MIF-Promoter
ist.

Viele Zytokine, die von aussen auf Zellen wirken, bedienen sich einer Vielzahl
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von Signaltransduktionswegen. Fiir MIF ist bisher in Tumoren die Aktivierung der
MAPK-Kaskade beschrieben worden [81, 97]. In dieser Arbeit wird zum ersten Mal
eine Aktivierung des Akt-Signalweges in LN229 Tumorzellen beschrieben. Bisher
war dies nur fiir Endothelzellen gezeigt worden. Die effektive Konzentration in bei-
den Systemen ist mit 50ng/ml MIF identisch. Interessanterweise verschiebt sich bei
langerer Inkubation (60 min) das Wirkungsmaximum zu niedrigeren Konzentration
- ein Hinweis darauf, dass langandauernde Aktivierungen eher bei niedrigeren MIF-
Mengen zu erwarten sind. Diese Untersuchungen sind allein in den LN229 Zellen
durchgefiihrt worden, da sich in den LN18 Zellen eine konstitutive Aktivierung des
Akt-Signalweges findet.

5.3 Modell der MIF-Wirkung in Tumoren

Im folgenden soll ein Modell dargestellt werden, wie - aufgrund des derzeitigen For-
schungsstandes und der eigenen Ergebnisse - die Expression und Funktion von MIF

in Tumoren zusammengefasst werden kann [Abb. 5.1].
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Abbildung 5.1: Schema der Regulation und Funktion von MIF in Tumorzellen
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Am Anfang steht die Induktion der MIF-Transkription durch Wachstumsfak-
toren und andere Serumproteine (FCS), bzw.durch verschiedene Zellstress-Stimuli.
Dieser MIF wird nun aus den Zellen freigesetzt und wirkt sowohl autokrin als auch
parakrin {iber einen noch nicht endgiiltig charakterisierten Zellmembranrezeptor auf
die sezernierende Zelle zuriick. Dort fithrt MIF zu einer Aktivierung der MAPK-
Kaskade und des Akt-Signalweges. Uber diese Signaltransduktion wird die Wirkung

auf Proliferation und Uberleben der Zellen vermittelt.

5.4 MIF Blockierung als Therapieoption bei Tumoren

Es finden sich in vielen Tumoren Effekte von MIF, die das Tumorwachstum und
die Progression der Tumorerkrankung begiingstigen. Von daher ist es naheliegend
sich die Blockierung von MIF als eine neue antitumortse Therapie vorzustellen. Es
ergeben sich vier mogliche Ansatzpunkte fiir die Wirkung einer anti-MIF-Therapie:

1. Direkte Proliferationshemmung der Tumorzellen

2. Aufhebung der durch MIF vermittelten Anti-Apoptose

3. Hemmung der Angiogenese in den Tumoren

4. Sensitivierung der Tumorzellen fiir Chemo- und Strahlentherapie
Fiir die Punkte 1.-3. sind bereits vielfiltige Versuche in verschiedenen Tumorzell-
linien in vitro durchgefiihrt worden. Ebenfalls haben sich in in-vivo-Modellen An-
haltspunkte fiir eine Wirksamkeit dieser ,, Angriffswege“ ergeben. Ein weiterer anti-
MIF-Effekt konnte iiber die Sensibilisierung der Tumorzellen fiir eine apoptosein-
duzierende Chemo- oder Strahlentherapie wirksam sein. Es wire moglich, dass die
Zellen auf die eingesetzten Therapeutika mit einer MIF-Synthese reagieren, um so
iiber einen anti-apoptotischen Effekt des MIFs dem Zellstress zu entgehen. Blockiert
man nun den entstehenden MIF, wiren die Zellen weniger resistent und man kénnte
mit niedrigeren Dosen mehr Zellen erreichen.

Um die Wirkung von MIF in Tumoren zu blockieren, gibt es verschiedene Strate-
gien. Die gentechnische Veréinderung von Tumorzellen durch antisense Transfektion
ist zwar ein gutes in vitro Modell, kann aber in vivo, oder gar in therapeutischer Ab-

sicht am Menschen schlecht angewandt werden. Einen besseren Ansatz bietet hier
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die Generierung MIF-spezifischer siRNAs, die auch in vivo in die Tumorzellen zu
injizieren wéren. Es bleibt auch die Moglichkeit iiber tumorspezifische virale Kon-
strukte genetisches Material in Zellen einzufiihren, aber auch hier ist die Forschung
noch nicht in der Lage, spezifisch Tumorzellen zu adressieren und gesundes Gewebe
zu schonen.

Die Verwendung von anti-MIF Antikorpern ist ein weiterer Ansatzpunkt zur Blo-
ckade von MIF, allerdings ist die Verabreichung von Fremdproteinen immer mit einer
Vielzahl von Problemen verbunden. Der meiner Ansicht nach erfolgsversprechendste
Ansatz ist die Blockade von MIF durch spezifische kleine Molekiile, die die enzyma-
tische und biologische Aktivitdt von MIF hemmen. In dieser Arbeit wurde erstmals
der MIF-Inhibitor ISO-1 an Tumorzellen getestet und erste positive Ergebnisse im
Hinblick auf eine Proliferationshemmung der Tumorzellen beobachtet.

Bei all diesen Strategien muss aber aber bedacht werden, wie normales Gewebe
auf eine Blockierung von MIF reagiert, wenn man sich die Vielzahl von Funktionen,
die MIF physiologischer Weise ausiibt, vor Augen hat. In den bisher durchgefiihr-
ten Untersuchungen im Mausmodell, bei denen MIF durch Antikérper bzw. Inhibitor
blockiert wurde, zeigten sich allerdings keine gravierenden Nebenwirkungen. Ob die-
ses ebenso fiir die Langzeitanwendung gilt, bleibt abzuwarten. Gerade im Hinblick
auf den immunsuppressorischen Effekt einer anti-MIF-Therapie und die mogliche
Abschwichung der korpereigenen Immunantwort gegen den Tumor, sollte dies in
ausreichend grofien Studien untersucht werden.

Die in vitro-Daten dieser Doktorarbeit legen eine wichtige Rolle fiir MIF in der
Tumorentstehung und Tumorprogression der Glioblastome nahe. Trotz aller noch
bestehender Schwierigkeiten in der Anwendung und noch unbekannter Nebenwir-
kungen zeigt sich doch, dass die Blockierung von MIF in Tumoren ein erfolgsver-
sprechendes Ziel fiir kiinftige Tumortherapien darstellt. Dieses Ziel gilt es in Studien
im Tiermodell weiterzuverfolgen, um die Wirkung der MIF-Blockade in komplexe-
ren biologischen Systemen zu untersuchen. Wenn diese Studien die Ergebnisse aus
der Zellkultur bestétigen, wire die therapeutische Anwendung am Menschen eine

logische Konsequenz. Fiir die Patienten, die am Glioblastom erkrankt sind, konn-
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te die Blockierung der MIF-Produktion des Tumors eine neue Perspektive in der

Behandlung dieser bisher therapierefraktéiren Tumore darstellen.
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Anhang A

Materialien

A.1 Losungen

Northern-Blot

Probencocktail:

750 pl Formamid, 150 ul (10x)MOPS, 240 pl Formaldehyd, 100 pl H2O, 100 pl
Glycerin, 80 pl Bromphenolblau

(10x)MOPS:

41,8 g 4-Morpholinopropansulfonsdure (200mM), 16,7 ml (3M)Natriumacetat
(50mM), 20 ml (0,5M)EDTA (10mM), ad 1 1 Aqua dest. , pH 7,0

(20x)SSC:

350,6 g NaCl, 176,4 g tri-Natrium-Citrat-Dihydrat, ad 2 1 Aqua dest. , pH 7,0
Methylen-Blau-Farbelosung:

0,5M Natriumacetat (pH 5,2), 0,04% Methylenblau

Prihybridisierungscocktail:

50 ml Formamid (100%), 25 ml (20x)SSC, 20 ml Blocking-Puffer (10%), 1 ml
N-Laurylsarcosin (10%), 100 ul SDS (20%), 3,9 ml Aqua dest.

Waschpuffer I:

50 ml (20x)SSC, 2,5 ml SDS (20%), 447,5 ml HyO

Waschpuffer II:

2,5 ml (20x)SSC, 2,5 ml SDS (20%), 495 ml HoO
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(10x)Maleinséurepuffer:

23,21 g Maleinsaure, 17,53 g NaCl, 16,06 g NaOH, ad 2 1 Aqua dest. , pH 7,5
(10%)Blockingpuffer:

10% Blocking-Reagenz (Boehringer, Mannheim), 90% Maleinséurepuffer
Reaktionspuffer:

5,84 g NaCl, 2 g MgCly x 6 H2O, 0,83 g Tris HCI, 11,58 g Tris-Base, ad 1 1 Aqua
dest. , pH 9,5

Amidoblack-Assay

Fixierungslosung nach Vilcek:

10% Formalin, 9% Essigsiure 0,1 M Natriumacetat, 200 ml 37% Formalin, 48,6 ml
Eisessig, 291,4 ml Aqua dest., 4,4g Natriumacetat

Farbelosung nach Vilcek:

90 ml Eisessig, 910 ml Aqua dest., 8,2 ¢ Natriumacetat, 1,0 g Amidoschwarz
Waschlosung;:

7 Tropfen 10 M HCI auf 0,5 1 Aqua dest.

OPD-Puffer
Substratpuffer:
7,3 g Zitronensdure x HoO, 11,87 g NasHPOy4 x 2 H2O, ad 11 Aqua dest. , pH 5,0

Sonstige

PBS(10x):

2,0 g KCI, 2,0 g KHoPOy, 80,0 g NaCl 11,5 g NaHoPOy, ad 1 1 Aqua dest. , pH 7,4
TBS(10x):

12,11 g Tris/Base, 87,66 g NaCl, ad 1 1 Aqua dest. , pH 7,6
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A.2 Chemikalien und Einwegartikel

Chemikalien

Merck, Darmstadt:

DMSO, LiCl, Chloroform, Formaldehyd, Essigsdure, tri-Natrium-Citrat-Dihydrat,
Bromphenolblau, (3M)Natriumacetat, Zitronenséure x HoO, MgCl, HoO9
Riedel de Haen, Seelze:

Isopropanol, Ethanol, Methanol, Formamid

Serva, Heidelberg:

Triton X 100, Tween 20, TBS, Glycerin, N-Laurylsarcosin

Roth, Karlsruhe:

BSA, EDTA, SDS

ICN, Aurora, USA:

MOPS, Maleinsaure, Tris HCI

Sigmad&zAldrich, Saint Louis, USA:

Methylenblau, Amidoschwarz

Topfer, Dietsmannsried:

Trockenmilch

Einwegartikel

Greiner, Frickenhausen:

Pipetten (5ml, 10ml)

Eppendorf, Hamburg:

Pipettenspitzen, Eppendorfreaktionsgefifie

Costar Corporation, Cambridge, USA:

Zellkulturflaschen (25cm?,75¢m?,162cm?)

Falcon, B&D, Franklin Lanes, USA:

Zellkulturgefiafie (96-well, 6-well), 10er Petrischalen, Falconréhrchen (15ml, 50ml)



Anhang B

Abkiirzungen und Einheiten

B.1 Abkiirzungen

as
BrdU
BSA
bzw.
CcT
DMEM
DMSO
DNA
DTH
EDTA
EGFP
EGRFR
ELISA
FCS
FGF
GB

Osterreich

antisense

Brom Desoxyribo Uridine

Bovine Serum Albumin
beziehungsweise

Computertomographie

Dubeccos Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid

Desoxyribo Nucleic Acid

Delayed Type Hypersensitivity Reaction
Ethylenediaminetetraacetic acid
Enhanced Green Fluorescent Protein
Epidermal Growth Factor Receptor
Enzyme Linked Immunosorbened Assay
Fetal Calf Serum

Fibroblast Growth Factor

Grossbritannien
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HRP
HUVEC

IgG
LDH
MIF
MOPS
MRT
NaOH
PBS
PCR
PDGF
PDGFR
PI3
PKB
PTEN
rec.
RNA
RT
SDS
SSC
Std.
TBS
TGF
USA
VEGF
WHO

wt

Horse Radish Peroxidase

Human Umbilical Veine Endothelial Cell
Italien

Immunglobulin G

Laktatdehydrogenase

Macrophage Migration Inhibitory Factor
Morpholinepropansulfonséure
Magnetresonanztomographie

Natrium Hydroxid

Phosphate Buffered Saline

Polymerase Chain Reaction

Platelet Derived Growth Factor

PDGF Receptor

Phophatidylinositol-3 Kinase

Proteinkinase B
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Phosphatase and tensin homolog-mutated in multiple advanced cancers

recombinant

Ribo Nucleic Acid
Raumtemperatur

Sodium Dodecyl Sulfate
Standard Sodium Citrate
Standard

Tris Buffered Saline
Transforming Growth Factor
United States of America
Vascular Endothelial Growth Factor
World Health Organisation

wildtyp
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B.2 Einheiten

g Gramm

g* Gravitation
°C Grad Celsius
h Stunden

kD Kilodalton
M Mol

min Minuten

ml Milliliter
mM Millimol

mV Millivolt

g Mikrogramm
ul Mikroliter
ng Nanogramm
nm Nanometer
rlu Relative Light Units
S Sekunden

A Volt
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Zusammenfassung

Die Funktion des Makrophagen Migrations Inhibitions Faktor [MIF| wurde zuerst
im Immunsystem beschrieben. Erst in den letzten Jahren wurde auch erkannt, dass
MIF eine wichtige Rolle bei der Tumorentstehung und Tumorprogression spielt. Aus-
gehend von dem Befund einer erhéhten MIF Expression in Gewebeschnitten von Pa-
tienten mit dem Gehirntumor Glioblastom stellte sich die Frage nach der Regulation
und Funktion von MIF in diesen Tumoren. Diese Promotionsarbeit untersucht diese
Fragestellung im Zellkulturmodell an verschiedenen humanen Glioblastomzelllinien.

Nachdem in anderen Studien bereits eine Rolle von MIF als Angiogenesefak-
tor fiir Tumore beschrieben wurde, sollte nun in der Zellkultur die Regulation von
MIF unter Zellstress untersucht werden. Die Glioblastom-Kulturen wurden - als Si-
mulation der mangelnden Blut- und Nahrstoffversorgung von in vivo wachsenden
Tumoren - hypoxischen und hypoglykdmischen Kulturbedingungen ausgesetzt. Es
zeigte sich eine deutliche Induktion von MIF mRNA in den Tumorzellen und eine
Freisetzung von MIF-Protein in den Kulturiiberstand unter beiden Stressbedingun-
gen. In primiren humanen Fibroblasten - als nicht-entartete Kontrollzellen - war
diese Zellstress-induzierte Regulation von MIF nicht zu beobachten.

In den Tumorzellen fand sich auch eine hohe basale Expression von MIF. Mithil-
fe einer gentechnischen Veréinderung der LN18 Tumorzellen durch Integration einer
MIF-Antisense cDNA konnte die MIF-Proteinexpression in diesen Zellen verringert
werden. Diese generierten MIF-Antisense-Klone wuchsen langsamer als die Kontroll-
und Wildtyp-Zellen. Interessanterweise zeigte sich dieser Effekt um so deutlicher je
dichter die Zellkulturen waren. Ausserdem erreichten die Antisense-Klone eine ge-
ringere maximale Zelldichte im Langzeitwachstum. Ein &hnliches Ergebnis liess sich
durch Blockade von MIF mit MIF-Antikérpern und durch den Einsatz eines Inhibi-
tors, der an den enzymatischen Bereich von MIF bindet, erreichen. Passend zu diesen
Ergebnissen fand sich eine zelldichteabhéngige Expression von MIF in den Tumor-
zellen. Die exogene Zufuhr von rekombinantem MIF fiihrte zu keiner Steigerung der

Proliferationrate in den Tumorzellen; allerdings zeigte sich eine Wachstumsindukti-
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on in ruhenden, Kontakt-inhibierten priméren Fibroblasten. Diese Beobachtungen
zeigen einen direkten proliferativen Effekt von MIF auf die Zellen und bieten eine
Erklérung fiir die Uberwindung der Kontaktinhibition in den Tumorzellen.

Im Hinblick auf die Entwicklung neuer Strategien fiir die Behandlung von Glio-
blastomen ist MIF ein erfolgversprechendes, therapeutisches Ziel. In seiner dua-
len Funktion als direkter Wachstumsfaktor fiir die Tumorzellen mit Wirkung auf
die Kontaktinhibition und als Angiogenesefaktor fiir die Tumorprogression bietet er
einen gemeinsamen Angriffpunkt zur Beeinflussung der beiden wichtigsten Mecha-

nismen des unkontrollierten Tumorwachstums.
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