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1   Einleitung 
 

1.1   Glioblastoma multiforme 

 

Das Glioblastoma multiforme stellt den häufigsten und gleichzeitig aggressivsten malignen 

Gehirntumor Erwachsener dar (Piperi et al., 2010) und gehört zur heterogenen Gruppe der 

Gliome. Als Gliome werden primäre Tumoren des Zentralnervensystems bezeichnet. Sie 

machen 30-40% aller intrakraniellen Tumoren aus (Schneider et al., 2010), entstehen am 

häufigsten aus dem Stütz- und Nährgewebe der Neurone, der Glia, und werden auf 

histologischer, immunhistochemischer und ultrastruktureller Grundlage als Astrozytome, 

Oligodendrogliome, Oligoastrozytome oder Glioblastome klassifiziert (Furnari et al., 2007). 

Klassifikations- und Gradingkriterien für astrozytische Neoplasien wurden in den 

vergangenen 80 Jahren beginnend mit den Klassifikationsschemata nach Bailey und Cushing, 

über Kernohan (Kernohan et al., 1949), Ringertz (Ringertz, 1950), Nelson (Nelson et al., 

1985) und St. Anne-Mayo (Daumas-Duport et al., 1988; Kim et al., 1991) bis zur 

Weltgesundheitsorganisation (Louis et al., 2007) periodisch verfeinert. Heutzutage werden 

Gliome anhand ihrer histopathologischen Charakteristika und klinischen Präsentation durch 

die Weltgesundheitsorganisation in vier Grade eingeteilt (Louis et al., 2007). Grad I Tumoren 

sind biologisch benigne und können geheilt werden, wenn eine chirurgische Resektion 

möglich ist (Furnari et al., 2007). Bei Grad II Tumoren handelt es sich um niedriggradige 

maligne Neoplasien, welche einer lang andauernden Behandlung bedürfen und aufgrund 

früher diffuser Infiltration des umgebenden Gehirngewebes nicht allein durch Resektion 

heilbar sind (Furnari et al., 2007). Zellen der niedriggradigen Gliome (I und II) sind gut 

differenziert und zeigen eine histologische Ähnlichkeit zu Astrozyten und Oligodendrozyten. 

Grad III Tumoren sind durch eine erhöhte Anaplasie und Proliferation sowie eine geringere 

Heilungsrate verglichen mit Grad II Tumoren charakterisiert. Grad IV Tumoren zeichnen sich 

schließlich durch aggressive Malignitätscharakteristika, eingeschlossen vaskulärer 

Proliferation und Nekrosen, aus (Furnari et al., 2007). Das Glioblastoma multiforme ist ein 

Grad IV Tumor und repräsentiert annähernd 25% aller Gehirntumoren bei Erwachsenen 

(Brennan et al., 2009). 5-10% aller Glioblastome sind zum Zeitpunkt der Diagnose bereits 

multifokal (Schneider et al., 2010). Kennzeichnend sind eine hohe zelluläre Proliferationsrate, 

diffuse Infiltration, Anwesenheit von Nekrosen, Angiogenese, mikrovaskuläre Hyperplasie, 

Apoptoseresistenz und genomische Instabilität (Brat et al., 2002; Furnari et al., 2007; 
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Kleihues et al., 2000). Die nekrotischen Zentren sind typischerweise von hyperzellulären 

Zonen umgeben, welche als Pseudopallisaden imponieren (Abbildung 1.1) (Barker et al., 

1996; Burger and Vollmer, 1980).  

A

B C
 

Abbildung 1.1: Makroskopische und histologische Bilder eines Glioblastoma multiforme. Makroskopisch 

imponiert das Glioblastoma multiforme vielgestaltig mit Nekrosen und Hämorraghien (A). Neben einem 

histologischen Überblick über das Glioblastomgewebe (B) ist eine für das Glioblastoma multiforme 

charakteristische Nekrose mit perinekrotischen Pseudopallisaden von Tumorzellen dargestellt (C). HE-Färbung, 

Vergr. 20x. Die makroskopische Abbildung wurde aus „Neuropathology – An illustrated interactive course for 

medical students and residents“ von Dr. Dimitri P. Agamanolis, Akron Children’s Hospital, Northeast Ohio 

Medical University (http://neuropathology-web.org/), entnommen. Die histologischen Bilder entstammen der 

Sammlung des Instituts für Pathologie der Ernst-Moritz-Arndt-Universität Greifswald, mit freundlicher 

Genehmigung von Frau PD Dr. Vogelgesang. 

 

Glioblastome präsentieren eine intratumorale Heterogenität auf zytopathologischer, 

transkriptioneller und genomischer Ebene (Furnari et al., 2007). Die Glioblastomzellen 

infiltieren in das umgebende Parenchym und zerstören die funktionelle Architektur des 

Gehirns. Klinische Konsequenzen können zum einen lokal bedingt sein, wie Schwäche, 

Verlust der Somatosensorik, des Visus oder Aphasie, oder global wie Kopfschmerzen, 

Übelkeit, Erbrechen oder beeinträchtigtes Bewusstsein (Barcellos-Hoff et al., 2009; 

Fomchenko and Holland, 2005; Schneider et al., 2010). Gewöhnlich sind Glioblastome von 

einem ausgedehnten Ödem der weißen Substanz umgeben (Schneider et al., 2010). Allen 
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Glioblastomen gemeinsam ist eine schlechte Prognose. Dies wird insbesondere daran 

deutlich, dass das mediane Überleben nach Diagnosestellung trotz einer multimodalen 

Therapie bestehend aus einer Kombination von Resektion, Radiotherapie und Chemotherapie 

mit Temozolomid bei 14,6 Monaten liegt. Die 2-Jahresüberlebensrate beträgt bei Patienten 

mit Glioblastom nur 26,5 % (Stupp et al., 2005). 

 

Auf der Basis der klinischen Präsentation werden Glioblastome zudem in primäre und 

sekundäre Glioblastome unterteilt. Primäre Glioblastome entstehen meist im höheren 

Lebensalter, während sekundäre Glioblastome seltener sind und vorzugsweise bei Patienten 

vor dem 45. Lebensjahr auftreten. Primäre Glioblastome entstehen de novo ohne Hinweise auf 

frühere Symptome bzw. eine klinische Vorgeschichte oder auf einen vorangegangenen, 

niedriggradigen Tumor. Im Gegensatz dazu leiten sich sekundäre Glioblastome stets über eine 

progressive Transformation von niedriggradigen Astrozytomen ab. So gehen etwa 70% der 

Grad II Tumoren innerhalb von 5-10 Jahren nach Diagnosestellung in eine Grad III/IV 

Erkrankung über. Bemerkenswerterweise lassen sich primäre und sekundäre Glioblastome 

trotz ihrer unterschiedlichen klinischen Entwicklungsgeschichte weder morphologisch noch 

klinisch unterscheiden. Nur gemäß ihres genomischen Profils sind die beiden Subtypen über 

unterschiedliche Transkriptionsmuster und wiederkehrend auftretende Aberrationen der DNA 

voneinander differenzierbar (Abbildung 1.2) (Maher et al., 2006; Phillips et al., 2006). Die 

Heterogenität von Glioblastomen insgesamt spiegelt sich auch in den genomischen 

Veränderungen und der Expression einer ausgedehnten Vielfalt von Genen wider (Parsons et 

al., 2008). So finden sich unter anderem eine Dysregulation in Wachstumsfaktorsignalwegen 

wie Überexpression  und Aktivierung von Rezeptortyrosinkinasen (RTK), die Aktivierung 

des Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)-Signalwegs und eine Inaktivierung des p53- und 

des Retinoblastomasuppressor-Signalwegs (Furnari et al., 2007).  
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Abbildung 1.2: Genetische Signalwege für primäre (de novo) und sekundäre Glioblastome. LOH 10q findet sich 

häufig sowohl bei primären als auch bei sekundären Glioblastomen. TP53-Mutationen sind frühe und häufige 

Veränderungen, die zu der Entwicklung sekundärer Glioblastome führen. Mit (*) sind diejenigen genetischen 

Veränderungen gekennzeichnet, die sich signifikant in der Häufigkeit ihres Auftretens zwischen primären und 

sekundären Glioblastomen unterscheiden. Die Abbildung wurde aus der Publikation „Genetic Pathways to 

Primary and Secondary Glioblastoma“ von H. Ohgaki und P. Kleihues entnommen (Ohgaki and Kleihues, 2007). 

 

Überdies konnten durch Genexpressionsanalysen vier molekulare Subklassen des 

Glioblastoma multiforme aufgrund differenter transkriptioneller Signaturen identifiziert 

werden, die als Klassisch, Mesenchymal, Proneural und Neural (Verhaak et al., 2010) 

bezeichnet wurden. Jeder dieser Subtypen ist mit spezifischen transkriptionellen 

Veränderungen assoziiert. Im klassischen Subtyp findet sich eine Amplifikation des 

Chromosom 7 gepaart mit einem Verlust von Chromosom 10. Daneben lässt sich in 97% der 

Glioblastome des klassischen Subtyps eine starke Epidermal Growth Factor Receptor 

(EGFR)-Amplifikation nachweisen (Verhaak et al., 2010). Der mesenchymale Subtyp 

zeichnet sich durch fokale hemizygote Deletionen in der 17q11.2-Region aus, welche das 

Neurofibromatose Typ 1-Gen (NF1) enthält, sodass Tumoren dieses Subtyps eine verringerte 

Expression des Tumorsuppressors NF1 aufweisen (Verhaak et al., 2010). Der proneurale 

Subtyp zeigt eine erhöhte Expression des Platelet-derived Growth Factor Receptor Typ A 
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(PDGFRA) und Punktmutationen des Isocitrat Dehydrogenase 1 (IDH1)-Gens. Für den 

neuralen Subtyp ist schließlich die Expression der Neuronenmarker Neurofilament, leichtes 

Polypeptid (NEFL), Gamma-Aminobuttersäure A Rezeptor Alpha 1 (GABRA1), 

Synaptotagmin 1 (SYT1) und SLC12A5 kennzeichnend (Brennan et al., 2009; Phillips et al., 

2006; Verhaak et al., 2010).  

Die verschiedenen molekularen Veränderungen und damit einhergehende Subklassifizierung 

der Glioblastome machen die Notwendigkeit eines Wandels des aktuellen, standardisierten 

klinischen Management des heterogenen Glioblastoma multiforme zu einer zielgerichteten 

Behandlung der molekularen Subgruppen deutlich.  

 

 

1.2   Therapie des Glioblastoma multiforme 

 

Der Goldstandard der Therapie des Glioblastoma multiforme besteht derzeit aus einer 

Kombination von chirurgischer Resektion und nachfolgender adjuvanter Radio- und 

Chemotherapie (Parsons et al., 2008). Die Standardmethode der mikrochirurgischen 

Resektion ist mit einer operativen Mortalität von weniger als 2% und einer permanenten 

neurologischen Morbidität von weniger als 5% assoziiert (Schneider et al., 2010). Eine R0-

Resektion ist für das Glioblastom praktisch unmöglich, da die Gliomzellen das den Tumor 

umgebende Gehirngewebe infiltrieren. Aus diesem Grund ist auch nach einer radikalen 

Tumorresektion stets eine weiterführende Behandlung angezeigt (Schneider et al., 2010). An 

die Resektion schließt sich die postoperative Radiotherapie begleitet von einer Chemotherapie 

mit Temozolomid an. Im Rahmen der Radiotherapie wird eine Gesamtdosis von 55-60 Gray 

(Gy) in Fraktionen von 1,8 bis 2 Gy fokussiert auf das Tumorzielvolumen mit einem 

Dosisabfall zum umgebenden Gehirngewebe appliziert (Laperriere et al., 2002). Das Alkylans 

Temozolomid wird gleichzeitig mit der Radiotherapie als adjuvante Chemotherapie 

verwendet (Stupp et al., 2005; Wen and Kesari, 2008). Diese Kombinationstherapie hat das 

mediane Gesamtüberleben der Patienten von 12,1 auf 14,6 Monate angehoben (Stupp et al., 

2005). Bei Temozolomid handelt es sich um ein orales, die DNA methylierendes Agens, 

welches eine relativ geringe Häufigkeit unerwünschter Wirkungen aufweist (Fueyo et al., 

2011). Temozolomid erzielt signifikante zytotoxische Effekte an den Tumorzellen durch die 

Methylierung der O6-Position des Guanins in der DNA. Die entstehenden DNA-Addukte 

können jedoch durch das Reparaturenzym O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase 

(MGMT), welches in unterschiedlichem Ausmaß in Glioblastomen exprimiert wird, beseitigt 
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werden. Die Applikation von Temozolomid hat vermutlich eine Sensibilisierung der 

Tumorzellen gegenüber der Radiotherapie zur Folge (Stupp et al., 2005). Bisher besteht keine 

akzeptierte Standardbehandlung für Patienten mit Rezidiv nach vorangegangener 

Radiochemotherapie. Die Behandlungsoptionen hängen von der vergangenen Zeit nach der 

letzten Therapie, dem Allgemein- und neurologischen Zustand des Patienten und dem Bedarf 

hoher Dosen von Corticosteroiden ab (Tabatabai et al., 2010). Als Option der 

chemotherapeutischen Behandlung kommt eine erneute Gabe von Temozolomid in Betracht 

(Wick et al., 2009). 

Zudem wurden einige zielgerichtete Therapien in Studien für maligne Gliome getestet, derzeit 

ist aber nur Bevacizumab (Avastin) durch die amerikanische Food and Drug Administration 

(FDA) für die Behandlung von Glioblastomen zugelassen (Friedman et al., 2009; 

Vredenburgh et al., 2007a; Vredenburgh et al., 2007b). Bevacizumab stellt einen 

monoklonalen Antikörper dar, der den Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) inhibiert 

(Ferrara et al., 2004). Trotz der genannten Therapieoptionen besteht bislang keine 

therapeutische Möglichkeit, das Gesamtüberleben von Glioblastompatienten über 15 Monate 

nach der Diagnosestellung hinaus zu verlängern. 

 

 

1.3   Bedeutung von Stammzellen in der Genese von Glioblastomen 

 

Aufgrund der hohen Therapieresistenz von Gliomen und dem trotz multimodaler Therapie 

nicht wesentlich veränderten Gesamtüberleben der Patienten (Deorah et al., 2006; Lathia et 

al., 2011) liegt weiterhin der Fokus auf der Suche nach spezifischen Zielstrukturen, die für 

eine zukünftige erfolgreiche Therapie von Bedeutung sein könnten. In den vergangenen 

Jahren sind Stammzellen als mögliche Urheber der Genese von Gliomen in den Vordergrund 

der wissenschaftlichen Untersuchungen getreten (Huang et al., 2010). Diesen 

Tumorstammzellen wird die Fähigkeit zur Tumorinitiation und Repopulation zugesprochen 

(Lapidot et al., 1994; Schatton et al., 2008). Sie teilen mit normalen Stammzellen zahlreiche 

Charakteristika. So sind sie in der Lage, sich selbst zu erneuern, in viele unterschiedliche 

Zelltypen zu differenzieren und ihre Proliferationsfähigkeit beizubehalten (Bao et al., 2006; 

Frank et al., 2010; Heddleston et al., 2010; Huang et al., 2010; Park and Rich, 2009; Reya et 

al., 2001; Rosen and Jordan, 2009; Vescovi et al., 2006). Bereits in Tumoren 

unterschiedlicher Gewebe des Körpers, wie akuter myeloischer Leukämie (Bonnet and Dick, 

1997), Mammakarzinom (Harrison et al., 2010), Prostatakarzinom (Patrawala et al., 2006), 
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Kolonkarzinom (O'Brien et al., 2007; Ricci-Vitiani et al., 2007) und Adenokarzinom des 

Pankreas (Li et al., 2007), konnten Tumorstammzellen identifiziert werden. In bisherigen 

Studien konnte gezeigt werden, dass Tumorstammzellen in unterschiedlichen Tumorentitäten 

Resistenzen gegen aktuell eingesetzte Therapien, einschließlich Radio- (Piao et al., 2011) und 

Chemotherapie (Ma et al., 2008), vermitteln. Ebenfalls in Tumoren des Zentralnervensystems, 

wie pädiatrischen Medulloblastomen und Gliomen (Hemmati et al., 2003; Singh et al., 2003) 

und adulten Glioblastomen (Liu et al., 2006a; Singh et al., 2003; Singh et al., 2004; Yuan et 

al., 2004), konnten Tumorstammzellen nachgewiesen werden. Glioblastomstammzellen 

(Glioma Stem Cells, GSCs) können über Membranoberflächenmarker, wie Nestin, die typisch 

für neurale Stammzellen sind, identifiziert werden (Dirks, 2008; Galli et al., 2004; Vescovi et 

al., 2006). Nestin gehört zur Gruppe VI der Intermediärfilamente. Es wird in Stammzellen des 

Zentralnervensystems von Säugetieren während der Entwicklung produziert (Zimmerman et 

al., 1994). Wenn die Differenzierung einer Zelle beginnt und sie aus dem Zellzyklus 

ausscheidet, wird Nestin herunterreguliert (Cattaneo and McKay, 1990).   

GSCs sind in von Pseudopallisaden umgebenen nekrotischen Regionen und mikrovaskulären 

Proliferationszonen (auch perivaskuläre Nischen genannt) innerhalb der Glioblastome 

lokalisiert und interagieren mit den Endothelzellen der benachbarten Kapillaren (Calabrese et 

al., 2007; Charles and Holland, 2010). Sie besitzen wie neurale Stammzellen die Fähigkeit zur 

Selbsterneuerung (Liu et al., 2006a). Über den Neurosphären-Assay kann die Stammzell-

Selbsterneuerung evaluiert werden, indem die Fähigkeit der Zellen, welche von einer 

primären Neurosphäre isoliert wurden, neue Neurosphären zu bilden, untersucht wird (Das et 

al., 2008). Neurosphären sind schwimmende Strukturen, die durch die Dissoziation von 

Gehirngewebe in einzelne Zellen in einem speziellen Medium entstehen. Dabei entwickeln 

sich die Neurosphären-Strukturen durch klonale Expansion einer Stammzelle, deren 

Nachkommen zusammenhaftend eine dreidimensionale Neurosphäre bilden (Abbildung 1.3) 

(Das et al., 2008).  
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Abbildung 1.3: Darstellung von durch Glioblastomstammzellen (GSCs) gebildeten Neurosphären. Die GSCs 

wurden aus einer chirurgischen Glioblastomprobe isoliert. Die Abbildung wurde aus der Publikation „Cancer 

stem cells in glioblastoma – molecular signaling and therapeutic targeting“ von Z. Huang entnommen (Huang et 

al., 2010). 

 

GSCs differenzieren in neuronale, astrozytische und oligodendrogliale Zellen (Liu et al., 

2006a). Sie zeichnet ein aggressiver, invasiver Phänotyp aus (Huang et al., 2010) und sie 

besitzen wie Stammzellen anderer Tumorentitäten die Fähigkeit, Resistenzen gegen Radio- 

(Bao et al., 2006; McCord et al., 2009b) und Chemotherapie (Bleau et al., 2009; Liu et al., 

2006a) zu vermitteln. Dabei bewirken GSCs eine Resistenz gegen die Chemotherapeutika 

Temozolomid, Carboplatin, Etoposid und Taxol (Liu et al., 2006). Eine Grundlage der 

Chemoresistenz stellt die Überexpression von ATP-Binding Cassette Transportern (ABC-

Transportern) wie ABCG2 in GSCs dar, da die Transporter in der Lage sind, die Arzneimittel 

aus der Zelle herauszubefördern (Dean et al., 2005). Neben dem Efflux von Arzneimitteln 

sind die Transporter in der Lage, fluoreszierende Farbstoffe wie Hoechst 33342 aus der Zelle 

zu entfernen. Stammzellen können daher basierend auf dem ABCG2-vermittelten Efflux des 

Hoechst-Farbstoffs als sogenannte Side Population über Durchflusszytometrie identifiziert 

werden (Bleau et al., 2009; Goodell et al., 1996). Der Nachweis der Side Population ist somit 

eine weitere Möglichkeit, den Anteil der GSCs in einer Tumorzellpopulation zu bestimmen 

und gezielt zu untersuchen.  

Zur Resistenz gegenüber Radiotherapie tragen GSCs durch eine Aktivierung der „DNA 

Damage Checkpoint“-Antwort bei (Bao et al., 2006). Die Fraktion der GSCs nimmt nach der 

Radiotherapie in Gliomen zu. Zudem überleben überproportional mehr GSCs sowohl in 

Zellkultur als auch in Gehirnen immunsupprimierter Mäuse eine Bestrahlung mit 

ionisierenden Strahlen im Vergleich zu den meisten anderen Tumorzellen (Bao et al., 2006). 
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Da Radiotherapie die Tumorzellen primär durch eine Schädigung der DNA angreift (Prise and 

O'Sullivan, 2009), spielt die „DNA Damage Checkpoint“-Antwort eine essentielle Rolle in 

der zellulären Radiosensitivität (Momcilovic et al., 2009). GSCs aus humanen 

Xenograftgliomen aktivieren die Phosphorylierung des Ataxia-Telangiectasia-Mutated-Gens 

(ATM) sowie von Rad17, Chk1 und Chk2 Checkpointproteinen signifikant stärker als andere 

Tumorzellen, wodurch deutlich wird, dass GSCs eine stärkere Checkpointaktivierung als 

Antwort auf einen DNA-Schaden zeigen (Bao et al., 2006). 

Da fraktionierte Radiotherapie und die Applikation des Alkylans Temozolomid als auf die 

chirurgische Resektion folgende Therapieprinzipien derzeit von zentraler Bedeutung für die 

Behandlung des Glioblastoma multiforme sind und eine Resistenz von GSCs gegen diese 

Therapieformen eine erhebliche prognostische Relevanz hat, ist von besonderem Interesse, 

welche Signalwege in den Glioblastomstammzellen im Vergleich zu der weniger resistenten 

Hauptmenge der Tumorzellen aktiviert sind.  

 

 

1.4   Besonderheiten von Signalwegen in Glioblastomstammzellen 

 

Glioblastomstammzellen unterscheiden sich von der Hauptmenge an Tumorzellen durch eine 

erhöhte Expression von Entwicklungssignalwegen, wie dem Sonic Hedgehog- (Bar et al., 

2007), dem Notch-Signalweg (Fan et al., 2006) sowie den Stammzelltranskriptionsfaktoren 

Sox2, Oct4 und Nanog.  

Der HMG-box Transkriptionsfaktor Sox2, der POU Transkriptionsfaktor Oct4 und der 

Transkriptionsfaktor Nanog sind wichtige Komponenten im Netzwerk der Stammzell-

Signaltransduktion und spielen eine entscheidende Rolle in der Aufrechterhaltung 

embryonaler und somatischer Stammzellen (Ellis et al., 2004; Fong et al., 2008; Loh et al., 

2006; Tay et al., 2008). Sie sind zentrale Faktoren für die Reprogrammierung der 

Genexpression und die Generierung von induzierbaren pluripotenten Stammzellen (Park et 

al., 2008; Takahashi and Yamanaka, 2006). Sox2, Oct4 und Nanog werden in humanen 

Gliomen exprimiert und ihr Expressionsgehalt korreliert positiv mit dem Malignitätsgrad der 

Tumoren (Ben-Porath et al., 2008; Guo et al., 2011). So zeigen Glioblastome eine signifkante 

Anreicherung der drei Transkriptionsfaktoren im Vergleich zu niedriggradigeren Gliomen 

(Ben-Porath et al., 2008). 

Sox2 wird zudem in Stammzellen des embryonalen und adulten Gehirns wie auch GSCs 

exprimiert (Bylund et al., 2003; Gangemi et al., 2009; Holmberg et al., 2011). Eine miRNA-
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vermittelte „Down“-Regulation von Sox2 in von humanen Glioblastomen stammenden 

Neurosphärenkulturen mindert ihre Proliferation und die Fähigkeit erneut einen Tumor zu 

bilden (Gangemi et al., 2009). Zudem verringert ein Verlust der Sox2-Funktion die Fähigkeit 

zur Selbsterneuerung in humanen Gliomzellen (Gangemi et al., 2009). Oct4, welches 

ebenfalls für die Selbsterneuerung und die Pluripotenz embryonaler Stammzellen von großer 

Bedeutung ist (Nichols et al., 1998), wird im adulten Gehirn nicht exprimiert, kann aber in 

hochgradigen Gliomen nachgewiesen werden (Du et al., 2009). Darüber hinaus werden 

„Downstream Targets“ von Oct4 in hochgradigen Gliomen häufiger überexprimiert als in 

niedriggradigen Gliomen (Ben-Porath et al., 2008). Nanog wird ebenfalls in Gliomen 

überexprimiert und zeigt eine enge Verknüpfung zu undifferenzierten Gliomzellen in vivo und 

in vitro (Niu et al., 2011). Es moduliert die Bildung von Gliomsphären sowie Proliferation 

und Eigenschaften der CD133+ Stammzellen (Zbinden et al., 2010). Ein „Knockdown“ von 

Sox2, Oct4 oder Nanog mittels spezifischer shRNAs vermindert den 

Glioblastomstammzellphänotyp und induziert die Differenzierung der Stammzellen. Ein 

spezifisches Abschalten führt also zur Differenzierung von Glioblastomstammzellen und trägt 

somit zur Elimination der Glioblastomstammzellpopulation bei (Huang et al. 2010). Über die 

Regulation der Transkriptionsfaktoren ist bereits aus embryonalen Stammzellen bekannt, dass 

sich Sox2 und Oct4 gegenseitig positiv regulieren, indem sie an das zusammengesetzte Sox-

Oct-Element im Enhancer beider Gene binden können (Chew et al., 2005). Zudem können 

Sox2 und Oct4 Nanog über ein zusammengesetztes Sox-Oct Cis-regulatorisches Element im 

Nanog-Promotor in humanen wie auch murinen embryonalen Stammzellen regulieren (Rodda 

et al., 2005). 

In Glioblastomzellen wird Sox2 durch Oct4 reguliert, dabei bindet Oct4 direkt an die 

Enhancerregion des Sox2-Gens und beeinflusst auf diese Weise die Sox2-Expression in 

Gliom-initiierenden Zellen positiv (Ikushima et al., 2011). Nanog wird sowohl in neuralen 

Stammzellen als auch in Gliomen durch den Hedgehog-GLI-Signalweg reguliert (Po et al., 

2010; Zbinden et al., 2010) und beeinflusst wiederum die Funktion von GLI1 (Zbinden et al., 

2010). Zur Regulation von Oct4 in Glioblastomstammzellen und zu weiteren regulierenden 

Faktoren dieser Stammzelltranskriptionsfaktoren ist bisher wenig bekannt. Auf der Suche 

nach weiteren Regulatoren konnten im Promotor des Sox2-Gens bereits zwei mögliche 

Bindungsstellen für Mitglieder der ETS-Familie gefunden werden (Wiebe et al 2000). Zu 

dieser Familie von Transkriptionsfaktoren gehört unter anderem der Myeloid ELF-1-like 

Factor (MEF). Zudem zeigte eine Analyse mit dem Programm http://genome.ufl.edu/mapper 

Bindungsstellen für MEF im Promotor von Sox2 und Nanog.  
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1.5   Transkriptionsfaktor MEF 

 

Bei dem Myeloid ELF-1-like Factor (MEF), auch E74-like Factor 4 (ELF4) genannt, handelt 

es sich um ein Mitglied der ETS (E twenty six)-Familie von Transkriptionsfaktoren 

(Lacorazza and Nimer, 2003; Miyazaki et al., 2001). Die ETS-Familie ist nach dem E26 (E 

twenty six) leukämischen Virus benannt, welches ein Onkoprotein exprimiert, das durch 

Fusion der Proteine Gag, Myb und Ets entsteht. Diese Proteine sind charakterisiert durch die 

Präsenz der ETS-Domäne (einer konservierten 84 Aminosäuren umfassenden Region), 

welche an eine DNA consensus-Sequenz bindet, die aus einem zentralen GGAA-Kern und 

einem Helix-Turn-Helix-Motiv besteht (Lacorazza and Nimer, 2003; Sementchenko and 

Watson, 2000; Sharrocks et al., 1997). Gemäß der Homologie der ETS-Domäne wurden die 

Proteine in unterschiedliche Subfamilien eingeteilt (ETS, ERG, ELF, SPI, YAN) (Lacorazza 

and Nimer, 2003; Sharrocks, 2001). MEF ist Mitglied der ELF (E74)-Subfamilie (Lacorazza 

and Nimer, 2003). Das Gen für MEF ist auf dem X-Chromosom lokalisiert (Xq26.1) 

(Abbildung 1.4), einer Region, für welche ein „Loss of Heterozygosity“ in fortgeschrittenen 

Ovar- und Mammakarzinomen gezeigt wurde (Choi et al., 1997; Choi et al., 1998; Piao and 

Malkhosyan, 2002).  
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Abbildung 1.4: Struktur des MEF-Gens. Das MEF-Gen ist auf dem X-Chromosom (Xq26.1) lokalisiert und 

wird durch 9 Exons kodiert. Die Transkription erfolgt von Telomer zu Zentromer. Das MEF-Protein enthält die 

folgenden Domänen: (A) azidische Domäne, (B) AML1-Interaktionsdomäne: AID, (C) ETS-Domäne, (D) 

Serin/Threonin-reiche Region und (E) Prolin-reiche Region. Die Homologie innerhalb der ETS-Domäne unter 

den ETS-Proteinen ist grün dargestellt, die Homologie innerhalb der ELF-Subfamilie in rot. Die Abbildung 

wurde aus der Publikation „The emerging role of the myeloid Elf-1 like transcription factor in hematopoiesis“ 

von H.D. Lacorazza entnommen (Lacorazza and Nimer, 2003). 

 

MEF wurde zuerst aus der humanen megakaryozytischen Leukämie-Zelllinie CMK isoliert 

(Miyazaki et al., 1996) und wird in hämatopoietischen (Milz und Thymus) wie auch in nicht-

hämatopoietischen Geweben (Ovar, Lunge, Plazenta, Kolon) exprimiert (Lacorazza and 

Nimer, 2003; Miyazaki et al., 1996). Zur Expression von MEF in malignen Tumoren bestehen 

ebenfalls bereits publizierte Daten. So wird MEF in Ovarialkarzinomen überexprimiert und 

konnte in serösen Zystadenokarzinomen, endometroiden Tumoren und Klarzelltumoren des 

Ovars nachgewiesen werden (Yao et al., 2007). Die Abschaltung der MEF-Expression durch 

Einsatz von short hairpin RNAs (shRNAs) resultiert in einer signifikant reduzierten 



1     Einleitung               24 
 

 

Proliferation von Ovarialkarzinomzellen. Unter der Behandlung mit shRNAs gegen MEF 

verlieren die ovariellen Karzinomzellen die Fähigkeit Kolonien im Softagar zu bilden, sodass 

das onkogene Potential der Zellen mit der Expression und Aktivität von MEF assoziiert zu 

sein scheint. Im Einklang hiermit wird die Proliferation der Zellen durch Überexpression von 

MEF gesteigert und die MEF-überexprimierenden Zellen bilden nach subkutaner Injektion in 

Nacktmäuse größere Tumoren (Yao et al., 2007). Zudem ist MEF in B-Zell-Lymphomen und 

bei akuter myeloischer Leukämie (AML) mit einer höheren Expression bei denjenigen 

Subtypen, die mit schlechter Prognose einhergehen, nachweisbar (Fukushima et al., 2003). 

Des Weiteren wurde bei einem Patienten mit AML eine chromosomale Translokation 

gefunden, durch welche das MEF-Gen mit dem ERG-Gen fusioniert (Moore et al., 2006). 

Bislang existieren jedoch keinerlei Untersuchungen zur prognostischen Relevanz der 

Expression von MEF bei Hirntumoren wie dem Glioblastoma multiforme. 

Während einige Mitglieder der ETS-Familie transkriptionelle Inhibitoren darstellen (Sashida 

et al., 2010), wirkt MEF als transkriptioneller Aktivator der Expression unterschiedlicher 

Zytokine wie GM-CSF, Interleukin-3 und Interleukin-8 (Hedvat et al., 2004; Miyazaki et al., 

2001; Miyazaki et al., 1996). Daneben fördert MEF im Rahmen des Zellzyklusses den 

Übergang der Zellen von der G1- in die S-Phase und treibt auf diese Weise die 

Zellproliferation voran (Sashida et al., 2010). Mef-/--Mäuse zeigen eine größere Anzahl 

ruhender hämatopoietischer Stammzellen, was darauf hindeutet, dass Mef auch in 

hämatopoietischen Stammzellen den Übergang von der G0- in die G1-Phase des 

Zellzyklusses unterstützt (Lacorazza et al., 2006; Liu et al., 2009). Es wird davon 

ausgegangen, dass sich die transkriptionelle Aktivität von MEF weitestgehend auf die G1-

Phase des Zellzyklusses beschränkt (Miyazaki et al., 2001). Dabei können Aktivität und 

Expression von MEF während des Zellzyklusses durch Phosphorylierung, Ubiquitinylierung 

und proteasomale Degradation reguliert werden (Liu et al., 2006b; Miyazaki et al., 2001).  

Seine onkogene Wirkung entfaltet MEF durch die Inhibition der p53- und p16-

Tumorsuppressor-Signalwege (Sashida et al., 2009; Yao et al., 2007). Dabei kann MEF mit 

dem Onkogen H-RasG12V, welches durch die G12V-Mutation konstitutiv aktiv ist (Santoriello 

et al., 2009), kooperieren und die maligne Transformation der Zellen fördern (Sashida et al., 

2009). Sowohl der akute Verlust als auch die chronische Abwesenheit von MEF erhöhen die 

Seneszenz von murinen embryonalen Fibroblasten mit einer Aktivierung der p53-Funktion, 

welche mit einer p21- und Gadd45-Akkumulation einhergeht (Sashida et al., 2009). Die 

Funktionssteigerung von p53 bei fehlender MEF-Expression wird durch eine reduzierte 

transkriptionelle Aktivierung von Mdm2 hervorgerufen (Sashida et al., 2009). MEF bindet an 
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den Mdm2-Promotor und aktiviert die Expression der E3-Ubiquitin-Ligase Mdm2 (Sashida et 

al., 2009), die wiederum p53 inhibiert, indem sie die Degradation von p53 induziert 

(Freedman et al., 1999). MEF wird durch p53 ebenfalls in einer negativen „Feedback“-

Schleife moduliert. Dabei inhibiert p53 den Transkriptionsfaktor E2F1, wodurch dieser nicht 

mehr in der Lage ist, an den MEF-Promotor zu binden und die Transkription von MEF zu 

initiieren (Taura et al., 2011). Neben der Modulation des p53-Signalwegs zeigt MEF weitere 

p53-unabhängige, über eine Inhibition des Tumorsuppressors p16 (INK4A) vermittelte 

Effekte auf die Tumorentwicklung (Sashida et al., 2009). 

 

 

1.6   Zielsetzung 

 

Glioblastome stellen trotz intensiver Forschung und multimodaler Behandlungschemata 

bestehend aus Resektion, Chemotherapie und Radiatio nach wie vor eine hochmaligne 

Tumorentität dar. Alle bisherigen Therapieansätze sind der hohen Invasivität und 

Rezidivierung des Tumors wie auch seiner Heterogenität nicht gewachsen. Aus diesem Grund 

wird verstärkt nach neuen Zielmolekülen gesucht, welche einen Angriffspunkt für zukünftige, 

erfolgreiche Therapiestrategien beim Glioblastom darstellen könnten. Der 

Transkriptionsfaktor MEF konnte bereits in anderen Tumorentitäten als Onkogen identifiziert 

werden, in Gehirntumoren wurde die Expression und Funktion dieses Transkriptionsfaktors 

bisher jedoch nicht analysiert. In der vorliegenden Arbeit sollte daher zunächst untersucht 

werden, ob MEF in humanen und murinen Glioblastomen exprimiert wird. Im Rahmen der 

Untersuchungen an murinen Glioblastomen kam ein Mausmodell zum Einsatz, in welchem 

durch Überexpression von PDGF in Nestin-positiven Zellen die Glioblastomgenese induziert 

wurde. Die Expression von MEF wurde durch die Analyse humaner Daten aus The Cancer 

Genome Atlas sowie muriner Daten auf mRNA-Ebene und durch Immunhistochemie 

detektiert. Im Anschluss an die Expressionsanalyse sollte die bereits für andere Gewebe 

beschriebene Funktion als Onkogen im Glioblastom analysiert werden. Hierfür wurde die 

Auswirkung der MEF-Expression auf das Gesamtüberleben von Patienten mit Glioblastom 

sowie von Mäusen im Tierexperiment überprüft. Daneben wurde die Proliferation von 

primären Gehirnkulturen mit Analyse der p21- und pERK-Expression untersucht.  

In den vergangenen Jahren sind verstärkt Stammzellen als ursächlich für die Rezidivierung 

und Therapieresistenz von Tumoren in den Mittelpunkt gerückt. Dies gilt ebenfalls für 

Glioblastomstammzellen. Aufgrund ihrer zentralen Rolle im Tumorgeschehen sollte der 
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Einfluss von MEF auf die Stammzellpopulation untersucht werden. Der Anteil der 

Stammzellpopulation wurde mittels Neurosphären- und Side Population-Assay unter 

Abwesenheit oder Überexpression von MEF analysiert. Ob die Wirkungen von MEF über die 

Stammzelltranskriptionsfaktoren Sox2, Oct4 und Nanog vermittelt werden, wurde 

anschließend untersucht. Aufgrund der bereits angesprochenen Resistenz der 

Glioblastomzellen gegen Radiotherapie und eine bereits in anderen Geweben nachgewiesene 

Beteiligung des Transkriptionsfaktors MEF wurde abschließend der Einfluss von MEF auf 

den Bestrahlungserfolg gegenüber Glioblastomzellen in vitro untersucht.  
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2   Material und Methoden 
 

2.1   Material 

 

2.1.1  Ethische Erklärung 

 

Alle tierexperimentellen Untersuchungen wurden durch den Institutional Animal Care und die 

Use Commitees des Memorial-Sloan Kettering Cancer Center (MSKCC), New York, USA, 

für das Labor von Eric C. Holland genehmigt (Kennzeichen: 00-11-189). 

 

 

2.1.2  Verwendete Zellen und Zelllinien 

 

DF-1 Zellen und U87 MG Zellen wurden bei der American Type Culture Collection (ATCC) 

erworben. Humanes MEF überexprimierende U87 MG-Zellen wurden freundlicherweise von 

Dr. Elena Bazzoli, Research Associate im Labor von Dr. Stephen Nimer, Memorial Sloan-

Kettering Cancer Center, New York, NY, zur Verfügung gestellt. WT, Mef-/-, p53-/- und p53-/- 

Mef-/- primäre Gehirnkulturen wurden frisch erstellt aus Gehirnen neu geborener Mäuse 

(siehe auch 2.2.1.4). DF-1 Zellen wurden bei einer Temperatur von 39°C kultiviert, während 

U87 MG Zellen und primäre Gehirnkulturen bei 37 °C gemäß den ATCC-Anweisungen 

kultiviert wurden. 

 

Zelllinie Kurzbeschreibung/ Art Herkunft 

U87 MG Humane 

Glioblastomzellen 

ATCC, Rockville, MD 

U87 MG-MEF MEF überexprimierende 

humane Glioblastomzellen 

Memorial Sloan-Kettering Cancer 

Center, New York, NY 

T98G Humane 

Glioblastomzellen 

ATCC, Rockville, MD 

T98G-MEF MEF überexprimierende 

humane Glioblastomzellen 

Memorial Sloan-Kettering Cancer 

Center, New York, NY 

DF-1 Huhn-Fibroblastenzellen ATCC, Rockville, MD 

WT primäre Gehirnkultur Primäre Gehirnkultur aus Memorial Sloan-Kettering Cancer 
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WT-Mäusen Center, New York, NY 

Mef-/- primäre 

Gehirnkultur 

Primäre Gehirnkultur aus 

Mef-/--Mäusen 

Memorial Sloan-Kettering Cancer 

Center, New York, NY 

p53-/- primäre Gehirnkultur Primäre Gehirnkultur aus 

p53-/--Mäusen 

Memorial Sloan-Kettering Cancer 

Center, New York, NY 

p53-/-/Mef-/- primäre 

Gehirnkultur 

Primäre Gehirnkultur aus 

p53-/-/Mef-/--Mäusen 

Memorial Sloan-Kettering Cancer 

Center, New York, NY 

Phoenix Amphotropic  Phoenix Amphotropic- 

Zellen für Virusproduktion 

ATCC, Rockville, MD 

Phoenix Ecotropic Phoenix Ecotropic-Zellen 

für Virusproduktion 

ATCC, Rockville, MD 

HEK 293T Humane embryonale 

Nierenzellen 

ATCC, Rockville, MD 

 

Tabelle 2.1: Verwendete primäre Zellen und Zelllinien. 

 

 

2.1.3  Antikörper 

 

Name Spezies Verdünnung  Verwendung Hersteller 

Anti-

pERK1/2 

Kaninchen 1:1000 Western Blot Cell Signaling 

Technology, Inc., 

Danvers, MA 

Anti-ERK1/2 Kaninchen 1:1000 Western Blot Cell Signaling 

Technology, Inc., 

Danvers, MA 

Anti-p21 Kaninchen 1:700 Western Blot Santa Cruz 

Biotechnology, Inc., 

Santa Cruz, CA 

Anti-Aktin Maus 1:5000 Western Blot Chemicon 

International, 

Billerica, MA 

Anti-Maus- Ziege 1:3000 Western Blot Roche Applied 
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IgG Science, 

Indianapolis, IN 

Anti-

Kaninchen-

IgG 

Esel 1:5000  

beziehungs-

weise 

1:10000 

Western Blot GE Healthcare, 

Piscataway, NJ 

Anti-Mef Maus 1:100 Immunhistochemie Memorial Sloan-

Kettering Cancer 

Center, New York, 

NY 
 

Tabelle 2.2: Verwendete Antikörper. 

 

 

2.1.4  Oligonukleotide 

 

Gen-
Symbol 

GenBank 
Accession-
Nummer 

Forward Primer  
5´->3´ 

Reverse Primer  
5´->3´ 

Amplikon-
Größe (bp) 

MEF/ELF4 
(Homo 
sapiens) 

NM_001127
197 

5’-
TGGAAGGCAGTT
TTTTGCTGA-3’ 

5’-
GACTTCCGCGG
TTGACATG-3’ 

68 

Sox2  
(Homo 
sapiens) 

NM_003106.
3 

5’-
GCCTGGGCGCCG
AGTGGA-3’ 

5’-
GGGCGAGCCGT
TCATGTAGGTC
TG-3’ 

443 

Oct4 
(Homo 
sapiens) 

NM_002701.
4 

5’-
ACTGCAGCAGAT
CAGCCACATCGC
-3’ 

5’-
CTGCTTGATCG
CTTGCCCTTCTG
G-3’ 

102 

Nanog 
(Homo 
sapiens) 

NM_024865 5'-
TCTGGACACTGG
CTGAATCCT-3' 

5'-
CGCTGATTAGG
CTCCAACCAT-3’ 

144 

GAPDH 
(Homo 
sapiens) 

NM_002046.
3 

5’-
GAAGGTGAAGGT
CGGAGTC-3’ 

5’-
GAAGATGGTGA
TGGGATTTC-3’ 

226 

Mef/Elf4 
(Mus 
musculus) 

NM_019680.
2 

5’-
TCCTGGATGAGA
AGCAGATCTTCA-
3’ 

5’-
ATGGTGCTGCC
TTTGCCATC-3’ 

307 

Sox2 (Mus 
musculus) 

NM_011443.
3 

5’-
AATCACAACAAT

5’-
GACGGGCGAAG

70 
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CGCGGCGGCC-3’ TGCAATTGGGA
T-3’ 

Pou5f1 
(Mus 
musculus) 

NM_013633.
2 
 

5’-
GTTGGAGAAGGT
GGAACCAA -3’ 

5’- 
CTCCTTCTGCAG
GGCTTTC -3’ 

150 

Nanog 
(Mus 
musculus) 

NM_028016.
2 
 

5′-
GTGGTTGAAGAC
TAGCAATGG-3′ 

5′-
CCAGATGTTGC
GTAAGTCTC-3′ 

148 

Nestin 
(Mus 
musculus) 

NM_016701.
3 
 

5’-
TGTGGGAGCTCA
ATCGACGCCT-3’ 

5’-
TCGGCACTGAG
CAGCTGGTTCT-
3’ 

82 

Gapdh 
(Mus 
musculus) 

NM_008084.
2 

5’-
TGGCAAAGTGGA
GATTGTTGCC-3’ 

5’-
AAGATGGTGAT
GGGCTTCCCG-3’ 

156 

 

Tabelle 2.3: Verwendete Oligonukleotide für Real Time-PCR. 

 

 

2.1.5  Allgemein verwendete Chemikalien, Enzyme und Medien 

 

0,2% Heparin Sodium Salt in PBS STEMCELL Technologies, Inc., 

Vancouver, Kanada 

10% Formalin Richard-Allan Scientific, Kalamazoo, 

MI 

40% Polyacrylamid          Bio-Rad, Hercules, CA 

β-Mercaptoethanol          Sigma-Aldrich, St. Louis, MO 

Amersham ECL PlusTM Western Blotting     GE Healthcare, Piscataway, NJ 

Detection Reagents  

Ammoniumpersulfat          Sigma-Aldrich, St. Louis, MO  

BES              Sigma-Aldrich, St. Louis, MO 

Bio-Rad Protein Assay          Bio-Rad, Hercules, CA 

CaCl2              Sigma-Aldrich, St. Louis, MO 

Clear Rite Richard-Allan Scientific, Kalamazoo, 

MI 

Cystein  Sigma-Aldrich, St. Louis, MO 

Diaminobenzidin  Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Dimethylsulfoxid (DMSO)        Sigma-Aldrich, St. Louis, MO 
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DMEM American Type Culture Collection, 

Rockville, MD 

DNase I  Sigma-Aldrich, St. Louis, MO 

Earle’s Balanced Salt Solution (EBSS)   Invitrogen, Carlsbad, CA 

EDTA              Fisher Scientific, Waltham, MA 

Ethanol (100%)           Decon Labs, King of Prussia, PA 

Fetal Bovine Serum (FBS)        PAA Laboratories, Pasching, Austria 

Fibroblast Growth Factor-Basic human  Sigma-Aldrich, St. Louis, MO  

Flex 100 Richard-Allan Scientific, Kalamazoo, 

MI 

Flex 95 Richard-Allan Scientific, Kalamazoo, 

MI 

Flex 80 Richard-Allan Scientific, Kalamazoo, 

MI 

FuGENE 6 Transfection Reagent  Roche Applied Science, Indianapolis, IN  

Fumitremorgin C  Sigma-Aldrich, St. Louis, MO 

GIBCOTM MEM Non-Essential       Invitrogen, Carlsbad, CA 

Amino Acids Solution 10 mM (100x) 

Glutamin             Media Tech Inc., Manassas, VA  

Glycin              Fisher Scientific, Waltham, MA 

Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS)    Invitrogen, Carlsbad, CA 

HEPES Buffer Solution         Invitrogen, Carlsbad, CA 

HiPerFect Transfection Reagent (1ml)     Qiagen, Valencia, CA 

Histo-Clear            National Diagnostics, Rochester, NY 

Hoechst 33342           Sigma-Aldrich, St. Louis, MO 

Kaliumchlorid           Sigma- Aldrich, St. Louis, MO  

Laemmli Sample Buffer    Bio-Rad, Hercules, CA  

L-Glutamin            Media Tech Inc., Manassas, VA 

Minimal Essential Medium (MEM),     Invitrogen, Carlsbad, CA 

enthält GlutaMAXTM   

Methanol             Fisher Scientific, Waltham, MA 

Mouse on Mouse (M.O.M.) Basic Kit     Vector Laboratories, Burlingame, CA 

Na2HPO4             Sigma-Aldrich, St. Louis, MO 

Natriumchlorid           Fisher Scientific, Waltham, MA 
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Natriumdodecylsulfat (SDS)       Fisher Scientific, Waltham, MA 

NeuroCult® NS-A Basal Medium (Human) STEMCELL Technologies, Inc., 

Vancouver, Kanada 

NeuroCult® NS-A Proliferation Supplement    STEMCELL Technologies, Inc.,  

(Human)             Vancouver, Kanada 

NeuroCult® NSC Basal Medium (Mouse) STEMCELL Technologies, Inc., 

Vancouver, Kanada 

NeuroCult® Proliferation Supplement (Mouse) STEMCELL Technologies, Inc., 

Vancouver, Kanada 

Nonyl-Phenoxypoly-ethoxylethanol-40 (NP-40)   Sigma-Aldrich, St. Louis, MO 

Opti-MEM®            Invitrogen, Carlsbad, CA 

Ovomucoid Worthington, Biochemical Corporation, 

Lakewood, NJ 

Papain Worthington, Biochemical Corporation, 

Lakewood, NJ   

Paraffin Richard-Allan Scientific, Kalamazoo, 

MI 

Penicillin Streptomycin Solution      Fisher Scientific, Waltham, MA 

Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS) Memorial Sloan-Kettering Cancer 

Center, New York, NY 

Polybrene  Sigma-Aldrich, St. Louis, MO 

Polystyrol-Rundbodenröhrchen  Becton Dickinson Biosciences, Franklin 

Lakes, NJ 

Precision Plus ProteinTM Standards      Bio-Rad, Hercules, CA 

Propidium iodide solution        Invitrogen, Carlsbad, CA 

Puromycin            Sigma-Aldrich, St. Louis, MO 

Recombinant Human Epidermal Growth Factor  Invitrogen, Carlsbad, CA  

Restore Western Blot Stripping Buffer Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 

MA 

RNeasy® Plus Mini Kits        Qiagen, Valencia, CA 

Salzsäure (HCl)           Fisher Scientific, Waltham, MA 

Silencer® Select Negative Control #1 siRNA   Applied Biosystems, Foster City, CA 

siRNA MEF SKI-RSI-22358 Memorial Sloan-Kettering Cancer 

Center, New York, NY 
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Super-Script III First-Strand Synthesis System   Invitrogen, Carlsbad, CA 

for Reverse Transcription (RT)-PCR  

SYBR Green PCR Master Mix   Applied Biosystems, Foster City, CA 

Tetramethylethylendiamin (TEMED)     Sigma-Aldrich, St. Louis, MO 

Tris HCl (1,5 M, pH 8,8)        Bio-Rad Hercules, CA 

Tris Base             Fisher Scientific, Waltham, MA 

Triton X-100            Sigma-Aldrich, St. Louis, MO 

Trypsin/EDTA (0,05% / 0,53 mM)      Media Tech Inc., Manassas, VA 

Tween 20             Fisher Scientific, Waltham, MA 

 

 

2.1.6  Puffer und Lösungen 

 

Ammoniumpersulfat 10% (w/v)   Ammoniumpersulfat    1 g 

            Aqua dest.      ad 10 ml 

 

BBS (2x)          NaCl        16,36 g 

            BES        10,65 g 

            Na2HPO4       0,21 g 

            Aqua dest.      ad 1 L 

 

CaCl2 (2,5 M)        CaCl2 6H20      54 g 

            Aqua dest.      ad 100 ml 

 

Laufpuffer (10x)        Glycin        144 g 

            Tris Base       30 g 

            SDS        10 g 

            Aqua dest.      ad 1 L 

 

Laufpuffer (1x)        Laufpuffer (10x)     100 ml 

            Aqua dest.      ad 1 L 

 

Laemmli-Puffer         Laemmli Sample Buffer   950 µl 

            β-Mercaptoethanol    50 µl 
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Lysis-Puffer   Nonyl-Phenoxypoly-    5 ml 

ethoxylethanol-40 (NP-40)  

Triton X-100      500 µl 

NaCl        4,35 g 

Tris Base       3 g 

EDTA        0,18 g 

 

Kulturmedium DMEM      DMEM       500 ml 

            FBS        50 ml 

            Penicillin/Streptomycin   5,5 ml 

            Glutamin       5,5 ml 

 

Kulturmedium MEM      MEM        500 ml 

            GIBCOTM MEM     5 ml 

             Non-Essential 

Amino Acids Solution 

HEPES Buffer Solution   5 ml 

FBS        50 ml 

Penicillin/Streptomycin   5,5 ml 

 

Natriumdodecylsulfat (SDS) 10% (w/v) Natriumdodecylsulfat (SDS) 1 g 

            Aqua dest.      ad 10 ml 

 

Neurosphärenmedium (Human)     NeuroCult® NS-A Basal   450 ml 

Medium (Human) 

NeuroCult® NS-A    50 ml 

Proliferation  

Supplement (Human) 

EGF        500 µl 

FGF        500 µl 

Heparin       500 µl 

Penicillin/Streptomycin   5,5 ml 
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Neurosphärenmedium (Maus)    NeuroCult® NSC Basal    450 ml 

Medium (Mouse)  

NeuroCult® Neural Stem  50 ml 

Cell Proliferation  

Supplement (Mouse) 

EGF        500 µl 

FGF        500 µl 

Heparin       500 µl 

Penicillin/Streptomycin   5,5 ml 

 

TBS (10x, pH 7,4)       NaCl        80 g 

            KCl        2 g  

            Tris Base       30 g 

            Aqua dest.      ad 1 L 

 

TBST (1x, pH 7,4)       TBS (10x)      100 ml 

            Tween 20       1 ml 

            Aqua dest.      ad 1 L 

 

Transferpuffer (1x)       Glycin        14,4 g 

            Tris Base       3 g 

            Methanol       200 ml 

            Aqua dest.      ad 1 L 

 

Tris HCl (1 M, pH 6,8)      Tris Base       12,14 g 

            Aqua dest.      ad 100 ml 

HCl        zur pH- 

Adjustierung 

 

 

2.1.7  Geräte, Hilfsmittel und Software 

 

0,45 µm sterile Filter Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 

MA 
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Bestrahlungsgerät J.L. Shepherd Mark I Bestrahlungsgerät, 

J. L. Shepherd & Associates, San 

Fernando, CA 

 

Brutschrank NuAire IR Auto Flow CO2 Water 

Jacketed Incubator, NuAire, Inc., 

Plymouth, MN 

 

Einfrierröhrchen Corning® 1.2ml Internal Threaded 

Polypropylene Cryogenic Vial, Self-

Standing with Conical Bottom, Corning 

Incorporates Life Sciences, Lowell, MA 

 

FACS-Gerät zur Side Population-Analyse MoFlo®, DakoCytomation, Fort Collins, 

CO 

 

FACS-Gerät zur subG1-Analyse FACSCalibur, Becton Dickinson, 

Franklin Lakes, NJ 

 

Geräte zur Gewebeverarbeitung Leica RM 2135 Rotary Microtome, Leica 

Biosystems, Richmond, IL 

 

Sakura Tissue Tek VIP 3000 Tissue 

Processor, Sakura Finetek USA, Inc., 

Torrance, CA 

 

Standard Lighted Tissue Flotation Bath, 

Boekel Scientific, Feasterville, PA 

 

Insulinspritze Becton Dickinson Biosciences, Franklin 

Lakes, NJ 
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Mikroskope Leica DM IL Inverted Microscope, 

Houston, TX 

 

Nikon Eclipse E400, Nikon Inc., 

Melville, NY 

 

Nano DropTM ND-1000 Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 

MA 

 

Polyvinyliden-Difluorid (PVDF)-Membran Millipore, Billerica, MA 

 

Real Time-PCR Cycler 7900HT Fast Real Time PCR System, 

Applied Biosystems, Foster City, CA 

 

Röntgenfilme  BioMax MR, Kodak, Rochester, NY 

 

Röntgenfilmentwicklergerät Konica SRX101-A Processor, Konica 

Minolta Graphic Imaging U.S.A., Inc., 

Grand Rapids, MI 

 

Röntgenfilmkassette FisherBiotech Autoradiography Cassettes 

Series CA, Fisher Scientific, Waltham, 

MA 

 

Färbemaschine für Hematoxylin & Eosin- Shandon Linistain GLX Linear  

Färbung Stainer,Thermo Fisher Scientific Inc., 

Waltham, MA 

 

Software CellQuest, Becton Dickinson 

Biosciences, Franklin Lakes, NJ 

 

FlowJo, Tree Star, Inc., Ashland, OR 
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GraphPad Prism v5.0, GraphPad 

Software, San Diego, CA 

 

ImageJ Software, National Institute of 

Mental Health, Bethesda, MD, USA 

 

 ImageQuant 5.0 - Image Analysis 

Software, GE Healthcare, Piscataway, NJ 

 

Microsoft Excel 2008 for Mac, 

Microsoft, Redmont, WA 

 

 NCBI nucleotid-nucleotid BLAST 

(blastn), National Center for 

Biotechnology Information, Rockville, 

MD 

 

Spektrophotometer  BioMate 3 Spectrophotometer, Thermo 

Fisher Scientific Inc., Waltham, MA 

 

Sterilwerkbank NuAire Biological Safety Cabinet, 

NuAire, Inc., Plymouth, MN 

 

Stromversorgungsgerät PowerPac Basic Power Supply, Bio-Rad, 

Hercules, CA 

 

Western-Blot Transferkammer  Mini Trans-Blot® Electrophoretic 

Transfer Cell, Bio-Rad, Hercules, CA 

 

Zellkulturflaschen BD FalconTM 75 cm2 Cell Culture Flask, 

Becton Dickinson Biosciences, Franklin 

Lakes, NJ 
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BD FalconTM 175 cm2 Cell Culture Flask, 

Becton Dickinson Biosciences, Franklin 

Lakes, NJ 

 

Zellkulturplatten Corning® Plastic Culture Dishes, Petri 

Style, Corning Incorporates Life 

Sciences, Lowell, MA 

  

BD FalconTM 6-well Multiwell Plate, 

Tissue-culture treated polystyrene, flat 

bottom, with low-evaporation lid, Becton 

Dickinson Biosciences, Franklin Lakes, 

NJ  

 

Zellzählkammer Hausser Scientific Reichert Bright-Line 

Hemocytometer Counting Chamber, 

Hausser Scientific Company, Horsham, 

PA 

 

Zentrifugen Tisch- und Ultrazentrifuge von 

Eppendorf, Hauppage, NY  

Zentrifuge für Zellversuche von 

Beckman Coulter, Inc., Brea, CA 

 

 

2.2   Methoden 

 

2.2.1  Zellbiologische Methoden 

 

Die Zellarbeiten wurden an einer Sterilbank (NuAire Biological Safety Cabinet, NuAire, Inc., 

Plymouth, MN) unter Verwendung von sterilen Geräten durchgeführt. Die Kultivierung der 

verwendeten primären Zellen und Zelllinien erfolgte bei 37 °C beziehungsweise bei 39 °C 

unter Carbogenbegasung (5 Vol.%) in einem Brutschrank. 
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2.2.1.1  Auftauen und Kultivieren von Zellen 

 

Humane und murine Zelllinien können über viele Jahre in flüssigem Stickstoff aufbewahrt 

werden. Um die in Kryoröhrchen eingefrorenen Zellen zu kultivieren, werden sie zunächst in 

einem 37 °C-warmen Ethanolbad aufgetaut bis kaum noch Eis im Röhrchen vorhanden ist. 

Mit einer Pipette werden die Zellen anschließend vorsichtig in DMEM resuspendiert und für 

5 min bei 1000 rpm zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wird das Medium abgenommen 

und die Zellen in frischem Medium resuspendiert, um das Kulturmedium von DMSO-Resten 

des Einfriermediums zu befreien, und in eine Zellplatte mit 7 ml Medium ausgesät. 

Die standardmäßige Kultivierung der Zellen erfolgte in 7 ml des jeweiligen Kulturmediums. 

Da bestimmte Bestandteile des Mediums entweder von den Zellen metabolisiert werden oder 

bei 37 °C im Laufe der Zeit zerfallen, benötigen die Zellen zu ihrem Wachstum und zur 

Vitalitätserhaltung einen regelmäßigen Wechsel des Kulturmediums (alle 2-4 Tage). Des 

Weiteren wurden die Zellen regelmäßig unter einem Umkehrphasenmikroskop auf ihre 

Zelldichte und mögliche Kontaminationen kontrolliert. Sobald die Zellen einen konfluenten 

Zellrasen gebildet hatten, wurden sie passagiert. Dazu wurden die Zellen 1x mit 3 ml PBS 

gewaschen und anschließend für 5 min bei 37 °C mit 2 ml Trypsin/EDTA-Lösung inkubiert. 

Trypsin ist ein proteolytisches Enzym, das die Proteinbrücken zwischen Zellen und 

Kulturgefäßboden spaltet und so eine Ablösung der Zellen bewirkt. Zusätzlich bindet EDTA 

Calcium-Ionen, die ebenfalls für eine Verankerung der Zellen am Gefäßboden sorgen. Zur 

Inaktivierung des Trypsins wurden 4 ml serumhaltiges Zellkulturmedium hinzugegeben und 

die Zellen mit Hilfe einer Pipette resuspendiert. Von dieser Suspension wurde ein Aliquot für 

die Bestimmung der Zellzahl entnommen. Das Aussäen der Zellen in neue Kulturgefäße 

erfolgte gewöhnlich in einer Verdünnung zwischen 1:2 und 1:6 je nach den notwendigen 

Voraussetzungen des sich anschließenden Experimentes. 

 

 

2.2.1.2  Bestimmung der Zellzahl 

 

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde eine Hausser Scientific Reichert Bright-Line 

Hemocytometer Counting Chamber (Hausser Scientific Company, Horsham, PA) eingesetzt. 

Dabei wurden 10 µl einer Zellsuspension in die Kammer gegeben und die Anzahl der Zellen 

in den neun Feldern der Kammer ausgezählt und durch 9 geteilt. Die ermittelte Anzahl x 104 
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ergab die Zellzahl pro ml. Basierend auf der Zählung wurden Zellen in definierter Anzahl für 

Zellkulturexperimente ausgesät. 

 

 

2.2.1.3  Kryokonservierung von Zellen 

 

Durch Kryokonservierung können Zellen über einen längeren Zeitraum gelagert werden, ohne 

dass die Wachstumsfähigkeit der Zellen nach erneutem Auftauen beeinträchtigt wird. Die 

Zellen werden bei dieser Konservierungsform in flüssigem Stickstoff bei -196 °C aufbewahrt. 

Bei dieser Temperatur ruht der metabolische Stoffwechsel, so dass die 

Ausgangseigenschaften der Zellen beibehalten werden. Als Gefrierschutz zur Verhinderung 

von Eiskristallen wird den Zellen Dimethylsulfoxid (DMSO) zugegeben. 

Die abtrypsinierten Zellen wurden bei 1000 rpm für 5 min zentrifugiert und anschließend in 

einem Gemisch aus 90% FBS und 10% DMSO resuspendiert. Jeweils 1 ml dieser 

Zellsuspension wurde dann in spezielle Einfrierröhrchen (Corning® 1.2ml Internal Threaded 

Polypropylene Cryogenic Vial, Self-Standing with Conical Bottom, Corning Incorporates 

Life Sciences, Lowell, MA) überführt und bei -80 °C eingefroren. Zur langfristigen Lagerung 

wurden die Zellen nach 24 h in den Flüssigstickstoffbehälter überführt. 

 

 

2.2.1.4  Erstellung von primären Gehirnkulturen 

 

Die primären Gehirnkulturen wurden frisch isoliert aus Gehirnen neugeborener WT-, Mef-/--, 

p53-/-- und p53-/-/Mef-/--Mäuse und maximal über 6 Passagen kultiviert. Die Gehirne wurden 

aus den Schädeln der neugeborenen Mäuse entnommen und zunächst in PBS gewaschen. 

Anschließend wurden sie in Falconröhrchen, gefüllt mit DMEM, welches 10% FBS, 2 mM L-

Glutamin, 100 Einheiten/ml Penicillin und 100 µg/ml Streptomycin enthielt, überführt. In 

dem DMEM wurden die Gehirne mehrere Male mit der Pipette auf- und abpipettiert, um eine 

Einzelzellsuspension zu erhalten. Diese Zellsuspension wurde mit DMEM-Medium in einer 

Zellkulturflasche über Nacht ausgesät. Die Zellen wurden am nächsten Tag mit PBS 

gewaschen und mit neuem DMEM-Medium bedeckt. Die weitere Zellkultur erfolgte wie 

bereits unter 2.2.1.1 beschrieben. 
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2.2.1.5  Erstellung und Kultivieren von Neurosphärenkulturen 

 

Die Neurosphärenkulturen wurden ebenso wie die primären Gehirnkulturen aus Gehirnen 

neugeborener Mäuse erstellt. Um eine Einzelzellsuspension zu erhalten, wurden die Zellen 

zunächst mittels Papain enzymatisch dissoziiert. Die enzymatische Reaktion wurde 

anschließend mit Ovomucoid beendet. 

Hierfür wurde zunächst eine Papainlösung frisch hergestellt. 23,6 mg Papain (Worthington, 

Katalog-Nr. 3119) oder 600 µl gelösten Papains (Worthington, Katalog-Nr. 3126) wurde mit 

4,5 mg EDTA und 4,5 mg Cystein in 25 ml Earle’s Balanced Salt Solution (EBSS, Invitrogen, 

Carlsbad, CA) gemischt, gevortext und anschließend steril gefiltert. Die gefilterte Lösung 

wurde für 30 min bei Raumtemperatur inkubiert, um das Papain zu aktivieren. Dieses ist 

anschließend für 1 h aktiv. Daneben wurde eine Ovomucoid-Lösung hergestellt, welche in der 

Lage ist Papain zu inaktivieren. 10 mg Ovomucoid (Worthington, Katalog-Nr. 3087) wurde 

mit 14 ml NeuroCult® NSC Basal Medium (Mouse) ohne Wachstumsfaktoren und 20 µl 

DNase I (10 mg/ml) (Sigma-Aldrich, D4527) gemischt und steril gefiltert. Bis zu ihrer 

Verwendung wurde die Ovomucoidlösung bei 37 °C aufbewahrt.  

Anschließend wurde ein 15 ml Falcongefäß, welches 5 ml Papainlösung mit 30 µl DNase (10 

mg/ml) enthielt, vorbereitet. Das Gehirn wurde aus dem Schädel der neugeborenen Maus 

entnommen und in das 15 ml Falcongefäß überführt. Es wurde 30x mit einer 5 ml-Pipette 

resuspendiert und für 15 min bei 37 °C inkubiert. Danach wurde erneut 30x mit einer 5 ml-

Pipette resuspendiert, mit 2 ml der vorbereiteten Ovomucoid-Lösung gemischt und 

anschließend für 5 min bei 1100 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert. Durch die Zelllyse 

löst sich die DNA aus den Zellen und kann gallertige Konglomerate bilden, welche schwer zu 

zentrifugieren sind. Falls eine Bildung solcher Konglomerate auftritt, kann zum einen mehr 

DNase I zu der Lösung gegeben werden oder der Überstand inklusive der gallertigen 

Konglomerate kann in ein neues Falcongefäß überführt und dort mit zugegebener DNase 

gelöst werden. Anschließend wurde die Suspension erneut für 5 min bei 1100 rpm und 

Raumtemperatur zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und dem Zellpellet 500 µl 

Ovomucoid-Lösung hinzugegeben. Unter Verwendung einer 1000 µl-Pipette wurde das Pellet 

durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren gelöst. Nach Zugabe von 5 ml NeuroCult® NSC 

Basal Medium (Mouse) wurde die Zelllösung bei 600 rpm für 5 min zentrifugiert und der 

Überstand verworfen, um Zelltrümmer zu entfernen. Dieser Schritt wurde 2x wiederholt. Die 

erhaltenen Zellen wurden anschließend in einer Verdünnung von 3x105 Zellen/Well in 6-

Well-Platten in Neurosphärenmedium von NeuroCult (STEMCELL Technologies Inc., 
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Vancouver, Kanada) kultiviert. Das Medium für humane und murine Zellen enthielt 

NeuroCult® NS-A Basal Medium (Human) und NeuroCult® NS-A Proliferation Supplement 

(Human) bzw. NeuroCult® NSC Basal Medium (Maus) und NeuroCult® Neural Stem Cell 

Proliferation Supplement (Maus) sowie jeweils 20 ng/ml EGF, 10 ng/ml basic-FGF, 1 mg/ml 

Heparin, 100 Einheiten/ml Penicillin und 100 µg/ml Streptomycin. Um die Bildung der 

Neurosphären zu unterstützen, wurde zu den Kulturen alle 48-72 Stunden frisches 

Neurosphärenmedium gegeben, ohne das alte Medium abzunehmen. Um gleiche Zellzahlen 

auszusäen, wurden bestehende Neurosphären auf- und abpipettiert, zentrifugiert und 

anschließend in 500 µl Medium resuspendiert, um die Neurosphären in Einzelzellen zu 

dissoziieren. Die dissoziierten Zellen wurden gezählt (siehe 2.2.1.2) und für einen 

Neurosphärenbildungsassay die gleiche Zellzahl der zu vergleichenden Kulturen in 6-Well-

Platten ausgesät. Die Neurosphärenbildung wurde nach einem definierten Zeitpunkt durch 

Zählen der Neurosphären pro Well ermittelt. 

 

 

2.2.1.6 Side Population-Analyse mittels Hoechst 33342-Exklusionsassay unter 

Verwendung von Durchflusszytometrie 

 

Die Side Population-Analyse wird verwendet, um Stammzellen über Fluoreszenz-aktiviertes 

Sorting zu identifizieren. Diese Stammzellen tragen zu einem Side Population-Phänotyp bei 

und können mittels Durchflusszytometrie von anderen Zellpopulationen getrennt werden, da 

sie den Fluoreszenz-Farbstoff Hoechst 33342 aktiv aus der Zelle heraustransportieren können, 

während in den meisten anderen Zellen der Farbstoff akkumuliert. Die Fähigkeit der 

Stammzellen, Hoechst 33342 aus der Zelle herauszutransportieren, beruht auf der Aktivität 

von ATP Binding Cassette-Transportern (ABC-Transportern) wie dem ABCG2 (Goodell et 

al., 1996; Scharenberg et al., 2002). Es wurden daher Hoechst 33342-Exklusionsassays unter 

der Verwendung dualer Wellenlängen-Durchflusszytometrie durchgeführt. 

p53-/- und p53-/-/Mef-/- primäre Gehirnkulturen, MEF-überexprimierende U87MG- und 

U87MG-Kontrollzellen, MEF-überexprimierende U87MG-Neurosphären und U87MG-

Kontrollneurosphären sowie MEF-überexprimierende T98G- und T98G-Kontrollzellen 

wurden für die Analyse der Side Population verwendet. Das Medium wurde von den 

Zellplatten aspiriert, die Zellen wurden mit 3 ml PBS gewaschen und für 5 min bei 37 °C mit 

1 ml Trypsin/EDTA-Lösung inkubiert. Nach dem Hinzufügen von 4 ml Medium wurden die 

Zellen bei 1000 rpm und 4 °C für 5 min zentrifugiert. Anschließend wurde das Medium 
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abgenommen, das Pellet in 200 µl Medium resuspendiert und die Zellen mittels Hausser 

Scientific Reichert Bright-Line Hemocytometer Counting Chamber (Hausser Scientific 

Company, Horsham, PA) gezählt und auf 2x 106 Zellen/ml adjustiert. Danach wurde eine 

Fumitremorgin C (FTC)-Kontrolle bei 37 °C für 30 min mit 5 µM Fumitremorgin C (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO) inkubiert, um die Aktivität des ABC-Transporters ABCG2 zu 

inhibieren. Anschließend wurden die Zellen und die Kontrolle 1:1 mit 5 µg/ml warmem 

Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) für 90 min bei 37 °C und periodischem 

Schütteln inkubiert. Nach der Hoechst-Färbung wurden die Zellen für 10 min auf Eis gelagert 

und dann in 5 ml eiskaltem PBS gewaschen. Die Zellen wurden bei 1000 rpm und 4 °C für 5 

min zentrifugiert und in 300 µl Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) resuspendiert. Die 

Zellen wurden durch 5ml Polystyrol-Rundbodenröhrchen (Becton Dickinson Biosciences, 

Franklin Lakes, NJ) gefiltert. Abschließend wurden 8 µl Propidium-Iodid (50 µg/ml) 

hinzugegeben. Die Proben wurden in dem FACS-Gerät MoFlo® (DakoCytomation, Fort 

Collins, CO) vermessen. Dabei wurde die Hoechst-Färbung bei 407 nm unter Verwendung 

eines Trigon Violett-Lasers angeregt und eine duale Wellenlängendetektion durchgeführt, 

indem 450/40 (Hoechst 33342-Blau)- und 695/40 (Hoechst 33342-Rot)-Filter zum Einsatz 

kamen. Tote Zellen wurden durch ein Ausblenden auf dem Vorder- und Seitenstreubereich 

und durch ein Eliminieren der PI-positiven Zellpopulation ausgeschlossen. Die Daten wurden 

mittels FlowJo (Ashland, OR) analysiert.  

 

 

2.2.1.7  SubG1-Analyse unter Verwendung von Durchflusszytometrie 

 

Die subG1-Analyse wird verwendet, um den prozentualen Anteil der in der subG1-Phase des 

Zellzyklus befindlichen Zellen darzustellen. Dabei entspricht der Anteil der Zellen in der 

subG1-Phase dem Anteil der apoptotischen Zellen in der Zellpopulation (Heinlein et al., 

2010). Um herauszufinden, ob sich zwei Zellpopulationen hinsichtlich der Resistenz 

gegenüber ionisierender Strahlung unterscheiden, kann die subG1-Analyse auch nach der 

Bestrahlung von Zellen erfolgen. Ionisierende Strahlung führt zur Bildung von Doppelstrang-

DNA-Brüchen, die verantwortlich für die Entwicklung einer Antwort auf DNA-Schädigung 

sind (Squatrito et al., 2010).  

T98G MEF- und T98G Kontrollzellen wurden in einer Dichte von 50% in 100 mm-

Zellplatten am Tag vor der Radiotherapie ausgesät. Am Tag der Radiotherapie wurde das 

Medium gewechselt. T98G siMEF- und T98G-Kontrollzellen wurden wie in 2.2.3.11 
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beschrieben ausgesät und 24 h vor der Radiotherapie mit siRNA gegen humanes MEF bzw. 

Kontroll-siRNA behandelt. Anschließend wurden die Zellen einer Radiotherapie mit einer 

Gesamtdosis von 10 Gy und einer Dosisrate von 200 cGy/min in einem J.L. Shepherd Mark I 

Bestrahlungsgerät mit Cs-137-Quelle (J. L. Shepherd & Associates, San Fernando, CA) 

ausgesetzt, während eine jeweils gleich große Kontrollpopulation beider Zellpopulationen 

nicht bestrahlt wurde. Die Zellen wurden daraufhin weiter unter Standardbedingungen 

inkubiert und nach 72 h geerntet. 

Hierfür wurde der Überstand der Zellen gesammelt, die Zellen mit 3 ml PBS gewaschen und 

diese Fraktion mit dem Überstand vereinigt. Die adhärierten Zellen wurden mit 2 ml Trypsin 

für 5 min inkubiert und ebenfalls zum Überstand hinzugegeben. Die Suspension wurde für 5 

min bei 1000 rpm und 4 °C zentrifugiert und das Pellet anschließend mit 3 ml PBS 

gewaschen. Nach einer erneuten Zentrifugation für 5 min bei 1000 rpm und 4 °C wurde der 

Überstand abgenommen und das Pellet in 300 µl PBS gelöst und auf Eis gelagert. 

Anschließend wurden 700 µl eiskalter 100%iger Ethanol tröpchenweise zu der gelösten 

Zellsuspension unter Vortexen zugegeben und die Zellen bei -20 °C über Nacht fixiert.  

Nach der Fixierung wurden 3 ml PBS hinzugefügt und die Mischung für 5 min bei 1000 rpm 

und 4 °C zentrifugiert. Parallel wurde eine Propidiumiodid-Suspension aus PBS, 1:40 

Propidium Iodid (40x Stock; Invitrogen, Carlsbad, CA) und 1:1000 RNase A (1000x; Qiagen, 

Valencia, CA) erstellt und lichtsensibel gelagert. Der Überstand wurde vom Zellpellet 

abgenommen und dieses in 300 µl Propidiumiodid-Lösung resuspendiert und durch 5 ml 

Polystyrol-Rundbodenröhrchen (Becton Dickinson Biosciences, Franklin Lakes, NJ) gefiltert. 

Die Zell-Propidiumiodidsuspension wurde über Nacht bei 4 °C und vor Licht geschützt 

gelagert und am Folgetag in einem Durchflusszytometer (FACSCalibur, Becton Dickinson, 

Franklin Lakes, NJ) der Anteil der subG1-Fraktion an der Gesamtzellpopulation vermessen. 

Die FACS-Daten wurden mit der Software CellQuest (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) 

ausgewertet. 

 

 

2.2.1.8  Herstellung von Proteinlysaten aus Zellen 

 

Für die Proteinanalyse mittels Western Blot wurden Zellen verwendet, die wenige Passagen 

durchgangen waren, um zu garantieren, dass sich ihr Expressionsprofil nicht maßgeblich 

verändert hatte. Im Inkubationsschrank kultivierte Zellen wurden zur Aufarbeitung für die 

Proteinanalyse zunächst 2-fach mit PBS gewaschen. Danach wurde 100 µl Lysispuffer (1% 
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Nonyl-Phenoxypolyethoxylethanol-40 (NP-40), 0.1% Triton X-100, 150 mM NaCl, 50 mM 

Tris pH 7.5, 1 mM EDTA), dem Protease- und Phosphataseinhibitoren zugefügt wurden                

(1 mM PMSF, 1 mM Na3VO4, 250 mM NaF, 1x cOmplete, Mini, EDTA-free Protease 

Inhibitor Cocktail, Roche Applied Science, Indianapolis, IN), auf die Zellplatte gegeben und 

die Zellen wurden durch einen Zellschaber abgelöst und in einem 1,5 ml Eppendorf-Gefäß 

gesammelt. Diese Zellsuspension wurde homogenisiert, indem sie mit einer 1 ml Insulin-

Spritze (Becton Dickinson Biosciences, Franklin Lakes, NJ) 10x aufgezogen wurde. 

Anschließend wurde die Suspension für 10 min auf Eis inkubiert und darauf bei 4 °C und 

14.000 rpm für 15 min zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Überstand 

abgenommen und für die weiterführende Proteinbestimmung genutzt. Die erhaltenen 

Proteinlysate wurden bei -20 °C gelagert. 

 

 

2.2.2  Proteinanalytische Methoden 

 

2.2.2.1  Quantifizierung des Proteingehaltes 

 

Die Bestimmung des Proteingehaltes erfolgte für alle Proteinuntersuchungen mit dem Bio-

Rad Protein Assay (Bio-Rad, Hercules, CA) basierend auf der Bradford-Methode. Diese 

Proteinmessmethode basiert darauf, dass ein azidischer Farbstoff zu einer Proteinlösung 

gegeben wird und anschließend eine Messung bei 595 nm mit einem Spektrophotometer 

erfolgt. Der Vergleich zu einer Standardkurve erlaubt eine relative Aussage zur 

Proteinkonzentration der Probe.  

Die zur Probe zugegebene Lösung des Bio-Rad Protein Assay verändert abhängig von der 

Konzentration des Proteinlysates seine Farbe. Das Maximum der Absorption wechselt dabei 

für die azidische Lösung von Coomassie® Brilliant Blue G-250-Färbemittel von 465 nm zu 

595 nm Wellenlänge, wenn Protein gebunden wird.  

Zunächst wurde der Bio-Rad Protein Assay 1:5 mit destilliertem H2O verdünnt und je 1 ml in 

die Messküvetten gegeben. Anschließend wurden 2 µl der jeweiligen Proteinprobe pro 

Küvette hinzugefügt. Als Standardkurve wurden parallel 1 µl, 3 µl, 5 µl, 10 µl und 15 µl der 

1x Rinderserumalbumin (BSA)-Lösung ebenfalls in Küvetten, die bereits den Bio-Rad 

Protein Assay enthielten, pipettiert. Vor der Messung wurden alle Proben gut gemischt. Die 

Messung der Absorption bei 595 nm erfolgte in dem BioMate 3 Spectrophotometer (Thermo 

Fisher Scientific Inc., Waltham, MA). Nach der Messung wurde die Konzentration der 



2     Material und Methoden               47 
 

 

Proteinproben mittels linearer Regression bezogen auf die Standardkurve ermittelt und als 

Proteingehaltswerte [mg/ml] angegeben. Diese Proteinwerte mussten aufgrund der vorherigen 

Zugabe von 2 µl Probe zu 1 ml Bio-Rad Protein Assay (1:500) halbiert werden. 

 

 

2.2.2.2  Western Blot-Analyse 

 

2.2.2.2.1 Denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

 

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen nach ihrer Molekülgröße erfolgte in einer 

vertikalen diskontinuierlichen Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-

PAGE) unter denaturierenden Bedingungen. SDS ist ein anionisches Detergenz, das 

anionische Komplexe mit den Proteinen bildet und daher die Eigenladung der Moleküle 

überdeckt. Dadurch wandern alle Proteine nach Anlegen von elektrischem Strom zur Anode. 

Gleichzeitig werden die Proteine vollständig denaturiert. Das bedeutet, sie verlieren ihre 

tertiären und sekundären Strukturen, und wandern im Gel entsprechend ihrer molekularen 

Masse. Die Proben wurden beim hier verwendeten Lämmli-SDS-System zunächst in einem 

5%-igen Sammelgel konzentriert und dann in einem 10%-igen beziehungsweise 15%-igen 

Trenngel aufgetrennt.  
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Komponente Volumen für 5%-

iges Sammelgel 

[ml] 

Volumen für 10%-

iges Trenngel 

[ml] 

Volumen für 15%-iges 

Trenngel 

[ml] 

40% Polyacrylamid 0,625 2,5 3,75 

Tris HCl (1 M, pH 

6,8) 

0,625 - - 

Tris HCl (1,5 M, pH 

8,8) 

- 2,5 2,5 

10% 

Ammoniumpersulfat 

0,05 0,1 0,1 

10% SDS 0,05 0,1 0,1 

TEMED 0,005 0,004 0,004 

H2O 3,65 4,8 3,55 

Gesamtvolumen 5 10 10 
 

Tabelle 2.4: Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel. 

 

Die Gelkassetten wurden zunächst mit dem Trenngel bis zu ¾ des Gesamtvolumens gefüllt 

und mit Isopropanol überschichtet, um die Polymerisation unter Luftabschluss zu 

beschleunigen und eine glatte Grenzfläche zum Sammelgel zu erhalten. Die Polymerisation 

erfolgte innerhalb von 10 min bei Raumtemperatur. Anschließend wurde das Sammelgel in 

die Gelkassetten gegeben und die Kämme gesteckt. Die Polymerisation erfolgte ebenfalls 

innerhalb von 10 min. Zur Probenvorbereitung wurden jeweils 12 µg beziehungweise 20 µg 

Protein 1:1 mit Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad, Hercules, CA) versetzt. Diese Mischung 

wurde für 5 min bei 95 °C erhitzt und nach kurzer Lagerung auf Eis in die Geltaschen gefüllt. 

Die Elektrophorese erfolgte bei einer konstanten Stromstärke von 40 mA über 2 h. Als 

Elektrophoresepuffer wurde der unter 2.1.6 aufgeführte Laufpuffer (1x) verwendet. Bei jeder 

Elektrophorese wurde ein Größenstandard (Precision Plus ProteinTM Standards Dual Color, 

Bio-Rad) mitgeführt. 

 

 

 

 

 



2     Material und Methoden               49 
 

 

2.2.2.2.2 Transfer der Proteine auf eine Polyvinyliden-Difluorid-Membran 

 

Nach erfolgter SDS-PAGE wurden die Proteine in einem Blotverfahren auf eine 

Polyvinyliden-Difluorid (PVDF)-Membran (Millipore, Billerica, MA) transferiert. Dafür 

wurde die auf die Gelgröße zugeschnittene PVDF-Membran in Methanol für 1 min 

angefeuchtet und danach ebenso wie das zugeschnittene Filterpapier in Transferpuffer (1x) 

äquilibriert. Anschließend wurden die Proteine in einer Mini Trans-Blot® Electrophoretic 

Transfer Cell (Bio-Rad, Hercules, CA) für 1 h bei einer Spannung von 100 Volt auf die 

PVDF-Membran übertragen. Der Aufbau für den Proteintransfer ist in Abbildung 2.1 

dargestellt. Zur Beurteilung der Qualität und Effizienz des Transfers wurde die Membran für 

5 min in Ponceau S-Lösung gefärbt. Durch wiederholtes Spülen der Membran mit TBST (1x) 

wurde der Proteinfarbstoff wieder entfernt. 

 

Gitter

Gitter

Filterpapier

Filterpapier
Schwämme

Schwämme

Gel

PVDF-Membran

Kathode

Anode  
Abbildung 2.1: Schematische Darstellung des Aufbaus für den Proteintransfer auf eine PVDF-Membran. 

 

 

2.2.2.2.3 Immundetektion 

 

Um unspezifische Bindungsstellen abzusättigen, wurde die mit Protein beladene PVDF-

Membran eine Stunde in einem Blockierungspuffer bestehend aus 5% fettfreier Milch in 

TBST geschwenkt. Anschließend erfolgte die Inkubation mit dem primären, gegen das 

Zielprotein gerichteten Antikörper (Anti-pERK1/2, Anti-ERK1/2, Anti-p21, Anti-Aktin). 

Dazu wurde die PVDF-Membran über Nacht bei 4 °C mit 10 ml der jeweiligen 

Antikörperlösung unter leichtem Schwenken inkubiert. Nach Entfernen der Antikörperlösung 

wurde die Membran 3x 10 min mit TBST gewaschen. Es folgte eine einstündige Inkubation 

mit 10 ml der entsprechenden Sekundär-Antikörperlösung bei Raumtemperatur, an die sich 

wiederum ein 3x zehnminütiger Waschschritt mit TBST anschloss. Die Sekundär-Antikörper 

waren mit Horseradish Peroxidase konjugiert (Anti-Maus-IgG und Anti-Kaninchen-IgG). Die 

entsprechenden Antigene konnten daher durch einminütige Inkubation mit Amersham ECL 



2     Material und Methoden               50 
 

 

PlusTM Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare, Piscataway, NJ) im Dunkeln und 

Auflegen und Entwickeln eines Röntgenfilms (BioMax MR; Kodak, Rochester, NY) 

visualisiert werden. Die Membranen wurden zur weiteren Aufbewahrung in TBST-Puffer 

(1x) gewaschen.  

Die in dieser Arbeit verwendeten Antikörper finden sich in Tabelle 2.2 (Kapitel 2.1.3). Die 

Western Blots wurden mittels der ImageJ Software (National Institute of Mental Health, 

Bethesda, MD, USA) quantifiziert und auf die Aktin-Kontrolle normalisiert.  

 

 

2.2.3  Molekularbiologische Methoden 

 

2.2.3.1  Präparation von Gesamt-RNA aus Zellen 

 

Für die Präparation von Gesamt-RNA aus Zellen wurden zunächst Zellpellets erstellt. Von 

dicht bewachsenen Zellplatten wurde das Medium abgenommen und die Zellen 1x mit PBS 

auf Eis gewaschen. Anschließend wurde erneut 1 ml PBS auf die Zellplatte gegeben, die 

Zellen wurden mit einem Zellschaber von der Grundfläche gelöst und in 1,5 ml Eppendorf-

Gefäßen gesammelt. Die Zell-PBS-Suspension wurde bei 4 °C für 5 min bei 5000 rpm 

zentrifugiert, der Überstand wurde abgenommen und das entstandene Zellpellet für die 

weitere Präparation von Gesamt-RNA verwendet. 

Die Gesamt-RNA wurde aus dem vorbereiteten Zellpellet mit Hilfe des RNeasy® Plus Mini 

Kits (Qiagen, Valencia, CA) extrahiert. Das Pellet wurde in 350 µl RLT Plus-Puffer, welcher 

β-Mercaptoethanol enthielt, aufgenommen und homogenisiert. Das homogenisierte Lysat 

wurde auf eine gDNA Eliminator Spin-Säule gegeben und für 1 min bei ≥10000 rpm 

zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde die Säule entsorgt und der Durchfluss 1:1 mit 

70%-igem Ethanol gemischt. Dieses Gemisch wurde auf eine RNeasy Spin-Säule gegeben, für 

30 sec bei ≥10000 rpm zentrifugiert und der Durchfluss wurde verworfen. Anschließend 

wurden 700 µl RW1-Puffer auf die RNeasy Spin-Säule gegeben, um die Säulenmembran zu 

waschen, die Säule für 30 sec bei ≥10000 rpm zentrifugiert und der Durchfluss wurde 

entsorgt. Daraufhin wurde die Säule zweimal mit 500 µl Ethanol-haltigem RPE-Puffer 

gewaschen und nach der ersten Waschung für 30 sec und nach der zweiten Waschung für 2 

min bei ≥10000 rpm zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde beide Male der Durchfluss 

verworfen. Um die Säule vor der Elution von Ethanol zu reinigen, wurde die Säule in ein 
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neues 2 ml Sammelgefäß transferiert und für 1 min bei 13200 rpm zentrifugiert. Abschließend 

wurde die RNeasy Spin-Säule in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefäß platziert und 30-50 µl von 

RNase-freiem H2O wurden direkt auf die Säulenmembran gegeben. Die Gesamt-RNA wurde 

nun bei einer Zentrifugation mit ≥10000 rpm für 1 min eluiert. Die Gesamt-RNA wurde bis 

zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. 

 

 

2.2.3.2  Quantifizierung der RNA 

 

Die Quantifizierung der Gesamt-RNA erfolgte mit Hilfe des Nano DropTM ND-1000 (Thermo 

Fisher Scientific Inc., Waltham, MA) photometrisch bei einer Wellenlänge von 260 nm. 

Aufgrund der aromatischen Ringsysteme der Basen adsorbieren Nukleinsäuren 

elektromagnetische Strahlung im Bereich von 250-270 nm. Für die Messung wurde 1 µl der 

Probe verwendet. Neben der Konzentration der RNA, angegeben in µg/µl, wurden die 

Reinheitsquotienten 260/280 und 260/230 bestimmt. Es wurde geprüft, ob der Reinheitsgrad 

zwischen 1,8 und 2,0 (2,2 für den Quotienten 260/230) liegt. Mögliche Verunreinigungen der 

Probe, unter anderem durch Proteine oder Phenol, äußern sich in einem deutlichen Abfall der 

Quotienten. 

 

 

2.2.3.3  cDNA-Synthese aus Gesamt-RNA (Reverse Transkription) 

 

Bevor die Expression eines Gens quantitativ ermittelt werden konnte, musste die Gesamt-

RNA mittels Reverser Transkriptase, eines aus Retroviren isolierten Enzyms, in die 

einzelsträngige komplementäre DNA (cDNA) umgeschrieben werden, da die Polymerase der 

Real Time-PCR nur DNA als Template erkennt. Hierzu wurde das Super-Script III First-

Strand Synthesis System for Reverse Transcription (RT)-PCR (Invitrogen, Carlsbad, CA) 

verwendet. Als Primer wurden Random Hexamers eingesetzt, da sie sich überall auf dem 

RNA-Strang anlagern können. Somit wird nicht nur mRNA, sondern auch rRNA und tRNA 

revers transkribiert, wodurch eine spätere Normalisierung der PCR-Ergebnisse auf die 18S 

rRNA als Housekeeping-Gen möglich wird. Um vergleichbare cDNA-Konzentrationen für die 

PCR zu erhalten, wurden 2 µg gereinigter Gesamt-RNA jeder Probe für die Reverse 

Transkription eingesetzt. Die Reverse Transkription erfolgte in mehreren Schritten. Es 

wurden zunächst folgende zwei Ansätze erstellt: 
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Komponente Volumen (pro Probe) 

Random Hexamers 1 µl 

dNTP 1 µl 

Gesamtvolumen 2 µl 
 

Tabelle 2.5: Ansatz 1 für die Reverse Transkription. 

 

Komponente Volumen (pro Probe) 

10x RT Puffer 2 µl 

0,1 M DTT 2 µl 

25 mM MgCl2 4 µl 

RNase OUT  1 µl 

Super Script III 1 µl 

Gesamtvolumen 10 µl 
 

Tabelle 2.6: Ansatz 2 für die Reverse Transkription. 

 

Zu 2 µg Gesamt-RNA einer Probe, gelöst in 8 µl Aqua dest., wurden 2 µl von Ansatz 1 

gegeben, für 5 min auf 65 °C erhitzt und danach für 1 min auf Eis inkubiert. Anschließend 

wurden 10 µl von Ansatz 2 zu jeder Probe hinzugefügt, die Mischung für 10 min bei 25 °C 

und für 50 min bei 50 °C inkubiert. Daran schloss sich ein Verdünnungsschritt (1:10) mit 

Aqua dest. an, um eine Konzentration der cDNA von 10 ng/µl zu erhalten. Bis zu ihrer 

Verwendung für die Real Time-PCR wurde die cDNA bei -20°C aufbewahrt. 

 

 

2.2.3.4  Amplifizierung von spezifischen DNA-Sequenzen mittels Real Time-PCR 

 

Um Aussagen über Unterschiede in der mRNA-Expression eines Gens machen zu können, 

kann die entsprechende cDNA mittels einer Polymerasekettenreaktion (PCR) untersucht 

werden. Eine exakte Quantifizierung ist aber nur möglich, solange sich die PCR-Reaktion im 

linearen Bereich der Amplifikation befindet. Bei einer normalen PCR (auch als Endpunkt-

PCR bezeichnet) kann dies nur schwer nachgeprüft werden. So muss nach jedem PCR-Zyklus 

ein Aliquot der Probe entnommen und die entsprechende Bandenintensität als Maß der 

Amplifikatmenge nach Gelelektrophorese unter UV-Licht ermittelt werden. Die Real Time-
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PCR ist eine aktuelle Weiterentwicklung der herkömmlichen PCR zur Quantifizierung von 

Expressionsunterschieden, durch welche die aufwändige Vorgehensweise der Endpunkt-PCR 

umgangen werden kann. Hierbei wird während der PCR im geschlossenen Reaktionsgefäß 

mittels Fluoreszenzmessung die Menge des gebildeten PCR-Produktes aufgezeichnet, ohne 

die PCR-Reaktion stoppen zu müssen. Anschließend kann die ursprünglich in die Reaktion 

eingesetzte Kopienzahl berechnet werden.  

Ebenso wie bei einer herkömmlichen PCR wird durch den Einsatz von sequenzspezifischen 

Primern der jeweilig gewünschte cDNA-Abschnitt amplifiziert. Daneben wird SYBR Green, 

ein DNA-interkalierender Farbstoff, hinzugegeben. Es bindet an doppelsträngige DNA und 

diese Interkalation in die DNA induziert die Emission eines Fluoreszenzsignals bei 525 nm 

mit einer Anregung bei 494 nm (Maruyama et al., 2003). Durch die Zunahme von 

doppelsträngigen DNA-Produkten über die Zyklen der Real Time-PCR nimmt auch das zu 

detektierende Fluoreszenzsignal zu.  

Die nach jedem PCR-Zyklus gemessene Fluoreszenzemission, die der Menge an 

neugebildeter DNA entspricht, wird gegen die Zyklenzahl aufgetragen. Daraus resultiert der 

sogenannte Amplification Plot (Abbildung 2.2), an dem der Reaktionsverlauf der einzelnen 

Proben verfolgt werden kann.  

 
Abbildung 2.2: Amplification Plot eines Real Time-PCR-Laufes (Abbildung gemäß Qiagen, Valencia, CA). 

 

Während der ersten PCR-Zyklen wird nur die Hintergrundfluoreszenz gemessen, da die 

Fluoreszenz durch SYBR Green aufgrund der geringen DNA-Template-Konzentration (10 ng 

pro Ansatz) nicht detektierbar ist. Die Fluoreszenzintensität des SYBR Green-Farbstoffs 

steigt nach einer bestimmten Zykluszahl verstärkt an. Der PCR-Zyklus, bei dem die 
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Reporterfluoreszenz die Hintergrundfluoreszenz signifikant übersteigt (etwa um das 

Zehnfache), wird als Threshold Cycle beziehungsweise cT-Wert bezeichnet (Abbildung 2.2) 

und stellt die Basis zur Quantifizierung von Expressionsunterschieden der PCR-Produkte dar. 

Je höher die Startkopienzahl eines zu amplifizierenden cDNA-Fragmentes einer Probe ist, 

desto schneller steigt die SYBR Green-Fluoreszenz während der PCR-Reaktion an und umso 

kleiner ist demzufolge der entsprechende cT-Wert dieser Probe. Das Protokoll einer Real 

Time-PCR ähnelt dem einer herkömmlichen PCR. 

Folgendes Pipettierschema wurde angewandt: 

 

Komponente Volumen [µl] pro 10 µl-

Ansatz 

Endkonzentration 

SYBR® Green PCR 

Master Mix (2x) 

5 1x 

8 µM Forward-Primer 1  800 nM 

8 µM Reverse-Primer 1 800 nM 

10 ng/µl cDNA 1 10 ng 

Aqua dest. 2 - 
 

Tabelle 2.7: Komponenten des Real Time-PCR Ansatzes. 

 

Für die PCR wurde das in Tabelle 2.8 dargestellte Temperaturprofil genutzt. Dabei wurden 

die Proben zunächst für 2 min auf 50 °C und anschließend für 10 min auf 95 °C erhitzt, 

anschließend im Rahmen von 40 Zyklen 15 sec bei 95 °C die DNA-Doppelstränge 

aufgetrennt und bei 60 °C konnten sich für 1 min die Primer anlagern und die Polymerase den 

synthetisierten DNA-Strang verlängern. In jedem Zyklus wurden zudem zwei weitere 

Abschnitte von 95 °C für 15 sec und 60 °C für 15 sec eingebaut.  
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Arbeitsschritt Temperatur [°C] Zeit 

AmpErase® UNG-

Aktivierung 

50 °C 2 min 

Aktivierung der AmpliTaq 

Gold® DNA-Polymerase 

95 °C 10 min 

DNA-Doppelstrang-

Auftrennung 

95 °C 15 sec 

Primer-

Anlagerung/Extension 

60 °C 1 min 

DNA-Doppelstrang-

Auftrennung 

95 °C 15 sec 

Primer-

Anlagerung/Extension 

60 °C 15 sec 

 

Tabelle 2.8: Temperaturprofil der Real Time-PCR. 

 

Alle Real Time-PCR-Untersuchungen wurden in Dreifachbestimmungen in 384-Well-Platten 

(Applied Biosystems, Foster City, CA) in je 10 µl Volumen durchgeführt. Für die Real Time-

PCR-Untersuchungen wurde das 7900HT Fast Real Time PCR System (Applied Biosystems, 

Foster City, CA) genutzt.  

 

 

2.2.3.5  Quantifizierung und Analyse der Real Time PCR-Daten 

 

Mit Hilfe der Real Time PCR ist es möglich, wie oben beschrieben, die cT-Werte für 

spezifische DNA-Fragmente zu erhalten. Um Expressionsunterschiede einer mRNA zu 

analysieren, reicht die alleinige Quantifizierung des spezifischen DNA-Fragmentes nicht aus, 

da geringfügige Abweichungen während der RNA-Messung und der Durchführung der 

Reversen Transkription nicht auszuschließen sind und zu einer Verfälschung der Ergebnisse 

führen könnten. Aus diesem Grund wird der mRNA-Gehalt des Zielgens in Relation zu einem 

Referenzgen gesetzt. Als Referenzgen verwendet man sogenannte unregulierte Housekeeping-

Gene, wie zum Beispiel Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase (GAPDH), β-Actin oder 

18S rRNA. In den Untersuchungen für diese Arbeit wurde GAPDH als Housekeeping-Gen 

verwendet.  
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Für die Real Time PCR-Untersuchungen wurden humane MEF (Sashida et al., 2009), humane 

Sox2, humane Oct4, humane Nanog, humane GAPDH, murine Mef (Sashida et al., 2009), 

murine Sox2, murine Oct4 (Pou5f1), murine Nanog (Battulin et al., 2009), murine Nestin, und 

murine Gapdh SYBR Green Primer bei Invitrogen (Carlsbad, CA) und Integrated DNA 

Technologies, Inc. (Coralville, IA) erworben. Die verwendeten Primerpaare finden sich in 

Tabelle 2.3 (Kapitel 2.1.4).  

 

 

2.2.3.6  Verwendete Plasmide 

 

Plasmide sind doppelsträngige DNA-Moleküle von 1 bis 200 kb Länge, in die DNA-

Fragmente kloniert werden können, um eine große Anzahl identer Kopien dieser Fragmente 

herzustellen. In dieser Arbeit wurden die Plasmide pBabe Puro, pLKO.1 Puro und RCAS 

verwendet, in welche die Zielgene bereits hineinkloniert waren. 

Der humane ELF4/MEF-pBabe-Puro-Vektor und der murine shRNA Mef pLKO.1 Puro-

Vektor stammen aus dem Labor von Dr. Stephen Nimer am MSKCC (Sashida et al., 2009) 

und wurden für Zelltransfektionen dieser Arbeit freundlicherweise zur Verfügung gestellt.  

Der RCAS-PDGF-B-Vektor stammt aus dem Labor von Eric C. Holland am MSKCC, wurde 

bereits in mehreren Publikationen angewendet (Charles et al., 2010; Pitter et al., 2011; Shih et 

al., 2004) und stand freundlicherweise zur Verwendung im Rahmen der Transfektionen von 

DF-1-Zellen in dieser Arbeit zur Verfügung. 

Die Verpackungsplasmide pMD2.G und psPAX2 wurden vom Laboratory of Virology and 

Genetics (École Polytechnique Fédérale de Lausanne, Lausanne, Schweiz) erworben. Die 

Konstrukte siRNA MEF SKI-RSI-22358 (MSKCC, New York, NY) und die Silencer® Select 

Negative Control #1 siRNA (Applied Biosystems, Foster City, CA) wurden ebenfalls käuflich 

erworben. 

 

 

2.2.3.7 Transfektion der Verpackungszelllinien Phoenix Amphotropic und Phoenix 

Ecotropic mit humanem ELF4/MEF-pBabe-Puro-Vektor 

 

Phoenix Amphotropic- und Phoenix Ecotropic-Zellen (ATCC, Rockville, MD) wurden mit 

dem retroviralen Konstrukt ELF4/MEF-pBabe-Puro unter der Verwendung der folgenden 

Standard-Calcium-Phosphat-Methode transfiziert: 4x106 Zellen wurden in DMEM (ohne 
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Penicillin/Streptomycin) auf einer 100 mm2 Zellkulturplatte 24 h vor der Transfektion 

ausgesät. 6 h vor der Transfektion wurde das Medium der Zellen zu 7 ml MEM 5% FBS 

(ohne Penicillin/Streptomycin) gewechselt. In sterilen 5 ml Polystyrolgefäßen wurde der 

Transfektionsmix aus 50 µl 2,5 M CaCl2, 20 µg Vektor, 5 µg Amphoterous A für die Phoenix 

Amphotropic-Zellen, ad 500 µl Aqua dest., und 500 µl 2x BBS für eine 100 mm2 

Zellkulturplatte gemischt. 1 ml des Transfektionsansatzes wurde auf eine 100 mm2 

Zellkulturplatte gegeben und diese über Nacht inkubiert. Sie wurde anschließend mit 5 ml 

warmem, sterilem PBS gewaschen und mit 7 ml warmem MEM 5% FBS (ohne 

Penicillin/Streptomycin) bedeckt. Der virale Überstand wurde 48 h nach der Transfektion 

abgenommen und, wie unter 2.2.3.9 beschrieben, weiter verwendet. Viraler Überstand konnte 

alle 5-6 h während des 24-72 h-Zeitraums nach der Transfektion gesammelt werden. 

Phoenix Amphotropic-Zellen wurden für das Produzieren der Viren für die Infektion humaner 

Zelllinien und Phoenix-Ecotropic-Zellen für die Infektion muriner Zelllinien verwendet.  

 

 

2.2.3.8 Transfektion der Verpackungszelllinie 293T mit murinem shRNA Mef pLKO.1 

Puro-Vektor  

 

Der shRNA Mef pLKO.1 Puro-Vektor wurde in 293T-Zellen (ATCC, Rockville, MD) 

transfiziert. Der Lentivirus-Vektor pLKO.1 selbst besitzt einen Puromycin-selektierbaren 

Marker (Open Biosystems, Huntsville, AL). Bei der Transfektion kam die folgende Standard-

Calcium-Phosphat-Methode zum Einsatz: 4x106 Zellen wurden in DMEM (ohne 

Penicillin/Streptomycin) auf einer 100 mm2 Zellkulturplatte 24 h vor der Transfektion 

ausgesät. 6 h vor der Transfektion wurde das Medium der Zellen zu 7 ml MEM 5% FBS 

(ohne Penicillin/Streptomycin) gewechselt. In sterilen 5 ml Polystyrolgefäßen wurde der 

Transfektionsansatz aus bis zu 500 µl A. dest., 50 µl 2,5 M CaCl2, 20 µg Vektor, 5 µg 

pMD2.G-Umhüllungsplasmid (Laboratory of Virology and Genetics, École Polytechnique 

Fédérale de Lausanne, Lausanne, Schweiz), 15 µg psPAX2-Verpackungsplasmid (Laboratory 

of Virology and Genetics, École Polytechnique Fédérale de Lausanne, Lausanne, Schweiz) 

und 500 µl 2x BBS für eine 100 mm2 Zellkulturplatte gemischt. 1 ml des 

Transfektionsansatzes wurde auf eine 100 mm2 Zellkulturplatte gegeben und diese über Nacht 

inkubiert. Sie wurde anschließend mit 5 ml warmem, sterilem PBS gewaschen und mit 7 ml 

warmem MEM 5% FBS (ohne Penicillin/Streptomycin) bedeckt. Der virale Überstand wurde 

48 h nach der Transfektion abgenommen und, wie unter 2.2.3.9 beschrieben, weiter 
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verwendet. Viraler Überstand konnte alle 5-6 h während des 24-72 h-Zeitraums nach der 

Transfektion gesammelt werden. 

 

 

2.2.3.9  Infektion der Zielzelllinien mit dem erzeugten Virus 

 

Kultivierte Virusüberstände wurden von den Zellplatten der Verpackungszellen abgenommen 

und 8 µg/ml Polybrene (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) wurde hinzu gegeben, welches die 

Effizienz von retroviralen Infektionen erhöht, indem es die Ladung der Zelle auf der 

Zelloberfläche neutralisiert (Davis et al., 2004). Virus-Medium und Polybrene wurden mittels 

eines 0,45 µm-Filters (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA) steril filtriert. Das 

Medium der Zielzellen wurde aspiriert und die Zellen für 6 h mit 5 ml Polybrene-

enthaltendem Virus-Medium inkubiert. Anschließend wurden 3 ml frisches DMEM-Medium 

zu dem Virus-Medium hinzugegeben. Nach 15 h wurde im Rahmen eines zweiten 

Infektionszyklusses das alte Medium abgenommen und nach der oben beschriebenen 

Prozedur neues Polybrene-enthaltendes Virus-Medium auf die Zellen gegeben. Nach 6 h 

wurde das Virus-Medium abgenommen und durch 7 ml frisches DMEM-Medium ersetzt. 

Die Selektion der transfizierten Zellen wurde 36 h nach der letzten Infektion begonnen. Die 

infizierten Zellen wurden trypsiniert und 1:2 auf neue Zellplatten ausgesät. Zu 7 ml DMEM-

Medium wurden 1,4 µl Puromycin (10 µg/ml) gegeben. Die Selektion erfolgte sowohl für die 

pBabe-Konstrukte als auch für das pLKO.1-Konstrukt mit Puromycin. Neben den infizierten 

Zellen wurde auch eine Zellplatte derselben Zelllinie, die nicht infiziert wurde, als Kontrolle 

in Selektion mitgeführt. Die Selektion wurde beendet, wenn die parallel mitgeführten, nicht 

infizierten Zellen unter Puromycin-Applikation vollständig gestorben waren. 

 

 

2.2.3.10 Transfektion von DF-1-Zellen mit RCAS-PDGF-B 

 

Die Verpackungszelllinie DF-1 wurde mit dem RCAS-PDGF-B-Konstrukt unter Verwendung 

von FuGENE 6 Transfection Reagent (Roche Applied Science, Indianapolis, IN) transfiziert.  

Eine Stunde vor Transfektion musste das Medium der zu transfizierenden Zellen durch 

frisches Zellkulturmedium ersetzt werden. Anschließend wurde 18 µl FuGENE mit 150 µl 

Opti-MEM®-Medium (Invitrogen, Carlsbad, CA), ohne FBS und Penicillin/Streptomycin, 

gemischt und für 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Darauf wurden 6 µg der RCAS-
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PDGF-B-Vektor-DNA zu der Mischung hinzugefügt und für 15 min bei Raumtemperatur 

inkubiert. Das Transfektionsmedium, bestehend aus Opti-MEM-Medium und RCAS-PDGF-

B-Vektor-DNA, wurde anschließend tröpfchenweise zu den mit Zellkulturmedium bedeckten 

Zielzellen gegeben, gemischt und über Nacht inkubiert. 

 

 

2.2.3.11 Transfektion von T98G-Zellen mit siRNA gegen MEF 

 

Am Tag vor der Transfektion wurden 2 x 106 Zellen auf einer 100 mm2-Zellplatte mit 

regulärem DMEM + 10% FBS ausgesät. Am Folgetag wurden 2 µl einer 20 µM Stocklösung 

der siRNA gegen MEF bzw. der Kontroll-siRNA (5 nM Endkonzentration auf der Zellplatte) 

in 1 ml serumfreien DMEM verdünnt und 40 µl HiPerFect Transfektionsreagens (Qiagen, 

Valencia, CA) hinzugegeben. Die Suspension wurde durch Vortexen gemischt und für 10 min 

bei Raumtemperatur (15-25 °C) inkubiert, um die Bildung der Transfektionskomplexe zu 

ermöglichen. Anschließend wurde der Transfektionsansatz tröpfchenweise unter Schwenken 

der Zellkulturplatte zum Zellkulturmedium hinzugegeben. Nach 24 h Inkubation unter 

Standardbedingungen wurden die Zellen für die Real Time PCR-Analyse pelletiert bzw. für 

die Behandlung mit ionisierender Strahlung (vgl. 2.2.1.7) verwendet.  

 

 

2.2.4  Tierexperimentelle Methoden 

 

2.2.4.1  Verwendete Mausstämme 

 

Elf4/Mef-/--Mäuse, im Folgenden als Mef-/--Mäuse abgekürzt, wurden freundlicherweise von 

Dr. Stephen Nimers Labor, Memorial Sloan-Kettering Cancer Center, New York, USA, zur 

Verfügung gestellt. Die Erstellung der Mef-/--Mäuse wurde von Lacorazza und Kollegen 

beschrieben (Lacorazza et al., 2002), während die Verwendung der p53-/--Mäuse ebenfalls 

publiziert wurde (Sashida et al., 2009).  

Nestin-tv-a/WT-Mäuse, Nestin-tv-a/Ink4a-Arf-/--Mäuse und p53-/--Mäuse wurden 

freundlicherweise von Dr. Eric C. Hollands Labor, Memorial Sloan-Kettering Cancer Center, 

New York, USA, zur Verfügung gestellt. Die Erstellung der Nestin-tv-a transgenen Mäuse 

wurde in der Publikation von Holland und Kollegen genauer beschrieben (Holland et al., 

1998). p53-/--Mäuse fanden ebenfalls bereits Verwendung (Squatrito et al., 2010).  
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Nestin-tv-a/Mef-/--Mäuse und p53-/-/Mef-/--Mäuse wurden freundlicherweise von Dr. Elena 

Bazzoli, Research Associate im Labor von Dr. Stephen Nimer am MSKCC, zur Verfügung 

gestellt. Nestin-tv-a/Mef-/--Mäuse wurden durch Kreuzen von Nestin-tv-a-Mäusen mit 

Elf4/Mef-/--Mäusen generiert und durch Genotypisierung mittels PCR überprüft, während 

p53-/-/Mef-/--Mäuse durch Kreuzen von p53-/--Mäusen und Elf4/Mef-/--Mäusen erstellt und 

durch Genotypisierung mittels PCR überprüft wurden. 

Immundefiziente SCID-Mäuse wurden freundlicherweise von Dr. Eric C. Hollands Labor, 

MSKCC, zur Verfügung gestellt. 

 

 

2.2.4.2 Erläuterung des RCAS/Nestin-tv-a-Systems zur Erzeugung von Gliomen in 

Mäusen 

 

Platelet-derived growth factor-B (PDGF-B)-induzierte Gliome wurden in den Mäusen unter 

Verwendung des RCAS/tv-a-Systems erzeugt, welches einen in vivo Transfer eines 

retroviralen Gens in einen spezifischen Zelltyp erlaubt.  

Für das RCAS/tv-a-System finden der virale Replication-competent ALV splice acceptor 

(RCAS) Vektor, welcher von dem Vogelretrovirus Avian Leukosis Virus (ALV) Subgruppe 

A abgeleitet ist, und eine transgene Mauslinie, welche tv-a als den Rezeptor für ALV-A 

exprimiert, Anwendung (Holland et al., 1998).  

In den Vektor RCAS kann das Zielgen, z.B. PDGF-B, kloniert werden, mit welchem später 

die Zellen der transgenen Mauslinie infiziert werden sollen. Mit dem RCAS-Vektor, der das 

Zielgen enthält, wird zunächst die Verpackungszelllinie DF-1, die eine Huhn-

Fibroblastenzelllinie darstellt, transfiziert (siehe Kapitel 2.2.3.10). Die mit RCAS-PDGF-B 

transfizierten DF-1-Zellen können gezielt in die zu untersuchende Körperregion der Maus, 

z.B. das Gehirn, injiziert werden, damit dort der RCAS-Vektor durch Virusinfektion in die 

Zielzellen eingebracht werden kann (Dorner et al., 1985). Säugetierzellen mangelt es an dem 

tv-a-Gen und sie sind daher resistent gegen eine Infektion mit ALV-A. Nur Zellen, die gezielt 

in einer transgenen Maus den tv-a-Rezeptor ektopisch exprimieren, erlauben einen viralen 

Eintritt und eine chromosomale Integration des ALV-A. Bei Nestin-tv-a transgenen Mäusen 

wird tv-a, der Rezeptor für ALV-A, unter der Kontrolle des Nestin-Promoters nur in Nestin-

positiven Zellen des Gehirns exprimiert (Holland et al., 1998). Die viralen Proteine werden 

wenig exprimiert und neue virale Partikel sind nicht infektiös, so dass einer Zell-zu-Zell-
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Verbreitung vorgebeugt wird. Zudem verringert die geringe Produktion viraler Proteine die 

Wahrscheinlichkeit einer Immunantwort des infizierten Tieres (Federspiel et al., 1994). 

Das Intermediärfilament-Protein Nestin wird in Vorläuferzellen des Zentralen Nervensystems 

während der embryonalen Entwicklung und in Vorläuferzellen von Gliazellen nach der 

Geburt exprimiert (Tohyama et al., 1992). Die Nestin-tv-a transgenen Mäuse wurden erstellt, 

um eine Expression des tv-a-Rezeptors in glialen Progenitorzellen zu erhalten und einen 

Gentransfer mit dem RCAS-Vektor über ALV-A in diese Zellpopulation zu ermöglichen 

(Holland et al., 1998).  

Durch eine Injektion von mit RCAS-PDGF-transfizierten DF-1-Zellen in das Gehirn von 

Nestin-tv-a-transgenen Mäusen kann also das Onkogen PDGF-B in gliale Progenitorzellen 

transferiert werden. Durch die Expression von PDGF-B entarten die glialen Progenitorzellen 

und produzieren und sezernieren PDGF-B. So werden weitere Zellen zur gliomatösen 

Entartung angeregt (Shih et al., 2004). In Nestin-tv-a/WT-Mäusen entwickeln sich 

anschließend innerhalb von durchschnittlich 59 Tagen Gliome, während bei Nestin-tv-a/Mef-/-

-Mäusen durchschnittlich 130 Tage benötigt werden. Die entstehenden Tumoren sind den bei 

Menschen auftretenden Gliomen vergleichbar (Hambardzumyan et al., 2009). 

 

 

2.2.4.3 Erzeugung von Gliomen in Nestin-tv-a/Ink4a-Arf-/--, Nestin-tv-a/WT- und Nestin-

tv-a/Mef-/--Mäusen unter Verwendung des RCAS/tv-a-Systems 

 

Nestin-tv-a/WT- und Nestin-tv-a/Ink4a-Arf-/--Mäuse wurden freundlicherweise von Dr. Eric 

Holland, MSKCC, zur Verfügung gestellt. Nestin-tv-a/Mef-/--Mäuse wurden, wie unter 

2.2.4.1 beschrieben, erstellt. Die Verpackungszelllinie DF-1 wurde mit dem RCAS-PDGF-

Konstrukt, wie unter 2.2.3.10 beschrieben, transfiziert.  

Für die Injektion der DF-1 Zellen ins Gehirn wurde eine Hamilton-Spritze verwendet. Die 

Spritze wurde zunächst mit Aqua dest. und Ethanol gereinigt. Anschließend wurde 1 µl (1x 

104 Zellen) der RCAS-PDGF transfizierten DF-1 Zellen ein bis zwei Tage alten Nestin-tv-

a/Ink4a-Arf-/--, Nestin-tv-a/WT- und Nestin-tv-a/Mef KO-transgenen Mäusen intrakraniell  in 

den rechten frontalen Kortex in eine Tiefe von 1,5 mm, gemessen von der duralen Oberfläche, 

injiziert. Die Mäuse wuchsen nach Injektion der Zellen weiter bei den Elterntieren auf und 

wurden sorgfältig beobachtet.  

Mäuse, die Symptome einer Tumorentwicklung zeigten, wurden durch das Einleiten von CO2 

in den Käfig getötet. Als Zeichen einer Entwicklung von Tumoren des Zentralen 
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Nervensystems wurden Hydrozephalus, Lethargie oder veränderte Neigung des Kopfes nach 

frontal gewertet. Lethargische Tiere bewegten sich wesentlich weniger als gesunde Tiere. Die 

meisten Tiere, die ein Gliom entwickelten, zeigten zudem eine Neigung des Kopfes nach 

frontal. Manche Tiere wiesen aufgrund von Tumorzellwachstum im Ventrikelsystem eine 

veränderte Kopfform auf, woran sich ein Hydrozephalus ablesen ließ, der zumeist 

symptomatisch zu einer Lethargie der Tiere führte. 

 

 

2.2.4.4 Erzeugung von Gliomen in SCID-Mäusen unter Verwendung der Xenograft-

Injektion von MEF-überexprimierenden U87MG- und U87MG-Kontrollzellen 

 

SCID-Mäuse wurden freundlicherweise von Dr. Eric C. Holland, MSKCC, zur Verfügung 

gestellt. U87MG-Zellen wurden mit dem pBabe-MEF- oder pBabe-Kontroll-Vektor wie unter 

2.2.3.9 beschrieben infiziert und anschließend in Neurosphärenmedium kultiviert. 

Für die Injektion der U87MG-Neurosphären ins Gehirn wurde eine Hamilton-Spritze 

verwendet. Die Spritze wurde zunächst mit Aqua dest. und Ethanol gereinigt. Anschließend 

wurden 250.000 Zellen der MEF-überexprimierenden U87MG-Neurosphären bzw. U87MG-

Kontrollneurosphären vier Wochen alten SCID-Mäusen intrakraniell in den rechten frontalen 

Kortex in eine Tiefe von 1,5 mm, gemessen von der duralen Oberfläche, stereotaktisch 

injiziert. Die Mäuse wurden nach Injektion der Zellen sorgfältig beobachtet.  

Mäuse, die Symptome einer Tumorentwicklung zeigten, wurden durch das Einleiten von CO2 

in den Käfig getötet. Als Zeichen einer Entwicklung von Tumoren des Zentralen 

Nervensystems wurden Hydrozephalus, Lethargie oder veränderte Neigung des Kopfes nach 

frontal gewertet. Lethargische Tiere bewegten sich wesentlich weniger als gesunde Tiere. Die 

meisten Tiere, die ein Gliom entwickelten, zeigten eine Neigung des Kopfes nach frontal. 

Manche Tiere wiesen aufgrund von Tumorzellwachstum im Ventrikelsystem eine veränderte 

Kopfform auf, woran sich ein Hydrozephalus ablesen ließ, der zumeist symptomatisch zu 

einer Lethargie der Tiere führte. 

 

 

2.2.4.5  Gewebeaufarbeitung 

 

Nach dem Töten der Mäuse wurde das Gehirn entnommen und vor der histologischen 

Analyse für mindestens 24 h bis maximal 96 h in 10% Formalin fixiert. Die fixierten Gewebe 
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wurden im Folgenden in vier Frontalschnitte separiert und in den Microm STP 120 Spin 

Tissue Processor (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA) überführt. Hier wurden die 

Schnitte mit 80%-, 95%- und 100%-igem Flex, einer Mischung aus Isopropylalkohol und 

Methylalkohol (Richard-Allan Scientific, Kalamazoo, MI), Clear Rite (Richard-Allan 

Scientific, Kalamazoo, MI) und abschließend mit Paraffin (Richard-Allan Scientific, 

Kalamazoo, MI) inkubiert. Jeder dieser Schritte umfasste eine Inkubationszeit von 30 min. 

Unter Verwendung des Sakura Tissue Tek VIP 3000 Tissue Processor wurden die 

Tumorschnitte in Paraffinblöcke (Sakura Finetek USA, Inc., Torrance, CA) eingebettet. 

Formalin-fixierte, in Paraffin eingebettete Gewebeproben wurden serienmäßig mittels des 

Leica RM 2135 Rotary Microtome (Leica Biosystems, Richmond, IL) geschnitten. Die 5 µm 

dicken Schnitte wurden auf warmes H2O in einem Standard Lighted Tissue Flotation Bath 

(Boekel Scientific, Feasterville, PA) gegeben und anschließend auf Objektträger aufgezogen. 

 

 

2.2.4.6  Histologische Färbemethoden 

 

Die Schnitte der Mausgehirne wurden mit Hematoxylin und Eosin durch den Shandon 

Linistain GLX Linear Stainer (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA) gefärbt. Dabei 

wurden die Schnitte zunächst erhitzt und der Reihe nach automatisch für jeweils 30 sec 

folgenden Inkubationsbedingungen ausgesetzt: 4x Clear-Rite, 2x 100% Flex, 1x 95% Flex, 1x 

H2O, 4x Hematoxylin, 2x H2O, 1x Clear-Rite, 1x H2O, 1x Blaufärbereagens, 1x H2O, 1x 95% 

Flex, 1x Eosin Y, 4x 100% Flex und 4x Clear-Rite. Alle Reagenzien wurden von Richard-

Allan Scientific (Kalamazoo, MI) bezogen.  

Der Tumorgrad wurde anhand der Kriterien für Tumoren des Zentralen Nervensystems der 

Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization, WHO) klassifiziert (Louis et al., 

2007). Grad II-Tumoren zeigen eine vermehrte Zellzahl mit überwiegend gleichgestaltiger 

zellulärer Erscheinung und minimaler mitotischer Aktivität. Grad III-Tumoren zeigen eine 

stärker nachweisbare Zellatypie, erhöhte Mitosen und mikrovaskuläre Proliferation. Grad IV-

Tumoren schließlich weisen eine starke mikrovaskuläre Proliferation und Herde von 

Nekrosen auf, die von Pseudopallisaden bildenden Tumorzellen umgeben sind (Huse et al., 

2009). 
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2.2.4.7  Immunhistologie 

 

Die immunhistologische Färbung der murinen Glioblastomschnitte von Nestin-tv-a/Ink4a-

Arf-/--Mäusen wurde mit einem monoklonalen Antikörper gegen Mef (MSKCC) unter 

Verwendung des Mouse on Mouse (M.O.M.) Basic Kits von Vector Laboratories 

(Burlingame, CA) in Zusammenarbeit mit der Molecular Cytology Core Facility am MSKCC 

durchgeführt.  

Die Paraffin-Schnitte der Gehirne wurden für 1 h auf 56 °C erhitzt und anschließend 

entparaffiniert. Dafür wurden die Schnitte 3x für jeweils 3 min in Histo-Clear (National 

Diagnostics, Rochester, NY) getaucht, 2x für jeweils 3 min in 100%igen Ethanol, 2 min in 

95%igen Ethanol, 2 min in 70%igen Ethanol und zum Abschluss für 2 min in destilliertem 

Wasser gebadet. Anschließend wurden die Schnitte mit eiskaltem Aceton für 10 min auf Eis 

fixiert und 3x für 5 min in 0,1% BSA-haltigem PBS gewaschen. Die endogene Peroxidase 

wurde durch das Eintauchen der Schnitte in eine 1% H2O2 haltige PBS-Lösung für 15 min bei 

Raumtemperatur ausgeschaltet. Danach wurden die Objektträger erneut 3x in 0,1% BSA-

haltigem PBS gewaschen. Die Schnitte wurden mit Avidin-Blockierungslösung behandelt und 

für 15 min bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer gelagert. Nach einem erneuten 

Waschschritt in 0,1% BSA-haltigem PBS wurden die Schnitte mit einer Biotin-

Blockierungslösung für 15 min bei Raumtemperatur behandelt. Hiernach schloss sich das 

Mouse on Mouse (M.O.M.)-Färbeverfahren an. Hierfür mussten zunächst die M.O.M.-

Arbeitslösungen hergestellt werden. Die M.O.M.-Blockierungslösung wurde durch das 

Hinzugeben von 2 Tropfen der Maus-IgG-Blockierungslösung des M.O.M.-Kits zu 2,5 ml 

PBS erstellt. Das M.O.M.-Verdünnungsmittel wurde aus 600 µl der 

Proteinkonzentratvorratslösung in 7,5 ml PBS hergestellt. Der primäre Mef-Antikörper wurde 

1:100 in dem M.O.M.-Verdünnungsmittel angesetzt.  

Auf jeden Schnitt wurden zunächst 500 µl der M.O.M.-Blockierungslösung gegeben und für 

30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Objektträger 2x in 0,1% BSA-

haltigem PBS gewaschen und anschließend auf jeden Objektträger 300 µl des M.O.M.-

Verdünnungsmittels für 10 min bei Raumtemperatur appliziert. Dann wurde das M.O.M.-

Verdünngsmittel von jedem Objektträger abgenommen, 70-100 µl des primären Antikörpers 

auf jeden Objektträger gegeben und die Objektträger mit einem Plastikdeckglas abgedeckt. 

Die Schnitte wurden so mit dem primären Antikörper über Nacht bei 4 °C im Kühlraum 

inkubiert.  
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Am folgenden Tag wurden zunächst die Arbeitslösungen angesetzt und vor dem Gebrauch auf 

Eis gelagert. 10 µl der sekundären Antikörperlösung (Biotinylierter Pferde-Anti-Maus-IgG) 

aus dem M.O.M.-Kit wurden zu 2,5 ml M.O.M.-Verdünnungsmittel gegeben.  

Die A & B-Reagenzien von Vector Laboratories (Burlingame, CA) wurden vereint, indem 

100 µl von Reagens A und 100 µl von Reagens B in 5 ml PBS verdünnt, durch Vortexen 

gemischt und auf Eis aufbewahrt wurden. Für das A & B-Reagenziengemisch war eine 

Vorinkubation bei 4 °C oder auf Eis für mindestens 30 min vor Verwendung notwendig. 

Die DAB-Lösung wurde hergestellt, indem eine DAB-Menge (Carl Roth GmbH, Karlsruhe), 

die dem Ende einer Pasteurpipette entspricht, in 250 ml PBS gelöst und unter Lichtausschluss 

in einem braunen Kunststoffgefäß für 5 min belassen wurde. Anschließend wurde die DAB-

Lösung durch ein Whatman-Paper (#1) gefiltert und in ein neues braunes Kunststoffgefäß 

überführt. Da DAB lichtsensitiv ist, sollte es stets in lichtundurchlässigen Gefäßen aufbewahrt 

werden. 

Die Objektträger wurden 3x in 0,1% BSA-haltigem PBS gewaschen. Anschließend wurde der 

angesetzte sekundäre Antikörper (500 µl/Schnitt) aufgetragen und die Schnitte für 30 min bei 

Raumtemperatur mit dem Antikörper inkubiert. Nach erneutem dreimaligen Waschen in 0,1% 

BSA-haltigem PBS wurden 500 µl des angesetzten A & B-Reagenziengemisches auf jeden 

Objektträger aufgetragen und die Schnitte für 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. 

Anschließend wurden die Schnitte dreimal in 0,1% BSA-haltigem PBS gewaschen und in 

0,5% Triton X-100/0,1 % BSA/PBS für 5 min eingetaucht. Danach wurden die Schnitte in 

einer Diaminobenzidin (DAB)-Lösung platziert und unter leichtem Schwenken der Küvette 

50 µl 30% H2O2 hinzugegeben. Die Entwicklung der Schnitte in der DAB-Lösung dauerte 1-3 

min an und anschließend wurden diese in kaltes Wasser überführt, welches mehrere Male 

gewechselt wurde. In einem letzten Schritt wurden die Schnitte gemäß dem unter 2.2.4.6 

beschriebenen Protokoll mit Hämatoxylin gegengefärbt, dehydriert und abschließend mit 

Permount eingedeckelt. 

 

 

2.2.5  Analyse humaner Glioblastomdaten 

 

Für die Analyse molekularbiologischer Parameter in humanen Proben (Expressions- und 

Mutationsanalysen) standen die Daten für Glioblastompatienten aus The Cancer Genome 

Atlas (2008) zur Verfügung. Diese wurden gemeinsam mit Herrn Nikolaus Schultz und Frau 



2     Material und Methoden               66 
 

 

Dr. Elena Bazzoli (beide MSKCC) für die Fragestellungen dieser Arbeit biomathematisch 

analysiert. 

 

 

2.2.6  Statistische und Mathematische Methoden 

 

Die graphischen Darstellungen zeigen den Median oder Mittelwert sowie die 

Standardabweichung an. Vergleiche zwischen 2 Gruppen wurden mit zweiseitigen t-Tests 

(Student’s t Test) durchgeführt. Der Log-Rang-Test wurde verwendet, um Gruppen in Kaplan 

Meier-Graphen miteinander zu vergleichen. Der Fisher Exact Test wurde benutzt, um die 

histologischen Grade zwischen PDGF-induzierten Tumoren bei Nestin-tv-a/WT- und Nestin-

tv-a/MEF-/--Mäusen zu vergleichen. Die in vitro Daten repräsentieren stets das Mittel von drei 

Experimenten, wenn es nicht anders beschrieben ist. p-Werte von <0,05 wurden als statistisch 

signifikant gewertet. 
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3   Ergebnisse 

 

3.1   MEF als potentielles Onkogen in Gliomen 

 

3.1.1  Expression von MEF in Gliomen 

 

3.1.1.1 Expression von MEF in humanen Glioblastompatientenproben und humanem 

gesundem Gehirngewebe 

 

Um die potentielle Bedeutung des Transkriptionsfaktors MEF in humanen Gliomen zu 

untersuchen, wurde zunächst die Expression von MEF in humanen Glioblastomgeweben im 

Vergleich zu humanem gesundem Gehirngewebe bestimmt. Hierfür wurden 17 

Glioblastompatientenproben untersucht, die von der Klinik für Neurochirurgie der 

Universitätsmedizin Greifswald freundlicherweise zur Verfügung gestellt wurden. Des 

Weiteren wurden 8 Proben aus gesundem humanem Großhirn (Temporal- und Frontallappen) 

verwendet, die freundlicherweise von dem Institut für Pathologie der Universitätsmedizin 

Greifswald zur Verfügung gestellt wurden.  

Die Glioblastompatientenproben zeigten eine signifikant (p=0,033) erhöhte MEF mRNA-

Expression mit relativen Werten von 1,92 ± 1,96 im Vergleich zum gesundem humanem 

Großhirn mit MEF-Expressionswerten von 0,33 ± 0,14 (Abbildung 3.1). Diese Daten sind 

äquivalent zu parallel am Memorial-Sloan Kettering Cancer Center erhobenen Daten in 

humanen Gliomproben (Bazzoli et al., unpublizierte Daten). 

 
Abbildung 3.1: mRNA Expression von MEF 

in humanen Glioblastomproben (n=17) und 

Proben aus humanem gesundem Großhirn 

(Temporal- und Frontallappen, n=8) ermittelt 

durch Real Time-PCR mit Normalisierung auf 

GAPDH als Housekeeping-Gen, Mittelwert ± 

SD, p=0,033, Student’s t Test.  
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3.1.1.2  MEF-Expression in den Subtypen des Glioblastoma multiforme 

 

Da die mRNA-Expression des Transkriptionsfaktors MEF in humanen Glioblastomen 

signifikant im Vergleich zu dem gesunden Gehirngewebe erhöht war, sich aber innerhalb der 

Glioblastomproben als sehr heterogen darstellte, wurde die MEF-Expression zusätzlich für 

die unterschiedlichen Subtypen des Glioblastoma multiforme untersucht. Das Glioblastoma 

multiforme lässt sich in vier molekulare Subtypen einteilen: Klassisch, Mesenchymal, Neural 

und Proneural (Verhaak et al., 2010). Jeder der Subtypen ist mit spezifischen 

Signalwegsveränderungen assoziiert. In Glioblastomen des klassischen Subtyps findet sich 

insbesondere eine Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR)-Amplifikation (Verhaak et al., 

2010). Der mesenchymale Subtyp zeichnet sich durch fokale hemizygote Deletionen in der 

17q11.2-Region aus, welche das Neurofibromatose Typ 1-Gen (NF1) enthält, sodass 

Tumoren dieses Subtyps eine verringerte Expression des Tumorsuppressors NF1 aufweisen 

(Verhaak et al., 2010). Der proneurale Subtyp zeigt Veränderungen des Platelet-derived 

Growth Factor Receptor Typ A (PDGFRA) mit einer erhöhten Expression von PDGFRA und 

Punktmutationen des Isocitrat Dehydrogenase 1 (IDH1)-Gens. Der neurale Subtyp schließlich 

hat eine weniger spezifische molekulare Signatur, unter anderem ist die Expression der 

Neuronenmarker Neurofilament-leichtes Polypeptid (NEFL), Gamma-Aminobuttersäure A 

Rezeptor Alpha 1 (GABRA1), Synaptotagmin 1 (SYT1) und SLC12A5 kennzeichnend 

(Brennan et al., 2009; Phillips et al., 2006; Verhaak et al., 2010).  

Für die Datenanalyse konnte auf humane Daten aus The Cancer Genome Atlas (TCGA) 

zurückgegriffen werden, die biostatistisch analysiert wurden (vgl. 2.2.5).  

49 Glioblastompatienten zeigten den klassischen Subtyp und exprimierten MEF mit einem 

Median von 5,33 (4,61 – 6,36; 25%-Perzentile: 5,06; 75%-Perzentile: 5,70). Für den 

mesenchymalen Subtyp (n=58) zeigte sich eine mediane MEF-Expression von 5,99 (5,03 – 

7,82; 25%-Perzentile: 5,69; 75%-Perzentile: 6,55). In den neuralen Subtyp fielen 29 

Patienten, die einen Median der MEF-Expression von 5,07 (4,34 – 6,27; 25%-Perzentile: 

4,88; 75%-Perzentile: 5,66) aufwiesen. Patienten des proneuralen Subtyps (n=55) 

exprimierten MEF mit einem Median von 5,18 (3,93 – 6,28; 25%-Perzentile: 4,78: 75%-

Perzentile: 5,57). Parallel wurden Proben gesunden Gehirns (n=10) mitgeführt. Äquivalent zu 

den in 3.1.1.1 dargestellten Daten zeigte sich für diese Kontrollgruppe eine hochsignifikant 

niedrigere MEF-Expression mit einem Median von 4,72 (25%-Perzentile: 4,53; 75%-

Perzentile: 4,84) verglichen mit allen Glioblastomsubtypen (p=1,241e-07 verglichen mit dem 

klassischen Subtyp, p=3,944e-15 verglichen mit dem mesenchymalen Subtyp, p=0,0003 
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verglichen mit dem neuralen Subtyp und p=3,858e-05 verglichen mit dem proneuralen 

Subtyp). 
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Abbildung 3.2: mRNA Expression von MEF in den unterschiedlichen Subtypen des Glioblastoma multiforme: 

Klassisch (n=49), Mesenchymal (n=58), Neural (n=29) und Proneural (n=55). 10 Proben gesunden Gehirns 

wurden parallel mitgeführt. ***p<0,001, Student’s t Test. Die Daten wurden im Rahmen von The Cancer 

Genome Atlas (TCGA) mittels Microarray erhoben und in Zusammenarbeit mit Nikolaus Schultz (MSKCC) 

ausgewertet.  
 

 

3.1.2  Analysen des proneuralen Subtyps humaner Glioblastome 

 

3.1.2.1 Gesamtüberleben von Glioblastompatienten des proneuralen Subtyps in 

Abhängigkeit von der MEF-Expression 

 

Da in einer Kohorte von Patienten mit akuter myeloischer Leukämie eine Assoziation 

niedriger MEF-Level mit einer besseren Prognose gefunden werden konnte (Fukushima et al., 

2003), wurde der proneurale Subtyp näher untersucht, der unter den Subtypen des 

Glioblastoms in 3.1.1.2 die niedrigste MEF-Expression zeigte. Gleichzeitig wiesen die 

Tumoren des proneuralen Subtyps eine große Streuung in der MEF-Expression auf, sodass zu 

diesem Subtyp sowohl viele Patienten mit einer niedrigen MEF-Expression auf dem Niveau 

der gesunden Gehirnkontrolle als auch Patienten mit hoher MEF-Expression gehörten. Dies 

ermöglichte den Vergleich des Gesamtüberlebens zwischen niedriger und hoher MEF-

Expression innerhalb dieses Subtyps. Für die Analyse des Gesamtüberlebens wurden daher 

alle Patienten des proneuralen Subtyps in eine Gruppe mit niedriger MEF-Expression 

(Mittelwert – 1 Standardabweichung und weniger; n=15) und hoher MEF-Expression (n=41) 
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eingeteilt. Die Überlebensdaten der Patienten wurden mit Hilfe von Kaplan-Meier-Kurven 

verglichen. Patienten mit einer niedrigen MEF-Expression zeigten ein medianes 

Gesamtüberleben von 47,1 Monaten, während Patienten mit hoher MEF-Expression im 

Median 11,3 Monate überlebten. Mittels Log-Rank/Mantel-Cox-Test stellte sich die Differenz 

des Gesamtüberlebens beider Gruppen als hochsignifikant dar (p=0,001452). 
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Abbildung 3.3: Darstellung der Kaplan-Meier-Kurven des Gesamtüberlebens von Glioblastompatienten des 

proneuralen Subtyps des TCGA-Datensatzes mit niedriger MEF-Expression (n=15) und mit hoher MEF-

Expression (n=41), p=0,001452, Log-Rank-(Mantel-Cox-) Test. 

 

 

3.1.2.2 Korrelation von MEF-Expression und IDH1-Mutation im proneuralen Subtyp 

humaner Glioblastome 

 

Der proneurale Subtyp des Glioblastoma multiforme zeichnet sich molekularbiologisch durch 

eine Punktmutation des Isocitrat Dehydrogenase 1 (IDH1)-Gens sowie Veränderungen des 

Platelet-derived Growth Factor Receptor Typ A (PDGFRA) mit einer erhöhten Expression 

von PDGFRA aus (Brennan et al., 2009; Phillips et al., 2006; Verhaak et al., 2010). Nach der 

Detektion des signifikant unterschiedlichen Gesamtüberlebens von Glioblastompatienten des 

proneuralen Subtyps mit niedriger vs. hoher MEF-Expression wurde in denselben Patienten 

des TCGA-Datensets die Anwesenheit einer IDH1-Mutation analysiert und eine Korrelation 

mit der MEF-Expression untersucht. Von den 56 Patienten mit proneuralem Subtyp zeigten 

15 Patienten (27%) eine niedrige MEF-Expression (Mittelwert - 1 Standardabweichung und 

weniger) und 41 Patienten eine hohe MEF-Expression. Eine IDH1-Mutation konnte bei 

insgesamt 9 der 56 Patienten (16%) festgestellt werden (Abbildung 3.4 A). Dabei zeigten 6 

http://www.google.de/search?hl=de&client=firefox-a&hs=YrZ&rls=org.mozilla:en-US:official&channel=s&biw=1152&bih=696&sa=X&ei=1OCBTozGLcvNswa8jvWgDg&ved=0CBwQvwUoAQ&q=Log-Rank-+%28Mantel-Cox-%29Test&spell=1
http://www.google.de/search?hl=de&client=firefox-a&hs=YrZ&rls=org.mozilla:en-US:official&channel=s&biw=1152&bih=696&sa=X&ei=1OCBTozGLcvNswa8jvWgDg&ved=0CBwQvwUoAQ&q=Log-Rank-+%28Mantel-Cox-%29Test&spell=1
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der 15 Patienten mit niedriger MEF-Expression (40%) eine IDH1-Mutation, während 3 der 41 

Patienten mit hoher MEF-Expression (7%) eine Mutation des IDH1-Gens aufwiesen. Mittels 

Fisher’s Exact Test zeigte sich ein signifikant höherer Anteil (p<0,0001) an Patienten mit 

IDH1-Mutation unter den Patienten mit niedriger MEF-Expression als unter den Patienten mit 

hoher MEF-Expression (Abbildung 3.4 B). 
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Abbildung 3.4: Graphische Darstellung der MEF-Expression und der Mutation des IDH1-Gens in 

Glioblastompatienten des proneuralen Subtyps (A) und Darstellung des prozentualen Anteils der eine IDH1-

Mutation-tragenden Patienten an den Patienten mit niedriger MEF-Expression (n=15) im Vergleich zu IDH1-

Mutation-tragenden Patienten an den Patienten mit hoher MEF-Expression (n=41), p<0,0001, Fisher’s Exact 

Test (B). 

 

 

3.1.3 Zusammenhang zwischen der MEF-Expression und dem Gesamtüberleben sowie 

dem Malignitätsgrad in einem Mausmodell für den proneuralen Subtyp des 

Glioblastoma multiforme 

 

3.1.3.1  Expression von MEF in PDGF-B induzierten Gliomen der Maus 

 

Bei der Auftrennung der humanen Glioblastome in die unterschiedlichen Subtypen zeigten 

proneurale Glioblastome die geringste MEF-Expression und für Patienten mit niedriger MEF-

Expression konnte ein signifikanter Überlebensvorteil gegenüber Patienten mit hoher MEF-

Expression innerhalb des proneuralen Subtyps gezeigt werden. Des Weiteren ist innerhalb 
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dieses Subtyps die geringe MEF-Expression mit der Mutation von IDH1, welche 

charakteristisch für den proneuralen Glioblastomasubtyp ist, assoziiert. Aus diesem Grund 

sollten weiterführende Untersuchungen zur Bedeutung von MEF in Glioblastomen an einem 

Mausmodell für proneurale Glioblastome durchgeführt werden. Ein solches Tiermodell, bei 

welchem RCAS-PDGF-B-überexprimierende DF-1-Zellen intrakraniell injiziert werden, 

wodurch das Wachstum von Gliomen induziert wird, deren tumorale Eigenschaften mit denen 

humaner, proneuraler Gliome vergleichbar sind (siehe 2.2.4.2), war bereits im Labor von Dr. 

Holland am MSKCC etabliert. Zunächst sollte die Expression von MEF in diesen murinen 

Gliomen untersucht werden. Hierfür wurden Nestin-tv-a/Ink4a-Arf-/--Mäuse mit RCAS-

PDGF-B-überexprimierenden DF-1-Zellen intrakraniell injiziert und bei Zeichen einer 

Tumorentwicklung getötet. Das Tumorgewebe wurde histologisch aufgearbeitet und die 

Tumoren mittels Antikörper gegen MEF immunhistologisch gefärbt (siehe 2.2.4.7). Parallel 

wurde eine Kontrolle, die nur mit dem Sekundärantikörper gefärbt wurde, mitgeführt 

(Abbildung 3.5 B). In allen hochgradigen Gliomen konnten MEF-exprimierende Zellen 

anhand der bräunlichen Färbung identifiziert werden (Abbildung 3.5 A, C). Diese MEF-

exprimierenden Zellen befinden sich einerseits diffus in der Tumormasse verteilt sowie 

andererseits benachbart zu den Tumor versorgenden Gefäßen. Die Gefäßstrukturen selbst 

wurden nicht durch den MEF-Antikörper eingefärbt.  

 

 
Abbildung 3.5: Repräsentative Darstellung 

von einem hochgradigen Gliom einer mit 

RCAS-PDGF-B überexprimierenden DF-1-

Zellen injizierten Nestin-tv-a/Ink4a-Arf-/--

Maus, gefärbt mit einem Antikörper gegen den 

Transkriptionsfaktor MEF. Darstellung eines 

durch den MEF-Antikörper gefärbten, stärker 

vergrößerten Ausschnitts in der Auflösung 40x 

(A) und eines Übersichtsausschnittes (C) aus 

dem entstandenen Gliom der Maus in der 

Auflösung 20x. Parallel zur Färbung mit dem 

MEF-Antikörper wurde eine Negativkontrolle 

nur mit dem Sekundärantikörper mitgeführt 

(B), Auflösung 40x.   
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3.1.3.2 PDGF-B induzierte Gliome in Nestin-tv-a/WT- im Vergleich zu Nestin-tv-a/Mef-/--

Mäusen 

 

3.1.3.2.1 Gesamtüberleben von Nestin-tv-a/WT- im Vergleich zu Nestin-tv-a/Mef-/--Mäusen 

 

Nachdem MEF in mit RCAS-PDGF-B-überexprimierenden DF-1-Zellen erzeugten Gliomen 

der Maus nachgewiesen werden konnte, sollte die Auswirkung des Gliomwachstums bei 

Verlust der MEF-Expression näher betrachtet werden. Hierfür wurden RCAS-PDGF-B-

überexprimierende DF-1-Zellen in Nestin-tv-a/WT- und Nestin-tv-a/Mef-/--Mäuse 

intrakraniell injiziert und das Überleben der Versuchstiere analysiert (siehe 2.2.4.2).  

Abbildung 3.6 veranschaulicht anhand einer Kaplan-Meier-Kurve das signifikant gesteigerte 

Gesamtüberleben von Nestin-tv-a/Mef-/--Mäusen im Vergleich zu Nestin-tv-a/WT-Mäusen 

(p=0,025, Log-Rank/Mantel-Cox-Test). Das Gesamtüberleben der Gliom-tragenden Nestin-

tv-a/Mef-/--Mäuse betrug durchschnittlich 130 Tage (45 - 251 Tage), während die Gliom-

tragenden Nestin-tv-a/WT-Mäuse durchschnittlich 81 Tage (22 - 242 Tage) überlebten. 

Jeweils 3 Mäuse überlebten den Beobachtungszeitraum von 8 Monaten nach Injektion der 

RCAS-PDGF-B-überexprimierenden DF-1-Zellen in der Gruppe der Nestin-tv-a/Mef-/-- und 

der Nestin-tv-a/WT-Mäuse und wurden danach getötet. Sowohl die drei Mäuse der Nestin-tv-

a/Mef-/-- als auch die der Nestin-tv-a/WT-Gruppe zeigten in der histologischen Analyse 

keinen Gehirntumor.  

 

Abbildung 3.6: Darstellung der Kaplan-Meier-

Kurven des Gesamtüberlebens von mit RCAS-

PDGF-B überexprimierenden DF-1-Zellen 

intrakranielle injizierten Nestin-tv-a/Mef-/-- (n=22) 

und Nestin-tv-a/WT-Mäusen (n=24), p=0,025, Log-

Rank-(Mantel-Cox-) Test. 
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http://www.google.de/search?hl=de&client=firefox-a&hs=YrZ&rls=org.mozilla:en-US:official&channel=s&biw=1152&bih=696&sa=X&ei=1OCBTozGLcvNswa8jvWgDg&ved=0CBwQvwUoAQ&q=Log-Rank-+%28Mantel-Cox-%29Test&spell=1
http://www.google.de/search?hl=de&client=firefox-a&hs=YrZ&rls=org.mozilla:en-US:official&channel=s&biw=1152&bih=696&sa=X&ei=1OCBTozGLcvNswa8jvWgDg&ved=0CBwQvwUoAQ&q=Log-Rank-+%28Mantel-Cox-%29Test&spell=1
http://www.google.de/search?hl=de&client=firefox-a&hs=YrZ&rls=org.mozilla:en-US:official&channel=s&biw=1152&bih=696&sa=X&ei=1OCBTozGLcvNswa8jvWgDg&ved=0CBwQvwUoAQ&q=Log-Rank-+%28Mantel-Cox-%29Test&spell=1
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3.1.3.2.2 Histologie der Gliome von Nestin-tv-a/WT- im Vergleich zu Nestin-tv-a/Mef-/-- 

Mäusen 

 

Da sich ein signifikanter Unterschied im Gesamtüberleben von mit RCAS-PDGF-B-

überexprimierenden DF-1-Zellen intrakraniell injizierten Nestin-tv-a/Mef-/-- und Nestin-tv-

a/WT-Mäusen zeigte, stellte sich die Frage, auf welchen Gründen dieser Unterschied basieren 

könnte. Als erster Schritt war daher die Histologie der Gliome von Interesse, die in die 

Überlebensanalyse eingegangen waren. So wurden die Gliome der 22 Nestin-tv-a/Mef-/-- und 

der 24 Nestin-tv-a/WT-Mäuse histologisch aufgearbeitet und in Zusammenarbeit mit dem 

Pathologen Dr. Jason Huse, MSKCC, beurteilt. Der Tumorgrad wurde anhand der Kriterien 

für Tumoren des zentralen Nervensystems der World Health Organization (WHO) 

klassifiziert (Louis et al., 2007). In Abbildung 3.7 sind die Grad II-Tumoren von jeweils 

einem Nestin-tv-a/Mef-/-- und einem Nestin-tv-a/WT-Tier repräsentativ dargestellt. Die Grad 

II-Gliome zeigten eine vermehrte Zellzahl mit überwiegend gleichgestaltiger zellulärer 

Erscheinung und minimaler mitotischer Aktivität. 
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Abbildung 3.7: Repräsentative Darstellung von einem Grad II-Gliom einer mit RCAS-PDGF-B 

überexprimierenden DF-1-Zellen intrakraniell injizierten Nestin-tv-a/WT-Maus in den Auflösungen 2x (A), 10x 

(B), 20x (C) und 40x (D) im Vergleich zu einer Nestin-tv-a/Mef-/--Maus in den Auflösungen 2x (E), 10x (F), 20x 

(G) und 40x (H), H&E-Färbung. 

 

Die in Abbildung 3.8 repräsentativ dargestellten Grad III-Tumoren zeigten eine stärker 

nachweisbare Zellatypie, eine erhöhte Mitoserate und mikrovaskuläre Proliferation.  
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Abbildung 3.8: Repräsentative Darstellung von einem Grad III-Gliom einer mit RCAS-PDGF-B 

überexprimierenden DF-1-Zellen intrakraniell injizierten Nestin-tv-a/WT-Maus in den Auflösungen 2x (A), 10x 

(B), 20x (C) und 40x (D) im Vergleich zu einer Nestin-tv-a/Mef-/--Maus in den Auflösungen 2x (E), 10x (F), 20x 

(G) und 40x (H), H&E-Färbung. 

 

Grad IV-Tumoren (siehe Abbildung 3.9) schließlich zeigten eine ansteigende mikrovaskuläre 

Proliferation und Herde von Nekrosen, die von Pseudopallisaden bildenden Tumorzellen 

umgeben waren (Huse et al., 2009). 
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Abbildung 3.9: Repräsentative Darstellung von einem Grad IV-Gliom einer mit RCAS-PDGF-

überexprimierenden DF-1-Zellen intrakraniell injizierten Nestin-tv-a/WT-Maus in den Auflösungen 2x (A), 10x 

(B), 20x (C) und 40x (D) im Vergleich zu einer Nestin-tv-a/Mef-/--Maus in den Auflösungen 2x (E), 10x (F), 20x 

(G) und 40x (H), H&E-Färbung. 

 



3     Ergebnisse               76 
 

 

100

50

0

A
nt

ei
l d

er
 

T
um

or
m

al
ig

ni
tä

ts
gr

ad
e 

(%
)

Nestin-tv-a/
Mef-/-

Nestin-tv-a/
WT

Grad IV
Grad III
Grad II
Kein Tumor

Mit diesen Analysegrundlagen wurden 15 Grad II-Gliome (68,2%), 2 Grad III-Gliome (9,1%) 

und 2 Grad IV-Gliome (9,1%) sowie 3 Mäuse ohne Tumoren (13,6%) in der Gruppe der 

Nestin-tv-a/Mef-/--Mäuse beobachtet (Abbildung 3.10). Im Vergleich dazu zeigten sich bei 

den Nestin-tv-a/WT-Mäusen 9 Grad II-Gliome (37,5%), 6 Grad III-Gliome (25%) und 6 Grad 

IV-Gliome (25%) sowie 3 Mäuse ohne Tumoren (12,5%). Mittels Fisher’s Exact Test konnte 

ein signifikant (p=0,027) höherer Anteil von hochgradigen Gliomen (Grad III-IV) im 

Vergleich zu niedriggradigen Gliomen (Grad II) bei Nestin-tv-a/WT-Mäusen im Vergleich zu 

Nestin-tv-a/Mef-/--Mäusen nachgewiesen werden. 

 
Abbildung 3.10: Darstellung der 

prozentualen Anteile der 

Malignitätsgrade von Gliomen bei 

Nestin-tv-a/Mef-/-- (n=22) und Nestin-

tv-a/WT-Mäusen (n=24) basierend auf 

einer pathohistologischen Auswertung 

nach H&E-Färbung (siehe 2.2.4.5), 

p=0,027, Fisher’s Exact Test. 
 

 

 

3.1.3.3 Injektion von MEF-überexprimierenden humanen U87 MG- und U87 MG-

Kontrollneurosphären in immundefiziente SCID-Mäuse 

 

3.1.3.3.1 Gesamtüberleben von mit MEF-überexprimierenden humanen U87 MG- und U87 

MG-Kontrollneurosphären injizierten immundefizienten SCID-Mäusen 

 

Um neben der Auswirkung der Abwesenheit des murinen Mef auch die Konsequenzen einer 

Überexpression von humanem MEF in der humanen Gliomzelllinie U87 MG auf das 

Gesamtüberleben von Mäusen zu untersuchen, wurden in den frontalen Kortex von 4-5 

Wochen alten immundefizienten SCID-Mäusen entweder MEF-überexprimierende U87 MG-

Neurosphären oder U87 MG-Kontrollneurosphären injiziert. Die MEF-überexprimierenden 

U87 MG-Zellen, die als Neurosphären in Neurosphärenmedium kultiviert wurden, wurden 

freundlicherweise von Frau Dr. Bazzoli, MSKCC, zur Verfügung gestellt.  

Es wurden jeweils 5 SCID-Mäuse mit 250.000 MEF-überexprimierenden U87 MG-

Neurosphären oder U87 MG-Kontrollneurosphären intrakraniell injiziert. Im 

http://www.google.de/search?hl=de&client=firefox-a&hs=YrZ&rls=org.mozilla:en-US:official&channel=s&biw=1152&bih=696&sa=X&ei=1OCBTozGLcvNswa8jvWgDg&ved=0CBwQvwUoAQ&q=Log-Rank-+%28Mantel-Cox-%29Test&spell=1
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Gesamtüberleben beider Gruppen zeigte sich kein signifikanter Unterschied (Log-Rank-Test, 

p=0,67, Abbildung 3.11). Die mit MEF-überexprimierenden U87 MG-Zellen injizierten 

SCID-Mäuse überlebten durchschnittlich 47,4 ± 11,3 Tage, dabei lag das Gesamtüberleben 

zwischen 31 und 60 Tagen. Die mit U87 MG-Kontrollzellen injizierten SCID-Mäuse zeigten 

ein ähnliches Gesamtüberleben mit durchschnittlich 45,8 ± 11,95 Tagen, ihr Gesamtüberleben 

variierte von 30 bis 58 Tagen.  

 
Abbildung 3.11: Darstellung der 

Kaplan-Meier-Kurven des 

Gesamtüberlebens von mit MEF-

überexprimierenden U87 MG-

Neurosphären (SCID – U87 MG 

MEF, n=5) und U87 MG 

Kontrollneurosphären (SCID – U87 

MG empty, n=5) intrakraniell 

injizierten immundefizienten SCID-

Mäusen, p=0,67, Log-Rank-(Mantel-

Cox-) Test. 

 

3.1.3.3.2 Histologie der Gliome von mit humanen U87 MG-Kontrollneurosphären und 

MEF-überexprimierenden U87 MG-Neurosphären injizierten SCID-Mäusen 

 

Von den unter 3.1.3.3.1 untersuchten Mäusen wurde am Tag ihres Todes das Gehirn fixiert 

und in Paraffinblöcke eingebettet, anschließend wurden Gewebeschnitte angefertigt, eine 

H&E-Färbung durchgeführt und die Gehirne auf Gliome untersucht. In den Gehirnen aller 

Mäuse konnte durch die Injektion der U87 MG-Neurosphären die Bildung von Gliomen 

induziert werden. Die Tumoren zeigten die neoplastischen Charakteristika humaner 

Glioblastome, wie Neovaskularisation, hohe Zelldichte, hämorrhagisch nekrotische Verbände, 

Pseudopallisaden und mitotische Aktivität. Die Gehirn-Tumor-Grenze war in allen Fällen 

eindeutig erkennbar und zeigte keine mikroskopische Infiltration. Es wurden keine 

Ansammlungen von Tumorzellen jenseits der Grenzen der Haupttumormasse gefunden. Diese 

Beobachtungen entsprechen publizierten Daten von implantierten U87 MG-Zellen (Miura et 

al., 2010). Ein Beispiel des Wachstums der MEF-überexprimierenden U87 MG-Gliome im 

Vergleich zu den parentalen U87 MG-Gliomen wird repräsentativ anhand jeweils eines 

http://www.google.de/search?hl=de&client=firefox-a&hs=YrZ&rls=org.mozilla:en-US:official&channel=s&biw=1152&bih=696&sa=X&ei=1OCBTozGLcvNswa8jvWgDg&ved=0CBwQvwUoAQ&q=Log-Rank-+%28Mantel-Cox-%29Test&spell=1
http://www.google.de/search?hl=de&client=firefox-a&hs=YrZ&rls=org.mozilla:en-US:official&channel=s&biw=1152&bih=696&sa=X&ei=1OCBTozGLcvNswa8jvWgDg&ved=0CBwQvwUoAQ&q=Log-Rank-+%28Mantel-Cox-%29Test&spell=1
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Tumors in Abbildung 3.12 gezeigt, dabei waren keine mikroskopisch sichtbaren Unterschiede 

zwischen den Tumoren erkennbar. 
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Abbildung 3.12: Repräsentative Darstellung eines Glioms einer mit humanen U87 MG-Kontrollneurosphären 

intrakraniell injizierten SCID-Maus in den Auflösungen 2x (A), 10x (B), 20x (C) und 40x (D) im Vergleich zu 

einer mit humanen MEF-überexprimierenden U87 MG-Neurosphären intrakraniell injizierten SCID-Maus in den 

Auflösungen 2x (E), 10x (F), 20x (G) und 40x (H), H&E-Färbung. 

  

 

3.1.4 Expression von Mef in primären Gehirnkulturen von p53-/-- und WT-Mäusen – 

Überprüfung einer beschriebenen Signalwegstruktur 

 

Es ist bereits bekannt, dass MEF eine verstärkte Transkription von MDM2 bewirkt und 

dadurch die Expression des Tumorsuppressorproteins p53 unterdrückt (Sashida et al., 2009). 

Ein Verlust oder Knockdown von MEF führt dementsprechend durch Blockade der MDM2 

Transkription zu einer gesteigerten Expression von p53 (Sashida et al., 2009). Außerdem 

nimmt p53 selbst Einfluss auf die MEF-Expression, indem es die promoterbindende Aktivität 

von E2F1 inhibiert, einem transkriptionellen Aktivator von MEF (Taura et al., 2011). Diese 

gegenseitige Regulation zwischen p53 und MEF ist in Tumoren von WT-Mäusen gegeben, 

während in Tumoren von p53-defizienten Mäusen E2F1 nicht mehr durch p53 inhibiert wird 

und somit die Expression von MEF über diesen Signalweg nicht vermindert werden kann.  

Aus neugeborenen WT- und p53-/--Mäusen wurden daher die Gehirne entnommen, primäre 

Gehirnkulturen erstellt (siehe 2.2.1.4) und in diesen die Mef-mRNA-Expression mittels Real 

Time-PCR bestimmt. 
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Wie in Abbildung 3.13 dargestellt, ist die relative Mef-mRNA-Expression in der primären 

Gehirnkultur von p53-/--Mäusen signifikant (p=0,018) auf 2,85 ± 0,83 im Vergleich zur 

primären Gehirnkultur von WT-Mäusen gesteigert. 

  
Abbildung 3.13: Relative Mef-mRNA-Expression in 

primären Gehirnkulturen von WT- und p53-/--Mäusen 

(Mittelwert ± SD, jeweils n=3) ermittelt durch Real 

Time-PCR mit Normalisierung auf Gapdh als 

Housekeeping Gen, p=0,018, Student’s t Test. 

 

 

 

 

 

 

3.1.5  Einfluss von MEF auf das Proliferationsverhalten primärer Gehirnkulturen  

 

3.1.5.1  Expression von p21 in WT- und Mef-/--primären Gehirnkulturen 

 

Bereits Bazzoli und Kollegen konnten einen signifikanten Unterschied in der Proliferation 

von primären Gehirnkulturen zwischen WT- und Mef-/- Mäusen beobachten. Dabei zeigte die 

WT-primäre Gehirnkultur eine signifikant stärkere Proliferation als die Mef-/--primäre 

Gehirnkultur (Bazzoli et al., unpublizierte Daten). Es ist bekannt, dass die Proliferation in 

Säugetierzellen primär in der G1-Phase des Zellzyklus kontrolliert wird (Brugarolas et al., 

1998). Der Inhibitor Zyklin-abhängiger Kinasen p21 stellt einen wichtigen Regulator des 

Zellzyklusses und insbesondere der G1-Progression dar und vermittelt unter anderem einen 

Zellzyklusarrest als Antwort auf DNA-Schädigung (Brugarolas et al., 1998; Cazzalini et al., 

2010). Daneben konnte gezeigt werden, dass MEF im Rahmen des Zellzyklusses in der G1-

Phase und am Übergang von der G1- in die S-Phase am stärksten exprimiert wird. Dabei 

vermittelt MEF das Fortschreiten des Zellzyklusses, indem es den Übergang von der G1- in 

die S-Phase fördert (Miyazaki et al., 2001). Um zu überprüfen, ob MEF eine Regulation des 

Zellzyklusses und damit der Zellproliferation in den primären Gehirnkulturen bewirkt, wurde 

die Proteinexpression von p21 im Western Blot betrachtet. Zur densitometrischen 

Auswertung wurde Aktin als Ladungskontrolle heran gezogen. 
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Wie in Abbildung 3.14 dargestellt, konnte eine signifikant höhere Expression von p21 in Mef-

/--primärer Gehirnkultur mit einer mittleren relativen Proteinexpression von 1,21 ± 0,03 im 

Vergleich zur WT-Gehirnkultur nachgewiesen werden (p=0,0004). 
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Abbildung 3.14: Nachweis der Proteinexpression von p21 in WT- und Mef-/--primärer Gehirnkultur durch 

Western Blot (A). Densitometrische Auswertung der p21 Expression mit Normalisierung auf Aktin als 

Ladungskontrolle unter Verwendung von ImageJ®, Mittelwert ± SD, n=3, p=0,0004, Student’s t Test (B). 

 

 

3.1.5.2  Expression von ERK1 und ERK2 in WT- und Mef-/--primären Gehirnkulturen 

 

Mit den vorangegangenen Untersuchungen zur Expression von p21 und zur Zellproliferation 

(Bazzoli et al., unpublizierte Daten) konnte gezeigt werden, dass die Expression von Mef zu 

einer verstärkten Proliferation von primären Gehirnkulturen führt. Da Mitogen-aktivierten 

Kinasen eine Schlüsselrolle im malignen Geschehen zugeschrieben wird und der Ras-

Signalweg proliferationsfördernd in astrozytären Tumoren wirkt (Woods et al., 2002), wurde 

im weiteren Verlauf dieser Arbeit der Phosphorylierungsgrad und damit der 

Aktivierungsstatus der Kinasen ERK1 und ERK2 als Bestandteile des Ras-Signalweges in 

WT- und Mef-/--primären Gehirnkulturen mittels Western Blot untersucht (siehe Abbildung 

3.15 A). Bei der in Abbildung 3.15 B dargestellten densitometrischen Auswertung wurde auf 

Aktin als Ladungskontrolle normalisiert.  

Die relativen Phosphorylierungsgrade von ERK1 (pERK1) bzw. ERK2 (pERK2) betrugen in 

der primären Mef-/--Gehirnkultur 0,70 ± 0,44 bzw. 0,77 ± 0,20 und waren nicht signifikant 

verändert im Vergleich zur primären WT-Gehirnkultur (p=0,308 bzw. p=0,113). Zudem 
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wurde die absolute ERK1- und ERK2-Expression bestimmt (siehe Abbildung 3.15 A), die 

sich erwartungsgemäß nicht zwischen WT- und Mef-/--Gehirnkultur unterschied.  
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Abbildung 3.15: Nachweis von phosphoryliertem ERK (pERK1, pERK2) und absoluter Expression von ERK 

(total ERK1, total ERK2) sowie Aktin in WT- und Mef-/--primärer Gehirnkultur durch Western Blot (A). 

Densitometrische Auswertung der Expression von pERK1 und pERK2 mit Normalisierung auf die Aktin-

Expression unter Verwendung von ImageJ®, Mittelwert ± SD, n=3, p=0,308 bzw. p=0,113, Student’s t Test (B). 

 

 

3.2 Einfluss von MEF auf die Stammzellpopulation in der Pathogenese von 

Gliomen 

 

3.2.1  Einfluss von MEF auf die Neurosphärenbildung  

 

3.2.1.1 Neurosphärenbildung von primären Gehirnkulturen aus Mef-/--, p53-/--, p53-/-/Mef-/-

- bzw. WT-Mäusen 

 

Neuronale Stammzellen werden für die hohe Rezidivrate von malignen Gliomen 

verantwortlich gemacht und scheinen eine Rolle bei der Progression dieser Tumoren zu 

spielen (Bao et al., 2006; Bleau et al., 2009). Um zu untersuchen, ob Mef einen Einfluss auf 

das Wachstum neuronaler Stammzellen hat, wurde die Neurosphärenbildung primärer 

Gehirnkulturen aus Mef-/-- bzw. WT-Mäusen analysiert. Um einen Einfluss von p53 zu 
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überprüfen, wurden die Experimente zusätzlich mit primären Gehirnkulturen von p53-/-- und         

p53-/-/Mef-/--Mäusen durchgeführt. 

Neurosphären stellen frei-schwimmende, aus neuralen Stammzellen geformte 

dreidimensionale Strukturen dar (Bez et al., 2003). Durch Betrachtung von Größe und Anzahl 

der Neurosphären können Rückschlüsse auf die neurale Stammzellpopulation in der 

jeweiligen Zellkultur gewonnen werden. 

Alle primären Gehirnkulturen wurden zunächst für zwei Passagen in DMEM und 

anschließend in Neurosphärenmedium weiter kultiviert (siehe 2.2.1.5). An Tag 4 der ersten 

Neurosphärenpassage wurden die in Abbildung 3.16 gezeigten mikroskopischen Aufnahmen 

der Neurosphärenkultur erstellt. In der p53-/--Gehirnkultur sind zahlreiche Neurosphären zu 

sehen (Abbildung 3.16 A), während in der p53-/-/Mef-/--Gehirnkultur keine Neurosphären 

erkennbar sind (Abbildung 3.16 B). Äquivalent zu diesen Ergebnissen haben sich in der 

primären Gehirnkultur von WT-Mäusen vereinzelt Neurosphären gebildet (Abbildung 3.16 

C), während in der Mef-/--Gehirnkultur keine Neurosphären nachgewiesen werden konnten 

(Abbildung 3.16 D). 

p53-/-

WT

A

C

p53-/- Mef-/-

Mef-/-

B

D

 
Abbildung 3.16: Darstellung der Neurosphärenbildung von primären Gehirnkulturen aus p53-/-- (A),                

p53-/-/Mef-/-- (B), WT- (C) und Mef-/-- (D) Mäusen an Tag 4 der Neurosphärenpassage 1, nachdem die Zellen 

vorher 2 Passagen in DMEM kultiviert wurden. Die Bilder wurden an einem Lichtmikroskop (10x) 

aufgenommen.  
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3.2.1.2 Neurosphärenbildung in primären MEF-überexprimierenden p53-/-- und Kontroll 

p53-/--Gehirnkulturen 

 

Wie unter 3.2.1.1 dargestellt, bewirkt der Verlust von Mef sowohl unter der Anwesenheit als 

auch unter der Abwesenheit von p53 eine verringerte Neurosphärenbildung. Daher sollte in 

weiteren Untersuchungen geklärt werden, ob die Anzahl der Neurosphären unter einer 

Überexpression von MEF zunimmt. Hierfür wurden Gehirne aus neugeborenen p53-/--Mäusen 

entnommen und primäre Gehirnkulturen hergestellt (siehe 2.2.1.4). Anschließend wurde in 

den Zellen MEF überexprimiert (siehe 2.2.3.6, 2.2.3.7 und 2.2.3.9), und nach erfolgreicher 

Selektion wurden die Zellen in Neurosphärenmedium kultiviert (siehe 2.2.1.5). Die in 

Abbildung 3.17 dargestellten mikroskopischen Aufnahmen wurden 24, 48 und 72 h nach 

Ende der Selektion in der ersten Neurosphärenpassage erstellt.  

Bereits nach 24 h waren mehr Zellen in Form kleiner Neurosphären in der MEF-

überexprimierenden p53-/-- als in der Kontroll p53-/--Gehirnkultur erkennbar. Nach 48 und         

72 h nahmen Anzahl und Größe der Neurosphären in der MEF-überexprimierenden p53-/--

Gehirnkultur deutlich stärker zu als in der Kontroll p53-/--Gehirnkultur, in der sich deutlich 

weniger und kleinere Neurosphären zeigten. 

p53-/-

24 h 48 h 72 h

p53-/- MEF

24 h 48 h 72 h

A

B

Abbildung 3.17: Darstellung der Neurosphärenbildung in primärer Kontroll p53-/-- (A) und MEF-

überexprimierender p53-/--Gehirnkultur (B) 24, 48 und 72 h nach der Selektion in der ersten 

Neurosphärenpassage. Die Bilder wurden an einem Lichtmikroskop (10x) aufgenommen.  
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3.2.1.3 Neurosphärenbildung in MEF-überexprimierenden humanen U87 MG- und 

Kontroll U87 MG-Gliomzellen 

 

Alle bislang aufgeführten Experimente zum Einfluss von MEF auf die Neurosphärenbildung 

wurden in murinen Zellen durchgeführt. Daher sollte überprüft werden, ob die Effekte von 

MEF auch in humanen Neurosphärenkulturen zu beobachten sind. Hierfür wurde die humane 

Gliomzelllinie U87 MG verwendet, in welcher MEF überexprimiert wurde (siehe 2.2.3.6, 

2.2.3.7 und 2.2.3.9). An Tag 4 und Tag 8 nach dem Beginn der Kultivierung in 

Neurosphärenmedium wurden die in Abbildung 3.18 aufgezeigten mikroskopischen 

Aufnahmen von den Neurosphären erstellt. Bereits an Tag 4 zeigte sich eine größere Anzahl 

von Neurosphären in der MEF-überexprimierenden U87 MG- als in der Kontroll U87 MG-

Zellkultur. An Tag 8 haben die Neurosphären in der MEF-überexprimierenden U87 MG-

Zellkultur zudem deutlich an Größe im Vergleich zu Tag 4 gewonnen. Währenddessen sind 

bis Tag 8 im repräsentativen Bildausschnitt (Abbildung 3.18) der Kontroll U87 MG-

Zellkultur nur eine große und mehrere deutlich kleinere Neurosphären als bei den MEF-

überexprimierenden U87 MG-Zellen entstanden. Es zeigt sich also, dass in der humanen U87 

MG-Zellkultur die Überexpression von MEF eine deutliche Zunahme von Anzahl und Größe 

von Neurosphären bewirkt.  

U87 MG Kontrolle U87 MG MEF

Tag 4 Tag 4

Tag 8Tag 8  
Abbildung 3.18: Darstellung der Neurosphärenbildung von MEF-überexprimierenden U87 MG- und Kontroll 

U87 MG-Gliomzellen an Tag 4 und 8 in der ersten Passage nach Kultivierung in Neurosphärenmedium. Die 

Bilder wurden an einem Lichtmikroskop (10x) aufgenommen.  
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3.2.2  Bedeutung von MEF für die Bildung einer Side Population 

 

3.2.2.1 Bedeutung von Mef für die Bildung einer Side Population in p53-/-- und              

p53-/-/Mef-/--primären Gehirnkulturen 

 

Neben der Untersuchung der Neurosphärenbildung besteht die Möglichkeit, den Anteil einer 

Stammzellpopulation in einer Zellsuspension mittels Durchflusszytometrie zu bestimmen. In 

der Duchflusszytometrie kann nach einer Färbung mit Hoechst 33342 die Zellsuspension in 

eine Side Population und eine Main Population aufgetrennt werden (siehe 2.2.1.6). Hierbei 

repräsentiert die Side Population den Anteil der Stammzellen der untersuchten Zellsuspension 

(Bleau et al., 2009; Goodell et al., 1996). Da sich Unterschiede in der Neurosphärenbildung 

zwischen p53-/-- und p53-/-/Mef-/--primären Gehirnkulturen zeigten, wurden zur Verifizierung 

der Ergebnisse zunächst aus neugeborenen p53-/-- und p53-/-/Mef-/--Mäusen die Gehirne 

entnommen, als primäre Gehirnkulturen kultiviert (siehe 2.2.1.4) und der 

durchflusszytometrischen Analyse der Side Population (siehe 2.2.1.6) unterzogen. Für beide 

primären Gehirnkulturen wurde auch eine Kontrolle mitgeführt, in welcher den Zellen 

Fumitremorgin C (FTC) zugesetzt wurde, welches die Aktivität des ABCG2-Transporters 

inhibiert (Gonzalez-Lobato et al., 2010), der wiederum für den Efflux von Hoechst 33342 in 

der Side Population verantwortlich gemacht wird (Goodell et al., 1996). Die Ergebnisse der 

Durchflusszytometrischen Analyse sind in Abbildung 3.19 dargestellt. Der gemessene 

zelluläre Anteil der Side Population beträgt für die p53-/--primäre Gehirnkultur 

durchschnittlich 24,6 ± 5,38%, während in der p53-/-/Mef-/--primären Gehirnkultur ein 

signifkant geringerer Anteil der Zellen (8,18 ± 2,15%) als Side Population identifiziert wurde 

(Student’s t Test: p=0,008, Abbildung 3.19B). In den mit FTC behandelten Kontrollproben 

wurde der Anteil der Side Population drastisch auf 1,02% (p53-/--primäre Gehirnkultur) bzw. 

1,36% (p53-/-/Mef-/--primäre Gehirnkultur) reduziert (Abbildung 3.19A). 
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Abbildung 3.19: Darstellung der 

duchflusszytometrischen Analyse der Side 

Population für die p53-/-- im Vergleich zur             

p53-/-/Mef-/--primären Gehirnkultur (A). Die 

Durchflusszytometriedaten wurden mittels FlowJo 

(Ashland, OR) ausgewertet. FTC: Fumitremorgin C. 

Graphische Darstellung und statistische Auswertung 

der Side Populations beider Gruppen für einen 

repräsentativen Versuch durchgeführt in 

Dreifachbestimmung stellvertretend für drei 

unabhängige Experimente, Mittelwert ± SD (B), 

p=0,008, Student’s t Test.  

 

 

3.2.2.2 Bedeutung von humanem MEF für die Bildung einer Side Population in MEF-

überexprimierenden U87 MG- und Kontroll U87 MG-Zellen bzw. Neurosphären 

 

Nachdem sich beim Vergleich von p53-/--primärer Gehirnkultur und p53-/-/Mef-/--primärer 

Gehirnkultur eine signifikante Abnahme der Side Population bei Verlust von Mef zeigte, 

wurde die Bildung einer Side Population in MEF-überexprimierenden U87 MG- und Kontroll 
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U87 MG-Zellen bzw. Neurosphären untersucht. Die Zellen wurden in DMEM (Abbildung 

3.20 A+B) oder in Neurosphärenmedium (Abbildung 3.21 A+B) kultiviert und der 

durchflusszytometrischen Analyse der Side Population unter Verwendung von Hoechst 33342 

(siehe 2.2.1.6) unterzogen. Für die unterschiedlichen Bedingungen wurde zusätzlich eine mit 

Fumitremorgin C (FTC) behandelte Probe mitgeführt, um die Aktivität von ABCG2, welches 

den Transport von Hoechst 33342 vermittelt, zu inhibieren. Der Anteil der Side Population an 

der gesamten Zellmenge betrug für die U87 MG-Kontrollzellen lediglich 0,48 ± 0,09%. Im 

Gegensatz dazu konnte für die MEF-überexprimierenden U87 MG-Zellen ein signifkant 

höherer Anteil an Zellen als Side Population (5,65 ± 0,39%) identifiziert werden (p=2,466E-

5).  
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Abbildung 3.20: Darstellung der duchflusszytometrischen 

Analyse der Side Population für MEF-überexprimierende 

U87 MG-Zellen im Vergleich zu U87 MG-Kontrollzellen 

(A). Die Durchflusszytometriedaten wurden mittels FlowJo 

(Ashland, OR) ausgewertet. FTC: Fumitremorgin C. 

Graphische Darstellung und statistische Auswertung der Side 

Populations beider Gruppen für ein repräsentatives 

Experiment durchgeführt in Dreifachbestimmung 

stellvertretend für drei unabhängige Experimente, Mittelwert 

± SD (B), p=2,466E-5, Student’s t Test.  
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Die durchflusszytometrische Analyse der Side Population in den MEF-überexprimierenden 

U87 MG- und Kontroll U87 MG-Neurosphärenkulturen erbrachten äquivalente Ergebnisse 

(siehe Abbildung 3.21). In der Kontroll U87 MG-Neurosphärenkultur betrug der Anteil der 

Side Population 0,38 ± 0,27%, während in der MEF-überexprimierenden U87 MG-

Neurosphärenkultur 6,64 ± 5,20% der Zellen in der Side Population nachgewiesen wurden, 

was jedoch aufgrund einer starken Streuung innerhalb der Proben nicht signifikant 

unterschiedlich zu den zugehörigen Kontroll-Neurosphären war, jedoch einen Trend zu einer 

größeren Side Population (Student’s t Test, p=0,053) erkennen ließ. 
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Abbildung 3.21: Darstellung der duchflusszytometrischen 

Analyse der Side Population der MEF-überexprimierenden 

U87 MG-Neurosphärenkultur im Vergleich zur Kontroll U87 

MG-Neurosphärenkultur (A). Die Durchflusszytometrie-

daten wurden mittels FlowJo (Ashland, OR) ausgewertet. 

FTC: Fumitremorgin C. Graphische Darstellung und 

statistische Auswertung der Side Populations beider 

Gruppen für ein repräsentatives Experiment durchgeführt in 

Vierfachbestimmung stellvertretend für drei unabhängige 

Experimente, Mittelwert ± SD (B), p=0,053, Student’s t Test. 
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3.2.2.3 Bedeutung von humanem MEF für die Bildung einer Side Population in MEF-

überexprimierenden T98G- und Kontroll T98G-Zellen 

 

Neben den U87 MG-Zellen wurde die Bildung der Side Population in Abhängigkeit von der 

MEF-Expression zusätzlich in einer weiteren humanen Gliomzelllinie, den T98G-Zellen 

untersucht. Hierfür wurde humanes MEF in den T98G-Zellen ebenfalls überexprimiert (vgl. 

2.2.3.9) und die Zellen einer durchflusszytometrischen Analyse der Side Population (siehe 

2.2.1.6) unterzogen. 
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Abbildung 3.22: Darstellung der 

duchflusszytometrischen Analyse der Side Population 

für MEF-überexprimierende T98G-Zellen im 

Vergleich zu T98G-Kontrollzellen (A). Die 

Durchflusszytometriedaten wurden mittels FlowJo 

(Ashland, OR) ausgewertet. Graphische Darstellung 

und statistische Auswertung der Side Populations 

beider Gruppen für ein repräsentatives Experiment 

durchgeführt in Dreifachbestimmung stellvertretend 

für drei unabhängige Experimente, Mittelwert ± SD 

(B), p=0,218, Student’s t Test.  
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Außerdem wurde jeweils eine Probe mit dem ABCG2-Inhibitor Fumitremorgin C (FTC) 

mitgeführt, die als Negativkontrolle diente. Verglichen mit den U87MG-Zellen war der Anteil 

der Side Population an der gesamten Zellzahl bei den T98G-Kontrollzellen mit 30,6 ± 4,37% 

deutlich höher. Der Anteil der Side Population in den MEF-überexprimierenden T98G-Zellen 

betrug 35,6 ± 3,96%. Damit konnte zwischen Kontroll- und MEF-überexprimierenden T98G-

Zellen kein signifikanter Unterschied in der Side Population nachgewiesen werden (Student’s 

t Test, p=0,218).  

 

 

3.2.3 Einfluss von MEF auf die Expression des neuronalen Stammzellmarkers Nestin in 

p53-/-- und p53-/-/Mef-/--primärer Gehirnkultur sowie in p53-/- Kontroll- und p53-/- 

shRNA Mef-primärer Gehirnkultur 

 

Gemäß den bereits dargestellten Ergebnissen geht die Überexpression von MEF mit einer 

erhöhten Anzahl an Neurosphären und einem größeren Anteil einer Side Population einher, 

während bei Verlust von Mef die Anzahl der Neurosphären und der Anteil der Side 

Population abnimmt (siehe 3.2.2). Um die funktionelle Bedeutung von MEF für die 

Stammzellpopulation zusätzlich zu bestätigen, wurde überprüft, ob MEF die Expression des 

neuronalen Stammzellmarkers Nestin beeinflusst. Das Intermediärfilament-Protein Nestin 

wird in Vorläuferzellen des Zentralen Nervensystems während der embryonalen Entwicklung 

sowie in Vorläuferzellen von Gliazellen nach der Geburt exprimiert (Tohyama et al., 1992).  

Für die Expressionsuntersuchungen wurden primäre Zellkulturen aus Gehirnen von 

neugeborenen p53-/-- und p53-/-/Mef-/--Mäusen hergestellt und kultiviert (siehe 2.2.1.4). Die 

p53-/--primäre Gehirnkultur wurde zudem mit einer shRNA gegen Mef infiziert, um die 

Expression von Mef spezifisch auszuschalten (siehe 2.2.3.6, 2.2.3.8 und 2.2.3.9). Die 

Ergebnisse der Expressionsanalysen sind in Abbildung 3.23 dargestellt. Die p53-/-/Mef-/--

primäre Gehirnkultur zeigte mit relativen Expressionswerten von 0,31 ± 0,14 einen 

signifikant niedrigeren Nestin-mRNA-Gehalt als die p53-/--primäre Gehirnkultur, deren 

relative Nestin-mRNA-Expression auf 1 gesetzt wurde (p=0,00102; Abbildung 3.23 A). In 

der mit einer shRNA gegen Mef infizierten p53-/--primären Gehirnkultur konnte ebenfalls mit 

einem Durchschnittswert von 0,50 ± 0,30 eine signifikant niedrigere Nestin-mRNA-

Expression als in der p53-/- Kontroll-Gehirnkultur gemessen werden (p=0,017; Abbildung 

3.23 B). 
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Abbildung 3.23: Darstellung der Expression von Nestin auf mRNA-Ebene ermittelt durch Real Time-PCR im 

Vergleich von p53-/-- und p53-/-/Mef-/--primärer Gehirnkultur, Mittelwert ± SD, n=3, p=0,00102, Student’s t Test 

(A) sowie im Vergleich von p53-/- Kontroll- und p53-/- shRNA Mef-primärer Gehirnkultur, Mittelwert ± SD, 

n=4, p=0,017, Student’s t Test (B).  

 

 

3.2.4 Einfluss von MEF auf die Expression der Transkriptionsfaktoren Sox2, Oct4 und 

Nanog in primären murinen Gehirnkulturen und humanen Gliomzelllinien 

 

3.2.4.1 Expression von Sox2, Oct4 und Nanog in WT- und Mef-/--primärer Gehirnkultur 

sowie in p53-/-- und p53-/-/Mef-/--primärer Gehirnkultur 

 

In embryonalen Stammzellen sind als bedeutende Transkriptionsfaktoren Sox2, Oct4 und 

Nanog beschrieben, die an der Aufrechterhaltung der embryonalen Stammzellidentität 

beteiligt sind (Chambers and Tomlinson, 2009). Da in voran gegangenen Experimenten dieser 

Arbeit bereits ein Einfluss von MEF auf neuronale Stammzellen durch Untersuchung der 

Neurosphärenbildung, der Side Population und der Nestin-Expression nachgewiesen werden 

konnte, stellte sich die Frage, ob MEF seinen Einfluss über die für Stammzellen bedeutsamen 

Transkriptionsfaktoren Sox2, Oct4 und Nanog moduliert. Mittels Real Time-PCR wurde die 

Expression von Sox2, Oct4 und Nanog auf mRNA-Ebene in WT- und Mef-/--primären 

Gehirnkulturen (Abbildung 3.24 A) sowie in p53-/-- und p53-/-/Mef-/--primären Gehirnkulturen 

(Abbildung 3.24 B) erhoben.  
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Abbildung 3.24: Expression von murinem Sox2, Oct4 und Nanog auf mRNA-Ebene ermittelt durch Real Time-

PCR im Vergleich von WT- und Mef-/--primärer Gehirnkultur für ein repräsentatives Experiment durchgeführt in 

Dreifachbestimmung stellvertretend für drei unabhängige Experimente (A). Expression von Sox2, Oct4 und 

Nanog auf mRNA-Ebene im Vergleich von p53-/-- und p53-/-/Mef-/--primärer Gehirnkultur für ein repräsentatives 

Experiment durchgeführt in Dreifachbestimmung stellvertretend für drei unabhängige Experimente (B). 

Mittelwert ± SD, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, Student’s t Test. Zur Normalisierung wurde das 

Housekeeping-Gen Gapdh verwendet. 

 

Verglichen mit der auf 1 normierten primären WT-Gehirnkultur zeigte die Mef-/--primäre 

Gehirnkultur eine signifikant (p=0,0049) niedrigere Sox2-Expression mit relativen Werten 

von 0,59 ± 0,12. Auch die Oct4- und Nanog-Expressionen waren in der Mef-/--primären 

Gehirnkultur im Vergleich zur WT-primären Gehirnkultur signifikant auf relative Werte von 

0,35 ± 0,17 (Oct4, p=0,003) und 0,44 ± 0,22 (Nanog, p=0,011) vermindert. 

Auch unter dem genetischen Hintergrund einer p53-Defizienz (p53-/-) ist der 

Transkriptionsfaktor Sox2 signifikant (p=0,0003) niedriger exprimiert bei einem zusätzlichen 

Verlust von Mef (p53-/-/Mef-/-)  mit relativen Expressionswerten von 0,11 ± 0,13 im Vergleich 

zur reinen, auf 1 normierten p53-/--primären Gehirnkultur. Im Gegensatz dazu sind im 

Vergleich von p53-/-- und p53-/-/Mef-/--primärer Gehirnkultur signifikant höhere mRNA-

Expressionen von Oct4 (1,88 ± 0,25; p=0,003) und Nanog (1,62 ± 0,27; p=0,016) in der p53-/-

/Mef-/--primären Gehirnkultur detektierbar als in der p53-/--Gehirnkultur. 
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Es lässt sich also festhalten, dass Sox2 sowohl in der Mef-/-- als auch in der p53-/-/Mef-/--

primären Gehirnkultur unabhängig von p53 im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen 

niedriger exprimiert wird, während die mRNA-Expressionen von Oct4 und Nanog durch Mef 

in Abhängigkeit vom genetischen p53-Hintergrund gegensätzlich reguliert werden. 

 

 

3.2.4.2 Expression von Mef, Sox2, Oct4 und Nanog in p53-/- Kontroll- und p53-/- shRNA 

Mef-primärer Gehirnkultur 

 

Da es sich bei den primären Gehirnkulturen von Mef-/- und p53-/-/Mef-/- Mäusen um einen 

dauerhaften Verlust des Transkriptionsfaktors Mef handelt, wurde die Expression der in 

embryonalen Stammzellen exprimierten Transkriptionsfaktoren Sox2, Oct4 und Nanog 

zusätzlich unter dem Einfluss eines shRNA-vermittelten kurzzeitigen Ausschaltens von Mef 

untersucht.  

Zunächst wurde mittels Real Time-PCR überprüft, ob die shRNA-vermittelte Ausschaltung 

von Mef in der p53-/- primären Gehirnkultur erfolgreich war (Abbildung 3.25). Mit einer 

mittleren relativen Mef-mRNA-Expression von 0,26 ± 0,07 im Vergleich zur auf 1 normierten 

p53-/- Kontrolle konnte gezeigt werden, dass die Expression von Mef signifikant (p=4,724E-5) 

durch die shRNA reduziert wurde. Diese verminderte Mef-Expression resultierte in einer 

signifikanten Abnahme der mRNA-Expressionen von Sox2, Oct4 und Nanog mit relativen 

Expressionswerten in der p53-/- shRNA Mef-primären Gehirnkultur von 0,43 ± 0,10 für Sox2, 

0,79 ± 0,16 für Oct4 und 0,73 ± 0,04 für Nanog verglichen mit der auf 1 normierten p53-/- 

Kontrolle (Abbildung 3.25). 

 
Abbildung 3.25: mRNA Expression 

von Mef, Sox2, Oct4 und Nanog in 

p53-/- Kontroll- und p53-/- shRNA 

Mef-primären Gehirnkulturen für ein 

repräsentatives Experiment 

durchgeführt in Dreifachbestimmung 

stellvertretend für drei unabhängige 

Experimente ermittelt durch Real 

Time-PCR mit Normalisierung auf 

Gapdh als Housekeeping-Gen, 

Mittelwert ± SD, ***p<0,001, 

Student’s t Test. 
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3.2.4.3 Expression von MEF, Sox2, Oct4 und Nanog in primären MEF-

überexprimierenden p53-/-- und p53-/- Kontroll-Gehirnkulturen 

 

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die shRNA-vermittelte Ausschaltung von murinem 

Mef in einer Reduktion der mRNA der Transkriptionsfaktoren Sox2, Oct4 und Nanog 

resultiert, sollte zusätzlich die Auswirkung einer humanen MEF-Überexpression in p53-/--

primärer Gehirnkultur analysiert werden.  

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abbildung 3.26 dargestellt. Mittels retroviral 

vermittelter Transfektion von primären p53-/--Gehirnkulturen konnte eine signifikante 

(p=0,0002) Überexpression von MEF auf das 143 fache der p53-/--Kontrolle erzielt werden. 

Sox2 wurde in der MEF-überexprimierenden p53-/--primären Gehirnkultur ebenfalls 

signifikant (p=3,924E-5) stärker exprimiert mit einer relativen mRNA-Expression von 3,6 ± 

0,23 verglichen mit der auf 1 normierten p53-/- Kontroll-Gehirnkultur. Auch die mRNA-

Expression von Oct4 war in der MEF überexprimierenden p53-/--Gehirnkultur signifikant auf 

2,97 ± 0,18 erhöht (p=4,604E-5). Bei Nanog zeigte sich in der MEF-überexprimierenden p53-

/--primären Gehirnkultur hingegen nur ein leichter, nicht signifikanter (p=0,551) Anstieg in 

der mRNA-Expression auf einen relativen Expressionswert von 1,23 ± 0,61 verglichen zur 

p53-/- Kontrolle.  
Abbildung 3.26: mRNA-Expression von 

MEF, Sox2, Oct4 und Nanog in MEF-

überexprimierender p53-/-- und p53-/- 

Kontroll-Gehirnkultur für ein 

repräsentatives Experiment durchgeführt in 

Dreifachbestimmung stellvertretend für 

drei unabhängige Experimente ermittelt 

durch Real Time-PCR mit Normalisierung 

auf Gapdh als Housekeeping-Gen, 

Mittelwert ± SD, ***p<0,001, Student’s t 

Test. 

 

3.2.4.4 Expression von MEF, Sox2 und Oct4 in humanen MEF-überexprimierenden 

U87MG- und T98G-Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen 

 

Eine veränderte Expression der Transkriptionsfaktoren Sox2 und Oct4 nach An- oder 

Abschaltung der MEF-Expression konnte bereits in murinen Zellen unterschiedlicher 
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Herkunft gezeigt werden. In den folgenden Versuchen war von Interesse, ob sich diese 

Befunde ebenfalls auf die humanen Gliomzelllinien U87MG und T98G übertragen lassen. Die 

Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abbildung 3.27 dargestellt. Mittels retroviral 

vermittelter Infektion von U87MG- und T98G-Zellen konnte eine signifikante 2- bzw. 5-

fache (p=4,607E-7 bzw. p=0,002) Überexpression von MEF im Vergleich zu den 

Kontrollzellen erzielt werden. Sox2 wurde in den MEF-überexprimierenden U87MG- und 

T98G-Zellen ebenfalls signifikant (p=0,017 bzw. p=0,018) stärker exprimiert mit einer 

relativen mRNA-Expression von 2,14 ± 0,5 bzw. 1,57 ± 0,25 verglichen mit den auf 1 

normierten Kontrollen. Auch die mRNA-Expression von Oct4 war in den MEF 

überexprimierenden U87MG- und T98G-Zellen auf 1,78 ± 0,2 bzw. 1,65 ± 0,3 signifikant 

erhöht (p=0,0025 bzw. p=0,0199).  
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Abbildung 3.27: Expression von humanem MEF, Sox2 und Oct4 auf mRNA-Ebene ermittelt durch Real Time-

PCR im Vergleich von humanen MEF-überexprimierenden U87MG-Zellen und U87MG-Kontrollzellen (A) 

sowie humanen MEF-überexprimierenden T98G-Zellen und T98G-Kontrollzellen (B) für jeweils ein 

repräsentatives Experiment durchgeführt in Dreifachbestimmung stellvertretend für drei unabhängige 

Experimente, Mittelwert ± SD, *p<0,05, **p<0,01 und ***p<0,001, Student’s t Test. 
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3.2.4.5 Expression von MEF, Sox2, Oct4 und Nanog in T98G-Zellen nach Ausschaltung 

von humanem MEF mittels siRNA 

 

Da gezeigt werden konnte, dass mit der Überexpression von humanem MEF ein signifikanter 

Expressionsanstieg von Sox2 und Oct4 in den humanen Gliomzelllinien U87MG und T98G 

einhergeht, sollte im Folgenden untersucht werden, wie sich ein akuter Knockdown von 

humanem MEF in der humanen Gliomzelllinie T98G auf die Expression von Sox2 und Oct4 

auswirkt. Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Abbildung 3.28 dargestellt. Die mit 

dem Transfektionsreagens HiPerFect (Qiagen, Valencia, CA) in T98G-Zellen eingebrachte 

siRNA gegen humanes MEF bewirkte nach 24 h eine hochsignifikant verminderte Expression 

von humanem MEF (p=1,369E-6) auf relative Expressionswerte von 0,302 ± 0,026 

verglichen mit der auf 1 normierten Kontrolle. Sox2 wurde äquivalent in den mit gegen MEF 

gerichteter siRNA behandelten T98G-Zellen signifikant (p=0,04) vermindert mit einer 

relativen mRNA-Expression von 0,67 ± 0,19 im Vergleich zur Kontrolle. Die Expression von 

Oct4 und Nanog zeigte in den mit MEF-siRNA behandelten T98G-Zellen keine signifikante 

Änderung auf mRNA-Ebene. 
 

Abbildung 3.28: Expression von 

humanem MEF, Sox2, Oct4 und 

Nanog auf mRNA-Ebene ermittelt 

durch Real Time-PCR in mit 

gegen humanes MEF gerichteter 

siRNA behandelten T98G-Zellen 

und unbehandelten T98G-Zellen 

für ein repräsentatives Experiment 

durchgeführt in Dreifach- 

bestimmung stellvertretend für 

drei unabhängige Experimente, 

Mittelwert ± SD,  *p<0,05 und 

***p<0,001, Student’s t Test.  
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3.3   Bedeutung von MEF für das Ansprechen von Gliomen auf Radiotherapie 

 

3.3.1 Anteil der subG1-Phase in MEF-überexprimierenden T98G-Zellen und T98G-

Kontrollzellen mit und ohne Radiotherapie 

 

Nachdem in der vorliegenden Arbeit die potentielle Bedeutung von MEF in der Gliomgenese, 

sein Einfluss auf die Stammzellpopulation und die Expression des für embryonale 

Stammzellen relevanten Transkriptionsfaktor Sox2 gezeigt werden konnte, sollte die Rolle 

von MEF beim Ansprechen von Gliomen auf eine Radiotherapie betrachtet werden. Neben 

chirurgischer Entfernung des Tumors und Chemotherapie kommt der Radiotherapie in der 

Behandlung von Gliomen eine zentrale Bedeutung zu (Yao et al., 2003). Um zu untersuchen, 

ob die Expression von MEF zu einer Resistenz von Gliomen gegenüber Radiotherapie 

beiträgt, wurde die MEF-überexprimierende humane Gliomzelllinie T98G und eine T98G-

Kontrollzelllinie einer Dosis von 10 Gy ausgesetzt (vgl. 2.2.1.7). Anschließend wurden die 

Zellen für 72 h unter Standardbedingungen kultiviert und im Durchflusszytometer unter 

Verwendung von Propidiumiodid auf die Verteilung der Zellen in den verschiedenen 

Zellzyklusphasen untersucht. Dabei repräsentiert die sogenannte subG1-Phase den Anteil der 

apoptotischen Zellen in einer Zellpopulation (Heinlein et al., 2010). Die Ergebnisse für die 

MEF-überexprimierenden T98G-Zellen und T98G-Kontrollzellen sind in Abbildung 3.29 (A-

E) dargestellt. Die MEF-überexprimierenden T98G-Zellen zeigten ohne Bestrahlung einen 

subG1-Anteil von 5,35 ± 0,58%, während die T98G-Kontrollzellen einen subG1-Anteil von 

7,28 ± 1,38% aufwiesen. Der Unterschied zwischen beiden Zellpopulationen ist statistisch 

signifikant (p=0,0014, Student’s t Test). Nach Bestrahlung mit 10 Gy zeigte sich für die 

T98G-Kontrolle mit einem subG1-Anteil von 13,21 ± 3,34% eine Zunahme der Apoptoserate 

im Vergleich zu den nicht-bestrahlten Zellen. Für die MEF-überexprimierenden T98G-Zellen 

ist nach Bestrahlung mit 10 Gy ebenfalls ein erhöhter subG1-Anteil von 10,17 ± 1,18% im 

Vergleich zu den nicht-bestrahlten MEF-überexprimierenden T98G-Zellen zu beobachten. 

Damit ist der Anteil der apoptotischen Zellen bei den bestrahlten T98G-Kontrollzellen 

ebenfalls signifikant größer als in den MEF-überexprimierenden T98G-Zellen (p=0,02, 

Student’s t Test). 
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Abbildung 3.29: Darstellung der duchflusszytometrischen Daten der SubG1-Analyse für MEF-

überexprimierende T98G-Zellen im Vergleich zu T98G-Kontrollzellen anhand jeweils einer Beispielkurve für 

unbehandelte T98G-Kontrollzellen (A, Ohne Radiotherapie/IR), für unbehandelte MEF-überexprimierende 

T98G-Zellen (B, Ohne Radiotherapie/IR), für bestrahlte (10 Gy) T98G-Kontrollzellen (C, IR) sowie für 

bestrahlte (10 Gy) MEF-überexprimierende T98G-Zellen (D, IR). Die Durchflusszytometriedaten wurden mittels 

CellQuest (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) ausgewertet. Graphische Darstellung und statistische 

Auswertung der SubG1-Anteile beider Gruppen (n=3), Mittelwert ± SD (E), p=0,0014 (ohne Bestrahlung) bzw. 

p=0,02 (10 Gy), Student’s t Test.  
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3.3.2 Anteil der G1- und G2-Phase in MEF-überexprimierenden T98G-Zellen und 

T98G-Kontrollzellen mit und ohne Radiotherapie 

 

Parallel zum Nachweis apoptotischer Zellen in der subG1-Phase wurde im Rahmen der 

Zellzyklusanalysen an MEF-überexprimierenden T98G-Zellen und T98G-Kontrollzellen der 

Anteil der Zellen in der G1- und G2-Phase bestimmt und ist in Abbildung 3.30 dargestellt.  
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Abbildung 3.30: Graphische Darstellung und statistische Auswertung der G1- (A) und G2-Phase (B) des 

Zellzyklusses für unbehandelte T98G-Kontrollzellen, unbehandelte MEF-überexprimierende T98G-Zellen, 

bestrahlte (10 Gy) T98G-Kontrollzellen sowie bestrahlte (10 Gy) MEF-überexprimierende T98G-Zellen im 

Vergleich (n=3), Mittelwert ± SD, p=0,137 (G1-Phase, ohne Bestrahlung/ohne IR), p=0,225 (G2-Phase, ohne 

Bestrahlung/ohne IR), p=0,039 (G1-Phase, 10 Gy IR) bzw. p=0,011 (G2-Phase, 10 Gy IR), Student’s t Test.  

 

Die unbehandelten T98G-Kontrollzellen wiesen einen G1-Phasenanteil von 48,54 ± 8,20% 

auf, während sich 52,98 ± 2,19% der MEF-überexprimierenden T98G-Zellen in der G1-Phase 

befanden. Der Unterschied beider Populationen stellte sich nicht als statistisch signifikant dar 

(p=0,137, Student’s t Test). Ferner unterschied sich der Anteil der Zellen in der G2-Phase 
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nicht signifikant (p=0,225, Student’s t Test) mit 6,23 ± 3,43% für die unbehandelten T98G-

Zellen und 8,41 ± 3,88% für die unbehandelten MEF-überexprimierenden T98G-Zellen.  

Nach einer Bestrahlung mit 10 Gy zeigten die MEF-überexprimierenden T98G-Zellen einen 

signifikant (p=0,039, Student’s t Test) niedrigeren Anteil an Zellen in der G1-Phase (29,96 ± 

2,47%) und einen signifikant (p=0,011, Student’s t Test) erhöhten Anteil an Zellen in der G2-

Phase (32,52 ± 3,03%) als die T98G-Kontrollzellen (33,23 ± 3,59% bzw. 25,90 ± 6,21%). 

 

 

3.3.3 Anteil der subG1-Phase in T98G-Zellen nach Ausschaltung von MEF mittels 

siRNA mit und ohne Radiotherapie 

 

Neben den Untersuchungen an MEF-überexprimierenden T98G-Zellen wurde im weiteren 

Verlauf der Arbeit der subG1-Anteil unter einem akuten Knockdown von MEF durch siRNA 

betrachtet. Hierfür wurde in der humanen Gliomzelllinie T98G mittels siRNA die Expression 

von humanem MEF unterdrückt. 24 h nach Transfektion der siRNA wurden die T98G-Zellen 

einer Strahlendosis von 10 Gy ausgesetzt (vgl. 2.2.1.7). Anschließend wurden die Zellen für 

72 h unter Standardbedingungen kultiviert und im Durchflusszytometer auf die Verteilung der 

Zellen in den verschiedenen Zellzyklusphasen untersucht. Die Ergebnisse für die mit siRNA 

gegen humanes MEF transfizierten T98G-Zellen und T98G-Kontrollzellen sind in Abbildung 

3.31 (A-E) dargestellt. Die mit siRNA gegen humanes MEF behandelten T98G-Zellen zeigten 

ohne Bestrahlung einen subG1-Anteil von 2,38 ± 0,34%, während die T98G-Kontrollzellen 

einen subG1-Anteil von 1,23 ± 0,28% aufwiesen. Der Unterschied zwischen beiden 

Zellpopulationen ist statistisch hochsignifikant (p=8,151E-5, Student’s t Test). Nach 

Bestrahlung mit 10 Gy zeigte sich für die T98G-Kontrolle mit einem subG1-Anteil von 7,37 

± 0,47% eine Zunahme an apoptotischen Zellen im Vergleich zu den nicht-bestrahlten Zellen. 

Für die mit siRNA gegen MEF transfizierten T98G-Zellen ist ebenfalls ein erhöhter subG1-

Anteil von 9,44 ± 1,37% im Vergleich zur zugehörigen nicht-bestrahlten T98G-Kontrolle zu 

beobachten. Damit ist der Anteil der apoptotischen Zellen bei den bestrahlten mit MEF-

siRNA behandelten T98G-Zellen ebenfalls signifikant größer als in den T98G-Kontrollzellen 

(p=0,006, Student’s t Test). 
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Abbildung 3.31: Darstellung der duchflusszytometrischen Daten der SubG1-Analyse für mit MEF-spezifischer 

siRNA transfizierte T98G-Zellen im Vergleich zu T98G-Kontrollzellen anhand jeweils einer Beispielkurve für 

nicht-bestrahlte T98G-Kontrollzellen (A), für nicht-bestrahlte, mit siRNA gegen MEF behandelte T98G-Zellen 

(B), für bestrahlte T98G-Kontrollzellen (C) sowie für bestrahlte, mit siRNA gegen MEF behandelte T98G-

Zellen (D). Die Durchflusszytometriedaten wurden mittels CellQuest (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) 

ausgewertet. Graphische Darstellung und statistische Auswertung der SubG1-Anteile beider Gruppen (n=3), 

Mittelwert ± SD (E), p=8,151E-5 (ohne Bestrahlung) bzw. p=0,006 (10 Gy), Student’s t Test.  
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3.3.4 Anteil der G1- und G2-Phase in T98G-Zellen nach Ausschaltung von MEF mittels 

siRNA mit und ohne Radiotherapie 

 

Äquivalent zu den Analysen in 3.3.2 wurden über die subG1-Analyse hinaus die G1- und G2-

Phasen des Zellzyklusses der T98G-Zellen mit und ohne Ausschaltung von MEF untersucht. 

In Abbildung 3.32 sind die ermittelten Anteile für die G1- und G2-Phase des Zellzyklusses 

dargestellt. 
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Abbildung 3.32: Graphische Darstellung und statistische Auswertung der G1- (A) und G2-Phase (B) des 

Zellzyklusses für unbehandelte T98G-Kontrollzellen, unbehandelte T98G-Zellen mit MEF-siRNA, bestrahlte 

(10 Gy IR) T98G-Kontrollzellen sowie bestrahlte (10 Gy IR) T98G-Zellen mit MEF-siRNA im Vergleich (n=3), 

Mittelwert ± SD, p=0,003 (G1-Phase, ohne Bestrahlung/ohne IR), p=0,795 (G2-Phase, ohne Bestrahlung/ohne 

IR), p=0,005 (G1-Phase, 10 Gy IR) bzw. p=0,768 (G2-Phase, 10 Gy IR), Student’s t Test.  

 

Sowohl ohne als auch mit Bestrahlung von 10 Gy zeigten die mit MEF-siRNA transfizierten 

T98G-Zellen einen signifikant (p=0,003 bzw. p=0,005, Student’s t Test) kleineren Anteil der 
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Zellen in der G1-Phase (58,31 ± 1,77% bzw. 40,87 ± 4,43%) als die T98G-Kontrollzellen 

(64,55 ± 3,49% bzw. 47,67 ± 1,22%). Der Anteil der G2-Phase von T98G-Zellen mit MEF-

siRNA (9,36 ± 1,02%) und T98G-Kontrollzellen (9,16 ± 1,42%) unterschied sich ohne 

Bestrahlung (p=0,795, Student’s t Test) und mit Bestrahlung (22,64 ± 2,68% bzw. 23,05 ± 

1,97%) nicht (p=0,768, Student’s t Test).  
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4   Diskussion 
 

Bei dem Glioblastoma multiforme handelt es sich um den häufigsten und gleichzeitig 

aggressivsten malignen Gehirntumor Erwachsener (Piperi et al., 2010). Kennzeichnend für 

das Glioblastoma multiforme sind eine hohe zelluläre Proliferationsrate, diffuse Infiltration, 

Anwesenheit von Nekrosen, Angiogenese, mikrovaskuläre Hyperplasie, Apoptoseresistenz 

und genomische Instabilität (Brat et al., 2002; Furnari et al., 2007; Kleihues et al., 2000). Die 

Glioblastomzellen dringen in das umgebende Parenchym ein und zerstören die funktionelle 

Architektur des Gehirns (Barcellos-Hoff et al., 2009; Fomchenko and Holland, 2005; 

Schneider et al., 2010). Der Goldstandard der Therapie des Glioblastoma multiforme besteht 

derzeit aus einer Kombination von chirurgischer Resektion und nachfolgender adjuvanter 

Radio- und Chemotherapie (Parsons et al., 2008). Diese Kombinationstherapie sorgt dennoch 

nur für ein medianes Gesamtüberleben der Patienten von 14,6 Monaten (Stupp et al., 2005), 

da auch das aktuelle multimodale Behandlungschema der hohen Invasivität und 

Rezidivierung des Tumors wie auch seiner Heterogenität nicht gewachsen ist (Squatrito and 

Holland, 2011). Aus diesem Grund wird verstärkt nach neuen Zielmolekülen gesucht, welche 

einen Angriffspunkt für zukünftige, erfolgreiche Therapiestrategien beim Glioblastom 

darstellen und ein längeres Gesamtüberleben der Patienten bedingen könnten. 

Der Transkriptionsfaktor Myeloid 1 like factor (MEF) könnte ein solches Zielmolekül 

darstellen. Seine Expression konnte bereits in anderen malignen Tumoren nachgewiesen 

werden: So wird MEF in Ovarialkarzinomen überexprimiert und konnte in serösen 

Zystadenokarzinomen, endometrioiden Tumoren und Klarzelltumoren des Ovars 

nachgewiesen werden (Yao et al., 2007). Zudem ist MEF bei akuter myeloischer Leukämie 

(AML) mit einer höheren Expression bei denjenigen Subtypen, die mit schlechter Prognose 

einhergehen, nachweisbar (Fukushima et al., 2003; Sashida et al., 2009). Als Onkogen wirkt 

MEF durch die Inhibition des p53-Signalwegs, aber auch p53-unabhängig durch die 

Inhibition des p16-Tumorsuppressor-Signalwegs (Sashida et al., 2009; Yao et al., 2007). 

Dabei kann MEF mit dem Onkogen H-RasG12V, welches durch die G12V-Mutation konstitutiv 

aktiv ist (Santoriello et al., 2009), kooperieren und die maligne Transformation der Zellen 

fördern (Sashida et al., 2009). Untersuchungen zur Relevanz des Transkriptionsfaktors MEF 

bei Gehirntumoren wie dem Glioblastoma multiforme bestehen bis zu dieser Arbeit und der 

parallel erscheinenden Publikation von Elena Bazzoli, Moritz C. Oberstadt, Boyoung Wee, 

Nikolaus Schultz, Jason T. Huse, Elena I. Fomchenko, Francesca Voza, Rebecca L. Hiner, 
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Cameron W. Brennan, Lisa M. DeAngelis, Stephen D. Nimer, Eric C. Holland und Massimo 

Squatrito, in welcher Teil-Ergebnisse dieser Arbeit präsentiert werden, nicht. 

Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit zunächst die Expression von MEF in 

humanen Glioblastomproben und gesundem humanem Gehirngewebe untersucht. Hierbei 

zeigt sich eine signifikant höhere Expression von MEF in den Glioblastomproben verglichen 

mit dem gesunden Gehirngewebe (Abbildung 3.1). Dieses Ergebnis entspricht den bereits 

publizierten Daten zur onkogenen Wirkung von MEF in Ovarialkarzinomen: Unter humanen 

epithelialen Ovarialtumoren exprimieren besonders seröse und endometrioide Typen des 

Ovarialkarzinoms MEF, während es in normalen, oberflächlichen Ovarialepithelzellen nicht 

nachweisbar ist (Yao et al., 2007).  

Da sich innerhalb der Gruppe der Glioblastomproben die MEF-Expression recht heterogen 

darstellte, wurden im Anschluss die unterschiedlichen Subtypen des Glioblastoma multiforme 

auf ihre MEF-Expression untersucht. Die Glioblastome wurden nach bereits publizierten 

molekularen Kriterien den Gruppen Klassisch, Mesenchymal, Neural und Proneural 

zugeordnet (Verhaak et al., 2010). Übereinstimmend mit Abbildung 3.1 weist das gesunde 

Gehirngewebe auch für eine größere Patientenpopulation eine signifikant niedrigere MEF-

Expression als die verschiedenen Subtypen des Glioblastoma multiforme auf (Abbildung 3.2). 

Unter den vier analysierten Subtypen des Glioblastoma wurde zudem der Subtyp 

herausgefiltert, welcher insgesamt den größten Anteil an Patienten mit einer niedrigen MEF-

Expression beinhaltet und somit einer MEF-Expression, die dem gesunden Gehirngewebe am 

ähnlichsten ist, da bereits für die akute myeloische Leukämie gezeigt werden konnte, dass 

eine Assoziation niedriger MEF-Level mit einer besseren Prognose besteht (Fukushima et al., 

2003). Gegenüber den anderen Subtypen des Glioblastoma multiforme (Klassisch, 

Mesenchymal und Neural) lässt der proneurale Subtyp die niedrigste MEF-Expression 

erkennen (Abbildung 3.2). Gleichzeitig zeigen die MEF-Expressionsergebnisse für den 

proneuralen Typ eine große Varianz, sodass sich dieser Subtyp besonders eignet, um den mit 

der MEF-Expression einhergehenden Prognoseunterschied bei der AML innerhalb eines 

Glioblastomsubtyps zu überprüfen. Auch der neurale Subtyp weist eine niedrige MEF-

Expression auf, jedoch umfasst der proneurale Subtyp in Abbildung 3.2 nachweislich mehr 

Patienten mit sehr niedriger MEF-Expression. Zudem sind die Glioblastom-Subtypen 

Klassisch (EGFR-Überexpression), Mesenchymal (Verlust von NF1) und Proneural 

(PDGFRA-Überexpression und IDH1-Mutation) sehr viel spezifischer molekularbiologisch 

umschrieben als der neurale Subtyp, zu welchem alle Glioblastome zählen, die nicht den drei 

vorgenannten Subtypen zuzuordnen sind, und welcher daher über ein sehr breites 
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molekularbiologisches Muster verfügt wie die Expression der Neuronenmarker 

Neurofilament, leichtes Polypeptid (NEFL), Gamma-Aminobuttersäure A Rezeptor Alpha 1 

(GABRA1), Synaptotagmin 1 (SYT1) und SLC12A5 (Brennan et al., 2009; Phillips et al., 

2006; Verhaak et al., 2010).  

Aus diesem Grund wurden weitere Untersuchungen am proneuralen Subtyp des Glioblastoma 

multiforme durchgeführt. Der proneurale Subtyp zeichnet sich molekularbiologisch durch 

Punktmutationen des Isocitrat Dehydrogenase 1 (IDH1)-Gens sowie Veränderungen des 

Platelet-derived Growth Factor Receptor Typ A (PDGFRA) mit einer erhöhten Expression 

von PDGFRA aus (Brennan et al., 2009; Phillips et al., 2006; Verhaak et al., 2010). 

Interessanterweise besteht ein Trend zu einem längeren Überleben für Patienten mit 

proneuralem Subtyp unter den unterschiedlichen Glioblastomsubtypen (Verhaak et al., 2010). 

Bei einer Analyse des Gesamtüberlebens der Patienten des proneuralen Subtyps zeigte sich, 

dass Patienten mit einer niedrigen MEF-Expression (Mittelwert – 1 Standardabweichung) 

signifikant länger als Patienten mit hoher MEF-Expression überleben (Abbildung 3.3). 

Übereinstimmend mit diesem Ergebnis konnte bereits in einer Kohorte von Patienten mit 

akuter myeloischer Leukämie (AML) gezeigt werden, dass eine Assoziation niedriger MEF-

Level mit einer besseren Prognose besteht (Fukushima et al., 2003). Diese niedrige MEF-

Expression und bessere Prognose findet sich bei der AML bei Patienten mit spezifischen 

chromosomalen Veränderungen wie der t(8;21)- und der t(15;17)-Translokation (Fukushima 

et al., 2003). Die Patienten des proneuralen Glioblastoma-Subtyps mit niedriger MEF-

Expression und längerem Gesamtüberleben zeigen als genetische Besonderheit signifikant 

häufiger die für den proneuralen Subtyp charakteristischen IDH1-Mutationen (Verhaak et al., 

2010) als Patienten mit hoher MEF-Expression des proneuralen Subtyps (Abbildung 3.4). 

Dieser Befund bestätigt, dass das längere Gesamtüberleben der Patienten mit niedriger MEF-

Expression in Zusammenhang mit dem molekularbiologischen Profil des proneuralen Subtyps 

des Glioblastoma multiforme steht. Über die IDH1-Mutationen bei Glioblastomen ist bekannt, 

dass sie stets den Arginin-Rest in Codon 132 betreffen, wobei meist eine R132H-Mutation 

vorliegt (Parsons et al., 2008; Yan et al., 2009), die zu einer Steigerung der Enzymfunktion 

und damit der verstärkten Umwandlung von alpha-Ketoglutarat zu R(-)-2-Hydroxyglutarat 

führt (Dang et al., 2009). Der proneurale Subtyp ist, neben der Mutation von IDH1, außerdem 

durch eine Aktivierung des Platelet derived growth factor (PDGF)-Signalwegs charakterisiert 

(Verhaak et al., 2010). Aus diesem Grund wurde für die weiteren Analysen der Funktion von 

MEF in Glioblastomen ein durch PDGF induziertes Glioblastom-Modell der Maus gewählt, 

bei welchem Glioblastome des proneuralen Subtyps erzeugt werden (Pitter et al., 2011). Bei 
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diesem RCAS/tv-a-Mausgliommodell werden auf dem Avian leukosis virus basierende 

Vektoren (RCAS) verwendet, um einen Gentransfer in die somatischen Zellen der Maus zu 

gewährleisten. Nestin-tv-a/Ink4a-Arf-/--Mäuse exprimieren den tv-a-Rezeptor unter der 

Kontrolle des Nestin-Promoters, welches ein Marker für neurale Progenitorzellen ist (Holland 

et al., 1998). Die Deletion von CDKN2A, welches für die Tumorsuppressoren INK4A (p16) 

und ARF (p14) kodiert (Stott et al., 1998), sorgt für eine erhöhte Tumorinzidenz von Gliomen 

(Uhrbom et al., 2002). Es werden mit dem RCAS-PDGF-B-Vektor transfizierte DF-1-Zellen 

in den rechten frontalen Kortex neu geborener Mäuse injiziert (Shih et al., 2004) und die 

durch PDGF induzierten Glioblastome untersucht. Mittels immunhistochemischer Färbung 

konnte Mef in den entstandenen Glioblastomen des proneuralen Subtyps detektiert werden 

(Abbildung 3.5). In den untersuchten hochgradigen Gliomen zeigten sich in der Tumormasse 

Mef-exprimierende Zellen benachbart zu den Tumor versorgenden Gefäßen. Vergleichbare 

immunhistochemische Bilder finden sich für die MEF-Expression in humanen, epithelialen 

Ovarialtumoren, bei welchen MEF in den Nuklei der Tumorzellen nachgewiesen wurde (Yao 

et al., 2007), was der für MEF beschriebenen intrazellulären Lokalisation entspricht (Suico et 

al., 2002). Bazzoli und Kollegen (unpublizierte Daten) untersuchten zudem die Mef-

Expression auf mRNA- und Proteinebene im Vergleich von Tumoren und gesundem 

Gehirngewebe des kontralateralen Kortexes derselben Mäuse und fanden eine signifikant 

höhere Mef-Expression im Tumorgewebe im Vergleich zum gesunden Gehirngewebe. Es 

zeigt sich also äquivalent zu den vorangestellten Daten für humane Glioblastome eine 

Überexpression von Mef in dem verwendeten proneuralen Glioblastommausmodell. Da sich 

bereits für die Patienten des proneuralen Glioblastomsubtyps ein signifikanter Unterschied im 

Gesamtüberleben abhängig von der MEF-Expression zeigte, wurde im Mausmodell das 

Gesamtüberleben zwischen Nestin-tv-a/WT- und Nestin-tv-a/Mef-/--Mäusen nach 

stereotaktischer intrazerebraler Injektion von RCAS-PDGF-B-überexprimierenden DF-1-

Zellen untersucht. Dabei ergibt sich ein signifikant längeres Überleben der Nestin-tv-a/Mef-/--

Mäuse, die sich von den Nestin-tv-a/WT-Mäusen nur durch das Fehlen der Mef-Expression 

unterschieden (Abbildung 3.6). Mef-/--Mäuse werden wie WT-Mäuse gesund geboren und 

entwickeln sich auch im adulten Stadium normal (Lacorazza et al., 2002), sodass das 

verkürzte Gesamtüberleben der WT-Mauspopulation auf die Entwicklung eines Glioblastoms 

nach Injektion von PDGF-B-überexprimierenden DF-1-Zellen und der molekularen Wirkung 

von MEF zurückzuführen ist. Eine signifikante Zunahme von Tumoren konnte bereits bei der 

subkutanen Injektion von MEF-überexprimierenden NIH3T3-Zellen (murinen embryonalen 
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Fibroblasten) in Nacktmäuse verglichen mit NIH3T3-Kontrollzellen nachgewiesen werden 

(Yao et al., 2007).  

Unter den Gliomen der Nestin-tv-a/WT-Mäuse zeigten sich zudem nach histologischer 

Begutachtung signifikant mehr hochgradige Gliome (Grad III-IV) im Vergleich zu 

niedriggradigen Gliomen (Grad II) als bei den Nestin-tv-a/Mef-/--Mäusen (Abbildung 3.7-

3.10). Alle Tumoren wurden gemeinsam mit dem Neuropathologen Dr. Jason T. Huse nach 

folgenden Kriterien begutachtet: Die Grad II-Gliome zeigten eine vermehrte Zellzahl mit 

überwiegend gleichgestaltiger zellulärer Erscheinung und minimaler mitotischer Aktivität. 

Die Grad III-Tumoren wiesen eine stärkere Zellatypie, eine erhöhte Mitoserate und 

mikrovaskuläre Proliferation auf, während sich die Grad IV-Tumoren durch eine ansteigende 

mikrovaskuläre Proliferation und Herde von Nekrosen, die von Pseudopallisaden bildenden 

Tumorzellen umgeben waren, auszeichneten (Huse et al., 2009). Unter der Anwesenheit von 

MEF kommt es demzufolge im proneuralen Gliommausmodell sowohl zu einem kürzeren 

Gesamtüberleben als auch zur Entstehung höhergradiger Tumoren. Die Entstehung von 

höhergradigen und damit aggressiveren Gliomen ist assoziiert mit einer progredienten 

Dedifferenzierung der Zellen (Germano et al., 2010; Schiffer et al., 1986). Im Rahmen der 

Dedifferenzierung kann es zu einer onkogenen Transformation von neuralen Stammzellen zu 

Tumorstammzellen kommen (Germano et al., 2010). So könnte der signifikant größere Anteil 

höhergradiger Gliome bei Expression von MEF in den Wildtypmäusen auf einer 

stimulierenden Wirkung von MEF auf die Tumorstammzellen beruhen.  

Parallel zu dem Experiment der PDGF-induzierten und damit proneuralen endogenen 

Gliomgenese wurden in einem Xenograft-Tumormodell MEF-überexprimierende U87 MG- 

und U87 MG-Kontrollneurosphären intrakraniell in immundefiziente SCID-Mäuse injiziert 

(Abbildung 3.11). Beide Mauspopulationen starben durchschnittlich nach ca. 46 Tagen, 

sodass kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Populationen zu finden war. Das frühe 

Versterben der Mäuse nach 1½ Monaten könnte darauf hindeuten, dass die injizierte 

Tumorzellzahl von 250.000 U87 MG-Neurosphären zu hoch war und die starke Malignität 

der U87 MG-Neurosphären in einer besonders ausgeprägten Tumorentwicklung und Letalität 

resultierte, sodass eine zusätzliche Steigerung der Expression von MEF keine weiteren 

funktionellen Konsequenzen nach sich zieht. Eine subkutane oder intrakranielle Injektion von 

U87 MG-Neurosphären ist in der Literatur bislang nicht beschrieben. Bisher wurden nur 

normal kultivierte U87 MG-Zellen intrakraniell injiziert, wobei die Zahl der applizierten 

Zellen zwischen 5 x 104 Zellen (Zhou et al., 2009) bzw. 106 Zellen in Nacktmäusen 

(Madhankumar et al., 2009) und 5 x 105 Zellen in SCID-Mäusen (Zhang et al., 2004) variiert. 
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Histologisch zeigen sowohl die aus MEF-überexprimierenden U87 MG- als auch auch aus 

U87 MG-Kontrollneurosphären in immundefizienten SCID-Mäusen entstandenen Tumoren 

die neoplastischen Charakteristika humaner Glioblastome, wie Neovaskularisation, hohe 

Zelldichte, hämorrhagisch nekrotische Verbände, Pseudopallisaden und mitotische Aktivität 

(Abbildung 3.12). Die Gehirn-Tumor-Grenze war in allen Fällen eindeutig erkennbar und 

zeigte keine mikroskopisch sichtbare Infiltration von Tumorzellen ins gesunde Hirngewebe. 

Außerdem bestand kein histologischer Unterschied zwischen den durch MEF-

überexprimierende U87 MG- und U87 MG-Kontrollneurosphären induzierten Glioblastomen 

der immundefizienten SCID-Mäuse.  

Da abhängig von der MEF-Expression sowohl für Patienten als auch im proneuralen 

Gliomamausmodell ein signifikanter Überlebensunterschied detektiert werden konnte, stellt 

sich die Frage, auf welchem Mechanismus die tumorstimulierende Wirkung von MEF in 

Gliomen basiert. Für andere Gewebe ist bereits bekannt, dass MEF seine onkogene Wirkung 

durch die Inhibition der p53- und p16-Tumorsuppressor-Signalwege entfaltet (Sashida et al., 

2009; Yao et al., 2007). Die Inhibition von p53 beruht auf einer MEF-vermittelten verstärkten 

Transkription von MDM2, wodurch die Expression des Tumorsuppressorproteins p53 

unterdrückt wird (Sashida et al., 2009). Ein Verlust oder Knockdown von MEF führt 

dementsprechend durch Blockade der MDM2 Transkription zu einer gesteigerten Expression 

von p53 (Sashida et al., 2009). Außerdem nimmt p53 selbst Einfluss auf die MEF-Expression, 

indem es die promoterbindende Aktivität von E2F1 inhibiert, einem transkriptionellen 

Aktivator von MEF (Taura et al., 2011). Diese gegenseitige Regulation zwischen p53 und 

MEF ist in primären Gehirnkulturen von WT-Mäusen gegeben, während in primären 

Gehirnkulturen von p53-defizienten Mäusen E2F1 nicht mehr durch p53 inhibiert wird und 

somit die Expression von MEF über diesen Signalweg nicht vermindert werden kann. 

Entsprechend dieser bekannten Signalwegsstruktur findet sich eine signifikant höhere Mef-

Expression in primären Gehirnkulturen von p53-defizienten Mäusen als in primären 

Gehirnkulturen von WT-Mäusen (Abbildung 3.13). Dies spricht für eine Hochregulation der 

Mef-Expression durch ein Fehlen der von p53 ausgehenden negativen Feedbackschleife 

(Taura et al., 2011). Als weiterführendes Experiment könnte die Untersuchung der E2F1-

Expression in WT- verglichen mit p53-/--primären Gehirnkulturen darüber Aufschluss geben, 

ob sich die Hochregulation von MEF auf eine stärkere Expression von E2F1, dem 

transkriptionellen Aktivator von MEF (Taura et al., 2011), zurückführen lässt. 

Des Weiteren könnte MEF durch Stimulation der Zellproliferation Einfluss auf das 

Gesamtüberleben proneuraler Glioblastome nehmen. Eine permanente Proliferation von 
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Astrozytomzellen ist ein entscheidender Schritt für die Entwicklung eines Glioms (Besson 

and Yong, 2001). Dieser anhaltende proliferative Zustand wird durch Missverhältnisse in 

wachstumsregulatorischen Signalwegen in Verbindung mit der Inaktivierung von den 

Zellzyklus kontrollierenden Signalmolekülen initiiert und aufrechterhalten (Besson and Yong, 

2001). Tatsächlich zeigt MEF einen Einfluss auf das Proliferationsverhalten von murinen, 

primären Gehirnkulturen und humanen Glioblastomzelllinien. So konnten Bazzoli und 

Kollegen (unpublizierte Daten) nachweisen, dass primäre Gehirnkulturen von WT-Mäusen 

signifikant stärker proliferieren als Gehirnkulturen von Mef-/--Mäusen. Ferner proliferieren 

p53-/-/Mef+/+-primäre Gehirnkulturen signifikant stärker als p53-/-/Mef-/--primäre 

Gehirnkulturen. Da sowohl mit WT- als auch mit p53-/--Hintergrund Mef-exprimierende 

Zellen stärker proliferieren als Mef-/--Zellen, scheint der Einfluss von Mef auf die 

Proliferation der Gliomzellen unabhängig vom p53-Signalweg zu sein. Wird humanes MEF in 

einer p53-/--primären Gehirnkultur überexprimiert, proliferieren diese Zellen signifikant 

stärker als p53-/--Kontrollzellen. Somit wirken sich sowohl der Knockdown von Mef in der 

p53-/--primären Gehirnkultur als auch die Überexpression von humanem MEF zueinander 

äquivalent auf die Proliferation der Gliomzellen aus. Bei einer Überexpression von MEF in 

den humanen Glioblastomzelllinien U87 MG und T98G konnte ebenfalls ein verstärktes 

Proliferationsverhalten im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollzellen nachgewiesen 

werden, sodass der proliferationsfördernde Effekt von MEF von murinen Zellen auf humane 

Gliomzellen übertragbar ist. Aufbauend auf diesen Daten von Bazzoli und Kollegen wurde in 

der vorliegenden Arbeit die Expression von p21 in primären Gehirnkulturen untersucht, da 

die Proliferation in Säugetierzellen primär in der G1-Phase des Zellzyklus kontrolliert wird 

(Brugarolas et al., 1998). Der Inhibitor Zyklin-abhängiger Kinasen p21 (Cip1, Waf1, Sdi1, 

Cap20) (Sherr and Roberts, 1995) bindet direkt an die Zyklin-abhängigen Kinasen Cdc2 

(Cdk1), Cdk2 und Cdk4 (Dulic et al., 1994; Harper et al., 1993; Xiong et al., 1993a; Xiong et 

al., 1993b; Zhang et al., 1993). p21 fungiert als wirksamer und universaler Inhibitor der Cdk-

Enzymaktivität insbesondere beim Übergang der Zellen von der G1- in die S-Phase (Harper et 

al., 1993) und ist fähig, einen Zellzyklusarrest zu vermitteln und so als Inhibitor der 

Zellproliferation zu agieren (Cazzalini et al., 2010; Xiong et al., 1993a). Für den 

Transkriptionsfaktor MEF konnte gezeigt werden, dass dieser im Rahmen des Zellzyklusses 

in der G1-Phase am stärksten exprimiert wird (Liu et al., 2006b), seine transkriptionelle 

Aktivität weitgehend auf die G1-Phase des Zellzyklusses beschränkt und am höchsten in der 

späten G1-/frühen S-Phase ist (Miyazaki et al., 2001). Dabei vermittelt MEF das Fortschreiten 

des Zellzyklusses, indem es den Übergang von der G1- in die S-Phase fördert (Miyazaki et 
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al., 2001). Somit wirkt MEF den zellulären Effekten des Zyklin-abhängigen Kinase-Inhibitors 

p21 entgegen und verhindert einen Zellzyklusarrest. Die MEF-abhängige Transkription kann 

durch die Expression von Cyclin A, welches normalerweise nicht während der G1-Phase 

gebildet wird (Pines and Hunter, 1990), unterdrückt werden (Miyazaki et al., 2001). 

Übereinstimmend mit den Ergebnissen von Bazzoli und Kollegen zur 

proliferationsfördernden Wirkung von MEF konnte in dieser Arbeit eine signifikant höhere 

p21-Proteinexpression in Mef-/--primären Gehirnkulturen als in WT-Gehirnkulturen detektiert 

werden (Abbildung 3.14). Somit geht die Expression von Mef in den WT-Gehirnkulturen mit 

einer geringeren p21-Expression einher und könnte dementsprechend mit einem verringerten 

Zellzyklusarrest und damit einer durch MEF ausgelösten Zellzyklusprogression verbunden 

sein. Diese Daten erklären die von Bazzoli und Kollegen beobachtete, stärkere Proliferation 

der WT-Gehirnkultur im Vergleich zur Mef-/--primären Gehirnkultur und unterstreichen die 

proliferationsfördernde Wirkung von MEF. 

Als möglicher Signalweg, über welchen die proliferationsfördernde Wirkung von MEF 

vermittelt werden könnte, kommt der Ras-Signalweg in Betracht. Der Ras/Raf-Mitogen-

aktivierte Signalweg ist in der Mehrheit der hochgradigen Gliome aktiviert und die 

Expression von Ras in neuralen Progenitorzellen führt zusammen mit einer Aktivierung der 

Kinase Akt oder dem Verlust von Ink4a/Arf zu der Entwicklung von hochgradigen Gliomen 

in vivo, sodass dieser Signalweg als essentiell für die Gliomagenese angesehen werden kann 

(Robinson et al., 2011). Bei Ras handelt es sich um ein membrangebundenes G-Protein, das 

eine durch Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK) vermittelte Signaltransduktion in der 

Zelle in Gang setzt (Wong et al., 2007). Aktiviertes Ras rekrutiert Raf zur Zellmembran und 

aktiviert dieses (Moodie et al., 1993). Raf nachgeschaltet ist die Kinase MEK (MAPK/ERK 

kinase 1, ERK activator kinase 1), welche durch Raf-vermittelte Phosphorylierung aktiviert 

wird (Papin et al., 1995). MEK wiederum phosphoryliert und aktiviert die Kinasen ERK1 und 

ERK2 (Extracellular Signal-regulated Proteinkinase 1/2), die dadurch in den Zellkern 

transloziert werden (Khokhlatchev et al., 1998; Lenormand et al., 1993; Zheng and Guan, 

1993). Entscheidend für die Aktivität von ERK1 und ERK2 ist die Phosphorylierung von 

Tyrosin- und Threoninresten (Zheng and Guan, 1993), während eine Dephosphorylierung von 

Serin/Threonin oder Tyrosin zu einer Inaktivierung von ERK1 und ERK2 führt (Anderson et 

al., 1990; Gomez and Cohen, 1991). Der durch Western Blot-Analyse ermittelte 

Phosphorylierungsgrad und damit der Aktivierungsstatus der Kinasen ERK1 und ERK2 

unterschied sich zwischen WT- und Mef-/--primären Gehirnkulturen in dieser Arbeit nicht 

(Abbildung 3.15). Demzufolge führt eine Modulation der Mef-Expression nicht zu einer 
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Veränderung der ERK1- und ERK2-Aktivierung und folglich wird die Wirkung des 

Transkriptionsfaktors MEF in Glioblastomen voraussichtlich nicht über den Ras-Signalweg 

vermittelt. 

Bei der Pathogenese von Gliomen stehen neben bekannten Signalwegen wie dem Ras- oder 

Akt-Signalweg seit einigen Jahren Stammzellen im Vordergrund der wissenschaftlichen 

Untersuchungen (Huang et al., 2010). Diesen Tumorstammzellen wird die Fähigkeit zur 

Tumorinitiation und Repopulation zugesprochen (Lapidot et al., 1994; Schatton et al., 2008). 

Aus diesem Grund wurde überprüft, ob der Transkriptionsfaktor MEF über eine Modulation 

der Stammzellpopulation Einfluss auf die Genese von Glioblastomen hat. Da 

Tumorstammzellen wie neurale Stammzellen die Fähigkeit zur Selbsterneuerung besitzen 

(Liu et al., 2006a), wurden zunächst Neurosphären-Assays unter unterschiedlichen 

Expressionsbedingungen von MEF durchgeführt. Neurosphären-Assays bieten die 

Möglichkeit, die Stammzell-Selbsterneuerung zu evaluieren, indem die Fähigkeit der Zellen, 

welche von einer primären Neurosphäre isoliert wurden, neue Neurosphären zu bilden, 

untersucht wird (Das et al., 2008). Neurosphären sind schwimmende Strukturen, die durch die 

Dissoziation von Gehirngewebe in einzelne Zellen bzw. durch Kultivierung von Zelllinien in 

einem speziellen Medium entstehen. Dabei entwickeln sich die Neurosphären-Strukturen 

durch klonale Expansion einer Stammzelle, deren Nachkommen zusammenhaftend eine 

dreidimensionale Struktur bilden (Das et al., 2008). Bei den in dieser Arbeit durchgeführten 

Experimenten bildeten sich signifikant mehr Neurosphären in der primären Gehirnkultur von 

WT-Mäusen als in der Mef-/--Gehirnkultur (Abbildung 3.16). Äquivalent zu diesen 

Ergebnissen zeigten sich in der p53-/--Gehirnkultur signifkant mehr Neurosphären als in der 

p53-/-/Mef-/--Gehirnkultur. Ähnlich zu den Ergebnissen des Einflusses von Mef auf die 

Zellproliferation vermindert sich also die Anzahl der Neurosphären und damit die Fähigkeit 

zur Stammzellerneuerung bei fehlender Mef-Expression sowohl bei WT- als auch bei p53-/--

Hintergrund, was wiederum auf eine p53-unabhängige Wirkung von Mef hindeutet. Diesen 

Ergebnissen entsprechend konnten bereits Sashida und Kollegen in murinen embryonalen 

Fibroblasten zeigen, dass MEF p53-unabhängige Effekte auf die Tumorentstehung hat 

(Sashida et al., 2009). 

Wird humanes MEF in einer p53-/--Gehirnkultur überexprimiert und diese als Neurosphären 

kultiviert, übertreffen die gebildeten Neurosphären in Anzahl und Größe die p53-/--

Kontrollneurosphären (Abbildung 3.17). Desgleichen zeigte sich bei einer Überexpression 

von MEF in der humanen Gliomzelllinie U87 MG und einer anschließenden Kultivierung als 

Neurosphären eine signifikant höhere Anzahl an Neurosphären im Vergleich zu den U87 MG-
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Kontrollzellen (Abbildung 3.18). Somit bewirkt eine Überexpression von MEF sowohl in 

murinen als auch humanen Zellen eine deutliche Zunahme von Neurosphären und folglich ein 

größeres Potenzial zur Stammzell-Selbsterneuerung.  

Zur Bestätigung des im Rahmen der Neurosphären-Assays ermittelten Einflusses von MEF 

auf die Stammzellpopulation bietet der Nachweis der sogenannten Side Population eine 

weitere Möglichkeit, den Anteil der Glioblastomstammzellen in einer Tumorzellpopulation zu 

bestimmen (Bleau et al., 2009; Goodell et al., 1996). In der Durchflusszytometrie kann die 

Stammzellpopulation in einer Gesamtzellpopulation durch den erhöhten Efflux des 

fluoreszierenden Farbstoffs Hoechst 33342 identifiziert werden (Goodell et al., 1996; Weber 

et al., 2010). Durch den erhöhten Efflux von Hoechst 33342 zeigt die Stammzellpopulation 

eine geringere Hoechst-Fluoreszenzintensität (Bleau et al., 2009). Da die Stammzellen in der 

Durchflusszytometrie geringer mit Hoechst 33342 gefärbt sind und so jenseits (Side) der 

Mehrheit der Zellen zu finden sind, wird diese Zellpopulation Side Population genannt 

(Goodell et al., 1996). Hoechst 33342 wird insbesondere durch den Arzneimitteltransporter 

ABCG2 aus der Zelle heraustransportiert (Bleau et al., 2009; Zhou et al., 2001). Dass 

Stammzellen einen Side Population-Phänotyp aufweisen, konnte bereits für hämatopoietische 

Stammzellen (Goodell et al., 1996) und auch für Gliomstammzellen (GSCs) (Harris et al., 

2008) gezeigt werden. In dieser Arbeit wurde der Nachweis der Side Population als eine 

weitere Möglichkeit verwendet, um den Anteil der Stammzellen in primären Gehirnkulturen 

und der GSCs in den Gliomzelllinien zu bestimmen. Im Vergleich von p53-/--primärer 

Gehirnkultur und p53-/-/Mef-/--primärer Gehirnkultur ist der gemessene zelluläre Anteil der 

Side Population in der p53-/--primären Gehirnkultur signifikant größer als in der p53-/-/Mef-/--

primären Gehirnkultur (Abbildung 3.19). Dies spricht übereinstimmend mit dem 

Neurosphären-Assay für die p53-/-- und p53-/-/Mef-/--primären Gehirnkulturen für eine größere 

Stammzellpopulation bei Anwesenheit von Mef als unter einer fehlenden Mef-Expression. 

Ein kongruentes Ergebnis lieferte die Side Population-Analyse für humane MEF-

überexprimierende U87 MG-Zellen und U87 MG-Kontrollzellen. Durch die Überexpression 

von MEF vergrößerte sich der Anteil der Side Population signifikant (Abbildung 3.20).  

Die Analyse der MEF-überexprimierenden U87 MG-Neurosphären und U87 MG-

Kontrollneurosphären ergab ebenfalls einen Unterschied in der Side Population zwischen 

beiden Gruppen, der jedoch statistisch nicht signifikant ausfiel (p=0,053) (Abbildung 3.21). 

Eine mögliche Erklärung für den nicht signifikanten Unterschied stellt die große 

Standardabweichung innerhalb der MEF-überexprimierenden U87 MG-Neurosphärenproben 

dar (5,20%). Dennoch unterscheiden sich die Mittelwerte übereinstimmend zu den Daten für 
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die U87 MG-Zellen mit einer Side Population von 6,64% für die MEF-überexprimierenden 

U87 MG-Neurosphärenproben und von 0,38% für die U87 MG-Kontrollneurosphären. Bei 

der Untersuchung der Side Population in einer weiteren humanen Glioblastomzelllinie, den 

T98G-Zellen, zeigten die MEF-überexprimierenden T98G-Zellen und T98G-Kontrollzellen 

ebenfalls keinen signifikanten Unterschied (Abbildung 3.22). Dennoch war der Anteil der 

Side Population für MEF-überexprimierende T98G-Zellen mit 35,6 ± 3,96% etwas größer als 

für die T98G-Kontrollzellen (30,6 ± 4,37%). Auffällig war jedoch, dass sich die T98G-Zellen 

in den durchgeführten Experimenten von den U87 MG-Zellen dahingehend unterscheiden, 

dass in den T98G-Kontrollzellen bereits eine deutlich höhere Side Population zu verzeichnen 

war (30,6%), während die U87 MG-Kontrollzellen nur einen sehr geringen Side Population-

Anteil von 0,38% aufwiesen. Der Anteil der Side Population in den U87 MG-Kontrollzellen 

stimmt mit den bisher beschriebenen, niedrigen Prozentsätzen von 1,34% (Chua et al., 2008) 

und ca. 2,5% (Hirschmann-Jax et al., 2004) überein. Chua und Kollegen beschreiben aber 

auch für T98G-Kontrollzellen eine Side Population von nur 2,01% (Chua et al., 2008), die 

damit wesentlich geringer ausfällt als der in dieser Arbeit ermittelte Prozentsatz von 30,6%. 

Weitere Publikationen zur Side Population bei T98G-Zellen bestehen zurzeit nicht. 

Möglicherweise lässt sich der abweichende Anteil der Side Population für die T98G-Zellen in 

der vorliegenden Arbeit auf einen divergenten Versuchsaufbau als bei Chua und Kollegen 

zurückführen. 

Neben Neurosphären-Assay und Bestimmung der Side Population stellte die Untersuchung 

der Expression des neuronalen Stammzellmarkers Nestin schließlich eine dritte Methode dar, 

mit welcher der Einfluss von MEF auf die Stammzellpopulation analysiert wurde. Das 

Intermediärfilament-Protein Nestin wird in Stammzellen des Zentralnervensystems von 

Säugetieren während der Entwicklung produziert (Zimmerman et al., 1994). Wenn die 

Differenzierung einer Zelle beginnt und sie aus dem Zellzyklus ausscheidet, wird Nestin 

herunterreguliert (Cattaneo and McKay, 1990). Neben neuralen Stammzellen exprimieren 

auch Gliomstammzellen den neuralen Stammzellmarker Nestin (Singh et al., 2003) und in 

hochgradigen Gliomen wie dem Glioblastoma multiforme findet sich eine besonders starke 

Nestinexpression (Almqvist et al., 2002; Loja et al., 2009). In den durchgeführten 

Untersuchungen zeigte sich, dass Nestin in der p53-/-/Mef-/--primären Gehirnkultur im 

Vergleich zur p53-/--primären Gehirnkultur signifikant geringer exprimiert ist. 

Übereinstimmend hierzu führte auch der shRNA-vermittelte Knockdown von Mef in p53-/--

primärer Gehirnkultur im Vergleich zur p53-/--Kontroll-Gehirnkultur zu einer signifikanten 

Erniedrigung der Nestin-Expression, sodass die Expression des Stammzellmarkers Nestin mit 
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der Mef-Expression synchron verläuft (Abbildung 3.23). Somit verdeutlicht auch die 

Nestinexpression, dass primäre Gehirnkulturen in Abhängigkeit von ihrer Mef-Expression 

unterschiedliche Stammzellcharakteristika aufweisen. In der Literatur bestehen bislang jedoch 

noch keine Daten zu einer Mef-vermittelten Regulation der Nestin-Expression. 

Zusammenfassend sprechen die Ergebnisse der Neurosphären-Assays, der Side Population-

Analyse und der Nestin-Expression für einen signifikanten Einfluss von MEF auf die 

Fähigkeit von Glioblastomzellen zur Stammzellerneuerung. Bereits für hämatopoietische 

Stammzellen ist bekannt, dass sich bei fehlender Mef-Expression eine größere Menge von 

Stammzellen in Ruhe befindet und sich die proliferativen Eigenschaften der Stammzellen 

vermindern (Lacorazza et al., 2006).  

Da Gliomstammzellen eine entscheidende Rolle in der Tumorinitiation und dem Fortschreiten 

der Malignität zugeschrieben wird (Dong and Huang, 2011) und sie ein aggressiver, invasiver 

Phänotyp auszeichnet (Huang et al., 2010), könnte die beobachtete Zunahme und gesteigerte 

Selbsterneuerung der Stammzellen unter MEF-Expression die in dieser Arbeit im 

Mausmodell nachgewiesene onkogene Wirkung von MEF in der Tumorentität Glioblastoma 

multiforme erklären.  

Als spezifische Zielstrukturen, die von MEF im Rahmen seiner Wirkung auf die 

Tumorstammzellen beeinflusst werden könnten, kommen die Transkriptionsfaktoren Sox2, 

Oct4 und Nanog als wichtige Komponenten im Netzwerk der Stammzell-Signaltransduktion 

in Betracht (Chambers and Tomlinson, 2009). Diese Transkriptionsfaktoren spielen eine 

entscheidende Rolle in der Aufrechterhaltung embryonaler und somatischer Stammzellen 

(Ellis et al., 2004; Fong et al., 2008; Loh et al., 2006; Tay et al., 2008) und sind zentrale 

Mediatoren für die Reprogrammierung der Genexpression und die Generierung von 

induzierbaren pluripotenten Stammzellen (Park et al., 2008; Takahashi and Yamanaka, 2006). 

Mittels Real Time-PCR wurde der Einfluss von Mef auf die Expression von Sox2, Oct4 und 

Nanog näher untersucht. Dabei zeigte sich, dass die Expression von Sox2 in allen 

durchgeführten Experimenten mit der MEF-Expression assoziiert ist. Verglichen mit der 

primären WT-Gehirnkultur zeigte die Mef-/--primäre Gehirnkultur eine signifikant niedrigere 

Sox2-Expression (Abbildung 3.24). Auch unter dem genetischen Hintergrund einer p53-

Defizienz (p53-/-) ist der Transkriptionsfaktor Sox2 signifikant niedriger exprimiert bei einem 

zusätzlichen Verlust von Mef (p53-/-/Mef-/-) (Abbildung 3.24). Diese Ergebnisse 

unterstreichen die bereits für die Proliferation und Neurosphärenbildung gezeigte p53-

unabhängige Wirkung von MEF in der Pathogenese von Glioblastomen und decken sich mit 
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den Daten von Sashida und Kollegen in murinen embryonalen Fibroblasten, in welchen MEF 

ebenfalls p53-unabhängige Effekte auf die Tumorentstehung aufweist (Sashida et al., 2009). 

Wird die Mef-Expression über eine shRNA in der p53-/- primären Gehirnkultur akut 

ausgeschaltet, resultiert ebenfalls eine signifikante Abnahme der Sox2-Expression (Abbildung 

3.25). Überdies wird bei der Überexpression von humanem MEF in p53-/--primärer 

Gehirnkultur Sox2 signifikant stärker exprimiert (Abbildung 3.26). Auch in den humanen 

Glioblastomzelllinien U87 MG und T98G führte die Überexpression von MEF zu einem 

signifikanten Anstieg der Sox2-Expression (Abbildung 3.27). Äquivalent hierzu resultierte 

die siRNA-vermittelte Ausschaltung von humanem MEF in der T98G-Zelllinie in einer 

signifikant verminderten Sox2-Expression (Abbildung 3.28). Somit ist es denkbar, dass MEF 

über den für embryonale Stammzellen bedeutsamen Transkriptionsfaktor Sox2 seine 

Wirkungen auf die Stammzellpopulation und damit seine onkogene Wirkung in 

Glioblastomen ausübt.  

Bislang sind zwei mögliche Bindungsstellen im Promotor des Sox2-Gens für Mitglieder der 

ETS-Familie, zu welcher der Transkriptionsfaktor MEF gehört, beschrieben (Wiebe et al., 

2000). Von den zwei publizierten ETS-Bindungsstellen im Sox2-Promotor, die die 

Basenreihenfolge GCCGGAAACC und GCCGGAGGTG aufweisen (Wiebe et al., 2000), 

könnte insbesondere die Bindungsstelle GCCGGAAACC von Bedeutung sein, da für MEF 

bereits die Bindung an die Sequenz GGAA beschrieben ist (Lacorazza et al., 2002; Sashida et 

al., 2009). Des Weiteren wird die Hypothese, dass Sox2 als Zielstruktur nachgeschaltet von 

MEF agiert, durch weitere Ergebnisse von Bazzoli und Kollegen (unpublizierte Daten) 

unterstützt: Um die Fähigkeit von MEF, den Sox2-Promotor zu aktivieren, zu testen, 

transfizierten sie ein vom Sox2-Promotor getriebenes Luciferase-Reporterplasmid (Kuwabara 

et al., 2004) in eine p53-/--primäre Gehirnkultur sowie in die humanen Glioblastomzelllinien 

U87 MG und T98G in Kombination mit einem MEF-überexprimierenden Vektor oder einer 

leeren Vektorkontrolle. MEF induzierte sowohl in der p53-/--primären Gehirnkultur als auch 

in beiden Glioblastomzelllinien einen signifikanten Anstieg der Luciferase-Aktivität des 

Sox2-Promotors. Weiter konnten Bazzoli und Kollegen (unpublizierte Daten) zeigen, dass 

eine Überexpression von Sox2 die Verringerung der Neurosphärenbildung durch einen 

Verlust der Mef-Expression wieder aufheben kann: Sie überexprimierten Sox2 in einer p53-/-

/Mef-/--primären Gehirnkultur, kultivierten die Zellen unter Neurosphären-Bedingungen und 

stellten fest, dass die p53-/-/Mef-/--primäre Gehirnkultur, die vorher nicht in der Lage war, 

Neurosphären zu bilden, unter der Sox2-Überexpression wieder die Bildung von 

Neurosphären zeigte.  
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Als endgültiger Beweis einer transkriptionellen Aktivierung von Sox2 durch MEF wäre der 

Nachweis einer Bindung von MEF an eine der beiden beschriebenen Bindungsstellen für 

Mitglieder der ETS-Familie im Sox2-Promotor notwendig. Hierfür könnten die Sequenzen 

der ETS-Bindungsstellen im Sox2-Promotor mittels Ziel-gerichteter Mutagenese (Side-

Directed Mutagenesis) mutiert werden, ein durch diesen veränderten Sox2-Promotor 

getriebenes Luciferase-Reporterplasmid in eine p53-/--primäre Gehirnkultur transfiziert und 

mittels Luciferase-Assay geprüft werden, ob trotz der Veränderung in der Sequenz des Sox2-

Promotors ein Anstieg der Luciferase-Aktivität bei gleichzeitiger Expression von MEF im 

Vergleich zur leeren Vektorkontrolle messbar ist.   

Die Ergebnisse zur Expression des POU Transkriptionsfaktors Oct4, welcher ebenfalls für die 

Selbsterneuerung und die Pluripotenz embryonaler Stammzellen von großer Bedeutung ist 

(Nichols et al., 1998) und in hochgradigen Gliomen nachgewiesen werden konnte (Du et al., 

2009), fielen im Vergleich zu Sox2 heterogener aus: Die Überexpression von MEF in der p53-

/--primären Gehirnkultur (Abbildung 3.26) und den humanen Glioblastomzelllinien U87 MG 

und T98G (Abbildung 3.27) resultierte in einem signifikanten Anstieg der Oct4-Expression 

übereinstimmend mit den bereits beschriebenen Ergebnissen für Sox2. Ebenfalls äquivalent 

zu den Daten für Sox2 ist die Oct4-Expression in der Mef-/--primären Gehirnkultur im 

Vergleich zur WT-primären Gehirnkultur signifikant vermindert (Abbildung 3.24). Im 

Gegensatz dazu ist die Oct4-Expression unter dem genetischen Hintergrund einer p53-

Defizienz und einem zusätzlichen Verlust von Mef (p53-/-/Mef-/-) signifikant höher als bei 

alleinigem p53-Verlust (p53-/-) (Abbildung 3.24) und bei shRNA-vermitteltem Ausschalten 

der Mef-Expression in der p53-/--primären Gehirnkultur sowie in der humanen 

Glioblastomzelllinie T98G zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Oct4-Expression 

im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle (Abbildungen 3.25 und 3.28). Diese Daten sprechen 

dafür, dass Oct4 nicht wie Sox2 direkt durch MEF, sondern möglicherweise indirekt in 

Abhängigkeit von weiteren Signalwegen in seiner Expression moduliert wird. Für den Oct4-

Promotor sind zudem keine ETS-Bindungsstellen in der Literatur beschrieben und eine 

Analyse mit dem Programm http://genome.ufl.edu/mapper ergibt ebenfalls keine potentiellen 

Bindungsstellen für MEF im Promotor von Oct4. Von embryonalen Stammzellen weiß man 

aber, dass sich Sox2 und Oct4 gegenseitig positiv regulieren, indem sie an das Sox-Oct-

Element im Enhancer beider Gene binden können (Chew et al., 2005). So konnte in den 

Glioblastomzelllinien U343-MG und U373-MG nach Knockdown von Sox2 eine verringerte 

Oct4-Expression gemessen werden (Oppel et al., 2011). Zudem reguliert wiederum Oct4 

Sox2 positiv in Gliomstammzellen durch direkte Bindung im Enhancer-Element von Sox2 
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(Ikushima et al., 2011). Demzufolge müsste eine Änderung der Oct4-Expression stets mit 

derjenigen von Sox2 einhergehen. Dies war jedoch in den Experimenten dieser Arbeit nicht 

zweifelsfrei nachweisbar. Da in Glioblastomstammzellen Oct4 und Sox2 auch durch HIF-2α 

reguliert werden (McCord et al., 2009a), könnte aus einem stärkeren Einfluss von HIF-2α auf 

Oct4 eine verminderte Wechselbeziehung zwischen Oct4, MEF und Sox2 resultieren. 

Eine weitere wichtige Komponente im Netzwerk der Stammzell-Signaltransduktion (Ellis et 

al., 2004; Fong et al., 2008; Loh et al., 2006; Tay et al., 2008) ist der Transkriptionsfaktor 

Nanog, welcher in Gliomen überexprimiert wird und eine enge Verknüpfung zu 

undifferenzierten Gliomzellen in vivo und in vitro zeigt (Niu et al., 2011). Auch die 

Untersuchungen zum Einfluss von Mef auf die Nanog-Expression erbrachten heterogene 

Ergebnisse. Im direkten Vergleich von WT- und Mef-/--primärer Gehirnkultur (Abbildung 

3.24) bzw. von mit shRNA gegen Mef transfizierter p53-/--primärer Gehirnkultur und p53-/--

Kontrolle (Abbildung 3.25) verminderte sich äquivalent zu Sox2 die Nanog-Expression unter 

der Abwesenheit von Mef. Gegensätzlich hierzu steigt bei p53-/-/Mef-/--Hintergrund 

verglichen mit p53-/--primärer Gehirnkultur die Nanog-Expression signifikant an (Abbildung 

3.24) und sowohl bei der Überexpression von humanem MEF in der p53-/--primären 

Gehirnkultur (Abbildung 3.26) als auch bei akutem Knockdown von MEF mittels siRNA in 

T98G-Zellen (Abbildung 3.28) verändert sich die Nanog-Expression hingegen nicht. Mit dem 

Programm http://genome.ufl.edu/mapper konnten Bindungsstellen für MEF im Promotor von 

Nanog identifiziert werden. Zudem ist bekannt, dass Nanog über ein zusammengesetztes Sox-

Oct Cis-regulatorisches Element in seinem Promotor in humanen wie auch murinen 

embryonalen Stammzellen durch Sox2 und Oct4 reguliert wird (Rodda et al., 2005). Dennoch 

scheint die Expression von Nanog, ähnlich wie bei Oct4, nicht direkt durch MEF moduliert zu 

werden. Möglicherweise ist die bereits bekannte Regulation durch den Hedgehog-GLI-p53-

Signalweg (Po et al., 2010; Zbinden et al., 2010), in welchem Nanog wiederum die Funktion 

von GLI1 reguliert (Zbinden et al., 2010) für die Nanog-Expression in Glioblastomen von 

stärkerer Bedeutung. Dabei wird Nanog in Gliomstammzellen durch Smoothened (Smo) aus 

dem Hedgehog-Signalweg positiv beeinflusst und nach p53-Knockdown hochreguliert 

(Zbinden et al., 2010).  

Zusammenfassend wird der Transkriptionsfaktor MEF sowohl in humanen als auch in 

murinen Glioblastomen signifikant stärker als in gesundem Gehirngewebe exprimiert. 

Daneben ist eine niedrige MEF-Expression in der Subgruppe der proneuralen Glioblastome 

sowohl bei Patienten als auch im Mausmodell mit einem signifikant längeren 

Gesamtüberleben assoziiert. Das schlechtere Gesamtüberleben bei hoher MEF-Expression 
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könnte zum einen durch eine MEF-vermittelte Steigerung der Proliferation verursacht 

werden. Zum anderen sprechen die Daten dieser Arbeit dafür, dass MEF eine Zunahme der 

Tumorstammzellanzahl und ihrer Selbsterneuerung bewirkt, indem es direkt den für 

Stammzellen bedeutsamen Transkriptionsfaktor Sox2 positiv reguliert.  

Die Ergebnisse zu dem bislang in Gehirntumoren unerforschten Onkogen MEF werfen die 

Frage auf, ob MEF über die beschriebenen Funktionen hinaus auch eine Relevanz für das 

Therapieversagen bei Glioblastomen hat. Der Goldstandard der Therapie des Glioblastoma 

multiforme besteht derzeit aus einer Kombination von chirurgischer Resektion und 

nachfolgender adjuvanter Radio- und Chemotherapie (Parsons et al., 2008). Es ist bereits 

bekannt, dass Glioblastomstammzellen zu einer Resistenz gegenüber Radiotherapie beitragen 

(Bao et al., 2006). Da in dieser Arbeit bereits eine entscheidende Bedeutung von MEF für die 

Population der Glioblastomstammzellen gezeigt werden konnte, stellte sich insbesondere die 

Frage, ob MEF zu einer Radioresistenz beitragen kann. Humane Glioblastomzellen der 

Zelllinie T98G wurden nach Modulation der MEF-Expression mit 10 Gy bestrahlt und im 

Rahmen von Zellzyklusanalysen der Anteil der Zellen in der subG1-Phase analysiert, welcher 

den Anteil der apoptotischen Zellen in einer Zellpopulation repräsentiert (Heinlein et al., 

2010). MEF-überexprimierende T98G-Zellen zeigten sowohl ohne als auch mit Bestrahlung 

einen signifikant geringeren Anteil an Zellen in der subG1-Phase verglichen mit den 

behandelten T98G-Kontrollzellen und damit einen signifikant niedrigeren Anteil 

apoptotischer Zellen (Abbildung 3.29). Äquivalent dazu vergrößerte sich der Anteil der 

subG1-Phase und damit die Anzahl apoptotischer Zellen bei dem akuten Knockdown von 

MEF mittels siRNA sowohl ohne als auch mit Bestrahlung verglichen mit den T98G-

Kontrollzellen (Abbildung 3.31). Anhand dieser Ergebnisse wird deutlich, dass MEF zu einer 

verminderten Apoptose von Glioblastomzellen unter Radiotherapie führt. Diese 

Apoptoseresistenz nimmt bei Überexpression von MEF zu, indem ein geringerer Anteil an 

Zellen in der subG1-Phase im Vergleich zur Kontrolle detektiert wird, während die 

Apoptoseresistenz der Glioblastomzellen bei dem Knockdown von MEF abnimmt und 

folglich ein größerer Anteil an Zellen in der subG1-Phase verglichen mit der Kontrolle 

messbar ist. Überdies bleibt die MEF-vermittelte Apoptoseresistenz bei einer Behandlung der 

Zellen mit Radiotherapie bestehen. Eine Apoptoseresistenz ist eines der Charakeristika des 

Glioblastoma multiforme, die zu dem stark progressiven Verlauf der Erkrankung beiträgt und 

häufig zu einem Tod der Patienten innerhalb von 12 Monaten nach Diagnose führt (Furnari et 

al., 2007; Stegh et al., 2008). Somit könnte MEF neben den bereits beschriebenen onkogenen 

Eigenschaften im Glioblastoma multiforme auch über eine Zunahme der Apoptoseresistenz an 
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dem geringen Gesamtüberleben der Glioblastompatienten Anteil haben. Die Bedeutung von 

MEF für die Apoptoseresistenz von Glioblastomzellen gegenüber einer Radiotherapie sollte 

jedoch aufbauend auf diesen dargestellten Daten durch weiterführende Untersuchungen 

gesichert werden. So könnten in WT- und Mef-/--Mäusen Gliome induziert werden und die 

Gliom-tragenden Mäuse einer Radiotherapie unterzogen werden und im Zeitverlauf das 

Wachstum der Tumoren bzw. die Apoptoserate (Squatrito et al., 2010) oder das 

Gesamtüberleben im Vergleich zwischen bestrahlten WT- und Mef-/--Mäusen ermittelt 

werden. Apoptotische Zellen könnten im entnommenen Tumorgewebe in situ anhand ihrer 

DNA-Fragmentierung mit dem TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated 

dUTP-biotin nick end-labeling)-Assay mikroskopisch dargestellt werden (Muppidi et al., 

2004). Des Weiteren könnte die Durchführung von Colony formation-Assays z.B. bei 

Behandlung von Mef-überexprimierenden und Kontrollzellen mit ionisierender Strahlung 

über eine mögliche, durch MEF vermittelte Radioresistenz Auskunft geben (Bao et al., 2006; 

Franken et al., 2006). Interessanterweise vermittelt ein Verlust der Mef-Expression in 

murinen, embryonalen Fibroblasten eine Resistenz gegenüber γ-Bestrahlung (Sashida et al., 

2011), was damit gegensätzlich zu den in dieser Arbeit gefundenen Ergebnissen für 

Glioblastomzellen ist und eine Zelltyp-abhängige Wirkung von MEF vermuten lässt. 

Aufgrund der signifikanten Auswirkung der MEF-Expression auf das Apoptoseverhalten der 

Glioblastomzellen wurden zusätzlich auch die weiteren Phasen des Zellzyklusses unter 

Überexpression bzw. Knockdown von MEF in unbehandelten und bestrahlten T98G-Zellen 

näher betrachtet, um eine mögliche Veränderung in der Verteilung der Zellen in den einzelnen 

Zellzyklusphasen durch An- bzw. Abwesenheit von MEF zu detektieren. Nach der 

Behandlung mit ionisierenden Strahlen nahm der Anteil der Zellen in der G1-Phase bei MEF-

überexprimierenden T98G-Zellen verglichen mit den T98G-Kontrollzellen signifikant ab, 

während sich ohne Bestrahlung kein signifikanter Unterschied zwischen beiden 

Zellpopulationen zeigte (Abbildung 3.30). Konträr dazu zeigten auch die mit siRNA gegen 

humanes MEF transfizierten und bestrahlten T98G-Zellen einen signifikant niedrigeren Anteil 

von Zellen in der G1-Phase verglichen mit den bestrahlten T98G-Kontrollzellen auf 

(Abbildung 3.32). Dieser Unterschied war allerdings auch ohne Bestrahlung der Zellen zu 

verzeichnen. 

In der G2-Phase wurde kongruent zu den Ergebnissen der G1-Phase nach Bestrahlung ein 

signifikant höherer Prozentsatz der MEF-überexprimierenden T98G-Zellen als der T98G-

Kontrollzellen gefunden (Abbildung 3.30). Zwischen den unbehandelten MEF-

überexprimierenden T98G-Zellen und den T98G-Kontrollzellen war hingegen keine 
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unterschiedliche Verteilung der Zellen in der G2-Phase zu beobachten. Auch zwischen den 

T98G-Zellen mit siRNA-vermitteltem Knockdown von MEF und den T98G-Kontrollzellen ist 

sowohl mit als auch ohne Bestrahlung kein signifikanter Unterschied der Zellen in der G2-

Phase erkennbar (Abbildung 3.32). Ebenso wie für die Daten zur Bedeutung von MEF bei der 

Apoptoseresistenz handelt es sich bei den dargelegten Ergebnissen zur Regulation des 

Zellzyklusses nach Bestrahlung der T98G-Zellen mit ionisierender Strahlung um vorläufige 

Daten, die durch weiterführende Untersuchungen geprüft und verifiziert bzw. falsifiziert 

werden müssen. Zusätzlich muss darauf hingewiesen werden, dass die beschriebenen Daten 

zwar statistisch signikant ausfielen, die absoluten Zahlenwerte sich jedoch nur um wenige 

Prozente unterschieden und daher eingehend, z.B. im Tiermodell, geprüft werden sollte, 

welche biologische Konsequenz die ermittelten Unterschiede in der zellulären Verteilung der 

G1- bzw. G2-Phase tatsächlich haben. 

 

In der vorliegenden Arbeit zu dem bislang im Zusammenhang mit Gehirntumoren 

unbeschriebenen Transktiptionsfaktor MEF konnten zusammenfassend folgende, neue 

Erkenntnisse gewonnen werden: Der Transkriptionsfaktor MEF wird sowohl in humanen als 

auch in murinen Glioblastomen signifikant stärker als in gesundem Gehirngewebe exprimiert. 

Innerhalb der unterschiedlichen Subtypen des Glioblastoma multiforme zeigt der proneurale 

Subtyp, welcher durch eine Mutation des IDH1-Gens sowie eine erhöhte Expression von 

PDGFRA charakterisiert ist, die niedrigste MEF-Expression. Patienten in der Subgruppe der 

proneuralen Glioblastome, die über eine geringe MEF-Expression verfügen, überleben 

signifikant länger als Patienten derselben Subgruppe mit normaler/hoher MEF-Expression 

und zeigen signifikant häufiger die für den proneuralen Subtyp spezifische Mutation des 

IDH1-Gens. Das schlechtere Gesamtüberleben bei hoher MEF-Expression lässt sich durch 

eine MEF-vermittelte, p53-unabhängige Stimulation der Proliferation von Glioblastomzellen 

erklären. Daneben erhöht MEF ebenfalls p53-unabhängig die Anzahl der tumorinitiierenden 

Glioblastomstammzellen und ihre Selbsterneuerung, indem es direkt den für Stammzellen 

bedeutsamen Transkriptionsfaktor Sox2 reguliert. Zudem könnte die Expression von MEF 

Therapierelevanz besitzen, da sich humane Glioblastomzellen nach den bisherigen 

Ergebnissen unter Radiotherapie signifikant apoptoseresistenter verhalten, wenn sie MEF 

exprimieren als bei dessen Verlust. 

Diese Daten geben Anlass zur Hoffnung, in MEF ein für die Tumorentität des Glioblastoma 

multiforme bedeutsames Onkogen identifiziert zu haben, welches neben seiner 

wissenschaftlichen Novität zukünftig im klinischen Alltag eine Rolle als prognostischer 
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Marker spielen könnte. Wie die humanen und murinen Daten dieser Arbeit zeigen, könnte 

MEF insbesondere für Patienten, die die molekularen Besonderheiten des proneuralen 

Subtyps aufweisen, von größerer Bedeutung sein. Hier zeigt sich für Patienten mit einer 

niedrigen MEF-Expression ein signifikanter Überlebensvorteil, sodass eine Behandlung mit 

einem MEF-Inhibitor für Glioblastompatienten des proneuralen Subtyps mit normaler oder 

hoher MEF-Expression ebenfalls zu einer Verbesserung des Überlebens führen könnte. 

Bislang stehen solche MEF-Inhibitoren allerdings noch nicht zur Verfügung. 

Die Glioblastompatienten des proneuralen Subtyps lassen sich durch die Analyse der IDH1-

Mutation erkennen (Verhaak et al., 2010). Bei 90% aller IDH1-Mutationen in Gliomen 

handelt es sich um die IDH1 R132H-Mutation (Horbinski et al., 2009; Preusser et al., 2011), 

bei welcher Arginin an Position 132 durch Histidin ersetzt wird (Balss et al., 2008; Hartmann 

et al., 2009; Horbinski et al., 2009; Parsons et al., 2008; Yan et al., 2009). Bereits heute steht 

ein monoklonaler Antikörper zur Verfügung, welcher diese IDH1 R132H-Mutation erkennt, 

sodass in naher Zukunft eine IDH1-Mutation über Immunhistochemie routinemäßig 

detektierbar sein wird (Capper et al., 2009; Preusser et al., 2011) und somit die 

Glioblastompatienten des proneuralen Subtyps schnell, z.B. für eine Behandlung mit einem 

MEF-Inhibitor, erkannt werden könnten. Möglicherweise könnten auch die anderen 

Glioblastomsubtypen, die größtenteils eine noch höhere MEF-Expression als der proneurale 

Subtyp aufweisen, ebenfalls von einer Therapie mit MEF-Inhibitoren profitieren. 

Obwohl für das 1996 erstmalig beschriebene MEF (Miyazaki et al., 1996) bereits in anderen 

Tumoren wie Ovarialkarzinomen (Yao et al., 2007) und akuter myeloischer Leukämie 

(Fukushima et al., 2003) eine Expression nachgewiesen, eine onkogene Rolle beschrieben 

(Sashida et al., 2009; Yao et al., 2007) und MEF als mögliche therapeutische Zielstruktur 

diskutiert wurde (Yao et al., 2007), sind bislang noch keine MEF-Inhibitoren, weder für die 

experimentelle noch für die therapeutische Anwendung, entwickelt worden. Prinzipiell dürfte 

eine Inhibition des Transkriptionsfaktors MEF im Rahmen einer systemischen Therapie ohne 

lebensbedrohende Nebenwirkungen möglich sein, da unter dem Verlust von Mef im 

Mausmodell die entsprechenden Mef-/--Mäuse fertil sind und gesund geboren werden und sich 

im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren auch während des adulten Lebensstadiums normal 

entwickeln (Lacorazza et al., 2002). Der MEF-Inhibitor müsste dabei in der Lage sein, in den 

Zellkern vorzudringen, da MEF seine Wirkungen als Transkriptionsfaktor im Nukleus 

entfaltet (Suico et al., 2002). Als möglicher Angriffspunkt des Inhibitors kämen die 

Aminosäuren 1-52 der N-terminalen Region von MEF in Betracht, da diese für die 

transkriptionelle Aktivität von MEF essentiell sind (Suico et al., 2002) und mit ihrer 
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Inhibition die Funktion von MEF unterbunden werden könnte. Daneben wäre es denkbar, 

durch Einsatz von Inhibitoren der Mef-Transkription die Expression und damit die Wirkung 

des Onkogens zu unterdrücken. Beides ist jedoch bislang nicht möglich, da keine geeigneten 

Inhibitoren zur Verfügung stehen. Außerdem sollten die in dieser Arbeit erhobenen Daten zur 

funktionellen Bedeutung von MEF im Glioblastoma multiforme in weiteren in vitro- und in 

vivo-Studien detailliert untersucht und ergänzt werden, um insbesondere die Therapierelevanz 

von MEF im Glioblastoma multiforme herauszustellen, bevor es sinnvoll ist, einen MEF-

Inhibitor in den klinischen Fokus zu rücken. Dennoch zeigen die Daten dieser Arbeit 

erstmalig, dass das Onkogen MEF ein potentielles Zielmolekül einer individualisierten 

Glioblastomtherapie darstellen könnte und insbesondere Patienten mit einem Glioblastoma 

multiforme des proneuralen Subtyps, detektiert durch die IDH1-Mutation, von einer MEF-

Inhibitor-Therapie profitieren könnten.  
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5   Zusammenfassung 
 

Trotz multimodaler Behandlungschemata bestehend aus Resektion, Chemotherapie und 

Radiatio stellt das Glioblastoma multiforme nach wie vor eine große Herausforderung auf 

onkologischem Gebiet dar. Dieser hochmaligne Hirntumor ist durch eine hohe zelluläre 

Proliferationsrate, diffuse Infiltration, Anwesenheit von Nekrosen, Angiogenese, 

mikrovaskuläre Hyperplasie, Apoptoseresistenz und genomische Instabilität charakterisiert. 

Aufgrund der Invasivität und Rezidivierung beträgt das mediane Gesamtüberleben der 

Patienten mit einem Glioblastom nur 15 Monate, so dass eine intensive Erforschung neuer 

Therapiestrategien zwingend erforderlich ist.  

Eine onkogene Funktion des Transkriptionsfaktors MEF (Myeloid ELF-1-like Factor) ist 

bereits für andere Tumorentitäten wie Ovarialkarzinome und akute myeloische Leukämie 

beschrieben. Seine Wirkung vermittelt MEF in diesen Tumoren sowohl über eine Inhibition 

des p53-Signalwegs als auch p53-unabhängig. In Gehirntumoren ist bislang die Bedeutung 

der Expression und Funktion von MEF vollkommen unerforscht. In der vorliegenden Arbeit 

kann erstmals eine signifikante Überexpression von MEF in humanen Glioblastomen 

verglichen mit gesundem Gehirngewebe nachgewiesen werden. Die Analyse der 

unterschiedlichen, molekularbiologisch definierten Subtypen des Glioblastoma multiforme 

zeigte, dass Patienten mit proneuralen Glioblastomen bei niedriger MEF-Expression 

signifikant länger überleben als Patienten desselben Subtyps mit hoher MEF-Expression. Eine 

signifikante Häufung der für den proneuralen Subtyp charakteristischen IDH1-Mutation unter 

den Patienten mit niedriger MEF-Expression und längerem Gesamtüberleben unterstreicht 

den Einfluss von MEF auf die Progression des proneuralen Glioblastomsubtyps. Äquivalent 

zu den humanen Daten überleben in einem speziell für den proneuralen Glioblastomsubtyp 

etablierten Mausmodell Gliom-tragende Mef-/--Mäuse signifikant länger als die 

entsprechenden Mef-exprimierenden Mäuse. Mef-/--Mäuse weisen zudem signifikant 

benignere Gliome als die Mef-exprimierenden Mäuse auf. Die Mef-abhängige Entstehung der 

Gliome wird zum einen über eine stärkere, p53-unabhängige Zellproliferation hervorgerufen, 

die mit einer erniedrigten p21-Expression in den Mef-exprimierenden Zellen verglichen mit 

den Mef-/--Zellen assoziiert ist. Zum anderen bewirkt MEF eine signifikante, p53-

unabhängige Zunahme von tumorinitiierenden Glioblastomstammzellen sowie ihrer 

Selbsterneuerung, was anhand einer gesteigerten Neurosphärenbildung, einer Zunahme der 

die Stammzellen enthaltenden Side Population und einer verstärkten Expression des 
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neuronalen Stammzellmarkers Nestin verdeutlicht wird. Zusätzliche Expressionsanalysen 

weisen darauf hin, dass MEF direkt über eine Regulation des Transkriptionsfaktors Sox2 als 

wichtige Komponente im Netzwerk der Stammzell-Signaltransduktion wirkt, während die 

Transkriptionsfaktoren Oct4 und Nanog möglicherweise indirekt durch MEF beeinflusst 

werden. Eine für die Radiotherapie von Glioblastompatienten relevante Funktion könnte MEF 

ebenfalls besitzen, da sich humane Glioblastomzellen gemäß Analysen der subG1-Phase des 

Zellzyklusses unter Radiotherapie signifikant apoptoseresistenter verhalten, wenn sie MEF 

exprimieren als bei dessen Verlust. Zusammenfassend geben die Daten dieser Arbeit Anlass 

zur Hoffnung, in MEF ein für die Tumorentität des Glioblastoma multiforme bedeutsames 

Onkogen identifiziert zu haben, welches neben seiner wissenschaftlichen Novität zukünftig 

im klinischen Alltag eine Bedeutung als prognostischer Marker haben könnte. Gemäß den 

Daten dieser Arbeit könnten insbesondere Patienten, die die molekularen Besonderheiten des 

proneuralen Subtyps, wie eine IDH1-Mutation, aufweisen, von einer individualisierten 

Therapie mit MEF-Inhibitoren profitieren, denn Patienten mit einem Glioblastom des 

proneuralen Subtyps sowie einer niedrigen MEF-Expression zeigen einen signifikanten 

Überlebensvorteil. Durch eine Behandlung mit einem MEF-Inhibitor könnte bei 

Glioblastompatienten des proneuralen Subtyps mit hoher MEF-Expression die Wirkung des 

Onkogens MEF gehemmt und damit das Überleben der Patienten verlängert werden.  
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Abbildung 1.1:                     S. 13 

Makroskopische und histologische Bilder eines Glioblastoma multiforme. 

Makroskopisch imponiert das Glioblastoma multiforme vielgestaltig mit Nekrosen und 

Hämorraghien (A). Neben einem histologischen Überblick über das Glioblastomgewebe 

(B) ist eine für das Glioblastoma multiforme charakteristische Nekrose mit 

perinekrotischen Pseudopallisaden von Tumorzellen dargestellt (C). HE-Färbung, 

Vergr. 20x. Die makroskopische Abbildung wurde aus „Neuropathology – An 

illustrated interactive course for medical students and residents“ von Dr. Dimitri P. 

Agamanolis, Akron Children’s Hospital, Northeast Ohio Medical University 

(http://neuropathology-web.org/), entnommen. Die histologischen Bilder entstammen 

der Sammlung des Instituts für Pathologie der Ernst-Moritz-Arndt-Universität 

Greifswald, mit freundlicher Genehmigung von Frau PD Dr. Vogelgesang. 

 

Abbildung 1.2:                     S. 15 

Genetische Signalwege für primäre (de novo) und sekundäre Glioblastome. LOH 10q 

findet sich häufig sowohl bei primären als auch bei sekundären Glioblastomen. TP53-

Mutationen sind frühe und häufige Veränderungen, die zu der Entwicklung sekundärer 

Glioblastome führen. Mit (*) sind diejenigen genetischen Veränderungen 

gekennzeichnet, die sich signifikant in der Häufigkeit ihres Auftretens zwischen 

primären und sekundären Glioblastomen unterscheiden. Die Abbildung wurde aus der 

Publikation „Genetic Pathways to Primary and Secondary Glioblastoma“ von H. Ohgaki 

und P. Kleihues entnommen (Ohgaki and Kleihues, 2007). 

 

Abbildung 1.3:                     S. 19 

Darstellung von durch Glioblastomstammzellen (GSCs) gebildeten Neurosphären. Die 

GSCs wurden aus einer chirurgischen Glioblastomprobe isoliert. Die Abbildung wurde 

aus der Publikation „Cancer stem cells in glioblastoma – molecular signaling and 

therapeutic targeting“ von Z. Huang entnommen (Huang et al., 2010). 
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Abbildung 1.4:                     S. 23 

Struktur des MEF-Gens. Das MEF-Gen ist auf dem  X-Chromosom (Xq26.1) lokalisiert 

und wird durch 9 Exons kodiert. Die Transkription erfolgt von Telomer zu Zentromer. 

Das MEF-Protein enthält die folgenden Domänen: (A) azidische Domäne, (B) AML1-

Interaktionsdomäne: AID, (C) ETS-Domäne, (D) Serin/Threonin-reiche Region und (E) 

Prolin-reiche Region. Die Homologie innerhalb der ETS-Domäne unter den ETS-

Proteinen ist grün dargestellt, die Homologie innerhalb der ELF-Subfamilie in rot. Die 

Abbildung wurde aus der Publikation „The emerging role of the myeloid Elf-1 like 

transcription factor in hematopoiesis“ von H.D. Lacorazza entnommen (Lacorazza and 

Nimer, 2003). 

 

Abbildung 2.1:                     S. 49 

Schematische Darstellung des Aufbaus für den Proteintransfer auf eine PVDF-

Membran. 

 

Abbildung 2.2:                     S. 53 

Amplification Plot eines Real Time-PCR-Laufes (Abbildung gemäß Qiagen, Valencia, 

CA). 

 

Abbildung 3.1:                     S. 67 

mRNA Expression von MEF in humanen Glioblastomproben (n=17) und Proben aus 

humanem gesundem Großhirn (Temporal- und Frontallappen, n=8) ermittelt durch Real 

Time-PCR mit Normalisierung auf GAPDH als Housekeeping-Gen, Mittelwert ± SD, 

p=0,033, Student’s t Test. 

 

Abbildung 3.2:                     S. 69 

mRNA Expression von MEF in den unterschiedlichen Subtypen des Glioblastoma 

multiforme: Klassisch (n=49), Mesenchymal (n=58), Neural (n=29) und Proneural 

(n=55). 10 Proben gesunden Gehirns wurden parallel mitgeführt. Die Daten wurden im 

Rahmen von The Cancer Genome Atlas (TCGA) mittels Microarray erhoben und in 

Zusammenarbeit mit Nikolaus Schultz (MSKCC) ausgewertet.  
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Abbildung 3.3:                     S. 70 

Darstellung der Kaplan-Meier-Kurven des Gesamtüberlebens von Glioblastompatienten 

des proneuralen Subtyps des TCGA-Datensatzes mit niedriger MEF-Expression (n=15) 

und mit hoher MEF-Expression (n=41), p=0,001452, Log-Rank-(Mantel-Cox-) Test. 

 

Abbildung 3.4:                     S. 71 

Graphische Darstellung der MEF-Expression und der Mutation des IDH1-Gens in 

Glioblastompatienten des proneuralen Subtyps (A) und Darstellung des prozentualen 

Anteils der eine IDH1-Mutation-tragenden Patienten an den Patienten mit niedriger 

MEF-Expression (n=15) im Vergleich zu IDH1-Mutation-tragenden Patienten an den 

Patienten mit hoher MEF-Expression (n=41), p<0,0001, Fisher’s Exact Test (B). 

 

Abbildung 3.5:                     S. 72 

Repräsentative Darstellung von einem hochgradigen Gliom einer mit RCAS-PDGF-B 

überexprimierenden DF-1-Zellen injizierten Nestin-tv-a/Ink4a-Arf-/--Maus, gefärbt mit 

einem Antikörper gegen den Transkriptionsfaktor MEF. Darstellung eines durch den 

MEF-Antikörper gefärbten, stärker vergrößerten Ausschnitts in der Auflösung 40x (A) 

und eines Übersichtsausschnittes (C) aus dem entstandenen Gliom der Maus in der 

Auflösung 20x. Parallel zur Färbung mit dem MEF-Antikörper wurde eine 

Negativkontrolle nur mit dem Sekundärantikörper mitgeführt (B), Auflösung 40x. 

 

Abbildung 3.6:                     S. 73 

Darstellung der Kaplan-Meier-Kurven des Gesamtüberlebens von mit RCAS-PDGF-B 

überexprimierenden DF-1-Zellen injizierten Nestin-tv-a/Mef-/-- (n=22) und Nestin-tv-

a/WT-Mäusen (n=24), p=0,025, Log-Rank-(Mantel-Cox-) Test. 

 

Abbildung 3.7:                     S. 74 

Repräsentative Darstellung von einem Grad II-Gliom einer  mit RCAS-PDGF-B über-

exprimierenden DF-1-Zellen injizierten Nestin-tv-a/WT-Maus in den Auflösungen 2x 

(A), 10x (B), 20x (C) und 40x (D) im Vergleich zu einer Nestin-tv-a/Mef-/--Maus in den 

Auflösungen 2x (E), 10x (F), 20x (G) und 40x (H), H&E-Färbung. 

 

 

 

http://www.google.de/search?hl=de&client=firefox-a&hs=YrZ&rls=org.mozilla:en-US:official&channel=s&biw=1152&bih=696&sa=X&ei=1OCBTozGLcvNswa8jvWgDg&ved=0CBwQvwUoAQ&q=Log-Rank-+%28Mantel-Cox-%29Test&spell=1
http://www.google.de/search?hl=de&client=firefox-a&hs=YrZ&rls=org.mozilla:en-US:official&channel=s&biw=1152&bih=696&sa=X&ei=1OCBTozGLcvNswa8jvWgDg&ved=0CBwQvwUoAQ&q=Log-Rank-+%28Mantel-Cox-%29Test&spell=1
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Abbildung 3.8:                     S. 75 

Repräsentative Darstellung von einem Grad III-Gliom einer mit RCAS-PDGF-B 

überexprimierenden DF-1-Zellen injizierten Nestin-tv-a/WT-Maus in den Auflösungen 

2x (A), 10x (B), 20x (C) und 40x (D) im Vergleich zu einer Nestin-tv-a/Mef-/--Maus in 

den Auflösungen 2x (E), 10x (F), 20x (G) und 40x (H), H&E-Färbung. 

 

Abbildung 3.9:                     S. 75 

Repräsentative Darstellung von einem Grad IV-Gliom einer mit RCAS-PDGF-

überexprimierenden DF-1-Zellen injizierten Nestin-tv-a/WT-Maus in den Auflösungen 

2x (A), 10x (B), 20x (C) und 40x (D) im Vergleich zu einer Nestin-tv-a/Mef-/--Maus in 

den Auflösungen 2x (E), 10x (F), 20x (G) und 40x (H), H&E-Färbung. 

 

Abbildung 3.10:                    S. 76 

Darstellung der prozentualen Anteile der Malignitätsgrade  von Gliomen bei Nestin-tv-

a/Mef-/-- (n=22) und Nestin-tv-a/WT-Mäusen (n=24) basierend auf einer 

pathohistologischen Auswertung nach H&E-Färbung (siehe 2.2.4.5), p=0,027, Fisher’s 

Exact Test. 

 

Abbildung 3.11:                    S. 77 

Darstellung der Kaplan-Meier-Kurven des Gesamtüberlebens von mit MEF-

überexprimierenden U87 MG-Neurosphären (SCID – U87 MG MEF, n=5) und U87 

MG Kontrollzellen (SCID – U87 MG empty, n=5) injizierten immundefizienten SCID-

Mäusen, p=0,67, Log-Rank-(Mantel-Cox-) Test. 

 

Abbildung 3.12:                    S. 78 

Repräsentative Darstellung eines Glioms einer mit humanen U87 MG-

Kontrollneurosphären intrakraniell injizierten SCID-Maus in den Auflösungen 2x (A), 

10x (B), 20x (C) und 40x (D) im Vergleich zu einer mit humanen MEF-

überexprimierenden U87 MG-Neurosphären intrakraniell injizierten SCID-Maus in den 

Auflösungen 2x (E), 10x (F), 20x (G) und 40x (H), H&E-Färbung. 
 

 

 

 

http://www.google.de/search?hl=de&client=firefox-a&hs=YrZ&rls=org.mozilla:en-US:official&channel=s&biw=1152&bih=696&sa=X&ei=1OCBTozGLcvNswa8jvWgDg&ved=0CBwQvwUoAQ&q=Log-Rank-+%28Mantel-Cox-%29Test&spell=1
http://www.google.de/search?hl=de&client=firefox-a&hs=YrZ&rls=org.mozilla:en-US:official&channel=s&biw=1152&bih=696&sa=X&ei=1OCBTozGLcvNswa8jvWgDg&ved=0CBwQvwUoAQ&q=Log-Rank-+%28Mantel-Cox-%29Test&spell=1
http://www.google.de/search?hl=de&client=firefox-a&hs=YrZ&rls=org.mozilla:en-US:official&channel=s&biw=1152&bih=696&sa=X&ei=1OCBTozGLcvNswa8jvWgDg&ved=0CBwQvwUoAQ&q=Log-Rank-+%28Mantel-Cox-%29Test&spell=1
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Abbildung 3.13:                    S. 79 

Relative Mef-mRNA-Expression in primären Gehirnkulturen von WT- und p53-/--

Mäusen (Mittelwert ± SD, jeweils n=3) ermittelt durch Real Time-PCR mit 

Normalisierung auf Gapdh als Housekeeping Gen, p=0,018, Student’s t Test. 

 

Abbildung 3.14:                    S. 80 

Nachweis der Proteinexpression von p21 in WT- und Mef-/--primärer Gehirnkultur 

durch Western Blot (A). Densitometrische Auswertung der p21 Expression mit 

Normalisierung auf Aktin als Ladungskontrolle unter Verwendung von ImageJ®, 

Mittelwert ± SD, n=3, p=0,0004, Student’s t Test (B). 

 

Abbildung 3.15:                    S. 81 

Nachweis von phosphoryliertem ERK (pERK1, pERK2) und absoluter Expression von 

ERK (total ERK1, total ERK2) sowie Aktin in WT- und Mef-/--primärer Gehirnkultur 

durch Western Blot (A). Densitometrische Auswertung der Expression von pERK1 und 

pERK2 mit Normalisierung auf die Aktin-Expression unter Verwendung von ImageJ®, 

Mittelwert ± SD, n=3, p=0,308 bzw. p=0,113, Student’s t Test (B). 

 

Abbildung 3.16:                    S. 82 

Darstellung der Neurosphärenbildung von primären  Gehirnkulturen aus p53-/-- (A), 

p53-/-/Mef-/-- (B), WT- (C) und Mef-/-- (D) Mäusen an Tag 4 der Neurosphärenpassage 

1, nachdem die Zellen vorher 2 Passagen in DMEM kultiviert wurden. Die Bilder 

wurden an einem Lichtmikroskop (10x) aufgenommen.  

 

Abbildung 3.17:                    S. 83 

Darstellung der Neurosphärenbildung in primärer Kontroll  p53-/-- (A) und MEF-

überexprimierender p53-/--Gehirnkultur (B) 24, 48 und 72 h nach der Selektion in der 

ersten Neurosphärenpassage. Die Bilder wurden an einem Lichtmikroskop (10x) 

aufgenommen.  

 

Abbildung 3.18:                    S. 84 

Darstellung der Neurosphärenbildung von MEF-überexprimierenden U87 MG- und 

Kontroll U87 MG-Gliomzellen an Tag 4 und 8 in der ersten Passage nach Kultivierung 



Abbildungsverzeichnis               145 
 

 

in Neurosphärenmedium. Die Bilder wurden an einem Lichtmikroskop (10x) 

aufgenommen.  

 

Abbildung 3.19:                    S. 86 

Darstellung der duchflusszytometrischen Analyse der Side Population für die p53-/-- im 

Vergleich zur p53-/-/Mef-/--primären Gehirnkultur (A). Die Durchflusszytometriedaten 

wurden mittels FlowJo (Ashland, OR) ausgewertet. FTC: Fumitremorgin C. Graphische 

Darstellung und statistische Auswertung der Side Populations beider Gruppen für einen 

repräsentativen Versuch durchgeführt in Dreifachbestimmung stellvertretend für drei 

unabhängige Experimente, Mittelwert ± SD (B), p=0,008, Student’s t Test. 

 

Abbildung 3.20:                    S. 87 

Darstellung der duchflusszytometrischen Analyse der Side Population für MEF-

überexprimierende U87 MG-Zellen im Vergleich zu U87 MG-Kontrollzellen (A). Die 

Durchflusszytometriedaten wurden mittels FlowJo (Ashland, OR) ausgewertet. FTC: 

Fumitremorgin C. Graphische Darstellung und statistische Auswertung der Side 

Populations beider Gruppen für ein repräsentatives Experiment durchgeführt in 

Dreifachbestimmung stellvertretend für drei unabhängige Experimente, Mittelwert ± SD 

(B), p=2,466E-5, Student’s t Test. 

 

Abbildung 3.21:                    S. 88 

Darstellung der duchflusszytometrischen Analyse der Side Population der MEF-

überexprimierenden U87 MG-Neurosphärenkultur im Vergleich zur Kontroll U87 MG-

Neurosphärenkultur (A). Die Durchflusszytometriedaten wurden mittels FlowJo 

(Ashland, OR) ausgewertet. FTC: Fumitremorgin C. Graphische Darstellung und 

statistische Auswertung der Side Populations beider Gruppen für ein repräsentatives 

Experiment durchgeführt in Vierfachbestimmung stellvertretend für drei unabhängige 

Experimente, Mittelwert ± SD (B), p=0,053, Student’s t Test. 

 

Abbildung 3.22:                    S. 89 

Darstellung der duchflusszytometrischen Analyse der Side Population für MEF-

überexprimierende T98G-Zellen im Vergleich zu T98G-Kontrollzellen (A). Die 

Durchflusszytometriedaten wurden mittels FlowJo (Ashland, OR) ausgewertet. 

Graphische Darstellung und statistische Auswertung der Side Populations beider 
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Gruppen für ein repräsentatives Experiment durchgeführt in Dreifachbestimmung 

stellvertretend für drei unabhängige Experimente, Mittelwert ± SD (B), p=0,218, 

Student’s t Test. 

 

Abbildung 3.23:                    S. 91 

Darstellung der Expression von Nestin auf mRNA-Ebene ermittelt durch Real Time-

PCR im Vergleich von p53-/-- und p53-/-/Mef-/--primärer Gehirnkultur, Mittelwert ± SD, 

n=3, p=0,00102, Student’s t Test (A) und im Vergleich von p53-/- Kontroll- und p53-/- 

shRNA Mef-primärer Gehirnkultur, Mittelwert ± SD, n=4, p=0,017, Student’s t Test 

(B). 

 

Abbildung 3.24:                    S. 92 

Expression von murinem Sox2, Oct4 und Nanog auf mRNA-Ebene ermittelt durch Real 

Time-PCR im Vergleich von WT- und Mef-/--primärer Gehirnkultur für ein 

repräsentatives Experiment durchgeführt in Dreifachbestimmung stellvertretend für drei 

unabhängige Experimente (A). Expression von Sox2, Oct4 und Nanog auf mRNA-

Ebene im Vergleich von p53-/-- und p53-/-/Mef-/--primärer Gehirnkultur für ein 

repräsentatives Experiment durchgeführt in Dreifachbestimmung stellvertretend für drei 

unabhängige Experimente (B). Mittelwert ± SD, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, 

Student’s t Test. Zur Normalisierung wurde das Housekeeping-Gen Gapdh verwendet. 

 

Abbildung 3.25:                    S. 93 

mRNA Expression von Mef, Sox2, Oct4 und Nanog in p53-/- Kontroll- und p53-/- 

shRNA Mef-primären Gehirnkulturen für ein repräsentatives Experiment durchgeführt 

in Dreifachbestimmung stellvertretend für drei unabhängige Experimente ermittelt 

durch Real Time-PCR mit Normalisierung auf Gapdh als Housekeeping-Gen, 

Mittelwert ± SD, ***p<0,001, Student’s t Test. 

 

Abbildung 3.26:                    S. 94 

mRNA-Expression von MEF, Sox2, Oct4 und Nanog in MEF-überexprimierender p53-/-

- und p53-/- Kontroll-Gehirnkultur für ein repräsentatives Experiment durchgeführt in 

Dreifachbestimmung stellvertretend für drei unabhängige Experimente ermittelt durch 

Real Time-PCR mit Normalisierung auf Gapdh als Housekeeping-Gen, Mittelwert ± 

SD, ***p<0,001, Student’s t Test. 
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Abbildung 3.27:                    S. 95 

Expression von humanem MEF, Sox2 und Oct4 auf  mRNA-Ebene ermittelt durch Real 

Time-PCR im Vergleich von humanen MEF-überexprimierenden U87MG-Zellen und 

U87MG-Kontrollzellen (A) und humanen MEF-überexprimierenden T98G-Zellen und 

T98G-Kontrollzellen (B) für jeweils ein repräsentatives Experiment durchgeführt in 

Dreifachbestimmung stellvertretend für drei unabhängige Experimente, Mittelwert ± 

SD, *p<0,05, **p<0,01 und ***p<0,001, Student’s t Test. 

 

Abbildung 3.28:                    S. 96 

Expression von humanem MEF, Sox2, Oct4 und Nanog auf mRNA-Ebene ermittelt 

durch Real Time-PCR in mit gegen humanes MEF gerichteter siRNA behandelten 

T98G-Zellen und unbehandelten T98G-Zellen für ein repräsentatives Experiment 

durchgeführt in Dreifachbestimmung stellvertretend für drei unabhängige Experimente, 

Mittelwert ± SD, *p<0,05 und ***p<0,001, Student’s t Test. 

 

Abbildung 3.29:                    S. 98 

Darstellung der duchflusszytometrischen Daten der  SubG1-Analyse für MEF- 

überexprimierende T98G-Zellen im Vergleich zu T98G-Kontrollzellen anhand jeweils 

einer Beispielkurve für unbehandelte T98G-Kontrollzellen (A, Ohne Radiotherapie/IR), 

für unbehandelte MEF-überexprimierende T98G-Zellen (B, Ohne Radiotherapie/IR), 

für bestrahlte (10 Gy) T98G-Kontrollzellen (C, IR) sowie für bestrahlte (10 Gy) MEF-

überexprimierende T98G-Zellen (D, IR). Die Durchflusszytometriedaten wurden mittels 

CellQuest (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) ausgewertet. Graphische Darstellung 

und statistische Auswertung der SubG1-Anteile beider Gruppen (n=3), Mittelwert ± SD 

(E), p=0,0014 (ohne Bestrahlung) bzw. p=0,02 (10 Gy), Student’s t Test. 

 

Abbildung 3.30:                    S. 99 

Graphische Darstellung und statistische Auswertung der G1- (A) und G2-Phase (B) des 

Zellzyklusses für unbehandelte T98G-Kontrollzellen, unbehandelte MEF-

überexprimierende T98G-Zellen, bestrahlte (10 Gy) T98G-Kontrollzellen sowie 

bestrahlte (10 Gy) MEF-überexprimierende T98G-Zellen im Vergleich (n=3), 

Mittelwert ± SD, p=0,137 (G1-Phase, ohne Bestrahlung/ohne IR), p=0,225 (G2-Phase, 

ohne Bestrahlung/ohne IR), p=0,039 (G1-Phase, 10 Gy IR) bzw. p=0,011 (G2-Phase, 10 

Gy IR), Student’s t Test. 
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Abbildung 3.31:                            S. 101 

Darstellung der duchflusszytometrischen Daten der SubG1- Analyse für mit MEF-

spezifischer siRNA transfizierten T98G-Zellen im Vergleich zu T98G-Kontrollzellen 

anhand jeweils einer Beispielkurve für nicht-bestrahlte T98G-Kontrollzellen (A), für 

nicht-bestrahlte, mit siRNA gegen MEF behandelte T98G-Zellen (B), für bestrahlte 

T98G-Kontrollzellen (C) sowie für bestrahlte, mit siRNA gegen MEF behandelte 

T98G-Zellen (D). Die Durchflusszytometriedaten wurden mittels CellQuest (Becton 

Dickinson, Franklin Lakes, NJ) ausgewertet. Graphische Darstellung und statistische 

Auswertung der SubG1-Anteile beider Gruppen (n=3), Mittelwert ± SD (E), p=8,151E-

5 (ohne Bestrahlung) bzw. p=0,006 (10 Gy), Student’s t Test.  

 

Abbildung 3.32:                            S. 102 

Graphische Darstellung und statistische Auswertung der G1- (A) und G2-Phase (B) 

des Zellzyklusses für unbehandelte T98G-Kontrollzellen, unbehandelte T98G-Zellen 

mit MEF-siRNA, bestrahlte (10 Gy IR) T98G-Kontrollzellen sowie bestrahlte (10 Gy 

IR) T98G-Zellen mit MEF-siRNA im Vergleich (n=3), Mittelwert ± SD, p=0,003 (G1-

Phase, ohne Bestrahlung/ohne IR), p=0,795 (G2-Phase, ohne Bestrahlung/ohne IR), 

p=0,005 (G1-Phase, 10 Gy IR) bzw. p=0,768 (G2-Phase, 10 Gy IR), Student’s t Test.  
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