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1 Einleitung 

1.1 Gut und Böse aus der Sicht des Mediziners 

Nur wenige Aufgaben des ärztlichen Alltags sind so herausfordernd für einen Arzt wie diejenige, 

einem Patienten den Verdacht einer tumorartigen Erkrankung offenbaren zu müssen, denn der Begriff 

des ĂTumorsñ wird gemeinhin synonym mit dem Formenkreis bösartiger Gewebeneubildungen, den 

Krebserkrankungen, gebraucht. Terminologisch betrachtet ist diese Simplifizierung jedoch nicht 

korrekt. ĂTumorñ bezeichnet zunªchst jede Form einer Geschwulst oder Schwellung, welche 

Symptom verschiedenster Erkrankungen sein kann. Erst im engeren Sinne wird dieser Begriff für 

eine übermäßige und unkoordinierte Neubildung körpereigenen Gewebes aufgrund gestörter 

zellulärer Wachstumsregulation, eine sog. Neoplasie, verwendet. Nicht jede Neoplasie ist bösartiger 

Natur. Neoplasien werden hinsichtlich ihrer Dignität, also ihrer Wachstumseigenschaften und 

Verhaltensweisen, in gutartige (benigne) und bösartige (maligne) Neoplasien sowie Zwischenstufen 

(semimaligne bzw. Tumoren unklaren biologischen Verhaltens) eingeteilt. Grundsätzlich bestehen 

alle soliden Neoplasien aus zwei Komponenten, dem Parenchym, welches von den transformierten 

Zellen gebildet wird, und dem Stroma, welches sich aus Bindegewebe, Blutgefäßen und Mediatoren 

der zellulären Abwehr zusammensetzt (1). Prinzipiell kann jedes Körpergewebe den Regelkreis der 

Wachstumskontrolle verlassen und maligne entarten. Die Folge ist eine ausgeprägte Diversität der 

unter dem Begriff Krebs vereinten Tumorentitäten mit unterschiedlichen biologischen Merkmalen. 

Zur Charakterisierung maligner Neoplasien werden verschiedene Klassifikationen eingesetzt, 

darunter Beurteilung und Differenzierung nach Topographie, Morphologie und Verhaltenskriterien 

gemäß der International Classification of Diseases for Oncology (ICD-O) der Weltgesundheit-

sorganisation (World Health Organization, WHO), derzeit in der dritten Edition von 2000 und ersten 

Revision von 2013 (2), sowie die TNM-Klassifikation der Union internationale contre le cancer 

(UICC), welche zur Beschreibung der Neoplasie die Ausdehnung des Primärtumors, Lymphknoten- 

und Fernmetastasen (Absiedlungen von Zellen des Primärtumors) bewertet (3). 

Bestätigt sich der Verdacht einer maligne entarteten Tumorentität, beginnt für den Betroffenen ein 

meist langwieriger Leidensweg, an dessen Ende trotz moderner Diagnostik und Therapie in vielen 

Fällen keine Heilung erreicht werden kann: Etwa 476000 Menschen wurde 2014 in Deutschland eine 

Krebsneuerkrankung diagnostiziert. Seit 1990 wurde konstant bei jedem vierten Sterbefall (ca. 25 %) 

eine bösartige Neubildung als Todesursache festgestellt, Krebs ist nach den Erkrankungen des Herz- 

und Kreislaufsystems somit die zweithäufigste Todesursache (4). 
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1.2 Maligne Neoplasien des Zentralen Nervensystems 

In der jüngeren Vergangenheit konnten aufgrund verbesserter Vorsorge und therapeutischer 

Innovationen bei vielen malignen Neoplasien große Erfolge bezüglich der mit diesen verbundenen 

Morbidität und Mortalität verbucht werden, so beispielweise beim kolorektalen Karzinom oder der 

chronischen myeloischen Leukämie (5, 6). Demgegenüber gehen einige Tumorentitäten trotz 

jahrzehntelanger, intensiver Erforschung nach wie vor mit einer sehr schlechten Prognose einher. Zur 

letztgenannten Gruppe gehören zweifellos die primären malignen Neoplasien des Zentralen 

Nervensystems (ZNS). Sie zählen mit einem Anteil von 1,5 % aller Krebsneuerkrankungen zu den 

eher seltenen Diagnosen, sind für die Betroffenen jedoch aufgrund ihres diffusen, progressiven 

Wachstums und ihrer teilweise ausgeprägten Unzugänglichkeit für Therapien von katastrophaler 

Bedeutung (7, 8). Die Tumoren des ZNS, welche aufgrund ihrer Heterogenität und ihres biologischen 

Verhaltens nicht nach den standardmäßigen Kriterien der TNM-Klassifikation charakterisierbar sind, 

werden von der WHO in einem separaten Katalog anhand ihrer Histologie, ihres 

immunhistochemischen Verhaltens, ultrastruktureller und genetischer Profile definiert. Dieser 

Katalog wird seit seiner ersten Publikation im Jahre 1979 ständig aktualisiert und befindet sich derzeit 

in seiner fünften Auflage von 2016 (9-11). Hirneigene Tumoren entspringen zumeist 

neuroepithelialen (neuroektodermalen) Geweben. Die aktuelle Klassifikation unterscheidet u. a. 

Tumoren der Meningen, Nervenscheiden, Sellarregion, Keimzelltumore und Lymphome. Ihre größte 

Subgruppe wird aber von den sog. Gliomen gebildet, also Tumoren, welche sich von der 

(Neuro-)Glia, dem nichtneuronalen Gewebe des ZNS, ableiten und 30 % aller Tumoren des ZNS 

sowie 75-80 % aller primären malignen Neoplasien des ZNS stellen (vgl. Abb. 1). Dabei sind die in 

dieser Gruppe erfassten Tumore so vielfältig wie die zur Neuroglia gehörenden Zelltypen und in ihrer 

Aggressivität äußerst verschieden. Diesem Umstand trägt die WHO mit dem sogenannten Grading 

Rechnung, welche die Dignität der Gliome anhand histologischer Merkmale wie Kernatypien 

(Entdifferenzierung), Mitoserate (z. B. Ki -67-Index), Endothelzell-Proliferation und Gewebs-

nekrosen sowie klinischer Merkmale wie Wachstumsverhalten (umschrieben oder 

infiltrierend), -geschwindigkeit, Progressionsneigung und Heilungswahrscheinlichkeit in die Grade I 

bis IV einteilt. In Anlehnung an zuvor etablierte Grading-Schemata (nach Ringertz, St. Anne-Mayo 

und früheren WHO-Schemata) wird der Grad I scharf umschriebenen Tumoren zugeteilt, welche 

keine Atypien und nur geringes proliferatives Potenzial aufweisen. Diese Tumoren haben gute 

Heilungsaussichten nach chirurgischer Entfernung. Grad II-Gliome besitzen zwar ein geringes 

proliferatives Potenzial, neigen jedoch zu infiltrativem Wachstum, Zellatypien und einer Progression 

zu höhergradigen Gliomen. Sind Nachweise der Malignität wie Kernatypien, Anaplasie (Regression 

höher differenzierter Zellen zu einem Stadium geringerer Differenzierung) und ausgeprägte 
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Mitoseraten erbracht, handelt es sich um Gliome des Grades III. Es ist jedoch anzumerken, dass die 

Unterscheidung zwischen Grad II- und Grad III-Gliomen bisweilen nicht immer einfach fällt, weshalb 

in jüngerer Vergangenheit zusätzliche Methoden der Differenzierung wie die Nachweise von 

Gliafaserprotein (GFAP), Protein S-100 oder Isozitrat-Dehydrogenase-1 (IDH-1) Einzug in das 

Grading der Gliome hielten (12). Der WHO-Grad IV kennzeichnet Gliome, welche neben den zuvor 

genannten Charakteristika maligner Neoplasien (zytologische Atypien, hohe mitotische Aktivität, 

infiltratives Wachstum) zusätzlich Nekrosen und mikrovaskuläre Proliferation aufweisen. Diese 

Tumore nehmen einen drastischen prä- und postoperativen Krankheitsverlauf mit meist tödlichem 

Ausgang (13-15). Eine besondere Stellung nimmt nach diesen Kriterien das Glioblastoma multiforme 

ein. Es ist nicht nur der mit Abstand häufigste Vertreter der Gliome (ca. 67,5% aller malignen Gliome 

werden dem Glioblastoma multiforme zugeordnet), es stellt zugleich auch den bösartigsten Subtyp 

der Gliome (WHO Grad IV) dar (Abb. 2). 

 

 

Abb. 1: Verteilung aller primären Neoplasien des Zentralen Nervensystems nach ihrem histologischen Erscheinungsbild. Modifiziert 

nach dem Zentralen Hirntumorregister der USA (16).   
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1.3 Glioblastoma multiforme 

In Deutschland wurden zwischen 2013 und 2014 ca. 9800 Menschen mit der Diagnose eines 

Glioblastoma multiforme konfrontiert (4). Das entspricht einer Inzidenzrate von ca. 3 Glioblastom-

Diagnosen pro 100000 Einwohnern und Jahr mit einem Durchschnittsalter bei Diagnosestellung von 

60 bis 70 Jahren, wobei Männer etwas häufiger betroffen sind als Frauen (Verhältnis der 

Erkrankungsrate von Männern zu Frauen = 1,33:1). Mit dieser Inzidenzrate ist das Glioblastoma 

multiforme die häufigste primäre maligne Neoplasie des ZNS. Zudem machen relative 

Überlebensraten von 35 % ein Jahr, 13 % zwei Jahre und 4,7 % fünf Jahre nach Diagnosestellung, 

selbst unter multimodaler Therapie, diese Tumorentität zu einem der aggressivsten und mit der 

schlechtesten Prognose behafteten Malignome überhaupt (16, 17). 

 

 

Abb. 2: Verteilung maligner Gliome des Zentralen Nervensystems nach histologischen Subtypen nach WHO-Klassifikation (2016) in 

Deutschland, 2013-2014. Modifiziert nach dem epidemiologischen Krebsregister in Deutschland (4). 

 

Makroskopisch stellen sich Glioblastome typischerweise als eine zentral nekrotische, 

hämorrhagische, infiltrierende Masse in der weißen Substanz des ZNS dar, weshalb sie an der 

Hirnoberfläche u. U. nicht direkt auszumachen sind. Indirekte Zeichen sind jedoch abgeplattete und 

aufgespreizt imponierende Gyri (Hirnwindungen) in Tumornähe und ein perifokal um den Tumor 

auftretendes Ödem. Während im Randgebiet des Tumors teilweise massive Gefäßerweiterungen zu 

beobachten sind, wird das Bild im Zentrum des Tumors von Nekrosen und thrombosierten 

Blutgefäßen geprägt. Obwohl das Glioblastoma multiforme grundsätzlich jeden Anteil des Zentralen 

Nervensystems betreffen kann, wächst es bevorzugt in den Großhirnhemisphären, insbesondere in 

Frontal- und Temporallappen. Infiltriert der Tumor unter Überschreitung des Corpus callosum (des 

Balkens) beide Frontalpole des Gehirns, liegt ein sog. Schmetterlingsgliom vor. Das prägnanteste 
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histologische Merkmal des Glioblastoma multiforme ist seine Multiformität, also die 

Vielgestaltigkeit der in ihm vereinten Zellen. Diese ist auf die völlige Entdifferenzierung des 

Tumorgewebes zurückzuführen, welche eine Ursprungsbestimmung des Glioblastoms anhand 

histologischer Kriterien nahezu unmöglich macht. Unter dem Mikroskop stellt es sich als ein dicht 

bewachsenes, zellreiches, zumeist kleinzelliges Gewebe dar, welches ausgeprägte nukleäre 

Pleomorphismen und zahlreiche Mitosen aufweist. Charakteristisch für diesen WHO-Grad IV-Tumor 

sind Nekrosen mit umgebenden nukleären Pseudo-Palisaden sowie massive Kapillar- bzw. 

Endothelzell-Proliferationen. Diese Gefäße sind abnorm verändert und relativ permeabel. Dadurch 

nehmen diese Tumoren in der Schnittbildgebung verstärkt Kontrastmittel auf (1, 18). 

Auffällig wird das Glioblastoma multiforme ï sofern es nicht zufällig (z. B. im Rahmen einer 

kranialen Schnittbildgebung) gefunden wird ï im Allgemeinen durch zentrale neurologische 

Ausfallerscheinungen, welche je nach Sitz des Tumors äußerst verschiedenartig sein können (19). 

Paresen, Sensibilitäts-, Sprach-, Hör-, Seh- oder Geschmacksstörungen entsprechen fokalen 

Symptomen nach Infiltration und Zerstörung umschriebener Hirnstrukturen durch den Tumor, 

Kopfschmerzen, Erbrechen, Bewusstseinsveränderungen oder eine Stauungspapille sind als 

allgemeine Hirndruckzeichen aufzufassen. Häufige Erstsymptome sind fokale oder generalisierte 

Krampfanfälle (20). Bemerkenswerterweise neigen Glioblastome trotz ihres ausgeprägten malignen 

Potenzials nicht zur Fernmetastasierung, obschon sie in 5-10 % der Fälle bereits zum 

Erstdiagnosezeitpunkt multipel innerhalb des ZNS auftreten (18, 21). 

Unter klinischen wie auch biologisch-onkogenetischen Gesichtspunkten ist eine Differenzierung der 

Glioblastome in primäre (auch: de novo) Glioblastome und sekundäre Glioblastome notwendig. Die 

Diagnose primärer Glioblastome erfolgt typischerweise nach kurzer klinischer Historie, ohne dass es 

zuvor symptomatologische oder histopathologische Hinweise auf niedrigmaligne neuronale 

Vorläuferläsionen gegeben hat. Sekundäre Glioblastome hingegen sind als Ergebnis einer deutlich 

langsameren Progredienz von Astrozytomen der Grade II oder III im Sinne einer Transformation zu 

den höhergradigen Glioblastomen aufzufassen. Primäre Glioblastome machen etwa 95 % aller 

Glioblastome aus, sekundäre Glioblastome finden sich entsprechend selten in nur etwa 5 % aller 

Kasus. Auffällig ist die deutliche Altersdiskrepanz der Betroffenen primärer Glioblastome (mittleres 

Patientenalter bei Diagnosestellung: 62 Jahre) und sekundärer Glioblastome (mittleres Patientenalter 

bei Diagnosestellung: 44 Jahre). Makroskopisch lassen sich primäre und sekundäre Glioblastome 

nicht voneinander unterscheiden, jedoch sind auf genetischer Ebene einige Gemeinsamkeiten und 

Diskrepanzen beider Glioblastom-Typen festgestellt worden. Gemeinsam ist beiden Formen der 

häufig vorliegende Verlust des langen Armes von Chromosom 10 (LOH 10q, loss of 

heterozygosity 10q), welcher jeweils in hoher Frequenz nachweisbar ist. Primäre Glioblastome 
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weisen in hoher Zahl amplifizierte Expressionen des epidermal growth factor receptors (EGFR) 

sowie PTEN-Punktmutationen auf. Anders als bei primären Glioblastomen geht der Entwicklung von 

sekundären Glioblastomen in der überwiegenden Zahl der Fälle eine Mutation des Tumorsuppressors 

p53 oder der Isozitrat-Dehydrogenase-1 (IDH-1) voraus (22-24). Letztere hat in der jüngsten 

Definition der Glioblastome der WHO von 2016 Einklang gefunden, wonach Glioblastome zunächst 

nach ihrem IDH-1-Mutationsstatus unterteilt werden. Die Abb. 3 zeigt eine Synopsis der wichtigsten 

genetischen Alterationen in der Onkogenese primärer und sekundärer Glioblastome. 

 

 

Abb. 3: Genetische Alterationen in der Onkogenese primärer & sekundärer Glioblastome. Modifiziert nach Louis und Ohgaki (11, 23). 

 

1.3.1 Therapiekonzepte des Glioblastoma multiforme 

Obwohl das Glioblastoma multiforme als Tumorentität bereits lange bekannt ist, sind standardisierte 

Behandlungsschemata und strukturierte Analysen der Behandlungsresultate erst in der jüngeren 

Vergangenheit publiziert worden. Die Primärtherapie eines neu diagnostizierten Glioblastoma 

multiforme stützt sich auf drei therapeutische Säulen: die chirurgische Resektion, die Strahlentherapie 

und die Chemotherapie (25). Eine chirurgische Resektion ist in diesem Zusammenhang sowohl 

therapeutische als auch diagnostische Maßnahme, da durch diese eine histologische 

Diagnosesicherung möglich wird. Erschwerend ist hierbei, dass Glioblastome zu einem 

disseminierten Wachstum mit Infiltration des umgebenden Hirngewebes neigen. Trotz neuer 

innovativer Operationstechniken (26-28) kann eine restlose Zytoreduktion selbst bei lokaler R0-

Astrozyten / Vorläuferzellen

Low-grade Astrozytom

TP53-Mutation = 59 %

Anaplastisches Astrozytom

TP53-Mutation = 53 %

Primäres Glioblastom / de novo

IDH-1-Wildtyp

LOH 10q = 70 %

TERT-Promoter-Mutation = 72 %

TP53-Mutation = 27 %

ATRX-Mutation = Ausnahme

EGFR-Amplifikation = 35 %

PTEN-Mutation = 24 %

Sekundäres Glioblastom

IDH-1 mutiert

LOH 10q = 63 %

TERT-Promoter-Mutation = 26 %

TP53-Mutation = 81 %

ATRX-Mutation = 71 %

EGFR-Amplifikation = Ausnahme

PTEN-Mutation = Ausnahme

WHO-Grad II

WHO-Grad III

WHO-Grad IV
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Resektion, also (mikroskopisch) vollständiger, Entfernung des lokal aufgefundenen Tumors nur 

selten erreicht werden, weshalb in den allermeisten Fällen eine lokale und systemische 

Anschlusstherapie notwendig werden (29). 

Zur adjuvanten Therapie des Glioblastoms hat sich die Kombination einer Bestrahlung des 

Resektionsgebietes mit der oralen Gabe des Chemotherapeutikums Temozolomid als Standard 

etabliert. Durch Verbindung einer Strahlentherapie über sechs Wochen mit begleitender und 

adjuvanter Chemotherapie mit Temozolomid (sechs Zyklen) konnte eine Verlängerung des medianen 

Überlebens von 12,1 auf 14,6 Monate und eine Erhöhung der 2-Jahres-Überlebensrate von 10 % auf 

26 % bei guter Verträglichkeit erreicht werden (30-33). Insbesondere Patienten, welche einen hohen 

Methylierungsgrad des genetischen Promoters der O6-Methylguanin-DNS-Methyltransferase 

(MGMT), eines DNA-Reparaturproteins, welches Methylgruppen von der O6-Position des Guanins 

entfernt, aufweisen, profitieren von dieser kombinierten Radiochemotherapie (34). Temozolomid 

wirkt insbesondere an der O6-Stelle des Guanins alkylierend, was zum Zelltod führt. Eine 

Hypermethylierung des MGMT-Promotors geht mit einer reduzierten MGMT-Proteinexpression und 

einer somit verringerten DNS-Reparaturaktivität einher, sodass Temozolomid seine zytotoxische 

Wirkung auf den Tumor entfalten kann. Das Ansprechen des Tumors auf die Temozolomid-Therapie 

bzw. das Überleben der Patienten ist umso besser, je höher der Methylierungsgrad des MGMT-

Promoters ist (34-37). 

Daneben besteht die Möglichkeit, erstdiagnostizierte Glioblastome zusätzlich mit alkylierend 

wirkenden Carmustin-beschichteten Mikroplättchen, welche dem Tumor im Rahmen einer Operation 

direkt aufgelagert werden, zu behandeln (38). Das Vorgehen im Falle eines Rezidivs oder bei 

mangelndem Ansprechen des Primärtumors auf die zuvor beschriebenen Therapiepfade besitzt 

derzeit keine klar evidenzbasierte Grundlage. Je nach Situation kommen erneute Operation, erneute 

Bestrahlung, Intensivierung der Temozolomid-Therapie oder der Wechsel auf andere 

Chemotherapie-Schemata unter Verwendung von Nitrosoharnstoffen (Lomustin, Carmustin), 

Procarbazin und Vincristin infrage (39-42). Dennoch kann das Gesamtüberleben bei rezidivierendem 

Glioblastom selbst nach Ausschöpfen sämtlicher Optionen mit einem zusätzlichen medianen 

Überleben von 2 bis 3 Monaten nur geringfügig verlängert werden (39, 41, 43). 

Neuartige therapeutische Ansätze umfassen u. a. Ătargeted toxins therapyñ, also rekombinant 

hergestellte Antikörper-Toxin-Paare, welche spezifisch an in Glioblastomzellen überexprimierten 

Rezeptoren, z. B. EGFR, binden und durch ihre Toxin-Komponente eine Immunreaktion auslösen 

(44-46). Auch eine Vakzinierung mit dendritischen Zellen wurde bereits erprobt (47). Diese 

Therapiemodalitäten scheinen durchaus signifikanten Einfluss auf das Überleben von Patienten mit 

Glioblastomen zu haben. Dennoch bleiben die bisherigen Ergebnisse hinter den an diese 
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therapeutischen Optionen gestellten Erwartungen zurück, weshalb die stetige Suche nach neuen Ziel-

molekülen für die Entwicklung zielgerichteter Therapieoptionen von enormer Wichtigkeit ist (48). 

 

1.4 Das Endothelin-System 

1.4.1 Die Endotheline 

Vor etwa 30 Jahren wurde erkannt, dass das Endothel, die innerste Auskleidung der Blut- und 

Lymphgefäße sowie der serösen Höhlen des menschlichen Körpers, zur Synthese und Sekretion 

vasoaktiver Substanzen befähigt ist (49). Nachdem zunächst Stickstoffmonoxid (NO, auch EDRF, 

endothelium derived relaxing factor) als maßgeblicher relaxierender Botenstoff des Gefäßsystems 

identifiziert worden war, konnte 1985 im Kultur-Überstand von bovinen Endothelzellen erstmals ein 

gefäßeigener, endogener Vasokonstriktor isoliert werden (50). Dieser wurde 1988 sequenziert und 

nach seinem Entdeckungsort Endothelin (ET) genannt (51). Nachfolgende Gensequenz-

Korrelationen zeigten, dass Endothelin gleichermaßen im menschlichen Organismus vorkommt und 

seinen potentesten Vasokonstriktor darstellt (52). Weitere Untersuchungen charakterisierten die 

humanen Endotheline als eine Familie von drei strukturell verwandten Peptiden, deren Hauptvertreter 

das zuerst entdeckte Endothelin-1 (ET-1) ist. Die Endotheline haben ein Molekulargewicht von etwa 

2,5 kDa und bestehen aus 21 Aminosäuren mit einem hydrophoben C-terminalen Tryptophanrest und 

zwei Cystein-Disulfidbrücken an den Positionen 1 und 15 sowie 3 und 11 des N-terminalen Endes, 

welche ihre spezielle helixartige Haarnadelform bedingen und entscheidend zu ihrer 

Pharmakodynamik beitragen (53). Die Isoformen Endothelin-2 (ET-2) und Endothelin-3 (ET-3) 

unterscheiden sich in 2 respektive 6 Aminosäuren, vgl. Abb. 4 (54, 55). 

Darüber hinaus wurde ein weiteres strukturell verwandtes Peptid namens ET-4 beschrieben, welches 

sich lediglich in einer Aminosäure von ET-2 unterscheidet und dessen Nachweis ausschließlich im 

Verdauungstrakt von Mäusen gelang, weshalb es auch den Namen Ăvasoactive intestinal contractorñ 

(VIC) trägt (52, 56, 57). 
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Abb. 4: Primärstrukturen der humanen Endotheline. Die von ET-1 abweichenden Aminosäuren der Isoformen ET-2 und ET-3 sind 

grau markiert. Modifiziert nach Shah et al. (55). 

 

Endotheline werden ubiquitär exprimiert, interessanterweise stellt ET-1 jedoch den einzigen Vertreter 

aus der Familie der Endotheline dar, der tatsächlich in Endothelzellen produziert wird. Daneben findet 

seine Produktion unter physiologischen Bedingungen noch u. a. in glatten Muskelzellen, kardialen 

Myozyten, Hepatozyten, Nierenepithel-, Mesangium-, Sertoli- und Endometrium-Zellen, Pankreas-

Inselzellen, Leukozyten, Makrophagen, Neuronen und Astrozyten statt. Die ET-2-Produktion geht 

vorwiegend von Nierenepithelien, gastrointestinalen Stroma-, Herz- sowie Ovarialzellen, der 

Plazenta und dem Uterus, die Produktion von ET-3 von Nieren- und Lungenepithelien, 

gastrointestinalen, Nebennieren- und Gliazellen sowie Neuronen aus (54, 55, 58, 59). Endotheline 

werden sowohl konstitutiv als auch reguliert, also bedarfsadaptiert, synthetisiert und sezerniert (60, 

61). Sie weisen eine ausgeprägte Sequenzhomologie zu den Sarafotoxinen (S6a1, S6b und S6c) der 

Erdvipern (Atractaspis engaddensis) auf, deren Gift durch eine koronare Vasokonstriktion und 

neurotoxische Effekte zum Tod des Beutetieres führt (62). 
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1.4.2 Biosynthese und Regulation der Endotheline 

Jedes der bekannten humanen Endotheline wird von einem jeweils eigenen Gen kodiert, welche sich 

auf den Chromosomen 6 (EDN1), 1 (EDN2) und 20 (EDN3) befinden (63). Die Endothelin-Synthese 

wird durch eine Reihe von Mediatoren gesteuert, welche stimulierend, aber auch inhibierend auf diese 

einwirken. Als Stimuli der Endothelin-Synthese wurden u. a. Thrombin, Zytokine (z. B. IL-1), 

Wachstumsfaktoren, antidiuretisches Hormon (ADH), Adrenalin, Insulin, Angiotensin II, Hypoxie, 

Hypovolämie und mechanische Faktoren wie schwache Scherkräfte an Arterien gefunden. 

Inhibierend wirken der ET-Synthese Stickoxid (NO), atriales natriuretisches Peptid (ANP), Heparin, 

Prostaglandine (PGE1, PGE2), epidermal growth factor (EGF) sowie starke Scherkräfte an Arterien 

entgegen (64-68).  

Entsprechend ihres Vorkommens in verschiedenen Geweben unterliegt die Transkription der Präpro-

Endotheline (ppET), der 212 Aminosäuren langen Endothelin-Vorstufen, unterschiedlichen 

Steuerungsmechanismen. Verschiedene Steuerelemente der nicht-kodierenden Gen-Bereiche tragen 

zur Regulation der ppET-mRNA-Synthese bei. Diese umfassen CAAT- und TATA-Sequenzhaltige 

Promotor-Regionen und zusätzliche cis-Elemente mit Bindungsstellen für diverse Transkriptions-

faktoren wie z. B. GATA-2, Aktivator-Protein-1 (AP-1) und nuclear factor-1 (NF-1) (69-73). 

 

 

Abb. 5: Wesentliche Schritte der Endothelin-1-Synthese in Transkription und Translation. Modifiziert nach Stow et al. (74). 
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Nach Abspaltung der Signal-Peptide von ppET am rauen endoplasmatischen Retikulum wird das 

entstandene Intermediat durch Spaltung dibasischer Sequenzen durch Furin-ähnliche Endopeptidasen 

der Subtilisin-Familie zu big Endothelin (big ET, auch Proendothelin (pET)) mit Peptidketten von 

37-41 Aminosäuren weiterprozessiert (58, 75-77). Hierbei handelt es sich um Endothelin-Vorstufen 

niederer biologischer Aktivität. Big ET-1 besitzt etwa 1/140 der vasokonstringierenden Potenz von 

ET-1 (53, 78). Ihre maturierten und aktiven Formen erlangen die Endotheline durch proteolytische 

Spaltung der Proendotheline zwischen Trypsin an Position 21 und Valin (big ET-1, big ET-2) bzw. 

Isoleucin (big ET-3) an Position 22 der Peptidketten. Dieser, die Geschwindigkeit bestimmende, 

Schritt der Endothelin-Synthese wird durch Endothelin-Konversions-Enzyme (Endothelin-

converting enzymes, ECE), eine Gruppe von Zink(II)-abhängigen, membran-gebundenen 

Metalloproteasen der Neprilysin-Superfamilie katalysiert (Abb. 5, (79)). Bisher sind 3 Hauptformen 

dieser Enzyme, ECE-1, -2 und -3, sowie jeweils vier Isoformen der ECE-1 und ECE-2 beschrieben 

worden, welche sich sowohl hinsichtlich ihrer Lokalisation als auch ihrer Spezifität unterscheiden 

(60, 80-82). Trotz einer Aminosäuren-Sequenzhomologie von insgesamt 59 % (im C-terminalen 

Bereich sogar 71 %) weisen ECE-1 und ECE-2 deutliche Divergenzen auf. So finden sich die 

Isoformen von ECE-1 (ECE-1a bis -1d) Plasmamembran-gebunden intra- und extrazellulär, während 

die ECE-2-Isoformen (ECE-2a-1, -2a-2, -2b-1, -2b-2) ausschließlich intrazellulär nachweisbar sind. 

Das pH-Optimum von ECE-1 liegt im neutralen Bereich, das von ECE-2 bei einem sauren pH-Wert 

von etwa 5,5, das von ECE-3 bei einem pH-Wert von 6,6. Alle ECE lassen sich durch 

Proteaseinhibitoren wie Phosphoramidon und FR901533 hemmen, ECE-2 ist jedoch 250-mal 

Phosphoramidon-sensibler als ECE-1, während beide Enzyme etwa gleich stark auf FR901533 

reagieren (60, 79-82).  

Durch spezifische Hydrolyse an den oben beschriebenen Positionen setzt ECE-1 überwiegend big 

ET-1, aber auch big ET-2 und big ET-3 um. (82-85). Die Substratspezifität von ECE-2 entspricht im 

Wesentlichen derjenigen von ECE-1 (80). Demgegenüber besitzt ECE-3 eine sehr hohe Substrat-

spezifität für big ET-3. Big ET-1 bzw. big ET-2 werden von diesem Enzym kaum umgesetzt (81). 

Neben den ECE tragen auch nicht-ECE-Metalloproteasen und Chymasen zur Konversion von big ET 

zu reifem Endothelin bei, die Produktion reifen Endothelins in ECE-1- und ECE-2-defizienten 

Mäusen zeigte sich lediglich um ein Drittel reduziert (86, 87). Während die Plasmahalbwertszeit von 

ET-1, welches in Lunge, Nieren und Leber abgebaut wird, weniger als 2 Minuten beträgt, führt eine 

Bindung von ET-1 an seine Rezeptoren zu langandauernden biologischen Effekten (88-92). 
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1.4.3 Endothelin-Rezeptoren 

Ihre Wirkung entfalten alle drei Endotheline über eine Bindung an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, 

welche zur Gruppe der heptahelikalen Transmembranproteine vom Rhodopsin-Typ gehören. 

Insgesamt wurden bisher fünf Endothelin-Rezeptoren geklont, ein Nachweis physiologischer bzw. 

pathologischer Relevanz für den Menschen gelang jedoch nur für den Endothelin-A-Rezeptor (ETAR) 

und den Endothelin-B-Rezeptor (ETBR) (93-96). Daneben wurden ein alternativer, aviärer ETBR2, 

ein dualer ET-1/Angiotensin II -Rezeptor im Gehirn der Ratte sowie ein ET-3-spezifischer ETCR in 

Melanozyten des Krallenfrosches (Xenopus laevis) gefunden (97-99). 

ETAR und ETBR unterscheiden sich nicht nur hinsichtlich ihrer Aminosäurensequenz, auch ihr 

Bindungsverhalten und die durch Bindung eines Liganden hervorgerufenen Effekte weisen 

Differenzen auf. ETAR bindet an Gq- und Gs-Proteine, ETBR an Gq- und Gi-Proteine (100-102). Der 

427 Aminosäuren lange ETAR charakterisiert sich durch eine relative Unempfindlichkeit gegenüber 

ET-3. ET-1 und ET-2 binden hingegen mit etwa gleicher (100-fach höherer) Affinität an den Rezeptor 

(103, 104). Sein Vorkommen kann in nahezu sämtlichen Organsystemen nachgewiesen werden, so 

u. a. in den kardiovaskulären, respiratorischen, endokrinen, Immun-, urogenitalen, gastrointestinalen 

Systemen und dem Zentralen Nervensystem, nicht jedoch in Endothelzellen (60, 105, 106). Der ETBR 

enthält 442 Aminosäuren und bindet sämtliche Endotheline mit gleicher Affinität (103). Seine 

gewebespezifische Expression ist weniger umfangreich als die des ETAR (vorwiegend im ZNS, 

weniger im kardialen, pulmonalen, renalen und adrenalen System), jedoch scheint ein größerer 

Variantenreichtum des ETBR-Gens im Vergleich zum ETAR-Gen zu existieren (106-108). ETBR 

findet sich zum einen stark in Endothelzellen, in deutlich geringerem Maße aber auch in glatten 

Gefäßmuskelzellen exprimiert (96, 109). Aufgrund einer unterschiedlichen Sensitivität für bestimmte 

Isoformen der Endotheline wird der endotheliale ETBR, welcher vasodilatorische Effekte vermitteln 

soll, teilweise als ETB1R und der glattmuskuläre ETBR, welchem vasokonstringierende Eigenschaften 

zugeschrieben werden, als ETB2R bezeichnet. Diese Nomenklatur ist bisher aber noch nicht von der 

International Union of Basic and Clinical Pharmacology (IUPHAR) implementiert worden (106, 

110, 111). 

Die Bildung der ET-Rezeptoren wird durch unterschiedliche Stimuli beeinflusst: Hypoxie, 

Cyclosporin, EGF, basic fibroblast growth factor (bFGF), cyclisches AMP (cAMP) und Östrogen 

führen zu einer Hochregulation von ETAR. Natriuretisches Peptid Typ-C (CNP), Angiotensin II, 

platelet-derived growth factor (PDGF) und transforming growth factor (TGF) bewirken eine 

Hochregulation von ETBR. Umgekehrt vermitteln die zuletzt genannten Peptide eine Herabregulation 

von ETAR, während eine verminderte Expression von ETBR in Anwesenheit von cAMP und 

Katecholaminen zu beobachten ist (103). 
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Die Bindung der Endotheline an ihre Rezeptoren bewirkt unter physiologischen Bedingungen sowohl 

kurz- als auch langwirksame Effekte, welche durch unterschiedliche Signalkaskaden vermittelt 

werden: Die Aktivierung der Phospholipase C (PLC) durch Endothelin-1 führt via Generation von 

Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) einerseits zu einem Ca2+-Influx, 

andererseits zur Aktivierung der Proteinkinase C (PKC), wodurch es zu einer Vasokonstriktion 

kommt. Dieser Effekt wird überwiegend dem ETAR zugeschrieben, kann in Abhängigkeit vom 

exprimierenden Gewebe jedoch auch durch den ETBR vermittelt werden. Überdies aktiviert ET-1 via 

den ETAR die Phospholipase A2 (PLA2) und bewirkt so die Bildung von Arachidonsäure-Derivaten. 

Der ETBR ist zudem an der Bildung von NO (als Vasodilatator) beteiligt (112-115). Neben diesen 

vornehmlich kurzwirksamen und hauptsächlich den Gefäßtonus beeinflussenden Effekten konnte 

auch eine Schlüsselrolle der Endothelin-Rezeptoren im Zusammenhang mit der Regulierung von 

Zellproliferation und ïdifferenzierung - insbesondere über den mitogen-activated protein kinase 

(MAPK)-Weg - nachgewiesen werden (116-118). 

In vivo resultieren die endgültigen Endothelin-Aktivitäten in den jeweiligen Effektorgeweben aus 

einem Zusammenspiel beider Rezeptoren, wobei dem ETAR eine eher vasokonstringierende und 

proliferationssteigernde Wirkung und dem ETBR eine eher vasodilatierende, das Zellwachstum 

inhibierende sowie die Endothelin-Clearance, welche vorwiegend in der Lunge stattfindet, 

stimulierende Funktion zugeschrieben wird (58, 105, 117-120). Darüber hinaus konnten für beide 

Rezeptoren pro-migratorische Effekte in verschiedenen Geweben gezeigt werden (121, 122). 

Gleichsam wurde für beide Rezeptoren eine zentrale Funktion im Rahmen der Embryogenese 

demonstriert, eine Defizienz des ETAR bzw. ETBR führte bei Mäusen zu mangelhafter 

Neuralrohrentwicklung respektive einem defekten enterischen Nervensystem (123). 

 

1.4.4 Endotheline in malignen Neoplasien 

In den vergangenen 25 Jahren wurde den Endothelinen nicht nur aufgrund ihrer Bedeutung für die 

Physiologie des Menschen große Beachtung geschenkt. Vielmehr wurden bereits kurz nach ihrer 

Entdeckung zahlreiche pathologische Zustände mit kausaler Beteiligung des Endothelin-Systems 

gefunden. Hierzu zählen Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems wie arterielle Hypertonie, 

pulmonalarterielle Hypertonie und Arteriosklerose, akutes und chronisches Nierenversagen, 

Autoimmunerkrankungen, Kollagenosen sowie Diabetes mellitus (119). 

Die Endothelin-Achse wurde in den vergangenen 15 Jahren als fundamentaler Einflussfaktor des 

Wachstums, Überlebens, der Angiogenese, Metastasierung und der Progression zahlreicher 

bösartiger Neoplasien identifiziert, darunter Prostata-, Ovarial-, Kolon-, Lungen-, Cervix-Karzinom 

und zentralnervöse Tumore (124). Auch in diesen pathologisch veränderten Geweben ergab sich der 
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Effekt des Endothelin-Systems aus dem Expressionsmuster seiner Rezeptoren. So konnte 

beispielsweise in Prostata-Karzinomen eine Herabregulierung des ETBR durch Hypermethylierung 

des zugehörigen Gens und in Ovarialkarzinomen eine Heraufregulierung von ET-1 und ETAR 

beobachtet werden (120, 125, 126). Die Gliome des Menschen grenzen sich in dieser Hinsicht von 

anderen malignen Neoplasien ab, da sie den ETAR und den ETBR sowohl in dem Tumorgefäßsystem 

als auch in den primären Tumorzellen überexprimieren (127). Abb. 6 gibt eine Übersicht über die 

Wechselwirkungen der Endothelin-Achse in Tumoren des Zentralen Nervensystems am Beispiel des 

diffusen Astrozytoms (128). Parakrin und autokrin vermittelt ET-1 in astrozytären Tumoren mitogene 

und antiapoptotische Effekte. An den vaskulären Elementen wirken die Endothelin-Rezeptoren 

isoliert (ETAR: glatte Gefäßmuskelzellen; ETBR: Endothelzellen), während an den Tumorzellen 

beide Rezeptoren für die Wirkung des ET-1 gemeinsam verantwortlich sind (128). 

 

 

Abb. 6: Wirkungen von Endothelin-1 (ET-1) in Astrozytomen. Parakrin und autokrin werden mitogene und anti-apoptotische Effekte 

durch Bindung von ET-1 an die Endothelin-Rezeptoren A (ETA) und B (ETB) hervorgerufen. An den vaskulären Elementen wirken die 

Endothelin-Rezeptoren (ETA: glatte Gefäßmuskelzellen; ETB: Endothelzellen) isoliert, während an den astrozytären Tumorzellen über 

beide Rezeptoren pro-tumorigene Effekte vermittelt werden. Modifiziert nach Naidoo et al. (128). 
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Trotz der obig beschriebenen Bedeutung der Endothelin-Achse bei Tumoren, einschließlich des 

Glioblastoms, und der Tatsache, dass zahlreiche selektive und nicht-selektive Endothelin-Rezeptor-

Antagonisten entwickelt wurden, gibt es bisher lediglich zwei Vertreter dieser Substanzgruppe mit 

abgeschlossenen Phase III -Studien, namentlich Atrasentan und Zibotentan (selektive ETAR-

Antagonisten), welche in der Therapie des Prostata-Karzinoms geprüft wurden (129). In einer Phase 

I-Studie wurde Atrasentan auch bei malignen Neoplasien des Zentralen Nervensystems appliziert, 

hier zeigten sich bei zwei Glioblastom-Patienten partielle Remissionen (response rate: 8 %), bei vier 

weiteren Patienten konnte eine verlängerte stabile Erkrankung (stable disease) beobachtet werden 

(130). Zwei Phase I-Studien unter Verwendung von Macitentan zur Behandlung neu diagnostizierter 

sowie rezidivierter Glioblastome wurden 2014 und 2016 vorzeitig beendet (131, 132). Für das 

Bipyrimidin-/Benzolsulfonamid-Derivat Bosentan als bekanntesten Vertreter der dualen Endothelin-

Rezeptor-Antagonisten existieren bislang keine klinischen oder präklinischen Studien zur Wirk-

samkeit beim Glioblastoma multiforme. 

 

1.5 Die Familie der Cathepsine 

Der koordinierte Protein-Metabolismus stellt eine der Grundvoraussetzungen für die 

Aufrechterhaltung eines gesunden Organismus dar. Dieser Metabolismus umfasst verschiedene 

Teilschritte, angefangen bei der Protein-Biosynthese über die Protein-Maturation bis hin zur Protein-

Degradation. Die Teilschritte ermöglichen biologische Prozesse wie beispielsweise Proliferation, 

Apoptose oder Migration. Jeder dieser Prozesse wird durch proteolytische Enzyme, sog. Proteasen, 

katalysiert, die selbst der zuvor beschriebenen Koordination unterliegen. Die Diversität beteiligter 

Proteine macht eine Vielzahl von Proteasen zur Umsetzung der Teilschritte notwendig, die Kontrolle 

dieser Schritte erfordert ein differenziertes Zusammenspiel von Proteasen-Aktivierung 

und -Inhibition. Um diesen Anforderungen gerecht zu werden, kodiert das humane Genom daher über 

550 Proteasen und über 200 Protease-Inhibitoren (133, 134). Das wesentliche Unterscheidungs-

merkmal der verschiedenen Proteasen ist ihre katalytische Aktivität, welche in fünf Typen unterteilt 

werden kann: Aspartat-, Cystein-, Metallo-, Serin- und Threonin-Proteasen (135). Unter den 

zahlreichen humanen Proteasen haben die Cathepsine (von griechisch Ăkat§ñ (herab) und Ăhepseinñ 

(kochen)), welche erstmals im Jahre 1929 in menschlichem Magensaft nachgewiesen wurden, eine 

besondere Bedeutung erlangt (136). Die Familie der humanen Cathepsine konstituiert sich aus Serin-

Proteasen (Cathepsine A und G) und Aspartat-Proteasen (Cathepsine D und E), vornehmlich jedoch 

aus elf Cystein-Proteasen (Cathepsine B, C, F, H, K, L, O, S, V, X und W) (137, 138). Generell 

werden Cathepsine konstitutiv in sauren zellulären Kompartimenten wie den Lysosomen und 

Endosomen exprimiert, wo sie als Endo- und Exopeptidasen eine große Zahl von Substraten 
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aufspalten (139). Insbesondere Cathepsin B als erste vollständig aufgereinigte und genetisch 

sequenzierte lysosomale Cystein-Protease besitzt eine zentrale Rolle in zahlreichen physiologischen 

und pathologischen Prozessen. 

 

1.5.1 Cathepsin B 

Cathepsin B (EC 3.4.22.1) ist ein ubiquitär vorkommendes, etwa 30 kDa großes Protein der Papain-

Superfamilie C1 aus dem Clan CA der Cystein-Proteasen (135, 140). Die Taxonomie der Papain-

Familie ist durch die Hauptprotease der Papaya-Frucht, Papain, geprägt, welcher die Cystein-

Cathepsine in ihrer Grundstruktur in starkem Maße ähneln (138, 141-143). Cathepsin B spaltet seine 

Substrate sowohl im Sinne einer Endopeptidase als auch als Peptidyl-Dipeptidase, also eine Exo-

peptidase, welche Dipeptide des C-terminalen Endes von Proteinen und Peptiden abtrennt (144, 145). 

Das pH-Optimum von Cathepsin B liegt bei 4-6. Ab einem basischen pH-Wert über 8,5 wird es durch 

irreversible Konformationsänderungen instabil und inaktiv (146). 

 

1.5.2 Biosynthese und Regulation von Cathepsin B 

Die Fähigkeit von Cathepsin B zur Spaltung zahlreicher Peptide verlangt eine ausgeprägte Regulation 

der Biosynthese dieses Enzyms, da bei unkontrollierter intrazellulärer Aktivität der Protease 

zytosolische Peptide ebenfalls gespalten und die Zellen zugrunde gehen würden. Die Regulation der 

Synthese von Cathepsin B erfolgt sowohl auf transkriptioneller als auch translationaler Ebene. Das 

Cathepsin B-Gen (CTSB-Gen) umfasst etwa 27 kbp und liegt auf dem kurzen Arm von Chromosom 

8. Es wurde erstmals 1986 vollständig sequenziert (147, 148). Die Promotor-Region des CTSB-Gens 

trägt sechs specificity protein 1 (Sp1)-bindende, vier E26 transformation-specific (Ets)-bindende 

Regionen sowie eine E-box, welche die Transkription des CTSB-Gens regulieren können (149).  

Das CTSB-Gen enthält 12 Exons, von denen jedoch nur die Exons 3-11 Präprocathepsin B, ein 

339 Aminosäuren enthaltendes Zymogen, also eine katalytisch inaktive Cathepsin B-Vorstufe, 

kodieren. Die Exons 1, 2, 2a/2b und teilweise auch Exon 3 sind nichtkodierende Regionen des 5ó-

Endes, während Teile der Exons 11 und 12 die nichtkodierenden Regionen des 3ó-Endes bilden (150, 

151). Die Translation der Präprocathepsin B-mRNA findet an membrangebundenen Ribosomen des 

rauen endoplasmatischen Retikulums (rER) statt. Cotranslational wird eine 17 Aminosäuren lange 

Ziel-Sequenz abgespalten, wodurch das Präprocathepsin B in das Innere des rER geschleust wird. 

Das so entstandene Procathepsin B wird nach einigen Faltungen in den Golgi-Apparat transloziert, 

wo an zwei Asparagin-Resten (N38 und N111) die Substitution Mannose-haltiger Oligosaccharide 

stattfindet, die ihrerseits im Weiteren im trans-Golgi-Netzwerk phosphoryliert werden (145, 149). 

Membran-gebundene Mannose-6-Phosphat-Rezeptoren des trans-Golgi-Netzwerks binden das auf 
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diese Weise posttranslational modifizierte Procathepsin B und leiten es in Clathrin-umhüllten 

Vesikeln in die Endo- bzw. Lysosomen (146). Im sauren Milieu der Transportvesikel kommt es 

einerseits zu einer Dissoziation des Proenzyms von seinem Rezeptor und andererseits zur 

proteolytischen Abspaltung der 62 Aminosäuren langen Propeptid-Sequenz. Die Freisetzung des 

maturierten ï und ab diesem Zeitpunkt katalytisch aktiven ï Cathepsin B erfolgt anschließend in den 

Zielorganellen, den Endo- und Lysosomen (145, 149). Der finale Syntheseschritt besteht in einer 

Abspaltung eines Dipeptids an Position 47, resultierend in einer ein- oder zweikettigen Form des 

maturierten Enzyms mit einer leichten und einer schweren Kette (152). Die Propeptid-Sequenz dient 

gleichermaßen als Inhibitor sowie als Stabilisator von Cathepsin B und schützt die zytosolischen 

Zellorganellen vor einer Degradation durch das Enzym (145). 

 

1.5.3 Cathepsin B ï Physiologie und Pathologie 

Sein ubiquitäres Vorkommen, die Fähigkeit zur Spaltung von Proteinen als Endo- und Exopeptidase 

sowie der Nachweis intra- und extrazellulärer Aktivität des Enzyms deuten eine, über den 

endolysosomalen Proteinabbau hinausreichende, Multifunktionalität von Cathepsin B bereits an. 

Tatsächlich weist Cathepsin B eine sehr breite Substratspezifität auf. Unter physiologischen 

Bedingungen beteiligt sich Cathepsin B an der (intra- und extrazellulären) Prozessierung 

verschiedener Prohormone (u. a. von Prorenin in juxtaglomerulären Nierenzellen und Thyreoglobulin 

in der Schilddrüse) sowie an der Knochengewebe-Remodellierung und der Degradation kollagener 

und nicht-kollagener Extrazellulärmatrix (153-157). Cathepsin B zählt zu den Schlüsselenzymen der 

Peptid-Prozessierung während der Bildung von Klasse II-Haupthistokompatibilitätkomplexen (engl. 

major histocompatibility complex class II, MHC II) antigenpräsentierender Zellen des adaptiven 

Immunsystems (158). Darüberhinaus konnte gezeigt werden, dass Cathepsin B durch Abbau von 

Amyloid ɓ-42-Plaques, deren Auftreten mit Morbus Alzheimer assoziiert ist, neuroprotektive 

Eigenschaften besitzt (159).  

Kombiniert Cathepsin B- und L-defiziente Mäuse verstarben 2-4 Wochen nach Geburt an einer 

massiven Neurodegeneration im Cortex cerebri und in den zerebellären Strata purkinjense et 

granulosum, was die Relevanz dieser Proteasen für die Aufrechterhaltung des Zentralen 

Nervensystems verdeutlicht (160).  
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1.5.4 Cathepsin B in malignen Neoplasien 

Die Multifunktionalität von Cathepsin B in physiologischen und pathologischen Zuständen konnte in 

der jüngeren Vergangenheit auch für die Transformation maligner Neoplasien nachgewiesen werden. 

Eine erhöhte Cathepsin B-Aktivität wurde in Magen-, Lungen-, kolorektalen und Mamma-

Karzinomen sowie anderen malignen Entitäten gemessen (161-165). Adenokarzinome des 

Ösophagus zeigten auf transkriptioneller Ebene eine deutliche Cathepsin B-Amplifikation, weiterhin 

korrelierte eine Cathepsin B-Amplifikation und erhöhte -Expression mit einem schlechteren 

klinischen Outcome (166). Ähnliche Ergebnisse erbrachte die immunhistochemische Untersuchung 

von benignen und malignen menschlichen Hirntumoren. Es zeigte sich, dass in malignen 

Hirntumoren signifikant mehr Cathepsin B nachweisbar war als in benignen Hirntumoren und dass 

ein vermehrter immunhistochemischer Nachweis von Cathepsin B in Tumorzellen und tumoreigenen 

Endothelzellen mit einer ausgeprägteren Symptomatik und einer schlechteren Prognose für die 

betroffenen Patienten einherging (167). Damit in Einklang steht der Nachweis einer Steigerung der 

Cathepsin B-Aktivität und -Proteinexpression mit zunehmender Malignität und Invasivität innerhalb 

der Gruppe der malignen Hirntumore und der größten Ausprägung dieses Phänotyps im Glioblastoma 

multiforme (168). Neben einer Überexpression der Cathepsin B-Transkripte in Glioblastomen konnte 

eine Verminderung der Cathepsin B-Aktivität in Glioblastomzelllinien sowie eine Reduzierung der 

Invasivität dieser Zelllinien durch den Cystein-Proteasen-Inhibitor E-64 nachgewiesen werden (169). 

Im unmittelbaren Vergleich zwischen den Cystein-Proteasen Cathepsin B und Cathepsin L, welche 

beide in hohem Maße in Glioblastomen detektierbar sind, bestätigte sich eine signifikante Assoziation 

von Cathepsin B zu einer vermehrten tumoralen Neovaskularisierung sowie einem verminderten 

Gesamtüberleben der Gliompatienten. Diese Assoziation konnte für Cathepsin L nicht gezeigt 

werden (170). SNB19-Gliomzellen mit siRNA-vermittelter Cathepsin B-Suppression waren in ihrer 

Migration eingeschränkt und sezernierten weniger pro-angiogenetische Moleküle. In vivo unterbrach 

eine Herabregulierung von Cathepsin B die Ausbildung einer Mikrogefäßarchitektur (171). Zudem 

besaßen SNB19-Gliomzellen mit siRNA-vermittelter Cathepsin B-Suppression ein herabgesenktes 

tumorigenenes Potenzial mit einer signifikant verminderten Tumorformation nach intrazerebraler 

Tumorzell-Injektion in Nacktmäusen (172). Die signifikante Korrelation zwischen erhöhter 

Cathepsin B-Expression im Tumorgewebe sowie angrenzenden Endothelzellen und vermindertem 

Gesamtüberleben hat Cathepsin B bereits in die Diskussion eines potenziellen Biomarkers mit 

prognostischer Bedeutung für das Glioblastoma multiforme gebracht (173). 

In vitro konnte in einem 3D-Spheroid-Migrationsmodell gezeigt werden, dass ï gegenüber anderen 

Cystein-Proteasen ï lediglich die Cathepsin B-Aktivität bestimmend für die Invasivität der 

Tumorzellen war (174). 
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Eine Bestrahlung der Glioblastomzelllinien U-251 und U-87 MG bewirkte eine signifikante Herauf-

regulierung von Cathepsin B auf Proteinebene. Ebenso fand sich in humanen Rezidiv-Glioblastomen 

nach vorangegangener Bestrahlung eine gegenüber nicht bestrahlten Glioblastomen erhöhte 

Cathepsin B-Expression im Tumorgewebe. Im experimentellen Glioblastom-Modell der Maus 

bestätigte sich eine Cathepsin B-abhängige Radioresistenz, welche auf eine effizientere homologe 

Rekombination als Reparaturmechanismus der Tumorzellen zurückgeführt wurde. Ein siRNA-

induzierter Cathepsin-B-knockdown verursachte einen Zellzyklus-Arrest in der G0/G1-Phase und 

vermochte die Fähigkeit zur homologen Rekombination zu vermindern. Dieser Mechanismus wurde 

u. a. einer vermehrten Radiosensibilität von mit Cathepsin B-siRNA-behandelten Glioblastomzellen 

zugrunde gelegt (175). 

Ebenso führte eine durch RNA-Interferenz (RNAi) vermittelte simultane Inhibition von Cathepsin B 

und Urokinase-Typ Plasminogen Aktivator (uPAR) zu einer verminderten Zellproliferation und zu 

einer Regression vorhandener intrakranieller Gliome (176). In SNB19-Gliomzellen konnte über 

diesen Mechanismus zudem eine Heraufregulierung proapoptotischer Proteine (u. a. aktivierte 

Caspase-8) beobachtet werden (177).  

  



Einleitung 

20 

1.6 Fragestellung 

Das Glioblastoma multiforme gilt nach wie vor als hochmaligne und bisher unzureichend 

behandelbare Erkrankung, die in nahezu allen Fällen tödlich endet. Hierzu tragen u. a. eingeschränkte 

Resektabilitäten sowie geringe Ansprechraten auf die derzeit verfügbaren Therapiemodalitäten mit 

ausgeprägter Rezidivneigung bei.  

In zahlreichen malignen Tumorentitäten wurden Veränderungen der Endothelin-Achse beschrieben, 

zumeist handelte es sich hierbei um eine Heraufregulierung von ET-1 und dem ETAR, teilweise 

begleitet von einer Herabregulierung des ETBR. Da zentralnervöse Neoplasien eine Überexpression 

beider Endothelin-Rezeptoren zeigen und der selektive Endothelin-Rezeptor-Antagonismus bereits 

eine (partielle) Wirksamkeit an zentralnervösen Tumoren bewiesen hat, könnte ein dualer Endothelin-

Rezeptor-Antagonismus eine naheliegende Rationale zur ergänzenden Behandlung des Glioblastoma 

multiforme darstellen.  

Gleichermaßen konnte eine Überexpression von Cathepsin B in verschiedenen Tumorentitäten 

nachgewiesen werden. Die Bedeutung dieser Protease für maligne Neoplasien des zentralen 

Nervensystems wurde jedoch in vitro ambivalent bewertet, sowohl pro- als auch anti-apoptotische 

Eigenschaften wurden ihr zugeschrieben. In retrospektiven Beobachtungsstudien ging eine 

Überexpression mit einer schlechteren Krankheitsprognose einher und in vitro verminderte eine 

funktionelle Ausschaltung von Cathepsin B die Proliferation von Glioblastomzellen.  

Ausgehend hiervon sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit der Einfluss einer pharmakologischen 

Blockade dieser beiden Systeme auf Glioblastomzellen ermittelt werden. Hierzu wurden zwei 

humane Glioblastomzelllinien, LN-18 und U-87 MG, kultiviert und auf mRNA- und Protein-Ebene 

bezüglich ihres Endothelin-1-, Endothelin-A-Rezeptor-, Endothelin-B-Rezeptor- sowie Cathepsin B-

Expressionsmusters untersucht und mit Zelllinien anderer Tumorentitäten verglichen. Im Weiteren 

wurden die Wirkungen von Bosentan, eines dualen Endothelin-Rezeptor-Antagonisten, und 

CA-074 Me, eines hochselektiven Cathepsin B-Inhibitors, auf die Glioblastomzell-Proliferation und 

ïMigration in vitro allein und in Kombination mit in der Glioblastom-Therapie angewandten 

Zytostatika (u. a. Temozolomid, Carmustin und Lomustin) geprüft, um mögliche alternative 

Kombinationspartner in der pharmakologischen Therapie des Glioblastoma multiforme zu ermitteln. 



 

21 

2 Material  

2.1 Zelllinien  

Bezeichnung Kurzbeschreibung     Vertrieb  

Caco-2 Humanes kolorektales Adenokarzinom  ATCC, Rockville, USA 

HeLa Humanes Zervixkarzinom    ATCC, Rockville, USA 

HepG2 Humanes hepatozelluläres Karzinom  ATCC, Rockville, USA 

LN-18 Humanes Glioblastom    ATCC, Rockville, USA 

U-87 MG Humanes Glioblastom/Astrozytom Grad IV ATCC, Rockville, USA 

 

2.2 Antikörper  

Bezeichnung Spezies Isotyp Vertrieb  

Anti-Cathepsin B Kaninchen IgG Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg 

Anti-ETA-Rezeptor Kaninchen IgG Novus Biologicals, LLC, Littleton, USA 

Anti-ETB-Rezeptor Kaninchen IgG GeneTex, Inc., Irvine, USA 

Anti-GAPDH Maus IgG Meridian Life Science®, Inc., Cincinnati, USA 

Anti-Rabbit (AP-konj.) Schwein IgG DAKO Deutschland GmbH, Hamburg 

Anti-Mouse (AP-konj.) Ziege IgG DAKO Deutschland GmbH, Hamburg 

Anti-Rabbit (HRP-konj.) Ziege IgG Bio-Rad, München 

 

2.3 Primer und Sonde für die Real-time RT-PCR 

Cathepsin B   

Forward-Primer    5´-TGGACAAGAAAAGGCCTGGTT-3  ́

Reverse-Primer    5´-CCGTTGACGTGGTGCTCA-3  ́

5ô-Carboxy-Fluorescein-Sonde  5´-CCCATGTAGGGTGCAGACCGTACTCC-3  ́

Amplifikatlänge   95 bp 

 

2.4 TaqMan® Gene Expression Assays 

Gen Accession-Nr. Amplifikatlänge  Vertrieb  

EDN1 Hs00174961_m1 62 bp  Applied BiosystemsTM 

EDNRA Hs00609865_m1 98 bp  Applied BiosystemsTM 

EDNRB Hs00240747_m1 77 bp  Applied BiosystemsTM 
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2.5 Chemikalien, Enzyme und Medien 

Vertrieb      Chemikalien, Enzyme und Medien 

Actelion Pharmaceuticals Ltd,    Bosentan 

Allschwil, Schweiz 

Amersham Biosciences, Freiburg  ECL PlusTM Western Blotting Detection Reagents 

AppliChem GmbH, Darmstadt  Protein Marker VI (10 ï 245 kDa) prestained 

Applied BiosystemsTM, Darmstadt  TaqMan® RT Kit 

      Endogenous 18S Ribosomal RNA Control 

Braun, Melsungen    Aqua ad iniectabilia 

Calbiochem GmbH, Schwalbach/Ts.  CA-074 Me (Cathepsin B Inhibitor III) 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe Acrylamid/Bisarylamid (30:0,8) 

Aprotinin 

ɓ-Mercaptoethanol 

      Bromphenolblau 

      Dimethylsulfoxid 

      Ethanol 99,8 % 

      Glycerol 87 % 

      Glycin 

Natriumdodecylsulfat 

Natronlauge 

      Phenylmethylsulfonylfluorid 

      Rotiphorese® 

      Salzsäure rauchend 37 % 

      Tetramethylethylendiamin 

      Tris(hydroxymethyl)aminomethan 

      Tris(hydroxymethyl)aminomethan, Ultra-Qualität 

Gibco®, Invitrogen, Karlsruhe  L-Alanyl-L-Glutamin 

Nichtessenzielle Aminosäuren (NEAA)  

Invitrogen, Karlsruhe    Desoxyribonukleosidtriphosphate 

Dithiothreitol 

Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity 

ROX Reference Dye 

Merck, Darmstadt    Methanol 
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Vertrieb      Chemikalien, Enzyme und Medien 

PAA, Pasching, Österreich   Bovines Serumalbumin 

      Dulbeccoôs Phosphate Buffered Saline 

      Medium DMEM, 4,5 g/l Glukose 

      Medium MEM mit EBSS 

      Penicillin (104 U/ml)/Streptomycin (10 mg/ml) 

Trypsin/EDTA (0,05 %/0,02 %) 

Peqlab, Erlangen    peqGOLD RNAPure 

Pierce, Rockford, USA   LumiPhosÊ  

PromoCell GmbH, Heidelberg  Fluorometric Cell Viability Kit I (Resazurin) 

R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA QuantiGlo® Human Endothelin-1 Immunoassay 

Schärfe System, Reutlingen   Casy®ton 

Seromed-Biochrom KG, Berlin  Fetales Kälberserum 

      Phosphatgepufferte Salzlösung 

Serva, Heidelberg    Triton-X 100 

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen  Ammoniumpersulfat 

      Carmustin 

Chloroform 

Doxorubicin 

      Formaldehyd (37%) 

      Isopropanol 

      Kaliumchlorid 

      Kupfer-II -Sulfat 

      Leupeptin 

      Lomustin 

      Magnesiumchlorid 

      Natriumchlorid 

      Ponceau S 

      Temozolomid 

      Teniposid 

      TWEEN®-20 

Thermo Scientific, Wilmington, USA BCAÊ Protein Assay 

Töpfer GmbH, Dietmannsried  Magermilchpulver Naturaflor® 
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2.6 Geräte, Hilfsmittel und Software 

Gerät      Bezeichnung 

Blotting-Apparatur    Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell, Bio-Rad, 

München 

Brutschrank     Heraeus BBD 6220, Heraeus, Hanau 

Brutschrank     Heracell, Heraeus, Hanau 

CIM-Plate 16     Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 

Dispenser     Multipette®, Eppendorf®, Hamburg 

Einkanalpipetten    Research® plus, Eppendorf®, Hamburg 

Einmalpipetten    2 ml, 5 ml, 10 ml & 25 ml, Sarstedt, Nümbrecht 

Einmalspritzen    DiscarditTM II, 2 ml, BD, Le Pont De Claix, Frankreich 

Elektrophoresekammer   Minigel Twin, Biometra GmbH, Göttingen  

Feinwaage     Accula Atilon, Sartorius, Göttingen 

Filterpapier     Whatman GmbH, Dassel 

Heizblock     Bioblock Scientific, Thermolyne Corp., Dubuque, USA 

Kryobox     Cryo-SafeTM, Bel-Art Products, Pequannock, USA 

Kryoröhrchen     Cryo.sTM, Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

Mehrkanalpipette    Research® pro, Eppendorf®, Hamburg 

Mikroliterspritze    Serie 1700 GASTIGHT®, Hamilton, Bonaduz, Schweiz 

Mikroskope     Axiovert 25, Carl Zeiss MicroImaging GmbH, 

Göttingen 

      Axio Observer Z.1, Carl Zeiss MicroImaging GmbH, 

Göttingen  

Mikrotiterplatten (Zellviabilitäts-Assay) Nunclon® MicroWellÊ 96-Well Platte, Nunc Brand 

Products, Roskilde, Dänemark 

Mikrotiterplatten (Proteinbestimmung) NunclonÊ Surface, Nunc Brand Products, Roskilde 

Dänemark 

Mikrotiterplatten (TaqMan-PCR) MicroAmp® Fast Optical 96-Well Reaction Plate, 

Applied BiosystemsTM, Weiterstadt 

Mikrotiterplatten-Lesegerät   Infinite® M200, Tecan Group Ltd., Männedorf, 

Schweiz 

Molecular Imager    ChemiDocÊ XRS, Bio-Rad, München 

      mit Universal Hood II, Bio-Rad, München 

Nitrozellulose Transfermembran  WhatmanÊ Protran® Membrane, Whatman GmbH, 

Dassel 

Pasteur-Pipetten    VWRTM International GmbH, Darmstadt 

PCR Cycler     Mastercycler® gradient, Eppendorf®, Hamburg 
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Gerät      Bezeichnung 

Pipettenspitzen    epT.I.P.S. standard, Eppendorf®, Hamburg 

Real-time Cell Analyzer   xCelligenceTM System RTCA DP, Roche 

Diagnostics GmbH, Mannheim 

Real-time PCR-System   7900HT Fast Real-time PCR System, 

Applied BiosystemsTM, Darmstadt 

Schüttelplattform    Standard Rocking Platform WT15, Biometra GmbH, 

Göttingen 

Software     CellProfiler GPL v2, Broad Institute, Cambridge, USA 

GraphPad Prism® v5.01, GraphPad Software, Inc., 

La Jolla, USA 

Office 2007, Microsoft Corporation, Redmond, USA 

Palm Robo v4.5 pro, P.A.L.M. Microlaser 

Technologies GmbH, Bernried 

Quantity One® v4.6.9, Bio-Rad, München 

RTCA Software v1.2.1, Roche Diagnostics GmbH, 

Mannheim 

Spektrophotometer NanoDropÊ ND-1000, Thermo Scientific, 

Wilmington, USA 

Sterilbank     Herasafe HS 18, Heraeus, Hanau 

Sterilfilter     Minisart®, 0,2 µm, Sartorius Stedim Biotech GmbH, 

Göttingen 

Stromversorgungsgerät   Standard Power Pack P25, Biometra GmbH, Göttingen 

Ultrazentrifuge    OptimaÊ TL Ultracentrifuge, Beckman Coulter 

GmbH, Krefeld 

Umwälzthermostat    ED-5A, JULABO Labortechnik GmbH, Seelbach 

Vortexer     VWRTM International GmbH, Darmstadt 

Waage      Explorer, Ohaus Europe GmbH, Nänikon, Schweiz 

Zellkulturflaschen    FalconTM Tissue Culture Flask, 75 cm2, BD,  

Le Pont De Claix, Frankreich 

Zellkulturplatten    FalconTM MultiwellÊ 24-Well, BD,  

Le Pont De Claix, Frankreich 

Zellschaber     FalconTM Cell Scraper, BD, Le Pont De Claix, 

Frankreich 

Zellzählgerät     Casy® 1 Modell TT, Schärfe System GmbH, 

Reutlingen 

Zentrifugen   Contrikon T 1170, Kontron Instruments, Mailand, 

Italien 

      Rotixa 500, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen 
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3 Methoden 

3.1 Zellkultur  

Sämtliche Arbeitsschritte der Zellkultivierung erfolgten in aseptischer Arbeitsweise unter 

Verwendung steriler Materialien an einer Sterilwerkbank (Heraeus, Hanau). Die Zellen wurden unter 

Standardbedingungen für Säugerzellkulturen bei 37 °C, 95 % relativer Luftfeuchtigkeit sowie 

CO2-Begasung (5 % CO2) in einem Brutschrank (Heraeus, Hanau) kultiviert. 

 

3.1.1 Kultivieren der Zelllinien  

Da die über ATCCTM bezogenen Zelllinien gefroren in Ampullen geliefert wurden, mussten diese 

zunächst in einem auf 37 °C vorgewärmten Ethanolbad aufgetaut werden. Hieran schloss sich die 

Resuspension der Zellen mithilfe einer Pipette und ein Transfer der Suspension in eine, mit dem 

jeweiligen Kulturmedium gefüllte, 75 cm²-Zellkulturflasche an. Nach 24 Stunden erfolgte ein 

Wechsel des Kulturmediums, um restliches DMSO des Einfriermediums, welches den Zellen als 

Kryoprotektivum zugegeben worden war, zu entfernen (178-181). In analoger Weise wurde mit den 

kryokonservierten Zellen verfahren. 

Die Zelllinien U-87 MG, HeLa und HepG2 wurden in MEM, die Zelllinien LN-18 und Caco-2 in 

DMEM kultiviert. Beide Minimalmedien wurden mit den in Tabelle 1 angegebenen Zusätzen 

komplettiert. 

 

Tabelle 1: Zusammensetzung der Kulturmedien 

Komponente  Menge Endkonzentration 

MEM/DMEM 500 ml 90 % 

FCS 50 ml 10 % 

L-Alanyl-LGlutamin (200 mM) 5 ml 2 mM 

NEAA (10 mM) 5 ml 0,1 mM 

 

Der Umsatz von Bestandteilen des Kulturmediums durch zellulären Metabolismus und natürlichen 

Zerfall in Verbindung mit einem Absinken des pH-Wertes, angezeigt durch einen Farbumschlag des 

dem Medium beigefügten Indikators Phenolrot von rot nach gelb, erfordern einen Wechsel des 

Mediums alle zwei bis vier Tage. Hierdurch kann die proliferative Aktivität der Zellen 

aufrechterhalten werden. Zur Überwachung des Wachstums und Erkennung potentieller 

Kontaminationen wurden die Zellkulturen täglich unter dem Umkehrphasenmikroskop (Axiovert 25, 

Zeiss, Göttingen) kontrolliert.  
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Zum Zeitpunkt einer Konfluenz des Zellrasens wurden die Zellen passagiert. Das alte Medium wurde 

hierfür abgesaugt, die Zellen wurden einmal mit 10 ml 37 °C warmem DPBS gewaschen und 

anschließend für 3-7 min bei 37 °C im Brutschrank mit 3 ml Trypsin/EDTA inkubiert. Trypsin ist 

eine Serinprotease, welche vorwiegend nach basischen Aminosäuren wie Arginin und Lysin spaltet 

und die adhärenten Zellen enzymatisch durch Spaltung der Proteinbrücken von der Oberfläche der 

Zellkulturflasche löst (182, 183). Die Kombination von Trypsin mit EDTA beschleunigt diesen 

Vorgang, da EDTA zweiwertige Kationen wie Ca2+ und Mg2+, welche die zellbindenden 

Membranproteine stabilisieren, komplexiert. Zu den abgelösten Zellen wurden 7 ml serumhaltiges 

Medium hinzugegeben, wodurch das Trypsin inaktiviert wurde (184), und die Zellen anschließend 

resuspendiert. Von der Suspension wurde ein Aliquot zur Zellzahlbestimmung (siehe Kap. 3.1.2) 

abgenommen. Für die Aussaat der Zellen in neue Kulturgefäße wurde routinemäßig ein Verhältnis 

von 1:10 gewählt. 

 

3.1.2 Bestimmung der Zellzahl 

Eine exakte Ermittlung der Zellzahl wurde durch Einsatz des Casy® 1 Modell TT (Schärfe System, 

Reutlingen) sichergestellt und gewährleistete, dass bei jedem Zellversuch identische Zellzahlen 

ausgesät werden. Es stellt eine Kombination des 1956 von Coulter patentierten 

Widerstandsmessprinzips mit der von Schärfe System entwickelten Pulsflächenanalyse auf Basis der 

digitalen Pulsverarbeitung dar (185). Für die Messung wurden 50 µl der zu bestimmenden Zell-

suspension mit 10 ml isotonischer Casy®ton-Lösung durchmischt und mit konstanter Fluss-

geschwindigkeit hydrodynamisch fokussiert durch eine Messpore definierter Geometrie gesaugt. 

Dieser Messpore liegt ein gepulstes Niederspannungsfeld an. Als elektrischer Referenzwiderstand 

dient die elektrolytgefüllte Messpore. Während der Passage durch die Messpore verdrängen die 

Zellen einen Teil des Elektrolyten. Da intakte Zellmembranen wie eine elektrische Isolation wirken, 

erhöhen die Zellen so den gemessenen elektrischen Widerstand zellvolumenabhängig. Unter der 

Annahme, dass vitale Zellen nicht kleiner als ihr Zellkern sind, kann ein Schwellenwert des 

Partikeldurchmessers zur Diskriminierung zwischen vitalen Zellen und avitalen Partikeln gesetzt 

werden. Auf diese Weise erlaubt das Casy® System eine Bestimmung der Zellkonzentration, der 

Zellvolumina, eine Unterscheidung zwischen vitalen, toten und aggregierten Zellen und eine 

Differenzierung von Zelldebris. 
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3.1.3 Kryokonservierung der Zellen 

Die Kryokonservierung dient dem Ziel, biologisches Zellmaterial unter Erhalt seiner Lebensfähigkeit 

zeitlich unbefristet zu lagern. Zu diesem Zweck werden die Zellen in Flüssigstickstoff-Behältern bei 

einer Temperatur zwischen -150 °C und -178 °C aufbewahrt, da unter diesen Bedingungen der 

zelluläre Metabolismus vollständig zum Erliegen kommt. Nach dem Auftauen erlangen die Zellen 

dann ihre ursprünglichen Wachstumseigenschaften wieder (186). Die durch Trypsin abgelösten 

Zellen (siehe Kap. 3.1.1) wurden mit 1000 rpm für 5 min zentrifugiert. Der Überstand wurde 

abgesaugt und das entstandene Zellpellet in Einfriermedium (vgl. Tabelle 2) zu einer Zelldichte von 

etwa 3 x 106 Zellen/ml resuspendiert. Das im Einfriermedium enthaltene DMSO verhindert als 

penetrierendes Kryoprotektivum eine übermäßige intrazelluläre Eiskristallbildung, welche die 

Zellorganellen und Zellmembran schädigen würde (187). Je 1 ml der Zellsuspension wurde in Kryo-

röhrchen (Greiner Bio-One, Frickenhausen) überführt. In einer mit Isopropanol befüllten Kryobox 

(Bel-Art Products, Pequannock, USA) wurden die Zellen mit einer Einfrierrate von etwa 1 °C/min 

auf -80 °C gekühlt, bevor sie nach 24 Stunden zur langfristigen Lagerung in die Flüssigstickstoff-

Behälter überführt wurden. 

 

Tabelle 2: Zusammensetzung des Einfriermediums 

Komponente  Konzentration 

FCS 90 % 

DMSO 10 % 

 

3.1.4 Kultivierung der Zellen unter Substanzeinwirkung 

Das Proliferationsverhalten der beiden Gliomzelllinien LN-18 und U-87 MG unter Einfluss von 

Zytostatika und Inhibitoren wurde in Mikrotiterplatten mit 96 Kavitäten (Nunc Brand Products, 

Roskilde, Dänemark) untersucht. Von der Zelllinie LN-18 wurden 7500 Zellen/Kavität, von der 

Zelllinie U-87 MG 10000 Zellen/Kavität ausgesät, jeweils in 150 µl serumhaltigem Medium. Nach 

48-stündiger Inkubation wurden die zu prüfenden Substanzen in einer Verdünnung von 1:1000 

(entspricht 150 µl Medium + 0,15 µl Substanz pro Kavität) zugegeben. Als Lösungsmittel für die 

Substanzen dienten DMSO und Ethanol, deren Volumenanteil nach Zugabe der Substanzen 0,1 % 

des Kulturmediums betrug. Die Negativkontrolle zu den mit Substanzen behandelten Zellen enthielt 

eine identische Endkonzentration an Lösungsmittel. 

Zunächst wurden die Zellen jeweils für 1 Stunde mit Lösungsmittel (final 0,1 %) oder Inhibitor im 

Brutschrank vorinkubiert, um eine Aufnahme der Hemmstoffe vor Applikation der Zytostatika in die 
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Zellen zu gewährleisten. Hierfür wurden Lösungsmittel und Inhibitoren in zweifacher 

Endkonzentration (75 µl Medium + 0,15 µl Substanz pro Kavität) appliziert. Der einstündigen 

Vorinkubation folgte die Zytostatikagabe, ebenfalls in zweifacher Konzentration (75 µl 

Medium + 0,15 µl Zytostatikum pro Kavität), so dass nun sämtliche Testsubstanzen in einfacher 

Endkonzentration vorlagen. 

 

3.2 Funktionelle Untersuchungen 

3.2.1 Quantifizierung der Zellviabilität mit Resazurin  

Eine etablierte und sensitive Methode der Quantifizierung von Zytotoxizität respektive der Viabilität 

von Zellpopulationen stellt die Fluoreszenzspektroskopie in Verbindung mit dem Redox-Farbstoff 

Resazurin (7-Hydroxy-3H-phenoxazin-3-on-10-oxid) dar, welcher ursprünglich für den Nachweis 

mikrobieller Belastungen in der Milchwirtschaft Verwendung fand (188). Für die Untersuchung der 

Zellviabilität macht man sich die reduzierenden metabolischen Eigenschaften lebender Zellen 

zunutze. Das ungiftige, blaue, nicht-fluoreszierende Resazurin permeiert die Zellmembran und wird 

von verschiedenen Oxidoreduktasen (NADPH-Diaphorase, NADH-Dehydrogenase) proliferierender 

Zellen irreversibel zum rosafarbenen, hoch-fluoreszierenden Resorufin und in einem zweiten Schritt 

reversibel zum farblosen und nicht-fluoreszierenden Dihydroresorufin reduziert (siehe Abb. 7). Diese 

Reaktionen finden überwiegend in Mitochondrien, aber auch anderen Kompartimenten der Zelle wie 

Zytosol und Zellkern statt (189, 190). Das Fluoreszenz-Signal des Resorufins wird bei einer 

Exzitationswellenlänge von 530 nm und einer Emissionswellenlänge von 590 nm detektiert. Die 

ermittelten Signal-Werte erlauben nach Subtraktion der Hintergrund-Fluoreszenz von Resazurin-

haltigem Medium (ohne Zellen) Rückschlüsse auf die Viabilität der getesteten Zellpopulationen, da 

die Intensität der Fluoreszenz im Bereich von 500 ï 50000 Zellen proportional der Zellzahl ist (191). 

In dieser Arbeit wurden zur Quantifizierung der Zellviabilität Dreifachbestimmungen jeder 

Substanzkombination durchgeführt. Nach 48- oder 72-stündiger Inkubation mit den Substanzen 

wurde das Medium vorsichtig abgesaugt und durch 100 µl eines Resazurin/Medium-Gemisches im 

Verhältnis 1:10 ersetzt. Für die Messung der Hintergrund-Fluoreszenz wurden drei zellfreie Kavitäten 

mit je 100 µl Resazurin/Medium-Gemisch befüllt. Die Fluorimetrie wurde im Anschluss an eine 90-

minütige (LN-18) bzw. 150-minütige (U-87 MG) Inkubation bei 37 °C in dem Mikrotiterplatten-

Lesegerät Infinite® M200 (Tecan Group, Männedorf, Schweiz) ausgeführt. Die erhobenen Daten 

wurden mit der Software GraphPad Prism® (GraphPad Software, La Jolla, USA) ausgewertet und 

graphisch dargestellt. 
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Abb. 7: Reduktionschritte von Resazurin über Resorufin zu Dihydroresorufin. 

 

3.2.2 Quantifizierung der Zellvitalität mit Kristallviolett  

Der Triphenylmethan-Farbstoff Kristallviolett (Synonym: Gentianaviolett), dessen bekanntestes 

Einsatzgebiet die Gramfärbung zur Klassifizierung von Bakterien ist, wurde erstmals 1986 zur 

Bestimmung der Zellzahl eines Zellrasens genutzt (192). Das ursprüngliche Protokoll erfuhr einige 

Modifikationen, mit Hilfe des Farbstoffes lassen sich Zytotoxizität und Zellvitalität eines 

Zellmonolayers unter verschiedenen Bedingungen als Funktion der photometrisch ermittelten 

Absorption des von den Zellen aufgenommenen Farbstoffs darstellen (193). Zur Quantifizierung der 

Zellvitalität mit Kristallviolett wurde eine definierte Zahl von Zellen je Kavität (40000 LN-18-Zellen 

bzw. 60000 U-87 MG-Zellen) für 48 Stunden in 24-Kavitäten-Platten mit verschiedenen 

Substanzkombinationen inkubiert. Nach einem initialen Waschschritt mit PBS wurden die Zellen bei 

Raumtemperatur für 15 Minuten in Paraformaldehyd (4 %) fixiert. Das Paraformaldehyd wurde 

sodann verworfen, die fixierten Zellen wurden dreimal für 5 Minuten mit PBS gewaschen. Es folgte 

ein zehnminütiger Inkubationsschritt mit 250 µl der Kristallviolett-Färbelösung (1 Teil Kristall-

violettlösung und 3,6 Teile Ethanol). Überschüssiger (nicht in die Zellen aufgenommener) Farbstoff 

wurde durch gründliches Spülen der Kavitäten mit destilliertem Wasser entfernt. Der an den Zellen 

gebundene Farbstoff wurde nach Zugabe von 250 µl SDS (1 %) pro Kavität für 30 Minuten auf einem 

Inkubationsschüttler (900 rpm) wieder in Lösung gebracht. Die Absorption der so entstandenen 

Farbstofflösung wurde nach Überführen von 100 µl derselben in eine 96-Kavitäten-Mikrotiterplatte 

bei einer Wellenlänge von 560 nm in dem Mikrotiterplatten-Lesegerät Infinite® M200 (Tecan Group, 

Männedorf, Schweiz) gemessen. Für jede Substanzkombination wurden Dreifachbestimmungen 

durchgeführt, die Auswertung erfolgte mit der Software GraphPad Prism® (GraphPad Software, 

La Jolla, USA). 
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3.2.3 Zellmigrations-Analyti k 

3.2.3.1 Scratch-Assay (Wundheilungs-Assay, Wound Closure Assay) 

Der Scratch-Assay (zu Deutsch: ĂKratz-Probeñ) stellt eine einfach durchzuf¿hrende Mºglichkeit dar, 

zelluläre Migrationsvorgänge zu beobachten und zu quantifizieren (194). 

Einem konfluenten Zellrasen wird durch definiertes Kratzen mit einer Pipettenspitze eine Wunde 

gesetzt, weshalb dieses Testverfahren auch Wound Closure Assay, ĂWundheilungs-Assayñ, genannt 

wird. Die Zellen reagieren auf die exponierte, zellfreie Zone, indem sie durch Migration einen 

ĂWundverschlussñ herbeif¿hren. Das MigrationsausmaÇ wird mittels einer an ein Phasenkontrast-

mikroskop (Axio Observer Z.1, Zeiss, Göttingen) angeschlossenen Kamera fotografisch 

dokumentiert. Durch computergestützte Auszählung der in den Spalt gewanderten Zellen und 

Vermessung der Wundbreite kann die Migrationsrate der Zellen unter Einfluss verschiedener 

Substanzen geprüft werden (195, 196). 

Für die Migrations-Untersuchungen an den Gliomzellen wurden auf einer 24-Kavitäten-Platte je 

80000 Zellen/Kavität (LN-18) bzw. 100000 Zellen/Kavität (U-87 MG) in serumhaltigem 

Kulturmedium ausgesät und für 48 h im Brutschrank inkubiert. Um möglichst gleichmäßige 

Voraussetzungen für die Zellen in den einzelnen Kavitäten zu schaffen, wurde der Zellzyklus der 

Zellen synchronisiert. Dies geschah zum einen durch Erreichen einer Konfluenz des Zellrasens in 

sämtlichen Kavitäten und zum anderen durch Serumentzug. Bei Erreichen einer Dichte des Zellrasens 

von etwa 80 % wurde dafür zunächst das Kulturmedium abgesaugt. Nach zweimaligem Waschen der 

Zellen mit je 0,8 ml 37 °C warmem DPBS schloss sich die Zugabe von serumdepriviertem 

Kulturmedium (vgl. Tabelle 3) und die erneute Inkubation im Brutschrank über 18 h an. Hierdurch 

konnte eine über 80-prozentige Synchronisierung der Zellen in der G0- bzw. G1-Phase des Zellzyklus 

erreicht werden (197-199). 

 

Tabelle 3: Zusammensetzung der serumdeprivierten Kulturmedien 

Komponente  Menge Endkonzentration 

MEM/DMEM 20 ml 99,5 % 

FCS 0,1 ml 0,5 % 

L-Alanyl-L-Glutamin (200 mM) 0,2 ml 2 mM 

NEAA (10 mM) 0,2 ml 0,1 mM 
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Für den Scratch-Assay wurde das serumdeprivierte Medium abgesaugt und in jeder Kavität ein 

zentraler Spalt (ĂWundeñ) mit einer 200-µl-Pipettenspitze in dem konfluenten Zellrasen gezogen. Zur 

Entfernung abgelöster Zellen und Zelldebris wurden die Zellen zweimal mit 0,8 ml 37 °C warmem 

DPBS gewaschen.  

Anschließend wurden 0,8 ml serumhaltigen Mediums mit den zu prüfenden Substanzen im Verhältnis 

von 1:1000 (800 µl Medium + 0,8 µl Zytostatikum + 0,8 µl Lösungsmittel oder Inhibitor pro 

Kavität) appliziert und die Zellen bei Standardbedingungen inkubiert. Zu den Zeitpunkten 0, 2, 4, 6, 

8 und 10 Stunden wurden an definierten Bereichen, welche durch die Palm Robo-Software (P.A.L.M. 

Microlaser Technologies GmbH, Bernried) exakt angesteuert werden konnten, digitale Foto-

aufnahmen des Spalts unter einem Phasenkontrastmikroskop (Modus Ph2, 8,5 Volt 

Halogendurchleuchtung, Objektiv mit 5x-Vergrößerung) angefertigt. Die Analyse der Fotos erfolgte 

mithilfe der Programme CellProfiler (Broad Institute, Cambridge, USA) (200) und GraphPad Prism 

(GraphPad Software, La Jolla, USA). 

 

3.2.3.2 xCelligenceTM -System 

Das xCelligenceTM-System erlaubt eine kontinuierliche Aufzeichnung und Echtzeit-Analyse 

zellulärer Migration adhärierender Zellen auf Basis elektrischer Impedanzmessung. Zur 

Migrationsmessung dienen spezielle Zellkulturplatten, welche in eine Unter- und eine Oberkammer 

unterteilt sind (CIM-Plate 16) und jeweils 16 Kavitäten besitzen. Die untere Kammer stellt ein 

Reservoir für Medium und einen die Chemotaxis auslösenden Chemoattraktanten dar. Der Boden der 

oberen Kammer weist eine PET-Membran mit Mikroporen auf. In die Unterseite dieser Membranen 

sind Gold-Mikroelektroden eingearbeitet, welche in kurzen Intervallen die elektrische Impedanz bei 

angelegter Spannung messen können. Den Elektroden aufliegende Zellen erhöhen die gemessene 

elektrische Impedanz. Je mehr Zellen, dem Lockstoff folgend, die Membran durchwandern und an 

den Elektroden adhärieren, desto größer wird die Impedanz. Diese Veränderung der elektrischen 

Impedanz kann als Cell Index (CI) ausgedrückt werden. Hierbei handelt es sich um einen willkürlich 

gewählten Index, welcher definiert ist als  

 

ὅὍ  
  

, 

 

wobei RB der Hintergrund-Impedanz des zelllosen Mediums und Rn dem Ergebnis der Messungen zu 

den jeweiligen Zeitpunkten (t) mit zellhaltigem Medium entspricht. Der CI wird dann als Funktion 

der Zeit dargestellt (201, 202). 
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In Vorbereitung des Versuchs wurden die Zellen für 24 Stunden in serumdepriviertem Kulturmedium 

(vgl. Tabelle 3) inkubiert und danach einmal mit 37 °C warmem DPBS gewaschen sowie mit Trypsin 

vom Boden der Zellkulturflaschen gelöst und ï wie unter 3.1.2 erläutert ï gezählt. In dem in dieser 

Arbeit angewandten Versuchsaufbau diente serumreiches Kulturmedium mit einem FCS-Gehalt von 

10 % als Chemoattraktant für die Zellen. Von diesem wurden daher jeweils 160 µl in die Kavitäten 

der unteren Kammer gefüllt. 50 µl serumdeprivierten Mediums wurden für eine Messung der 

Hintergrund-Impedanz in die Kavitäten der oberen Kammer vorgelegt. Nach erfolgter Hintergrund-

Messung wurden jeder Kavität der oberen Kammer 60000 LN-18- bzw. 80000 U-87 MG-Zellen in 

100 µl serumdepriviertem Medium mitsamt den Prüfsubstanzen in einem Verhältnis von 1:1000 

hinzugefügt. Unter Standardbedingungen im Brutschrank erfolgte die Impedanz-Messung alle 5 min 

für 10 h im Real-time Cell Analyzer DP (Roche Diagnostics, Mannheim). Die erhobenen Daten 

wurden mit der RTCA Software analysiert und grafisch dargestellt. 

 

3.3 Molekularbiologische Methoden 

3.3.1 RNA-Isolation 

Die Boten-RNA (messenger RNA, mRNA) ist das RNA-Transkript eines proteinkodierenden 

Teilabschnitts der DNA. Sie liegt in eukaryotischen Zellen nur in geringer Konzentration vor, daher 

wird die Gesamt-RNA aus den Zellen isoliert, wobei lediglich die mRNA die Geninformation eines 

Proteins enthält (203). Für die Isolation der Gesamt-RNA wurden die mit einem Zellschaber 

geernteten Zellen in ein 1,5 ml fassendes, steriles Eppendorfgefäß überführt und bei 1500 rpm für 

5 min abzentrifugiert. Nach Entfernung des Kulturmediums erfolgte die RNA-Isolation im single-

step-Verfahren (204-206). Die Zellpellets wurden je nach Pelletgröße in 250-500 µl peqGOLD 

RNAPureTM-Lösung (Peqlab, Erlangen) resuspendiert und zur Lyse der Zellen für 5 min bei Raum-

temperatur inkubiert. Die Lösung enthält sowohl das chaotrope Guanidinthiocyanat, welches die 

Aktivität von RNAse inhibiert und Nukleo-Protein-Komplexe denaturiert, als auch Phenol, das 

Proteine und kleine DNA-Fragmente entfernt. Nach Zugabe von 50 µl Chloroform wurden die Proben 

für 15 Sekunden kräftig geschüttelt und für weitere 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Eine 

fünfminütige Zentrifugation der Proben bei 4 °C und 12000 rpm führte zur Auftrennung des 

Gemisches in drei Phasen. Die untere, gelbe Phenol-Chloroform-Phase enthielt gelöste Proteine 

sowie DNA, in der wässrigen Oberphase war die RNA angereichert, dazwischen lag eine farblose 

Interphase unlöslicher Zelltrümmer. Der wässrige Überstand wurde in ein frisches, steriles 

Eppendorfgefäß überführt und zur Präzipitation der gelösten Ribonukleinsäuren mit 125 µl 

Isopropanol versetzt. Einer erneuten Inkubation für 10 min bei Raumtemperatur folgte ein 

zehnminütiger Zentrifugationsschritt bei 4 °C und 12000 rpm.  
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Nach Entfernung des Isopropanol-Überstandes war ein RNA-Pellet am Boden des Eppendorfgefäßes 

sichtbar, welches zweimal mit 350 µl 75 %igem Ethanol gewaschen und dann unter der Sterilbank 

getrocknet wurde. Sobald das Pellet glasig erschien, konnte es in 40 µl RNase-freiem Wasser 

aufgenommen werden. Nach dreißigminütiger Inkubation auf Eis und sequenziellem Vortexen zum 

Lösen der RNA wurde die RNA-Konzentration bestimmt. Bis zur Verwendung bzw. zur langfristigen 

Aufbewahrung wurde die RNA bei -80 °C gelagert. 

 

3.3.2 RNA-Konzentrationsbestimmung 

Zur Bestimmung der RNA-Konzentration wurde das Spektrophotometer NanoDropÊ ND-1000 

(Thermo Scientific, Wilmington, USA) verwendet. Der Vorteil dieses Spektrophotometers gegenüber 

anderen photometrischen Verfahren besteht in der küvettenfreien Analyse der Proben. Hierdurch ist 

eine Untersuchung auch sehr geringer Probenvolumina möglich. 1 µl des Untersuchungsmaterials 

wurde auf das Ende eines Glasfaser-Optikkabels aufgebracht. Das Untersuchungsmaterial wurde 

dabei allein durch seine Oberflächenspannung in der korrekten Position gehalten. Ein zweites 

Glasfaser-Optikkabel wurde von oben auf die Probe abgesenkt und überbrückte nun den Spalt 

zwischen beiden Lichtwellenleitern. Die Extinktion eines Xenon-Lichtblitzes bei einer Wellenlänge 

von 260 nm, dem Absorptionsmaximum (Amax) von Nukleinsäuren, wurde mittels eines linearen 

CCD-Sensors nach seiner Passage durch die Probe gemessen. Die Konzentration der Nukleinsäuren 

wurde mithilfe des Beer-Lambert-Gesetzes von der geräteeigenen Software errechnet und in ng/µl 

angegeben. Daneben ermöglicht diese Methode durch Darstellung eines Messbereichs von 220-

350 nm Wellenlänge qualitative Aussagen bezüglich der Reinheit der Nukleinsäuren. 

Kontaminationen mit Aminosäuren (Amax bei 280 nm) werden durch das Absorptionsverhältnis 

260 nm/280 nm, Kontaminationen mit Kohlenhydraten und Lösungsmitteln wie Phenol (Amax bei 

230 nm) durch das Absorptionsverhältnis 260 nm/230 nm ausgedrückt. Von einer reinen Probe kann 

ausgegangen werden, wenn A230:260:280 etwa 1:2:1 entspricht (207, 208). 

 

3.3.3 Reverse Transkription  

Da mRNA keinerlei Introns oder andere nicht-proteinkodierende Abschnitte enthält, eignet sie sich 

hervorragend zur Gen-Expressions-Analytik. Diese wird mithilfe der in Kapitel 3.3.4 beschriebenen 

quantitativen Real-time (Echtzeit) PCR durchgeführt. Allerdings kann die dazu erforderliche 

DNA-Polymerase (m)RNA nicht als Matrize erkennen. Dieser Umstand macht es notwendig, die 

isolierte mRNA in komplementäre DNA (cDNA) umzuschreiben. Da dieser Vorgang den natürlichen 

Weg der Transkription eukaryoter Zellen umkehrt, wird er als Reverse Transkription und die dazu 

verwendete RNA-abhängige DNA-Polymerase als Reverse Transkriptase bezeichnet (209, 210). Die 
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für diese Reaktion benötigten Komponenten des in dieser Arbeit verwendeten TaqmanÊ Reverse 

Transcription Kit (Applied BiosystemsTM, Darmstadt) sind in der Tabelle 4 aufgeführt. Die einzelnen 

Reaktionsschritte laufen gemäß dem in Tabelle 5 angegebenen Temperaturprofil ab. Die Hexamer-

primer (random hexamers) des Reaktionsansatzes lagern sich im ersten Reaktionsschritt bei einer 

Temperatur von 25 °C unspezifisch an die RNA an (Annealing). Die Unspezifität dieses 

Reaktionsschrittes ist der Grund dafür, dass im Endprodukt der cDNA-Synthese nicht nur die 

mRNA-, sondern sämtliche RNA-Abschnitte in der cDNA vertreten sind. Im zweiten Schritt, der 

eigentlichen Reversen Transkription, synthetisiert die durch Anhebung der Temperatur auf 48 °C 

aktivierte Reverse Transkriptase zunächst einen zur RNA komplementären DNA-Strang. 

Anschließend entfernt die RNase H-Aktivität des Enzyms den RNA-Strang, woraufhin die 

einzelsträngige DNA zum Doppelstrang ergänzt wird. Abschließend wird die Reverse Transkriptase 

bei einer Temperatur von 95 °C inaktiviert und die Reaktion beendet. Die erhaltene cDNA wird mit 

Aqua ad iniectabilia auf 50 µl Gesamtvolumen aufgefüllt, um eine cDNA-Endkonzentration von 

10 ng/µl zu erreichen. Die cDNA wird bis zu ihrer Verwendung bei -20 °C gelagert. 

 

Tabelle 4: Komponenten des Reaktionsansatzes für die Reverse Transkription 

Komponente  Menge Endkonzentration 

10x TaqMan RT-Puffer 2,0 µl 1x 

25 mM MgCl2 4,5 µl 5,5 mM 

10 mM dNTP-Mix  4,0 µl 2 mM 

50 µM Random Hexamere 1,0 µl 2,5 µM 

20 U/µl RNase-Inhibitor 0,4 µl 0,4 U/µl 

50 U/µl Reverse Transkriptase 0,5 µl 1,25 U/µl 

RNA (500 ng/µl) variabel 

Aqua ad iniectabilia ad 20 µl 

 

Tabelle 5: Temperaturprofil der Reversen Transkription 

Reaktionsschritt  Temperatur in °C Zeit in min 

Primer-Anlagerung 25 10 

Reverse Transkription 48 30 

Inaktivierung der Reversen Transkriptase 95 10 

 



Methoden 

36 

Die cDNA der Hirngewebe sowie der Glioblastomgewebeproben wurde freundlicherweise von Frau 

Dr. rer. nat. Susann Herzog und Frau Dr. rer. nat. Sandra Bien-Möller (Institut für Allgemeine 

Pharmakologie/Klinik für Neurochirurgie, Universitätsmedizin Greifswald) zur Verfügung gestellt. 

 

3.3.4 Quantitative Real-time Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) 

Die quantitative Bestimmung spezifischer mRNA-Sequenzen ist im Rahmen der konventionellen 

(Endpunkt-)PCR aufwendig und problembehaftet, da diese immer Post-PCR-Prozessierungen 

voraussetzt (211). Diesem Umstand schafft die quantitative Real-time Polymerase Kettenreaktion 

nach dem TaqMan®-Prinzip Abhilfe, ein Verfahren zur Quantifizierung von Nukleinsäuren, welches 

auf der konventionellen PCR basiert, im Unterschied zu dieser jedoch die Fähigkeit besitzt, simultan 

zur Nukleinsäure-Synthese sequenzspezifische PCR-Produkte mittels Fluoreszenzmessung während 

der exponentiellen Phase der PCR zu detektieren. Grundlage dieser Methode ist der Fluoreszenz-

Resonanzenergietransfer (FRET). Hierfür enthält der Reaktionsansatz neben den für eine 

Amplif ikation spezifischer Gensequenzen nötigen Forward- und Reverse-Primern eine 

sequenzspezifische, fluorogene Sonde, welche - flankiert von beiden Primern - an die cDNA bindet. 

Die Sonde besteht aus einem Oligonukleotid, welches an seinen 5ó- und 3ó-Enden je ein Fluorochrom 

trªgt. Das Fluorochrom des 5ó-Endes, FAM (6-Carboxy-Fluorescein) bzw. VIC, wird als Reporter, 

das Fluorochrom des 3ó-Endes, TAMRA (6-Carboxytetramethyl-Rhodamin), als Quencher 

bezeichnet. Da das Emissionsspektrum des Reporters dem Absorptionsspektrum des Quenchers 

entspricht, führt eine Anregung des Reporterfarbstoffs unter der Voraussetzung, dass sich beide 

Fluorochrome in einer räumlichen Nähe zueinander befinden, zu einem Transfer der Energie von 

Reporterfarbstoff zu Quencherfarbstoff (FRET). Die Emission des Reporters wird somit bei intakter 

Sonde unterdrückt, lediglich die Emission des Quenchers (TAMRA bei 585 nm) ist zu messen. 

Teilweise finden neben fluorogenen Quenchern auch sog. nicht-fluoreszierende Quencher (NFQ) 

Einsatz. Sobald die Sonde jedoch an einen Matrizenstrang hybridisiert, aktiviert sie während der 

Extensionsphase die 5ó-3ó-Exonuklease-Aktivität der Taq-DNA-Polymerase, wodurch die Sonde 

geschnitten wird. Dieser Vorgang unterbricht die räumliche Nähe von Reporter und Quencher und 

erlaubt die Detektion der Fluoreszenz des Reporters (FAM bei 530 nm; VIC bei 575 nm), da kein 

FRET mehr stattfindet (Abb. 8). Das entstehende Emissionssignal ist hochsequenzspezifisch, da nicht 

oder nur teilweise hybridisierte Sonden die 5ó-3ó-Exonuklease-Aktivität nicht zu aktivieren vermögen 

(212). Das nach jedem PCR-Zyklus gemessene Fluoreszenz-Signal wird in einem sog. 

Amplifikations-Plot gegen die PCR-Zyklenzahl aufgetragen. In dem Amplifikations-Plot zeigt sich 

ein typischer, dreiphasiger Reaktionsverlauf, wobei die Reporterfluoreszenz in der ersten Phase 

aufgrund einer zu geringen DNA-Ausgangskonzentration innerhalb der Hintergrund-Fluoreszenz 
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nicht detektierbar ist, während in der dritten Phase die Menge an PCR-Produkt so groß geworden ist, 

dass diese die PCR hemmen kann. Daher eignet sich für eine exakte Quantifizierung der cDNA-

Sequenzen ausschließlich die exponentielle zweite Phase des Amplifikations-Plots. Der Übergang 

der ersten in die zweite Phase, also derjenige PCR-Zyklus, bei dem das detektierte Fluoreszenz-Signal 

signifikant (etwa zehnfach) über der Hintergrund-Fluoreszenz liegt, wird ĂCycle of Thresholdñ (CT-

Wert, ĂSchwellenwertñ) genannt. Auf Basis des CT-Wertes können quantitative Aussagen über die in 

der PCR eingesetzte cDNA-Menge gemacht werden. Je höher die Ausgangskonzentration einer zu 

amplifizierenden cDNA-Sequenz ist, desto rascher übersteigt die Reporterfluoreszenz die 

Hintergrundfluoreszenz und umso kleiner ist der zur jeweiligen Probe gehörende CT-Wert.  

 

 

Abb. 8: Schematische Darstellung der quantitativen Real-time Polymerase-Kettenreaktion nach dem TaqMan®-Prinzip. 

 

Das Protokoll der quantitativen TaqMan®-Real-time PCR entspricht grundlegend demjenigen einer 

konventionellen PCR. Zur Quantifizierung der Zielgene EDN1, EDNRA und EDNRB wurden 

sequenzspezifische Primer-/Sonden-Gemische von Applied BiosystemsTM (Darmstadt) eingesetzt. 

Forward- und Reverse-Primer sowie die FAM-markierte Sonde des Zielgens Cathepsin B wurden 

freundlicherweise von Frau Dr. rer. nat. Sandra Bien-Möller (Institut für Allgemeine Pharmakologie/ 

Klinik für Neurochirurgie, Universitätsmedizin Greifswald) zur Verfügung gestellt (synthetisiert auf 

Anfrage von Applied BiosystemsTM, Darmstadt). Die Zusammensetzungen des für die PCR 
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verwendeten Mastermixes (Curry Master Mix) sowie des Submastermixes können den Tabellen 6 

und 7 entnommen werden. Die Komponenten des Primer-/Sonden-Gemisches für das Cathepsin B-

Zielgen sind in Tabelle 8 aufgeführt. 

Für jede PCR-Reaktion wurden 19,7 µl des Submastermixes mit 2,2 µl cDNA in einem 

Eppendorfgefäß gemischt. Je 10 µl dieses Reaktionsgemisches wurden als Doppelbestimmungen in 

eine 96-Kavitäten-Platte pipettiert. Zusätzlich zu den cDNA-haltigen Reaktionsansätzen wurden noch 

zwei sog. no template controls (NTC), welche anstelle der cDNA Aqua ad iniectabilia und den 

Submastermix enthielten, als Kontrolle mitgeführt. Mit dieser ließen sich potentielle 

Verunreinigungen der Reaktionskomponenten durch DNA aufdecken.  

Im Falle einer Amplifikation von DNA in den NTC muss eine Verunreinigung des Reaktionsansatzes 

angenommen und das Ergebnis der PCR verworfen werden. 

 

Tabelle 6: Zusammensetzung des Curry Master Mixes 

Komponente  Menge Endkonzentration 

Glycerol 92 µl 8 % 

10 mM dNTP-Mix  46 µl 0,4 mM 

2 M KCl 57,5 µl 100 mM 

25 mM MgCl2 276 µl 6 mM 

1 M Tris-HCl (pH = 8,4) 46 µl 40 mM 

1 mM ROX (Referenzfarbstoff) 23 µl 0,02 mM 

Aqua ad iniectabilia 595 µl 

 

Tabelle 7: Zusammensetzung des Submastermixes 

Komponente  Menge Endkonzentration 

Curry Master Mix  1150 µl 55 % 

Primer-/Sondenmix (10x) 115 µl 1x 

5 U/µl Taq-Polymerase 8 µl 0,02 U/µl 

Aqua ad iniectabilia 805 µl  

 

Um eine quantitative Expressionsanalyse durchführen zu können, wird neben den zu analysierenden 

Gensequenzen zusätzlich die Expression sog. Housekeeping Gene (Haushaltsgene), also Gene, die 

für den Grundstoffwechsel der Zelle notwendig sind und daher konstitutiv bzw. nicht-reguliert von 

jedem Zelltyp exprimiert werden, mitbestimmt. In dieser Arbeit wurde zur Normalisierung der 

Expressionsniveaus der Zielgene 18S rRNA verwendet. 
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Tabelle 8: Zusammensetzung des Cathepsin B-Primer-/Sonden-Gemisches 

Komponente  Menge Endkonzentration 

Forward-Primer (4 µM) 17,25 µl 300 nM 

Reverse-Primer (4 µM) 17,25 µl 300 nM 

Sonde (1,5 µM) 23 µl 150 nM 

Aqua ad iniectabilia 172,5 µl  

 

Die PCR sowie die Fluoreszenz-Detektion fanden simultan im 7900HT Fast Real-time PCR System 

(Applied BiosystemsTM, Darmstadt) statt. Sämtliche Gensequenzen wurden mit demselben 

Temperaturprofil amplifiziert und analysiert. Die Messung erfolgte über 40 PCR-Zyklen 

(Reaktionsschritte 3 und 4, vgl. Tabelle 9). 

 

Tabelle 9: Temperaturprofil der quantitativen Real-time PCR nach dem TaqMan®-Prinzip 

Reaktionsschritt  Temperatur in °C Zeit in min 

1. Einmalige Vorinkubation 50 2 

2. Initiale Aktivierung der Taq-Polymerase 95 10 

3. Denaturierung der cDNA 95 0,25 

4. Primer-Annealing/Extension 60 1 

 

Unter der Annahme, dass die Reaktions-Effizienz bei einer Amplikonlänge von <150 bp und 

optimierten Primer- und Mg2+-Konzentrationen bei (annähernd) 100 % liegt, kann die relative 

Expressionsveränderung der Zielgene nach der ς -Methode ausgedrückt werden: 

 

ὙὩὰὥὸὭὺὩ ὉὼὴὶὩίίὭέὲίὺὩὶßὲὨὩὶόὲὫ  ς  

 

Der -ȹȹCT-Wert entspricht der Gleichung 

 

ɝɝ#  ɝ#ȟ Ȥ ɝ#ȟ , 

 

wobei ȹCT,X die Differenz der CT-Werte von Zielgen und Referenzgen einer Probe ist und ȹCT,K den 

Mittelwert der Differenz der CT-Werte von Zielgen und Referenzgen der Kontrollen aller Proben 

darstellt (213). Die statistische Auswertung sowie grafische Darstellung erfolgten mit der Software 

GraphPad Prism® (GraphPad Software, USA), die Signifikanz-Analyse wurde mit dem Student-t-

Test durchgeführt. 
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3.4 Proteinbiochemische Methoden 

3.4.1 Gewinnung des Gesamtproteins 

Zur Gewinnung des Gesamtproteins aus den Zellkulturen mussten diese aufgeschlossen werden. 

Zunächst wurden die Zellen in ihren Kulturflaschen mit 7 ml PBS gewaschen, um Mediumreste zu 

entfernen. Anschließend wurden die Zellen mit 3 ml PBS überschichtet, mit einem Zellschaber von 

dem Gefäßboden gelöst und in einem 15 ml Zentrifugenröhrchen für 5 min bei 4000 rpm 

zentrifugiert. Nach der Zentrifugation überstehende Flüssigkeit wurde entfernt, das am Boden 

gebildete Zellpellet je nach Pelletgröße in 150-250 µl Lysepuffer (vgl. Tabelle 10) resuspendiert und 

in ein 1,5 ml fassendes Eppendorfgefäß überführt. Der eigentliche Aufschluss der Zellen wurde durch 

fünfmaliges Schockgefrieren in flüssigem Stickstoff und anschließendes Auftauen im Wasserbad bei 

37 °C erreicht. Durch eine Zentrifugation für 5 min bei 12000 rpm wurden Proteinlysat und 

Zelltrümmer voneinander getrennt. Der das Protein enthaltende Überstand wurde in ein steriles 

1,5 ml-Eppendorfgefäß überführt und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C aufbewahrt. 

Zur Herstellung von Membranfraktionen wurden die Zellpellets nach fünfmaligem Schockgefrieren 

bei einer Temperatur von 4 C und 50000 rpm für 30 Minuten zentrifugiert und danach in 100-150 µl 

Lysepuffer aufgenommen. 

 

Tabelle 10: Zusammensetzung des Lysepuffers (pH = 7,4) 

Komponente  Menge Endkonzentration 

5 mM Tris-HCl 1 ml  

0,1 M PMSF 1 µl 0,1 mM 

1 M Aprotinin 1 µl 1 mM 

1 M Leupeptin 1 µl 1 mM 

 

3.4.2 Bestimmung der Proteinkonzentration 

Die Bestimmung des Proteingehaltes erfolgte für sämtliche Proteinlysate mit dem Bicinchoninsäure-

Test (BCA-Test). In alkalischem Milieu bilden Cu2+-Ionen mit Protein einen blauen Farbkomplex, 

dieser Vorgang wird als Biuret-Reaktion bezeichnet. Dabei werden die Cu2+-Ionen zu Cu+-Ionen 

reduziert, welche mit Bicinchoninsäure einen stabilen, violetten Farbkomplex erzeugen. Dieser kann 

photometrisch mit einem Absorptionsmaximum von 562 nm gemessen werden (214).  

Für die Konzentrationsbestimmung wurden Aliquots der Proteinlysate im Verhältnis 1:10 mit Aqua 

ad iniectabilia verdünnt. Weiterhin wurde eine Verdünnungsreihe aus Rinderserumalbumin-Lösung 

(BSA, 1 mg/ml) mit Proteinkonzentrationen von 0, 10, 20, 30, 40 und 50 µg/ml hergestellt. Diese 
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diente als Eichkurve zur Berechnung der Proteinkonzentration der jeweiligen Probe. Sowohl von den 

verdünnten Proben als auch von der BSA-Verdünnungsreihe wurden je 10 µl in Doppel-

bestimmungen auf einer Mikrotiterplatte aufgetragen. Jede Probe wurde mit 200 µl eines frisch 

angesetzten Färbereagenz versetzt, welches zu 50 Teilen 1%ige BCA-Lösung und zu einem Teil 

4%iges Cu2SO4 enthielt. Die Mikrotiterplatte wurde für 45 min bei 37 °C inkubiert. Anschließend 

wurde in einem Mikrotiterplatten-Lesegerät (Infinite® M200, Tecan Group, Schweiz) die Extinktion 

der Proben bei einer Wellenlänge von 562 nm gemessen. Da die Proteinkonzentration der 

Proteinlysate proportional der Anzahl gebildeter Cu+-Ionen in den Proben ist, konnte die 

Proteinkonzentration mittels linearer Regression anhand der erstellten Eichkurve ermittelt werden. 

Die Regressionsanalyse wurde mit der Software Excel 2007 (Microsoft Corporation, USA) 

durchgeführt. 

 

3.4.3 Western Blot-Analyse 

Die Western Blot-Analyse ermöglicht es, Proteine nach ihrer molekularen Masse aufzutrennen, auf 

eine adsorbierende Membran zu übertragen und anschließend Zielproteine spezifisch mittels Antigen-

Antikörper-Reaktionen nachzuweisen. 

 

3.4.3.1 Probenvorbereitung  

Pro Zelllinie wurden je 50 µg des Gesamtproteins für die SDS-Gelelektrophorese eingesetzt, das 

Volumen der Proben wurde hierfür mit Aqua dest. auf 30 µl eingestellt. Anschließend wurde vierfach 

konzentrierter Laemmli-Puffer (siehe Tabelle 11) im Verhältnis 1:4 hinzugefügt, was zu einer 

Reduktion, Konformations- und Ladungsänderung der Proteine führt (siehe 3.4.3.2).  

Das ebenfalls enthaltene Bromphenolblau markiert die Lauffront während der Elektrophorese. 

Zusätzlich wurden sämtliche Gemische für 5 min bei 95 °C hitzedenaturiert (215). 

 

Tabelle 11: Zusammensetzung des 4x-Laemmli-Puffers 

Komponente  Menge Endkonzentration 

2 M Tris-HCl (pH 6,8) 3,125 ml 0,25 M 

SDS 1 g 8 % 

Glycerol 5 ml 40 % 

Bromphenolblau 5 mg 0,05 % 

ɓ-Mercaptoethanol 250 µl 2 % 

Aqua dest. ad 12,5 ml   
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3.4.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Die Auftrennung des Proteingemisches nach dem Molekulargewicht der Proteine im elektrischen 

Feld, die Elektrophorese, stellt den ersten Schritt der Western Blot-Analyse dar. Als Matrix diente 

ein denaturierendes, vertikales, diskontinuierliches Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gel. Das in 

dem Gel enthaltene Natriumdodecylsulfat (SDS) ist ein anionisches Detergens, welches mit Proteinen 

in einem konstanten Verhältnis (1,4 g SDS/1 g Protein) anionische SDS-Protein-Komplexe bildet. 

SDS ist, insbesondere nach vorheriger Reduktion der Proteine durch das Thiol ɓ-Mercaptoethanol, in 

der Lage, Proteine zu denaturieren, mit der Folge, dass durch Spaltung von Schwefel- und 

Wasserstoffbrückenbindungen Protein-Komplexe dissoziieren und die Proteine ihre Tertiär- und 

Sekundärstrukturen verlieren. Zusätzlich überdeckt SDS die Eigenladungen von Proteinen, wodurch 

diese eine konstante negative Ladungsverteilung erlangen. Zusammen führen beide Eigenschaften 

dazu, dass sich die Proteine entfalten und während ihrer elektrophoretischen Wanderung in Richtung 

der Anode ausschließlich entsprechend ihrer Molekülmasse aufgetrennt werden. Das Laemmli-SDS-

System nutzt ein diskontinuierliches Gel, d. h. die Proteine werden zunächst in einem Sammelgel 

(pH = 6,8) zwischen Chloridionen hoher Mobilität (Leitionen) und Glycinionen niedriger Mobilität 

(Folgeionen) aufkonzentriert, bevor sie im Trenngel (pH = 8,8) elektrophoretisch aufgetrennt werden 

(215-217). Da in dieser Arbeit Proteine mit relativ geringer Masse (20-60 kDa) Ziel der 

Untersuchungen waren, wurde ein Trenngel mit einem Acrylamid-Anteil von 12,5 % gewählt (siehe 

Tabellen 12 und 13). 

 

Tabelle 12: Zusammensetzung des Sammelgels 

Komponente  Menge Endkonzentration 

30 % Acrylamid 650 µl 4 % 

10 % SDS 50 µl 0,01 % 

10 % APS 50 µl 0,01 % 

TEMED 5 µl  

Sammelgelpuffer (0,5 M Tris-HCl, pH 6,8) 1,23 ml  

Aqua dest. 3 ml 

 

Zur Erstellung der Gelmatrix wurde das Trenngel zwischen zwei Glasplatten gegossen, bis diese zu 

¾ ausgefüllt waren. Für den Zeitraum der Polymerisation wurde das Trenngel mit Isopropanol 

überschichtet, um eine beschleunigte Polymerisation unter Luftabschluss sowie eine glatte 

Grenzfläche zum Sammelgel zu gewährleisten. 

 



Methoden 

43 

Tabelle 13: Zusammensetzung des Trenngels (12,5 %) 

Komponente  Menge Endkonzentration 

30 % Acrylamid 3,1 ml 12,5 % 

10 % SDS 75 µl 0,01 % 

10 % APS 75 µl 0,01 % 

TEMED 7,5 µl  

Trenngelpuffer (1,5 M Tris-HCl, pH 8,8) 1,9 ml  

Aqua dest. 2,4 ml  

 

Sobald das Trenngel nach 45 min bei Raumtemperatur auspolymerisiert war, wurde das Isopropanol 

wieder entfernt und das Sammelgel über das Trenngel geschichtet. In das noch flüssige Sammelgel 

wurde ein Kamm platziert, welcher die späteren Probentaschen formte. Die Polymerisation des 

Sammelgels war ebenfalls nach 45 min bei Raumtemperatur abgeschlossen. Die Glasplatten wurden 

anschließend in die Elektrophorese-Kammer (Minigel Twin, Biometra, Göttingen) eingespannt und 

die Kämme entfernt. Dem Befüllen der Kammer mit 1x Tank-Puffer (vgl. Tabelle 14, verdünnt aus 

10x Tank-Puffer 1:10 mit Aqua dest.) folgte das Auftragen der Proben sowie eines Größenstandards 

(Protein Marker VI, AppliChem, Darmstadt) mit einer Mikroliterspritze (GASTIGHT®, Hamilton, 

Schweiz).  

Die Proteine wurden im Sammelgel bei einer Spannung von 70 V aufkonzentriert. Zur folgenden 

elektrophoretischen Auftrennung der Proteine im Trenngel wurde für ca. 2 Stunden eine Spannung 

von 120 V angelegt. 

 

Tabelle 14: Zusammensetzung des Tank-Puffers (10x) 

Komponente  Menge Endkonzentration 

Tris-Base 60 g 0,25 M 

Glycin 288 g 1,9 M 

SDS 20 g 1 % 

Aqua dest. ad 2000 ml 

 

3.4.3.3 Transfer der Proteine 

Die mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden in einer weiteren Elektrophorese, dem 

Western Blot, auf eine hydrophobe, adsorbierende Nitrocellulose-Membran transferiert. Hierfür 

wurde das elektrische Feld senkrecht zum Gel ausgerichtet. Die Nitrocellulose-Membran 

(WhatmanÊ Protran® Membrane, Whatman GmbH, Dassel) sowie sechs WhatmanTM-Filterpapiere 
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(Whatman GmbH, Dassel) wurden auf eine Größe von 9 x 7 cm zugeschnitten und in 

1x Transfer-Puffer (vgl. Tabellen 15 und 16) äquilibriert. Das in der SDS-PAGE entstandene Gel mit 

den nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennten Proteinen wurde mit 1x Transfer-Puffer gewaschen. 

Das in dem 1x Transfer-Puffer enthaltene Methanol aktiviert die Proteinbindungsstellen der 

Nitrocellulose-Membran.  

 

Tabelle 15: Zusammensetzung des Transfer-Puffers (10x) 

Komponente  Menge Endkonzentration 

Tris-Base 116 g 0,48 M 

Glycin 59 g 0,8 M 

SDS 7 g 0,5 % 

Aqua dest. ad 1600 ml  

 

Tabelle 16: Zusammensetzung des Transfer-Puffers (1x) 

Komponente  Menge Endkonzentration 

Transfer-Puffer (10x) 100 ml 1x 

Methanol 200 ml 20 % 

Aqua dest. ad 1000 ml  

 

Die Filterpapiere und Membran wurden, wie in Abb. 9 dargestellt, angeordnet und in der Blotting-

Apparatur (Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell, Bio-Rad, München) eingespannt. Der Transfer 

der Proteine auf die Membran wurde bei einer konstanten Stromstärke von 300 mA über 2 Stunden 

durchgeführt. Der Erfolg des Transfers wurde durch eine kurze Inkubation der Membran mit 

Ponceau S-Lösung, welche die Proteine auf der Membran unspezifisch anfärbt, kontrolliert. 

Wiederholte Waschgänge mit Aqua dest. entfernten den Proteinfarbstoff wieder, so dass die 

Membran anschließend für die Immundetektion verwendet werden konnte (218-220). 

 

 

Abb. 9: Aufbau einer Semi-Dry Blotting-Apparatur. 
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3.4.4 Immundetektion 

Der spezifische Nachweis auf der Nitrocellulose-Membran gebundener Zielproteine geschieht 

mithilfe der Immundetektion. Vorbereitend wurde die Membran für eine Stunde bei Raumtemperatur 

in einer TBST-Lösung (Zusammensetzung: siehe Tabellen 17 und 18) mit einem Milchpulver-Anteil 

von 5 % inkubiert, um unspezifische Proteinbindungsstellen der Membran abzusättigen. 

 

Tabelle 17: Zusammensetzung des Waschpuffers TBS (10x) 

Komponente  Menge Endkonzentration 

Tris-Base 30 g 0,25 M 

NaCl 80 g 1,4 M 

KCl 2 g 27 mM 

36 % HCl auf pH 7,4 

Aqua dest. ad 1000 ml 

 

Tabelle 18: Zusammensetzung des Waschpuffers TBST 

Komponente  Menge Endkonzentration 

Waschpuffer TBS (10x) 100 ml 1x 

Tween 20 400 µl 0,04 % 

Aqua dest. ad 1000 ml 

 

Zur Entfernung der Blockierlösung wurde die Membran dreimal 5 min mit TBST (vgl. Tabelle 18) 

gewaschen. Anschließend wurde die Membran mit dem Primärantikörper unter leichtem Schwenken 

bei 4 °C inkubiert. Die Verdünnung (in 1 % BSA/TBST) sowie Inkubationszeiten der Primär-

antikörper sind der Tabelle 19 zu entnehmen. 

 

Tabelle 19: Verwendete Primär- und Sekundärantikörper 

Antikörper  Verdünnung Inkubationszeit Sekundärantikörper 

Anti-Cathepsin B 1:500 16-20 h bei 4 °C Anti-Kaninchen (1:2000) 

Anti-ETAR 1:500 16-20 h bei 4 °C Anti-Kaninchen (1:2000) 

Anti-ETBR 1:250 48 h bei 4 °C Anti-Kaninchen (1:2000) 

Anti-GAPDH 1:10000 16-20 h bei 4 °C Anti-Maus (1:4000) 
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Im Anschluss an die Inkubation mit dem Primärantikörper wurde die Membran dreimal 5 min mit 

TBST gewaschen, für 1 Stunde mit Blockierlösung (5 % Magermilchpulver in TBST) zwischen-

blockiert und erneut dreimal 5 min mit TBST gewaschen. Die anschließende Inkubation mit dem 

Sekundärantikörper (vgl. Tab. 19) erfolgte für 1 Stunde unter leichtem Schwenken bei Raum-

temperatur, gefolgt von einem dreimaligen Waschen der Membran mit TBST für jeweils 5 min bei 

Raumtemperatur. Die eigentliche Nachweisreaktion wird durch an den Sekundärantikörper 

gekoppelte Enzyme katalysiert. Bei den in dieser Arbeit eingesetzten Kopplungsenzymen handelte es 

sich um Meerrettichperoxidase (engl. horseradish peroxidase, HRP) und Alkalische Phosphatase 

(AP). Im Falle der HRP wurde die Detektion mithilfe der ECL PlusTM Western Blotting Detection 

Reagents (Amersham Biosciences, Freiburg) durchgeführt. Dazu wurde die Membran für 3 min unter 

Lichtausschluss mit dem ECL-Reagenz benetzt und das entstehende Chemilumineszenzsignal mit 

dem Molecular Imager ChemiDoc Ê XRS (Bio-Rad, München) visualisiert. Für die AP-gekoppelten 

Sekundärantikörper wurde ein den HRP-gekoppelten Antikörpern analoges Protokoll verwendet, 

jedoch wurde als Substrat-Reagenz LumiPhosÊ (Pierce, Rockford, USA) eingesetzt (221, 222). 

Sollten verschiedene Antigene auf derselben Membran nachgewiesen werden, so mussten zuvor 

gebundene Antikörper vor jedem erneuten Nachweis eines Zielproteins entfernt werden. Dies erfolgte 

durch das sog. Strippen. Hierfür wurde die Membran für 5-10 min bei 52 °C in 50 ml Stripping Puffer 

(vgl. Tab. 20) mit 350 µl ß-Mercaptoethanol in einer Hybridisierungsröhre inkubiert. Nach 

mehrfachem Waschen der Membran mit TBST konnte diese für einen erneuten Antigennachweis 

eingesetzt werden. 

 

Tabelle 20: Zusammensetzung des Stripping-Puffers 

Komponente  Menge Endkonzentration 

Tris-Base 7,57 g 62,5 mM 

SDS 20 g 2 % 

36 % HCl auf pH 6,8  

Aqua dest. ad 1000 ml 

 

3.4.5 Endothelin-1 Immunoassay 

Der Endothelin-1 Immunoassay ist ein antikörperbasiertes Nachweisverfahren des Peptids 

Endothelin-1, welches auf dem Prinzip des quantitativen Enzyme-linked Immunosorbent Assays 

(ELISA) beruht: Eine 96-Kavitäten-Polystyrene-Mikrotiterplatte ist vom Hersteller mit einem 

monoklonalen Antikörper gegen Endothelin-1 beschichtet. Die Probe mit dem nachzuweisenden 

Antigen (ET-1) wird in die Kavitäten der Mikrotiterplatte pipettiert und für eine definierte Zeit 
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inkubiert. Während dieser Zeit bindet der immobilisierte Antikörper das in der Probe enthaltene 

Antigen. Ein zweiter monoklonaler Anti-ET-1-Antikörper (Detektionsantikörper) wird hinzugefügt, 

welcher ein anderes Epitop bindet als der immobilisierte Antikörper und mit einem Reporterenzym 

(in diesem Fall HRP) konjugiert ist. Als Resultat entsteht ein Antikörper-Antigen-Antikörper-

Komplex, welcher dieser Form des ELISA den Namen ĂSandwich-ELISAñ gegeben hat. Ein 

anschließend zugegebenes Luminol/Peroxid-Substrat wird in den Kavitäten von dem Reporterenzym 

umgesetzt und emittiert proportional zur Menge des gebundenen Antigens (ET-1) Licht, welches mit 

einem Luminometer gemessen werden kann. Anhand mitgeführter Standards kann eine Eichgerade 

zur Bestimmung der Antigenkonzentration in den einzelnen Proben erstellt werden (223-225).  

Zur Bestimmung der Endothelin-1-Konzentration wurde in dieser Arbeit der QuantiGlo® Human 

Endothelin-1 Immunoassay (R&D Systems, Minneapolis, USA) verwendet. Je 100 µl des Assay-

Diluenten RD1-19 und 100 µl Probe bzw. Standard wurden in die Vertiefungen der mit Anti-ET-1-

Antikörpern beschichteten Mikrotiterplatte gegeben und bei Raumtemperatur für 1,5 Stunden auf 

einem Horizontalschüttler bei 500 rpm inkubiert. Im folgenden Waschschritt wurden die Kavitäten 

jeweils viermal mit 400 µl Wasch-Puffer gefüllt und wieder vollständig entleert, woraufhin pro 

Vertiefung je 200 µl des zweiten, HRP-konjugierten Anti-ET-1-Antikörpers zugegeben und für 

3 Stunden bei Raumtemperatur auf dem Horizontalschüttler bei 500 rpm inkubiert wurden. Es folgte 

ein erneuter Waschschritt, welcher analog zum ersten ausgeführt wurde. Pro Vertiefung wurden 

anschließend 100 µl Working Glo Reagent hinzupipettiert und für 20 min unter Lichtausschluss bei 

Raumtemperatur inkubiert. 

 

 

Abb. 10: Prinzip des Sandwich-ELISA. (A) Mit immobilisiertem, monoklonalem Antikörper beschichtete Oberfläche. (B) Der 

hinzugegebene Analyt (das Antigen) wird von dem Antikörper gebunden. (C) Ein zweiter, HRP-konjugierter Antikörper bindet den 

Analyten. (D) Zugegebenes Luminol-Substrat wird von der HRP unter Emission von Licht umgesetzt. 

 

Die Lichtemission wurde in dem Infinite® M200 (Tecan Group Ltd., Männedorf, Schweiz) detektiert. 

Mittels synthetischem, humanen Endothelin-1 wurde für jede Messung eine Eichreihe mit den 

Konzentrationen 0, 0,34, 1,03, 3,09, 9,26, 27,8, 83,3 und 250 pg/ml mitgeführt, um die Endothelin-1-

Konzentrationen der Proben zu ermitteln. Sämtliche Messungen wurden als Doppelbestimmungen 

LichtHRPHRP

(A) (B) (C) (D)
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durchgeführt und auf die Proteinkonzentration der jeweiligen Probe bezogen. Die Auswertung mit 

linearer Regression erfolgte mit der Software Excel 2010 (Microsoft Corporation, Redmond, USA). 

 

3.5 Statistische und mathematische Methoden 

Sämtliche statistischen und mathematischen Berechnungen wurden mit den Programmen Excel 

(Microsoft Corporation, Redmond, USA) und GraphPad Prism® (GraphPad Software, La Jolla, USA) 

ausgeführt. Dazu gehörten die Berechnungen von Mittelwert, Standardabweichung (SD), 

Varianzanalyse (einfaktorielle und zweifaktorielle ANOVA) sowie die Signifikanzanalyse mit dem 

t-Test nach Student und nach Kruskal-Wallis. Für alle in dieser Arbeit durchgeführten Signifikanz-

analysen wurde ein p Ò 0,05 als signifikant erachtet. 
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4 Ergebnisse 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Einflüsse des dualen Endothelin-Rezeptor-Antagonisten 

Bosentan sowie des selektiven Cathepsin B-Inhibitors CA-074 Me auf das Proliferations- und 

Migrationsverhalten der Glioblastomzellen LN-18 und U-87 MG zu untersuchen. Die Unter-

suchungen erfolgten sowohl mit alleiniger Applikation der beiden Substanzen als auch in 

Kombination mit den Zytostatika Doxorubicin, Vincristin, Temozolomid, Teniposid, Carmustin und 

Lomustin. Die Ergebnisse werden im Folgenden getrennt nach den beiden Wirkstoffen Bosentan und 

CA-074 Me dargestellt. 

 

4.1 Einfluss von Bosentan auf Proliferation und Migration von Glioblastomzellen 

Die Wirkung eines dualen Endothelin-Rezeptor-Antagonisten auf das Überleben von Glioblastom-

zellen sollte im in vitro-Kulturmodell mit den Zelllinien LN-18 und U-87 MG näher betrachtet 

werden. Die Blockade der Rezeptoren erfolgte mit Bosentan in den Konzentrationen 1 µM und 

10 µM. 

 

4.1.1 ET-1-, ETA-Rezeptor- und ETB-Rezeptor-mRNA-Expression in 

Glioblastomzellen 

Vor den Untersuchungen zum Einfluss von Bosentan auf die Proliferation und Migration von 

Glioblastomzellen wurde zunächst überprüft, in welchem Maße die in dieser Arbeit verwendeten 

Zelllinien Endothelin-1 sowie die zugehörigen Endothelin-A- und Endothelin-B-Rezeptoren 

exprimieren. Mit der quantitativen Real-Time PCR stand eine sensitive und spezifische Methode zur 

Verfügung, um auf mRNA-Ebene das Expressionsverhalten der Zelllinien LN-18 und U-87 MG zu 

quantifizieren und dieses mit dem Expressionsverhalten anderer humaner Karzinomzelllinien (vgl. 

Kap. 2.1), nicht-maligner Hirngewebe- (Frontal-/Temporallappen, aus dem Institut für 

Neuropathologie, Universitätsmedizin Greifswald) und Glioblastomgewebeproben (aus der Klinik 

für Neurochirurgie, Universitätsmedizin Greifswald) zu vergleichen.  

Die Expression der Zielgene wurde auf die Expression der ribosomalen 18S-RNA normalisiert. Die 

Abb. 11 zeigt die relative mRNA-Expression der Gene EDN1 (ET-1), EDNRA (ETA-Rezeptor) und 

EDNRB (ETB-Rezeptor) in Glioblastomgeweben sowie den beiden Glioblastomzelllinien LN-18 und 

U-87 MG im Vergleich zu nicht-malignen Hirngeweben, welche als Kontrollgruppe dienten. 
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Abb. 11: Vergleichende Darstellung der Expression von 

Endothelin-1-, ETA- und ETB-Rezeptor-mRNA in LN-18- und 

U-87 MG-Zellen, Glioblastomen und nicht-malignen 

Hirngeweben (Kontrolle). Die RNA wurde aus den Zellen bzw. 

Geweben isoliert und in cDNA umgeschrieben. Die darin 

enthaltenen Zielsequenzen wurden in Doppelbestimmungen 

mittels quantitativer RT-PCR nach dem TaqMan®-Prinzip 

untersucht. Die Expression der untersuchten Zielgene wurde 

auf 18S-rRNA normalisiert und in Relation zum Median der 

nicht-malignen Hirngewebe angegeben. Whisker: 5./95. 

Perzentile. One-way ANOVA, Kruskal-Wallis-Test, Dunns 

Post Test; ** p < 0,01 und *** p < 0,001 vs. der Kontrolle. 

 

In der Gruppe der Glioblastome war die mRNA-Expression der untersuchten Zielgene gegenüber der 

Kontrollgruppe der nicht-malignen Hirngewebe signifikant erhöht. Die Expression der Endothelin-1-

mRNA war in den Glioblastomproben 26-fach (p < 0,01), die der ETA-Rezeptor-mRNA 35-fach 

(p < 0,001) und die der ETB-Rezeptor-mRNA 29-fach (p < 0,001) gegenüber der Kontrollgruppe 

erhöht. Ebenfalls signifikant erhöht waren die relativen mRNA-Expressionen der Zelllinie U-87 MG 

für die ETA-Rezeptor-mRNA (64-fach, p < 0,01) und die ETB-Rezeptor-mRNA (125-fach, p < 0,01). 

Für die mRNA-Expression der untersuchten Gene der Zelllinie LN-18 sowie die Endothelin-1-

mRNA-Expression der Zelllinie U-87 MG konnten in der Kruskal-Wallis-Analyse keine 

signifikanten Expressionsunterschiede zum nicht-malignen Hirngewebe ermittelt werden, jedoch 

zeigte sich auch hier ein Trend zu einem erhöhten Expressionsniveau der Glioblastomzelllinien 

gegenüber den nicht-malignen Hirngeweben. Um die Expression der Zielgene in den 

Glioblastomzelllinien LN-18 und U-87 MG mit Zellen anderer Tumorentitäten vergleichen zu 

können, wurde sie der Expression anderer humaner Karzinomzelllinien, namentlich HepG2, HeLa 

und Caco-2, gegenübergestellt (Abb. 12). 
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Abb. 12: Endothelin-1-, ETA- und ETB-Rezeptor-mRNA-

Expression in nicht-malignem Hirngewebe (Kontrolle) und den 

Zelllinien LN-18, U-87 MG, HepG2, HeLa und Caco-2. Die 

RNA wurde aus den Zellen isoliert und in cDNA 

umgeschrieben. Die darin enthaltenen Zielsequenzen wurden in 

drei unabhängigen Experimenten als Doppelbestimmungen 

mittels quantitativer RT-PCR nach dem TaqMan®-Prinzip 

untersucht. Die Expression der untersuchten Zielgene wurde 

auf 18S-rRNA normalisiert und in Relation zum nicht-

malignen Hirngewebe (n = 8) angegeben. One-way ANOVA, 

Dunnettôs Multiple Comparison Test; * p < 0,05 und 

***  p < 0,001. 

 

 

Es ist zu erkennen, dass in sämtlichen untersuchten Zelllinien Endothelin-1-mRNA nachweisbar war, 

jedoch ausschließlich die Glioblastomzellen LN-18 und U-87 MG sowohl Endothelin-1 als auch die 

ETA- und ETB-Rezeptoren exprimierten. Die Kolonkarzinom-Zelllinie Caco-2 zeigte die höchste und 

eine gegenüber dem nicht-malignen Hirngewebe signifikant vermehrte Expression von Endothelin-1-

mRNA (748-fach, p < 0,001) sowie eine deutlich, jedoch nicht signifikant erhöhte ETB-Rezeptor-

mRNA-Expression (29-fach). ETA-Rezeptor-mRNA konnte in Caco-2-Zellen nicht nachgewiesen 

werden. In den HeLa-Zellen (Zervixkarzinom-Zelllinie) konnte eine im Vergleich zum nicht-

malignen Hirngewebe signifikant 46-fach erhöhte ETA-Rezeptor-mRNA und eine zehnfach stärkere 

Endothelin-1-mRNA (nicht signifikant) detektiert werden, jedoch keine ETB-Rezeptor-mRNA. Die 

HepG2-Zellen (hepatozelluläre Karzinom-Zelllinie) exprimierten auf mRNA-Ebene ausschließlich 

Endothelin-1, während weder für den ETA- noch den ETB-Rezeptor eine mRNA-Expression 

nachweisbar war. Die Glioblastomzelllinie U-87 MG zeigte signifikant erhöhte Expressionsniveaus 

von ETA-Rezeptor-mRNA (21-fach, p < 0,05) und ETB-Rezeptor-mRNA (137-fach, p < 0,001), in 

der LN-18-Zelllinie konnte eine signifikant 52-fach höhere mittlere ETB-Rezeptor-mRNA-

Expression im Vergleich zum nicht-malignen Hirngewebe gemessen werden (p < 0,05). Die 
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Endothelin-1-mRNA zeigte eine den HeLa-Zellen ähnliche Expression und war im Mittel etwa 

10-fach stärker exprimiert (nicht signifikant) als im nicht-malignem Hirngewebe. 

 

4.1.2 ET-1-, ETAR- und ETBR-Expression in Glioblastomzellen auf Proteinebene 

Da die zellulären mRNA- und Proteinmengen aufgrund posttranskriptionaler Modifikationen nicht 

zwingend miteinander korrelieren müssen, wurde zur genaueren Charakterisierung des 

Expressionsverhaltens der Glioblastomzellen geprüft, ob sich die in den mRNA-Untersuchungen 

nachgewiesenen Expressionsunterschiede auch auf Proteinebene darstellen lassen. Endothelin-1 ist 

ein Peptid, welches nach seiner Biosynthese in den Extrazellularaum freigesetzt wird und dort seine 

Effekte durch Bindung an membranäre Rezeptoren ausübt. Daher wurde die Endothelin-1-Sekretion 

der Zelllinien LN-18, U-87 MG und HepG2 mit einem Endothelin-1-Immunoassay im Zellüberstand 

der kultivierten Zellen ermittelt. Wie in Abb. 13 zu erkennen ist, fand sich im Überstand der 

U-87 MG-Zellen siebenmal mehr ET-1 (3,62 pg/mg) als in dem Überstand der Zelllinien LN-18 

(0,56 pg/mg) bzw. HepG2 (0,52 pg/mg). 

 

 

Abb. 13: Nachweis der Endothelin-1-Konzentration im Überstand kultivierter LN-18-, U-87 MG- und HepG2-Zellen. Die 

ET-1-Konzentration wurde mit einem Endothelin-1 Immunoassay in Doppelbestimmungen gemessen und auf den Proteingehalt der 

jeweiligen Zelllinie normalisiert (n = 1). 
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In einer Western Blot-Analyse wurde die Expression der ETA- und ETB-Rezeptoren auf Proteinebene 

untersucht. Hierfür wurden Membranprotein-Fraktionen der kultivierten Zelllinien verwendet (vgl. 

Kap. 3.4.1). In beiden Gliomzelllinien zeigten sich deutliche Banden auf Höhe eines 

Molekulargewichts von etwa 50 kDa, was der Größe der ETA- (48 kDa) und ETB-Rezeptoren 

(50 kDa) entspricht (Abb. 14). Darüber hinaus war in der Immunoblot-Analyse im Gegensatz zur 

quantitativen PCR-Analyse in den anderen untersuchten Zelllinien (Caco-2, HepG2, HeLa) ebenfalls 

ein Nachweis der beiden Rezeptoren möglich. Mit dem Programm Quantity One® (Bio-Rad, 

München) wurden die Western Blot-Aufnahmen densitometrisch ausgewertet und die ermittelte 

Bandenintensität der Rezeptoren auf die Intensität der Ponceau S-Färbung der Membran bezogen. 

Wie in Abb. 14 zu erkennen ist, exprimierte die Zelllinie LN-18 den ETAR (relative Expression: 1,58) 

geringfügig stärker als die U-87 MG-Zellen (relative Expression: 1,35), während die Expression des 

ETBR in den LN-18- und U-87 MG-Glioblastomzelllinien ähnlich stark ausfiel (relative Expression 

LN-18: 1,70 vs. U-87 MG: 1,65).  

 

 

 

Abb. 14: Darstellung der ETAR- und ETBR-Protein-Expression 

in den Zelllinien LN-18, U-87 MG, HeLa, HepG2 und Caco-2. 

Nach Auftrennung von 50 µg Protein aus Membranfraktionen 

der Zellen in einer SDS-PAGE wurde das Protein im Semi-

Dry-Blot auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert. Die 

Rezeptoren wurden mittels spezifischer, monoklonaler 

Antikörper nachgewiesen und durch Chemilumineszenz 

sichtbar gemacht. Als Kontrolle der Proteinbeladung diente die 

mit Ponceau S gefärbte Membran (Ausschnitt dargestellt). Die 

densitometrische Auswertung erfolgte mit Quantity One®, die 

Darstellung mit GraphPad Prism. 
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Im direkten Vergleich der untersuchten Zelllinien wies bezüglich des ETA-Rezeptors nur die Zelllinie 

HeLa mit einer relativen Intensität von 1,73 eine geringfügig stärker ausgeprägte Expression auf, 

während HepG2- und Caco-2-Zellen eine etwas geringere Expression des ETA-Rezeptors als die 

Gliomzelllinien LN-18 und U-87 MG zeigten. Die Expression des ETB-Rezeptors stellte sich im 

direkten Vergleich der Zelllinien sehr einheitlich dar, wobei die HeLa-Zellen die niedrigste 

Expression des ETB-Rezeptors aufwiesen. 

 

4.1.3 Einfluss von Bosentan auf Zellviabilität und Zellvitalität von 

Glioblastomzellen 

Der Einfluss des durch Bosentan vermittelten dualen Antagonismus von ETA- und ETB-Rezeptoren 

auf die Zellviabilität und Zellvitalität der Gliomzelllinien LN-18 und U-87 MG wurde mittels 

Resazurin-Assays und Kristallviolett-Färbungen der Zellen quantifiziert. Die Wirkung von Bosentan 

in den Konzentrationen 1 µM und 10 µM wurde sowohl bei alleiniger Applikation als auch in 

Kombination mit den Zytostatika Doxorubicin, Vincristin, Teniposid, Temozolomid, Lomustin und 

Carmustin geprüft, um mögliche kompetitive oder additive Effekte bzw. Synergismen zwischen den 

untersuchten Substanzen aufzudecken. Hierfür wurden die Zellen für 48 Stunden und 72 Stunden mit 

den genannten Substanzen inkubiert. Als Kontrolle dienten mit Ethanol, dem Lösungsmittel von 

Bosentan, und DMSO, dem Lösungsmittel der Zytostatika, behandelte Zellen. 

 

4.1.3.1 Einfluss von Bosentan auf die Zellviabilität und Zellvitalität der Zelllinie 

LN-18 

4.1.3.1.1 Einfluss von Bosentan auf die Zellviabilität der Zelllinie LN-18 im Resazurin-

Assay 

Die Abb. 15 zeigt die Zellviabilitäten von LN-18-Zellen unter Einfluss von Bosentan und den 

Zytostatika Doxorubicin (1 µM und 10 µM; Abb. 15 A), Vincristin (10 nM und 100 nM; Abb. 15 B) 

und Teniposid (10 µM und 100 µM; Abb. 15 C). Für alle abgebildeten Ergebnisse gilt, dass im 

Vergleich zu der Lösungsmittelkontrolle weder unter 1 µM noch unter 10 µM Bosentan nach 48 oder 

72 h signifikante Unterschiede in den Zellviabilitäten festgestellt wurden. Die Behandlung von LN-

18-Zellen mit Doxorubicin führte zu einer signifikanten Verringerung der Zellviabilität auf 31 % 

(1 µM Doxorubicin; p < 0,001) und 26 % (10 µM Doxorubicin; p < 0,001) nach 48 h bzw. 21 % 

(1 µM Doxorubicin; p < 0,001) und 19 % (10 µM Doxorubicin; p < 0,001) nach 72 h, wobei kein 

signifikanter Einfluss von Bosentan auf die Viabilitäts-vermindernden Effekte des Doxorubicins 

nachweisbar waren (Abb. 15 A). Eine 48-stündige Behandlung mit 10 nM Vincristin nahm keinen 
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signifikanten Einfluss auf die Zellviabilität der LN-18-Zellen, bei Applikation von 100 nM Vincristin 

nahm die Zellviabilität nach 48 h sowohl in der Ethanol- als auch in der 10 µM Bosentan-Gruppe 

signifikant auf 40 % (p < 0,01) bis 50 % (p < 0,05) im Vergleich zu den Kontrollzellen ab. Nach 72 h 

verringerte sich die Zellviabilität unter Einwirkung von 10 nM Vincristin signifikant auf 50ï60 % 

und bei Applikation von 100 nM Vincristin signifikant auf 12 % gegenüber der 

Lösungsmittelkontrolle (p < 0,001), wiederum ohne signifikante Unterschiede zu den gleichzeitig mit 

Bosentan behandelten Zellen (Abb. 15 B).  

 

 

Abb. 15: Zellviabilität von LN-18-Zellen nach 48- und 72-stündiger Inkubation mit dem dualen Endothelin-Rezeptor-Antagonisten 

Bosentan in den Konzentrationen 1 µM und 10 µM sowie den Zytostatika Doxorubicin, Vincristin und Teniposid. Dargestellt sind 

sowohl die Wirkungen von Bosentan bei alleiniger Applikation als auch in Kombination mit 1 und 10 µM Doxorubicin (A), 10 und 

100 nM Vincristin (B) sowie 10 und 100 µM Teniposid (C). 7500 Zellen/Well wurden ausgesät und nach 48 h für 1 h mit Ethanol bzw. 

Bosentan vorinkubiert, woran sich die Applikation des jeweiligen Zytostatikums anschloss. Die Zellviabilität wurde nach 48 und 72 h 

mittels Resazurin-Assays quantifiziert. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte in Relation zur Lösungsmittelkontrolle (Ethanol, 0,1 %) 

als Mittelwerte + SD aus sechs unabhängigen Experimenten in Doppelbestimmungen. One-way ANOVA, Dunnettôs Multiple 

Comparison Test; * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001. 
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Wie in der Abb. 15 C ersichtlich wird, führte Teniposid ebenfalls zu einer Reduktion der 

Zellviabilität, jedoch war aufgrund der Streuung zwischen den einzelnen Experimenten nach 48 h 

lediglich die Inkubation mit 100 µM Teniposid in der Kombination mit 1 µM Bosentan mit einer 

signifikanten Abnahme der Zellviabilität auf 30 % der Lösungsmittelkontrolle (p < 0,05) verbunden. 

Nach 72 h zeigten sich bei Inkubation der LN-18-Zellen mit sowohl 10 µM Teniposid als auch 

100 µM Teniposid signifikante Verminderungen der Zellviabilitäten auf 55 % bzw. 23 % (p < 0,001). 

Auch in diesem Fall resultierte die gemeinsame Applikation von Teniposid und Bosentan in keiner 

signifikanten Veränderung des zytotoxischen Effekts des Zytotstatikums. 

In Abb. 16 sind die Zellviabilitäten von LN-18-Zellen nach 48- bzw. 72-stündiger Inkubation mit 

Bosentan und den Zytostatika Temozolomid (Abb. 16 A), Lomustin (Abb. 16 B) und Carmustin 

(Abb. 16 C) dargestellt. Der Inhibitor Bosentan wurde in den Konzentrationen 1 µM und 10 µM 

appliziert, die Zytostatika jeweils in den Konzentrationen 10 µM und 100 µM. Keines der geprüften 

Zytostatika übte nach 48 h oder 72 h einen signifikanten Einfluss auf die Zellviabilität der LN-18-

Zellen aus. Auch bei gemeinsamer Applikation von Zytostatikum und Bosentan konnte keine 

Änderung der Zellviabilität nachgewiesen werden. 
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Abb. 16: Zellviabilität von LN-18-Zellen nach 48- und 72-stündiger Inkubation mit dem dualen Endothelin-Rezeptor-Antagonisten 

Bosentan in den Konzentrationen 1 µM und 10 µM sowie den Zytostatika Temozolomid, Lomustin und Carmustin. Dargestellt sind 

sowohl die Wirkungen von Bosentan bei alleiniger Applikation als auch in Kombination mit 10 und 100 µM Temozolomid (A), 10 

und 100 µM Lomustin (B) sowie 10 und 100 µM Carmustin (C). 7500 Zellen/Well wurden ausgesät und nach 48 h für 1 h mit Ethanol 

bzw. Bosentan vorinkubiert, woran sich die Applikation des jeweiligen Zytostatikums anschloss. Die Zellviabilität wurde nach 48 und 

72 h mittels Resazurin-Assays quantifiziert. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte in Relation zur Lösungsmittelkontrolle (Ethanol, 

0,1 %) als Mittelwerte + SD aus sechs unabhängigen Experimenten in Doppelbestimmungen. One-way ANOVA, Dunnettôs Multiple 

Comparison Test. 
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von 10 µM Bosentan in sämtlichen Gruppen zu einer tendenziellen, wenngleich nicht signifikanten 

Steigerung der Zellvitalität um etwa 20 %. 

 

 

Abb. 17: Zellvitalität von LN-18-Zellen nach 48-stündiger Inkubation mit dem dualen Endothelin-Rezeptor-Antagonisten Bosentan 

(10 µM) sowie den Zytostatika Doxorubicin (1 µM), Vincristin (100 nM), Teniposid (100 µM), Temozolomid (100 µM) und Lomustin 

(100 µM). Dargestellt sind sowohl die Wirkungen von Bosentan bei alleiniger Applikation als auch in Kombination mit den jeweiligen 

Zytostatika. 40000 Zellen/Well (24-Well-Platten) wurden ausgesät und für 1 h mit Ethanol bzw. Bosentan vorinkubiert. Hiernach folgte 

eine 48-stündige Inkubation mit DMSO (Lösungsmittelkontrolle, 0,1 %) bzw. Bosentan allein sowie in Kombination mit den 

Zytostatika. Die Zellvitalität wurde mittels Kristallviolett-Assays quantifiziert. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte in Relation zur 

Lösungsmittelkontrolle als Mittelwerte + SD aus drei unabhängigen Experimenten in Doppelbestimmungen. Two-way ANOVA, 

Bonferroni Posttest. 

 

4.1.3.2 Einfluss von Bosentan auf die Zellviabilität und Zellvitalität der Zelllinie 

U-87 MG 

4.1.3.2.1 Einfluss von Bosentan auf die Zellviabilität von U-87 MG-Zellen im 

Resazurin-Assay 

Sämtliche Experimente zeigten, dass Bosentan in den verwendeten Konzentrationen von 1 µM und 

10 µM keinen signifikanten Einfluss auf die Zellviabilität von U-87 MG-Zellen nahm. Dies gilt 

sowohl für die alleinige Applikation von Bosentan als auch für die Kombination von Bosentan mit 

den geprüften Zytostatika. Jedoch veranschaulichen die Abbildungen 18 und 19 eine von den LN-18-

Zellen abweichende Sensitivität der U-87 MG-Zellen auf die applizierten Zytostatika. Die U-87 MG-

Zellen zeigten unter Behandlung mit Doxorubicin in den Konzentrationen von 1 µM und 10 µM eine 

vergleichbare und signifikante Abnahme der Zellviabilität nach 48 h auf 48 % und nach 72 h auf 

24 % der Lösungsmittelkontrolle (Abb. 18 A; p < 0,001). Bei Applikation von Vincristin trat nach 

48 h bei einer Konzentration von 100 nM eine signifikante Verringerung der Zellviabilität auf 88 % 

der Kontrolle auf (Abb. 18 B; p < 0,05). Nach 72 h war eine signifikante Verringerung der 
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Zellviabilität auf 86 % unter 10 nM Vincristin und auf 79 % unter 100 nM Vincristin zu beobachten, 

wobei Bosentan auch hier keinen modulierenden Einfluss ausübte (Abb. 18 B; p < 0,001). Eine 48-

stündige Inkubation der U-87 MG-Zellen mit 10 µM Teniposid führte zu einer signifikanten 

Verminderung der Zellviabilität auf 72 % der Kontrolle, welche auch nach 72-stündiger Behandlung 

nur geringfügig stärker ausfiel (68 % nach 72 h, Abb. 18 C; p < 0,001). Im Gegensatz dazu resultierte 

die Inkubation mit 100 µM Teniposid in einem deutlichen Gefälle der Zellviabilitätsabnahme auf 

27 % nach 48 h und 13 % nach 72 h im Vergleich zur jeweiligen Lösungsmittelkontrolle. 

Eine Inkubation der U-87 MG-Zellen mit 10 µM bzw. 100 µM Temozolomid bewirkte weder bei 

alleiniger Gabe noch bei Ko-Applikation von Bosentan eine signifikante Abnahme der Zellviabilität 

nach 48 h, allerdings war nach 72 h eine geringfügige, jedoch signifikante Verringerung der 

Zellviabilität unter 100 µM Temozolomid erkennbar (Abb. 19 A). Die alleinige Gabe von 100 µM 

Lomustin verminderte nach 48 h signifikant die Zellviabilität der U-87 MG-Zellen auf 84 % der 

Kontrollzellen (p < 0,01), was unter gemeinsamer Gabe von 100 µM Lomustin mit Bosentan nicht 

zu verzeichnen war. Nach 72 h trat hingegen ausschließlich bei einer Ko-Applikation von 100 µM 

Lomustin mit 10 µM Bosentan eine signifikante Reduzierung der Zellviabilität auf 83 % der 

Lösungsmittelkontrolle auf (p < 0,05). Nach Inkubation mit 10 µM Lomustin ließ sich zu keinem 

Zeitpunkt eine signifikante Verringerung der Zellviabilität nachweisen (Abb. 19 B). 
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Abb. 18: Zellviabilität von U-87 MG-Zellen nach 48- und 72-stündiger Inkubation mit dem dualen Endothelin-Rezeptor-Antagonisten 

Bosentan in den Konzentrationen 1 µM und 10 µM sowie den Zytostatika Doxorubicin, Vincristin und Teniposid. Dargestellt sind 

sowohl die Wirkungen von Bosentan bei alleiniger Applikation als auch in Kombination mit 1 und 10 µM Doxorubicin (A), 10 und 

100 nM Vincristin (B) sowie 10 und 100 µM Teniposid (C). 10000 Zellen/Well wurden ausgesät und nach 48 h für 1 h mit Ethanol 

(Lösungsmittel, 0,1 %) bzw. Bosentan vorinkubiert, woran sich die Applikation des jeweiligen Zytostatikums anschloss. Die 

Zellviabilität wurde nach 48 und 72 h mittels Resazurin-Assays quantifiziert. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte in Relation zur 

Lösungsmittelkontrolle als Mittelwerte + SD aus sechs unabhängigen Experimenten in Doppelbestimmungen. One-way ANOVA, 

Dunnettôs Multiple Comparison Test; * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001. 

 

Das zweite geprüfte Nitrosoharnstoff-Derivat Carmustin zeigte nach 48-stündiger Inkubation in 

keiner der beiden eingesetzten Konzentrationen (10 µM und 100 µM) einen signifikanten 

zytotoxischen Effekt, während eine 72-stündige Inkubation mit 100 µM Carmustin eine geringfügige, 

jedoch signifikante Verminderung der Zellviabilität auf etwa 88 % der Kontrolle zur Folge hatte 

(Abb. 19 C; p < 0,001). Zusätzlich zu Carmustin angewandtes Bosentan verursachte keinen 

maßgeblich modulierenden Effekt hinsichtlich der Viabilität von U-87 MG-Zellen. 
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Abb. 19: Zellviabilität von U-87 MG-Zellen nach 48- und 72-stündiger Inkubation mit dem dualen Endothelin-Rezeptor-Antagonisten 

Bosentan in den Konzentrationen 1 µM und 10 µM sowie den Zytostatika Temozolomid, Lomustin und Carmustin. Dargestellt sind 

sowohl die Wirkungen von Bosentan bei alleiniger Applikation als auch in Kombination mit 10 und 100 µM Temozolomid (A), 10 

und 100 µM Lomustin (B) sowie 10 und 100 µM Carmustin (C). 10000 Zellen/Well wurden ausgesät und nach 48 h für 1 h mit Ethanol 

(Lösungsmittel, 0,1 %) bzw. Bosentan vorinkubiert, woran sich die Applikation des jeweiligen Zytostatikums anschloss. Die 

Zellviabilität wurde nach 48 h mittels Resazurin-Assays quantifiziert. Die Darstellung erfolgte in Relation zur Lösungsmittelkontrolle 

als Mittelwerte + SD aus sechs unabhängigen Experimenten in Doppelbestimmungen. One-way ANOVA, Dunnettôs Multiple 

Comparison Test; * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001. 
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4.1.3.2.2 Zellvitalität von U-87 MG-Zellen im Kristallviolett -Assay 

Die Abb. 20 veranschaulicht die Ergebnisse der Zellvitalitätsmessung von U-87 MG-Zellen nach 

Inkubation mit DMSO (0,1 %), Bosentan (10 µM) und den Zytostatika Doxorubicin (1 µM), 

Vincristin (100 nM), Teniposid (100 µM), Temozolomid (100 µM) und Lomustin (100 µM) über 

48 h. Für alle Zytostatika gilt, dass eine gemeinsame Inkubation mit 10 µM Bosentan keinen 

signifikanten Effekt auf die Zellvitalität aufwies. Eine Inkubation der Zellen mit 1 µM Doxorubicin 

führte zu einer signifikanten (p < 0,01) Verminderung der Zellvitalität auf 77 % der 

Lösungsmittelkontrolle, eine zusätzliche Inkubation mit 10 µM Bosentan erbrachte keinen 

modulierenden Effekt. Unter Inkubation mit 100 µM Teniposid verringerte sich die Zellvitalität 

signifikant (p < 0,001) auf 65 % bzw. 66 % bei gemeinsamer Applikation mit 10 µM Bosentan. 

Vincristin, Temozolomid und Lomustin führten zu keiner signifikanten Reduzierung der Zellvitalität, 

wobei in der Lomustin-Gruppe eine tendenzielle Abnahme der Zellvitalität auf 79 % messbar war. 

 

 

Abb. 20: Zellvitalität von U-87 MG-Zellen nach 48-stündiger Inkubation mit dem dualen Endothelin-Rezeptor-Antagonisten Bosentan 

(10 µM) sowie den Zytostatika Doxorubicin (1 µM), Vincristin (100 nM), Teniposid (100 µM), Temozolomid (100 µM) und Lomustin 

(100 µM). Dargestellt sind sowohl die Wirkungen von Bosentan bei alleiniger Applikation als auch in Kombination mit den jeweiligen 

Zytostatika. 60000 Zellen/Well (24-Well-Platten) wurden ausgesät und für 1 h mit Ethanol bzw. Bosentan vorinkubiert. Hiernach folgte 

eine 48-stündige Inkubation mit DMSO (Lösungsmittelkontrolle, 0,1 %) bzw. Bosentan allein sowie in Kombination mit den 

Zytostatika. Die Zellvitalität wurde mittels Kristallviolett-Assays quantifiziert. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte in Relation zur 

Lösungsmittelkontrolle als Mittelwerte + SD aus drei unabhängigen Experimenten in Doppelbestimmungen. Two-way ANOVA, 

Bonferroni Posttest; ** p  < 0,01 und *** p < 0,001. 
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4.1.4 Untersuchungen zum Migrationsverhalten von Glioblastomzellen: Der 

Endothelin-Signalweg 

Die Untersuchungen zum Einfluss des dualen Endothelin-Antagonismus auf das Migrations-

verhalten von Glioblastomzellen wurden mikroskopisch im Wundheilungs-Assay sowie 

elektrophysiologisch mittels xCelligenceTM-System (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) 

durchgeführt. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt getrennt nach den beiden verwendeten 

Zelllinien. 

 

4.1.4.1 Das Migrationsverhalten von LN-18-Zellen unter Einfluss von Bosentan 

4.1.4.1.1 Elektrophysiologische Messung der Migration von LN-18-Zellen 

In dieser Arbeit wurde die Migration der Glioblastomzellen unter Anwendung des xCelligenceTM-

Systems (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) nach vorherigem 24-stündigem Serumentzug über 

10 h alle 5 min durch Messung der elektrischen Impedanz bestimmt. Als Maß der Migration wurde 

anhand der gemessenen Impedanz der sogenannte Cell Index (CI) berechnet. Untersucht wurden die 

Effekte von Bosentan (10 µM) als dualem Endothelin-Rezeptor-Antagonisten sowie der Zytostatika 

Vincristin (100 nM), Teniposid (100 µM) und, als Vertreter der Alkylantien, Temozolomid 

(100 µM). Als Negativkontrolle diente zellfreies Medium mit dem Lösungsmittel. 

Abb. 21 A zeigt das Migrationsverhalten von LN-18-Zellen unter Einfluss von Ethanol 

(Lösungsmittel, 0,1 %) und 10 µM Bosentan. Nach einer initialen 45-minütigen Phase ohne Zell-

migration mit einem CI von 0 kam es zu einem Anstieg der Impedanzmesskurven mit Erreichen eines 

CI-Wertes von 0,28 (Lösungsmittelkontrolle) bzw. 0,32 (Bosentan) nach 2 h, der im weiteren 

Zeitverlauf kontinuierlich zunahm (CI von 0,6 (Ethanol) und 0,68 (Bosentan) nach 6 h. Nach 10 h 

wiesen die Kontrollzellen einen CI von 0,83 auf. Die Applikation von 10 µM Bosentan führte im 

Vergleich zur Kontrolle zu einer tendenziellen, jedoch nicht signifikanten Steigerung des CI auf 0,92 

nach 10 h. Eine Inkubation der LN-18-Zellen mit 100 nM Vincristin verringerte die CI-Werte 

gegenüber der Kontrolle nicht signifikant auf 0,24 (86 % der Kontrolle) nach 2 h, 0,52 (87 % der 

Kontrolle) nach 6 h und 0,70 (84 % der Kontrolle) nach 10 h. Eine Kombination von 100 nM 

Vincristin und 10 µM Bosentan erbrachte keinen zusätzlichen Effekt verglichen mit der alleinigen 

Gabe des Zytostatikums (Abb. 21 B).  

Die Inkubation mit 100 µM Temozolomid führte im Vergleich zu den Kontrollzellen zu einer 

geringfügig ausgeprägteren Migrationsrate der LN-18-Zellen. So ergab die Messung unter 

Temozolomid-Einfluss nach 2 h einen CI-Wert von 0,33 (117 % der Kontrolle), nach 6 h einen CI-

Wert von 0,69 (115 % der Kontrolle) und nach 10 h einen CI-Wert von 0,96 (115 % Kontrolle). Diese 
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Unterschiede waren jedoch nicht signifikant. Nach Zugabe von 100 µM Teniposid wiesen die LN-18-

Zellen eine gegenüber der Kontrolle verminderte Migrationsfähigkeit auf, ausgedrückt in einem 

deutlich abgeflachten Kurvenprofil. Nach zweistündiger Inkubation mit Teniposid betrug der CI-

Wert 0,18 und war damit auf 64 % der Kontrolle vermindert. 6 Stunden nach Applikation von 

100 µM Teniposid war der CI-Wert auf 0,49 (82 % der Kontrolle) reduziert. Nach zehnstündiger 

Behandlung der Zellen mit Teniposid war ein CI-Wert von 0,66 zu verzeichnen, was einer 

Migrationsrate von 79 % der Kontrolle entsprach. Zusätzlich appliziertes Bosentan verringerte die 

Migrationsfähigkeit der LN-18-Zellen signifikant (p < 0,05) auf 71 % der Kontrolle (CI=0,59). 

Gegenüber der alleinigen Behandlung mit 100 µM Teniposid war dieser Effekt allerdings nicht 

signifikant (Abb. 21 D).  
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Abb. 21: Migrationsverhalten von LN-18-Zellen unter dem Einfluss von Bosentan sowie der Zytostatika Vincristin, Temozolomid und 

Teniposid. 60000 Zellen/Kavität (16-Kavitäten-Platten) wurden für 24 h in serumdepriviertem DMEM (0,5 % FCS) inkubiert, bevor 

sie zusammen mit den Prüfsubstanzen in die Oberkammer der CIM-16-Platten gegeben wurden. Als Chemoattraktant diente 

serumhaltiges DMEM (10 % FCS), welches sich in der unteren Kammer der CIM-16-Platten befand. Die elektrische Impedanz wurde 

mittels Goldelektroden an der Oberseite der unteren Kammer alle 5 min bei Standardbedingungen gemessen. Links dargestellt sind die 

Migrationsraten (Cell Index) der Zellen über den gesamten Messzeitraum nach Inkubation mit Ethanol (EtOH, Lösungsmittelkontrolle) 

oder 10 µM Bosentan (Bos) sowohl bei alleiniger Applikation (A) als auch in Kombination mit 100 nM Vincristin (Vin, B), 100 µM 

Temozolomid (Temo, C) und 100 µM Teniposid (Teni, D). Auf der rechten Seite sind die jeweiligen Substanzkombinationen als 

Balkendiagramme zu den Zeitpunkten 2, 6 und 10 h dargestellt. Die Darstellung des Cell Index erfolgte als Mittelwert ± SD aus 

Dreifachbestimmungen (n = 3). Two-way ANOVA, Bonferroni Posttest; * p < 0,05 und ** p < 0,01.  
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4.1.4.1.2 Messung der Migration von LN-18-Zellen im Wundheilungs-Assay 

Für die Wundheilungs-Assays wurde in einem konfluenten Zellrasen von LN-18-Zellen unter 

Verwendung einer 100-µl-Pipettenspitze ein Spalt definierter Breite verursacht. Nach Applikation 

der Prüfsubstanzen wurden über einen Zeitverlauf von insgesamt zehn Stunden alle zwei Stunden 

digitale mikroskopische Fotografien des Spalts aufgenommen (Abb. 22). Der Wundverschluss konnte 

dann anhand dieser Aufnahmen mit dem Programm CellProfiler (Broad Institute, Cambridge, USA) 

quantifiziert werden. Da in den Untersuchungen mit dem xCelligenceTM-System eine migratorische 

Aktivität der Glioblastomzellen nur innerhalb eines Zeitraumes von 10 h nach Applikation der 

Substanzen beobachtet werden konnte und der Einfluss von Proliferation als Ursache des 

Wundverschlusses ausgeschlossen bzw. so gering wie möglich gehalten werden sollte, umfasste der 

Beobachtungszeitraum des Wundheilungs-Assays nur die ersten 10 h nach Setzen des Spalts. In 

Abb. 22 sind beispielhaft für einen der durchgeführten Wundheilungs-Assays die mittels Mikroskop 

digitalisierten Spaltbreiten über einen Zeitverlauf von zehn Stunden dargestellt. 

 

0 h 2 h 4 h 

 

6 h 8 h 10 h 

 
 

Abb. 22: Beispielhaft dargestellte Serie digitaler Fotoaufnahmen für einen 

der durchgeführten Wundheilungs-Assays. Der zentrale Spalt wurde mit 

einer 100-µl-Pipettenspitze in einem konfluenten, mit DMSO 

(Lösungsmittel) behandelten, LN-18-Zellrasen verursacht. Die Fotos 

wurden zu den Zeitpunkten 0, 2, 4, 6, 8 und 10 Stunden an identischen 

Bereichen unter einem Phasenkontrastmikroskop aufgenommen. Im 

Zeitverlauf ist eine Verschmälerung des Spalts mit einer zunehmenden 

Ausfransung der Spaltränder und einem Einwandern von Glioblastom-

zellen in den Spalt erkennbar. Maßstabsbalken = 300 µm. Die quantitative 

Analyse des Wundverschlusses erfolgte mit der Software CellProfiler®, die 

Darstellung mit GraphPad Prism (Prozentuale Wundverschluss-Rate 

beispielhaft im Balkendiagramm links dargestellt). 
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Die Abb. 23 veranschaulicht die Migrationsraten von LN-18-Zellen anhand des quantifizierten 

Wundverschlusses nach Inkubation mit dem Inhibitor Bosentan und den Zytostatika bezogen auf die 

Lösungsmittelkontrolle. Wie die Abb. 23 A zeigt, beeinflusste die alleinige Applikation von 10 µM 

Bosentan das Migrationsverhalten von LN-18-Zellen zu keinem der Messzeitpunkte signifikant, 

verglichen mit demjenigen der mit DMSO und Ethanol inkubierten Kontrollzellen. Unter beiden 

Substanzbedingungen zeigten sich ähnliche Verläufe der Migrationskurven mit einem steilen Anstieg 

zwischen 2 h und 8 h. Sämtliche untersuchten Zytostatika waren in der Lage, den Verschluss des 

gesetzten Spalts im Zellrasen zu vermindern und somit die Migration der Zellen zu reduzieren, 

allerdings wurde dieser hemmende Effekt frühestens nach 6 h statistisch signifikant. Die Inkubation 

der LN-18-Zellen mit 10 µM Doxorubicin führte nach 10 h zu einer signifikanten Verringerung des 

Spaltverschlusses auf etwa 50 % der Kontrollzellen (p < 0,01). Dieser Effekt konnte durch eine 

Kombination von 10 µM Doxorubicin mit 10 µM Bosentan signifikant gegenüber der alleinigen Gabe 

von 10 µM Doxorubicin gesteigert werden (13 % der Kontrolle nach 10 h, Abb. 23 B; p < 0,001). 

Wie in Abb. 23 C zu erkennen ist, resultierte eine Inkubation mit 100 nM Vincristin ebenfalls in einer 

signifikanten Abnahme des Wundverschlusses durch migrierende Zellen auf 62 % der 

Lösungsmittelkontrolle nach 10 h (p < 0,05). Auch in diesem Fall war eine signifikante Verstärkung 

des Effektes der alleinigen Gabe von Vincristin durch Ko-Applikation von 10 µM Bosentan auf 14 % 

der Kontrolle nach 10 h nachweisbar (p < 0,001). Die Abb. 23 D zeigt den zeitabhängigen 

Wundverschluss der LN-18-Zellen unter Einfluss von 100 µM Temozolomid mit und ohne 

Applikation von 10 µM Bosentan. Der Verlauf der Migrationskurve nach Gabe von Temozolomid ist 

ab dem Zeitpunkt 6 h signifikant unterschiedlich (p < 0,01) zu der Lösungsmittelkontrolle mit einem 

relativen Wundverschluss von 35 % gegenüber der Kontrolle (100 %) nach 10-stündiger Behandlung 

der Zellen mit Temozolomid (p < 0,001). Es waren jedoch keine signifikanten Unterschiede 

bezüglich des Wundverschlusses unter Temozolomid mit und ohne Ko-Applikation von Bosentan 

nachweisbar, allerdings war der Wundverschluss auch hier auf 21 % der Lösungsmittelkontrolle nach 

10 h unter Kombination von Temozolomid und Bosentan reduziert. Die Inkubation der LN-18-Zellen 

mit 100 µM Teniposid führte ab 8 h nach Applikation zu einer signifikanten Abnahme des 

Wundverschlusses (p < 0,01), nach 10 h war der Wundverschluss signifikant auf 44 % der 

Lösungsmittelkontrolle vermindert (p < 0,001). Bei Kombination von Teniposid und Bosentan im 

Vergleich zu der alleinigen Gabe von Teniposid nahm der Wundverschluss ebenfalls deutlich, 

statistisch aber nicht signifikant, ab. Die Wundverschlussrate war nach zehnstündiger Inkubation mit 

beiden Wirkstoffen (Teniposid und Bosentan) auf 7 % der Kontrollzellen herabgesenkt (Abb. 23 E). 

Der Wundverschluss der LN-18-Zellen unter Einfluss von 100 µM Lomustin zeigte mit und ohne 

Kombination des Zytostatikums mit Bosentan zwei ähnliche Verläufe des zeitabhängigen 
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Wundverschlusses. Ab dem Zeitpunkt 6 h war der Wundverschluss unter beiden Bedingungen 

signifikant geringer als in der Kontrolle (p < 0,01) und nach 10 h führte Lomustin zu einem 

Wundverschluss von 30 % der Kontrollzellen (p < 0,001), was durch gleichzeitige Applikation von 

Bosentan auf 17 % gesenkt wurde (Abb. 23 F). 

 

 

Abb. 23: Einfluss von Bosentan und ausgewählter Zytostatika auf die Migrationsfähigkeit von LN-18-Zellen im Wundheilungs-Assay. 

Nach dem Setzen eines definierten Spalts in einem konfluenten Zellrasen wurden die Zellen mit Ethanol (0,1 %, 

Lösungsmittelkontrolle) bzw. 10 µM Bosentan (Bos) allein (A) oder in Kombination mit den Zytostatika Doxorubicin (Dox, 10 µM; 

B), Vincristin (Vin, 100 nM; C), Temozolomid (Temo, 100 µM; D), Teniposid (Teni, 100 µM; E) und Lomustin (Lom, 100 µM; F) 

inkubiert. Zu den Zeitpunkten 0, 2, 4, 6, 8 und 10 h wurde die Spaltbreite digital dokumentiert und mit dem Programm CellProfiler 

quantifiziert. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte in Relation zum 10 h-Mittelwert der Lösungsmittelkontrolle aus drei 

unabhängigen Experimenten (n = 3). Two-way ANOVA, Bonferroni Posttest; * p < 0,05, ** p < 0,01.  










































































































































