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1 Einleitung

1.1 Gut und Bose aus der Sicht des Mediziners

Nur wenige Aufgaben des arztlichen Alltags sind so herausfordernd fir einen Ardieyeieige,

einem Patienten den Verdacht einer tumorartigen Erkrankung offerthanslisserdenn deBegriff

d es A Twinhgemeirfhin synonym mit dem Formenkreis bosartiger Gewebeneubildwtegen,
Krebserkrankungen gebraucht. Terminologisch betrachist diese Simplifizierung jedoch nicht
korrekt. ATumor i teeFporeiemdr iGesthwuistu adér Sthwellung] welche
Symptom verschiedenster Erkrankungen sein kann. Erst im engeren Sinne wird dieser Begriff fur
eine Ubermalige und unkoordiniertddeubildung korpereigenen Gewebes aufgrund gestorter
zellularer Wachstumsreguian, eine sog. Neoplasie, verwendet. Nicht jede Neoplasie ist bosartiger
Natur. Neoplasien werden hinsichtlich ihrer Dignitat, also ihrer Wachstumseigenschaften und
Verhaltenswesen, in gutartige (benigne) und bosartige (maligne) Neoplasien sowie Zwisgbans
(semimaligne bzw. Tumoren unklaren biologischen Verhaltens) eingeteilt. Grundsatzlich bestehen
alle soliden Neoplasien aus zwei Komponenten, dem Parenchym, welches veamdirmierten

Zellen gebildet wird, und dem Stroma, welches sich aus Bindsggs Blutgefal3en und Mediatoren

der zellularen Abwehr zusammensdtzt Prinzipiell kann jedes Kdrpergewebe den Regelkreis der
Wachstumskontrolle verlassen und maligne entartenFDlige ist eine ausgepragte Diversitat der
unter dem Begriff Krebs vereinten morentitdten mit unterschiedlichen biologischen Merkmalen.
Zur Charakterisierung maligner Neoplasien werden verschiedene Klassifikationen eingesetzt,
darunter Beurteilung unBifferenzierungnach Topographie, Morphologie und Verhaltenskriterien
gemal derrternational Classification of Diseases for Oncology {GPder Weltgesundheit
sorganisation (World Health Organization, WHO), derzeit in der dritten Edition vonuz@Dérsta
Revision von 20132), sowie die TNMKIlassifikation der Union internationale contre le cancer
(UICC), welche zur Beschreibung der Neoplasie die Ausdehnung des Primartumors, hgtaphk

und Fernmetastasen (Absiedlungen von Zellen des Primartumors) b&@ertet

Bestatigt sich der Verdacht einer maligne entarteten Tumorentitatnbé@irden Betroffenen ein

meist langwieriger Leidensweg, an dessen Ende trotz moderner Diagnostik und Therapie in vielen
Féllen keine Heilung erreicht werden kaftwa 476000 Menschen wurde 2@in Deutschland eine
KrebsneuerkrankundiagnostiziertSeit1990 wurde konstant bgidem vierten Sterbefalté.25 %)

eine bdsartige Neubildung als Todesursache festgestellt, istelasch den Erkrankungen des Herz

und Kreislau§ystems somit die zweithaufigste Todesursddhe
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1.2 Maligne Neoplasien des Zentralen Nervensystems

In der jingeen Vergangenheit konnten aufgrund verbesserter Vorsorge und therapeutischer
Innovationen bei vielen malignen Neoplasien grol3e Erfolge beziglich der mit diesen verbundenen
Morbiditat und Mortalitat verbucht werden, so beispielweise beim kolorektalen Karzoder der
chronischen myeloischen Leukdm{®, 6) Demgegentber gehen einige Tumorentitaten trotz
jahrzehntelanger, intensiver Erforschung nach wie vor mit einer sehr schlechten Prognose einher. Zur
letztgenannte Gruppe gehéren zweifellos die primaren malignen Neoplasien desalan
Nervensystems (ZNS). Sie zahlen mit einem Anteil ¥@&P6 aller Krebsneuerkrankungen zu den
eher seltenen Diagnosen, sind fur die Betroffenen jedoch aufgrund ihres diffusgressiven
Wachstums und ihrer teilweise ausgepragten UnzuganglichkeitHerapien von katastrophaler
Bedeutund7, 8). Die Tumoren des ZNS, welche aufgrund ihrer Heterogenitatwes biologischen
Verhaltens nicht nach den standardmagigen Keedler TNMKIassifikation charakterisierbar sind,
werden von der WHO in einem separaten Katalog anhand ihrer Histologies ihre
immunhistochemischen Verhal®nultrastruktureller und gensther Profile definiert. Dieser
Katalog wird seit seiner ersten Publikation im Jahre 1979 standig aktualisiert und befindet sich derzeit
in seiner funften Auflage von 206 (9-11). Hirneigene Tumoren entspringen nzeist
neuroepithelialen (neuroektodermalen) Gewebeie. &ktuelle Klassifikation unterscheidet au.
Tumoren der Meningen, Nervenscheiden, Sellarregion, Keimzelltumore und Lymphome. |hre grofite
Subgruppe wird aber von den sog. Gliomen gebildet, also Tunavelche sich von der
(Neuro)Glia, dem nichtneuronah Gewebe des ZNS, ableiten und%3@ller Tumoren des ZNS
sowie 7580 % aller prim&ren malignen Neoplasien des ZNS stellen (vgl. BblRabei sind die in

dieser Guppe erfassten Tumore so vielfaltig wie die zur Neuroglia gehdrenden Zelltypen und in ihrer
Aggressivitat aul3erst verschieden. Diesem Umstand tragt die WHO mngatgeenannten Graup
Rechnung, welche die Dignitat der Gliome anhand histologischer MerkwialeKernatypien
(Entdifferenzierung), Mitoserate (B. Ki-67-Index), EndothelzelProliferation und Gewebs
nekrosen sowie Kklinischer Merkmale wie Wachstumsverhalten (umschrieben oder
infiltrierend), -geschwindigkeitProgressionsneigung und Heilungswahegdichkeit in die Grade |

bis IV einteilt. In Anlehnung an zuvor etablierte Gragichemata (nach Ringertz, St. AAdayo

und friheren WH&5chemata) wird der Grad | scharf umschriebenen Tumoren zugeteilt, welche
keine Atypien und nur geringes proliferas Potenzial aufweisen. Diese Tumoren haben gute
Heilungsaussichten nach chirurgischer Entfernu@gad IFGliome besitzen zwar ein geringes
proliferatives Potenzial, neigen jedoch zu infiltrativem Wachstum, ¥pik und einer Progression

zu hohergradjen Gliomen. Sind Nachweise der Malignitat wie Kernatypien, Anaplasie (Regression

hoher differenzierter Zellen zu einem Stadium geringerer Differenzierung) und ausgepragte

2
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Mitoseraten erbracht, handelt es sich uno@e des Grades lll. Es ist jedoch anzukea, dass die
Unterscheidung zwischen Graduihd Grad II+Gliomen bisweilen nicht immer einfach fallt, weshalb

in jungerer Vergangenheit zusatzliche Methoden der Differenzierung wie die Nachweise von
Gliafaserprtein (GFAP), Protein 800 oder IsozitraDehydrogenasé (IDH-1) Einzug in @s
Grading der Gliome hieltef12). Der WHO-Grad IV kennzeichnet Gliome, welche neben den zuvor
genannten Charakteristika maligner Neoplasien (zytologische Atypien, hohe mitotische Aktivitat,
infiltratives Wachstum) zusaizh Nekrosen und mikrovaskulare Prolifeoa aufweisen. Diese
Tumore nehmen einen drastischen-pmdd postoperativen Krankheitsverlauf mit meddlichem
Ausgang13-15). Eine besondere Stellung nimmt nach diesen Kriterien dabl&itoma multiforme

ein. Es ist nicht nur der mit Abstand haufigste Vertreter der Gliom&{c&46 allermalignenGliome
werden dem Glioblastoma multiforme zugeordnet), es stellt zugleich auch den bdsartigsten Subtyp

der Gliome (WHQOGradlV) dar (Abb.2).

Keimzell-Tumore Andeﬁre{[ﬂ;nmore
59 s/ /0
0.5 % Glioblastoma
Andere neuroepitheliale multiforme
Tumore 16,3 %
5,0 %
Lymphome Astrozytome
2,3 % 6,8 %
Nervenscheiden-
Tumore Ependymome
85% 1,8 %
Oligodendrogliome
Craniopharyngeome 1,9 %
0,9 %
Embryonale inkl.
Hypophysen-Tumore Medulloblastomen
T 135% 1,1%

Meningeome
34,7 %

Abb. 1: Verteilung aller primaren Neoplasien des Zentralen Nervensystaechsinrem histologischen Erscheinungsbild. Modifiziert
nach dem Zentralen Hirntumorregister der U38).
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1.3 Glioblastoma multiforme

In Deutschlandwurden zwischen 203 und 24 ca. 9800Menschen mit der Diagnose eines
Glioblastoma multiforme konfrontie(#). Das entspricht einer lidenzrate vorta. 3 Glioblastom
Diagnosen pro 100000 Einwohnern und Jahr mit einem Durchtsaitat bei Diagnosestellung von

60 bis 70Jahren wobei Manner etwas haufiger betroffen sind aBrauen (Verhaltnis der
Erkrankungsrate von Mannern zu Frauen,3311). Mit dieser Inzidenzrate ist das Glioblastoma
multiforme die haufigste primare maligndleoplasie des ZNSZudem machenrelative
Uberlebensraten von 36 ein Jahr, 136 zwei Jahre und 4% funf Jahre nach Diagnosestellung,
selbst unter multimodalefherapie, diese Tumorentitat zu einem der aggressivsten und mit der

schlechtesten Prognose héieten Malignome tberhau(it6, 17)

Astrozytom Grad 3
10 %

Astrozytom Grad 2
8,5%

Unspezifische
Histologie
4,5%

Embryonale Tumore

15%
Ependymom
2%
Nicht naher bez. Gliom Gllob!astoma
multiforme
3%
67,5%
Alle anderen
Astrozytome
3,0%

Abb. 2: VerteilungmalignerGliome des Zentralen Nervensystenagh histologischen Subtypaach WHOKIassifikation (2016) in
Deutschland, 2022014 Modifiziert nach denepidemiologischekrebsregister in Deutschlarid).

Makroskopisch stellen sich Glioblagte typischerweise als eine zentral nekrotische,
hamorrhagische, infiltrierende Masse in der weil3en Substanz des ZNS dar, weshalb sie an der
Hirnoberflache u. U. nichticekt auszumachen sind. Indirekte Zeichen sind jedoch abgeplattete und
aufgespreizt impaierende Gyri (Hirnwindungen) in Tumorndhe und ein perifokal um den Tumor
auftretendes Odem. Wahrend im Randgebiet des Tumors teilweise massive GefaRerweiterungen zu
beobachten sind, wird das Bild im Zentrum des Tumors von Nekrosen und thrombosierten
Blutgefal3en gepragt. Obwohl das Glioblastoma multiforme grundsatzlich jeden Anteil des Zentralen
Nervensystems betreffen kann, wachst es bevorzugt in den Grof3hirnhemispisbesondere in

Frontat und Temporallappen. Infiltriert der Tumor unter Uberschrejtdas Corpus callosum (des

Balkens) beide Frontalpole des Gehirns, liegt ein sog. Schmetterlingsgliom vor. Das pragnanteste

4
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histologische Merkmal des Glioblastoma nfoltime ist seine Multiformitat, also die
Vielgestaltigkeit der in ihm vereinten Zellen.idSe ist auf die vollige Entdifferenzierung des
Tumorgewebes zurtickzufuhren, welche eine Ursprungsbestimmung des Glioblastoms anhand
histologischer Kriterien nahezu uiglich macht. Unter dem Mikroskop stellt es sich als ein dicht
bewachsenes, zellreichegumeist kleinzelliges Gewebe dar, welches ausgepragte nukleéare
Pleomorphismen und zahlreiche Mitosen aufweist. Charakteristisch fir dieserGiadiDV-Tumor

sind Nekr@en mit umgebenden nukledren PseBdbsaden sowie massive Kapitabzw.
EndothelzelProliferationen. Diese Gefal3e sind abnorm verandert und relativ permeabel. Dadurch
nehmen diese Tumoren in der Schnittbildgebung verstarkt Kontrastmit(@l, a1#)

Auffallig wird das Glioblastoma multiformé& sofern es nicht zufallig (z. B. im Rahmen einer
kranialen Schnittbildgebung) gefden wirdi im Allgemeinen durch zentrale neurologische
Ausfallerscheinungen, welche pach Sitz des Tumors aul3erst verschiedenartig sein kgh@gn
Paresen, Sensibilitdis Sprach, Hor-, Sekh oder Geschmacksstérungen entsprechen fokalen
Symptomen nach Infiltration und Zerstérung umschriebdtienstrukturen durch den Tumor,
Kopfschmerzen, Erbrechen, Bewusstseinsveranderungen eihe Stauungspapille sind als
allgemeine Hirndruckzeichen aufzufassen. Haufige Erstsymptome sind fokale oder generalisierte
Krampfanfalle(20). Bemerkenswerterweise neig&lioblastome trotz ihres ausgepragten malignen
Potenzials nicht zur Fernmetastasierung, obschon sie -10% der Falle bereits zum
Erstdiagnosezeitpunkt multipel innerhalb des ZNS auftrgi&n21)

Unterklinischen wie auch biologisebnkogenetischen Gesichtspunkten ist eine Differenzierung der
Glioblastome in primére (auch: de novo) Glioblastome und sekundare Glioblastome notwendig. Die
Diagnose priméarer Glioblastome erfolgpischerweise nach kurzeiikischer Historie, ohne dass es
zuvor symptomatologische oder histopathologische Hinweise auf niedrigmaligne neuronale
Vorlauferlasionen gegeben hat. Sekundare Glioblastome hingegen sind als Ergebnis einer deutlich
langsamerenmegredienz von Astrozytomeder Grade 1l oder Il im Sinne einer Transformation zu
den hohergradigen Glioblastomen aufzufassen. Primare Glioblastome machen &awall@b
Glioblastome aus, sekundare Glioblastome finden sich entsprechend selten in nbie@iar

Kasus. Auffélligist die deutliche Altersdiskrepanz der Betroffenen primarer Glioblastome (mittleres
Patientenalter bei Diagnosestellung:Jhre) und sekundarer Glioblastome (mittleres Patientenalter
bei Diagnosestellung:44Jahre). Mikroskopsch lassen sicprimare undsekundére Glioblastome

nicht voneinander unterscheidgegdochsind auf genetischer Ebene einige Gemeinsamkeiten und
Diskrepanzen beider Glioblastefiypen festgestellt worden. Gemeinsam ist beiden Formen der
haufig vorliegende ¥rlust des langen Armes vo&hromosoniO (LOH 10q, loss of

heterozygosit0q), welcher jeweils in hoher Frequenz nachweisbar ist. Primare Glioblastome
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weisen in hoher Zahl amplifizierte Expressionen dpglermal growth factor receptof&€GFR)
sowiePTENPunktmutationen auf. Andeags bei primaren Glioblastomen geht der Entwicklung von
sekundaren Glioblastomen in der Gberwiegenden Zahl der Falle eine Mutation des Tumorsuppressors
p53 oder der IsozitrdDehydrogenasé (IDH-1) voraus (22-24). Letztere hatin der juingsten
Definition der Glioblastome der WHO von 2016 Einklang gd&m wonach Glioblastome zunéchst

nach ihrem IDH1-Mutationsstatus unterteilt werddbdie Abb. 3 zeigt eine Synopsis der wichtigsten

genetischen Alterationen in der Onkogenese primérer und sekundéarer Glioblastome.

Astrozyten / Vorlauferzellen

Low-grade Astrozytom WHO-Grad 1
Anaplastisches Astrozytom WHO-Grad Il
Primares Glioblastom / deovo Sekundéres Glioblastom
IDH-1-Wildtyp IDH-1 mutiert
WHO-Grad IV

Abb. 3: Genetische Alterationen in der Onkogenese prin&iggkundarer Glioblastomblodifiziert nachLouis undOhgaki(11, 23)

1.3.1  Therapiekonzepte des Glioblastoma multiforme

Obwohl das Glioblastoma multiforme als Tumorentitét bereits lange bekannt ist, sind standardisierte
Behandlungsschemata und strukturierte Analysen der Behandlungsresultate denstjlingeren
Vergangenheit publiziert worderDie Primartherapieeines neu dagnostizierta Glioblastona
multiforme stiitzt sichauf drei therapeutische Sauleie chirurgische Resektion, die Strahlentherapie
und die Chemotherapi@5). Eine chirurgische Resektion ist in diesem Zusemhang sowohl
therapeutische als auch diagnostische MalRhahme, da durcle @ie® histologische
Diagnosesicherung moglich wird. Erschwerenmgt hierbej dass Glioblastome zu einem
disseminierten Wachstum mit Infiltration des umgebenden Hirngewebes ndigea. neuer

innovativer Operationstechnikg26-28) kann eine restlose Zytoreduktion selbst bei lokaler RO
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Resektion, also (mikroskopisch) vollstandiger, Entfernung des lokal aufgefundenen Tumors nur
selten erreiot werden, weshalb in den allermeisten Fallen eine lokale und systemische
Anschlusstherapie notwendig werd@9).

Zur adjuvanten Therapie des Glioblastoms hat sich die Kombination einer Bestrahlung des
Resektiosgebietes mit der oralen Gabe des Chemotherapeutikums Temozolomid als Standard
etabliert. Durch Verbindungeiner Strahlentherapie Uber sechs Wochen mit begleitender und
adjuvanter Chemotherapie mit Temozolomid (sechs Zyklen) konnte eine Verlangerungldegeme
Uberlebens von 12,1 auf 14,6 Monate und eine Erhéhung-dnr2sUberlebensrate von 1% auf

26 % bei guter Vertraglichkeit erreicht werd€30-33). Insbesondere Patienten, welaieen hohen
Methylierungsgrad des genetischen Promoters derMé&®ylguaninDNS-Methyltransferase
(MGMT), eines DNAReparaturproteis, welches Methylgruppen von der @&®sition des Guanins
entfernt aufweisen profitieren von dieser kombinierten Radiochatherapie(34). Temozolomid

wirkt insbesonderean der O6Stelle des Guaninsalkylierend, was zum Zelltod fuhrt.Eine
Hypermethylierung deBIGMT-Promobrs geht mit einer reduzierten MGIMHroteinexpression und

einer somit verringerte DNS-Reparaturaktivitdeinher, sodas3emozolomidseine zytotoxische
Wirkung auf den Tumor entfalten kann. Dassfrechen des Tumors auf die Temozolecifindrapie

bzw. das Uberleben der Patienten ist umso besser, je hoher der Methylierungsgrad des MGMT
Promoters is{34-37).

Daneben besteht die Mdoglichkeit, erstdiagnostizigBieblastome zuséatzlich mit alkgrend
wirkenden Carmustibeschichteten Mikroplattchen, welche dem Tumor im Rahmen einer Operation
direkt aufgelagert werden, zu behandé€®8). Das Vorgehen im Falle eines Rezidivs oder bei
mangelndem Ansprechen des Primartumors auf die zuvor beschriebenen Therapiepfade besitzt
derzeit keine klar evidenzbasierte Grundlage. Je nach Situation kommen erneute Oparatite, e
Bestrahlung, Intensivierungder Temozolomielherapie oder der Wechsel auf andere
Chemotherapischemata unter Verwendung von Nitrosoharnstoffen (Lomustin, Carmustin),
Procarbazin und Vincristin infrad89-42). Dennoch kann das Gesamtiiberleben bei rezidivierendem
Glioblastom selbst nach Ausschopfen samtlicher Optionen mit einem zusatzlichen medianen
Uberleben von 2 bis 3 Monaten nur geringfiigig verlangert we@&nl, 43)

Neuartige therapeutische Ansatzemfassen u. aAt ar get ed t oxi ns t her ap
hergestellteAntikbrperToxin-Paare, welche spezifisch an in Glioblastomzellen tberexprimierten
Rezeptoren, B. EGFR, binden und durch ihre Toxiftomponeite eine Immunreaktion auslésen
(44-46). Auch eine Vakzinierung mit dendritischen Zellewurde bereitserprobt (47). Diese
Therapiemodalitaten scheinen durchaus signifikanten Einfluss auf das Uberleben von Patienten mit

Glioblastomen zu habenDennoch bleibendie bisherigen Ergebnisshinter den an diese
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therapeutischen Optionen gestellten Erwartungen ziuwieghalbdie stetigeSuche nach neuen Ziel
molekulen fur die Entwicklung zielgerichteter Therapieoptionen von enormer Wichtigk@8)st

1.4 Das EndothelinSystem
1.4.1 Die Endotheline

Vor etwa 30 Jahren wurde erkannt, daas Endothel, die innerste Auskleidung der Bluind
LymphgefaRe sowie der serésen Hohlen des menschlichen KézperSynthese und Sekretion
vasoaktiver Substanzen befahigt (49). Nachdem zunachst Stickstoffmonoxid (NO¢lUEDRF,
endothelium derived relaxing facjoals maf3geblicher relaxierender Botenstoff des Gefal3systems
identifiziert worden war, konnte 1985 im Kultliberstand von bovinenngothelzellen erstmals ein
gefalReigener, endogener Vasokonstriktor isoliert are(B80). Dieser wurde 1988 sequenziert und
nach seinem EntdeckungsoiEndothelin (ET) genannt(51). Nachfolgende Gensequenz
Korrelationen zeigten, dass Endothelin gleichermal3en im menschlichen Organismus vorkommt und
seinen potentesten Vasokonstriktor darst@R). Weitere Umersuchungen charakterisierten die
humanen Endotheline alsne Familie von drei strukturell verwandten Peptiden, deren Hauptvertreter
das zuerst entdeckte EndothelifET-1) ist. Die Endotheline haben ein Molekulargewicht von etwa
2,5kDa und bestehen a21 Aminoséauren mit einem hydrophobete@ninalen Tryptopanrest und

zwei CysteinDisulfidbriicken an den Positionen 1 und 15 sowie 3 und 11 g¢esmnalen Endes,
welche ihre spezielle helixartige Haarnadelform bedingen und entscheidend zu ihrer
Pharmakdynamik beitragen{53). Die Isoformen Endotheli2 (ET-2) und Endotheli¥8 (ET-3)
unterscheiden sich in 2 respektive 6 Aminosauren, vgl. A, 55)

Dartber hinaus wurde ein weiteres strukturell verwandtes Peptid namehbdsthrieben, welches

sich lediglich in einer Aminosaure von ETunterscheidet und dessen Nachweis ausschlief3lich im
Verdauungstrakt von Mausen gelang, weshatiues @ n N avasoactivaintestinal contractor

(VIC) tragt (52, 56, 57)
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Endothelin-1

Abb. 4: Priméarstrukturen der humanen Endothelibe von ET1 abweichenden Aminosauren der IsoformenZEldnd E-3 sind
grau markiert. Modifiziert nach Shah et @5).

Endotheline werden ubiquitar exprimiert, interessanterweise stelltjgdoch den einzigen Vertreter
aus der Familie der Endotheline dar, der tatsachlicindothelzellen produziert wird. Daneben findet
seine Produktiomunter physiologischen Bedingungen nocla.uin glatten Muskelzellen, kardialen
Myozyten, Hepatozyten, NierenepitheMesangium Sertolt und EndometriunZellen, Pankreas
Inselzellen, Leukozgn, Makrophagen, Neuronen und Astrozyten statt. Di€Todktion geht
vorwiegend von Nierenepithelien, gastrointestinalen Strpriierz sowie Ovarialzellen, der
Plazenta und dem Uterus, die Produktion von-3EWon Nierer und Lungenepithelien,
gastrontestinalen, Nebennierennd Gliazellen sowie Neuronen af{t!}, 55, 58, 59)Endotheline
werden sowohl konstitutiv als auch reguliert, also bedarfsadaptiert, synthetisiert und sgg€rniert
61). Sie weisen eine ausgepragte Sequemzhogie zu den Sarafotoxinen (S6al, S6b und S6c) der
Erdvipern (Atractaspis engaddes) auf, deren Gift durch eine koronare Vasokonstriktion und

neurotoxische Effekte zum Tod des Beutetieres fi@ia}
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1.4.2 Biosynthese und Regulation der Endotheline

Jedes der bekannten humanen Endotheline wircei@m jeweils eigenen Gen kodiert, welche sich
auf den Chromosomen 6 (EDNL1), 1 (EDN2) und 20 (EDNS3) befi(g@nDie EndothelirSynthese
wird durch eine Reihe von Mediatoren gesteuert, welche stimulierend, aber abarém auf diese
einwirken. Als Stimuli der Endbelin-Synthese wurden @a. Thrombin, Zytokingz. B. IL-1),
Wachstumsfaktoren, antidiuretisches Hormon (ADH), Adrenalin, Insulin, Angiotdnsigpoxie,
Hypovolamie und mechanische Faktoren wie schwaSoberkrafte an Arterien gefunden.
Inhibierend wiken der ETSynthese Stickoxid (NO), atriales natriuretisches Peptid (ANP), Heparin,
Prostaglandine (PGE1, PGE2), epidermal growth factor (EGkj)estarke Scherkrafte an Arterien
entgeger{64-68).

Entsprechend iles Vorkommens in verschiedenen Geweben unterliegt die Transkription derPrapro
Endotheline (ppET), der 212 Aminosauren langen Endoth&irstufen, unterschiedlichen
Steuerungsmechanismeérerschiedene Steuerelemente der nidddierenden Geereiche trgen

zur Regulation der ppEMRNA-Synthese bei. Diese umfassen CAAIhd TATA-Sequenzhaltige
PromotorRegionen und zusatzliche didemente mit Bindungsstellen fur diverse Transkriptions
faktoren wie z. B. GATA2, AktivatorProteinl (AP-1) undnuclear faadr-1 (NF1) (69-73).

1 6399

Gen 5°

mRINA

Preproendothelin N EFE- C

Lys-Arg Lys-Arg

53 90
Big ET-1

Trp-Val

53 73

ET-1

Abb. 5: WesentlicheSchritte der Endotheliri-Syntheseén Transkription und Translation. Modifiziert nach Stow e{(a4).
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Nach Abspaltung der Sign&eptide wn ppET am rauen endoplasmatischen Retikulum wird das
entstandene Intermediat durch Spaltung dibasischer Sequnzéfurin-dhnliche Endopeptidasen
der SubtilisinFamilie zubig Endothelin big ET, auch Proendothelin (pET)) mit Peptidketten von
37-41 Aminosauren weiterprozessi€&8, 7577). Hierbei handelt es sich um Endothélinrstufen
niederer biologischer AktivitaBig ET-1 besitzt etwa 1/140 deasokonstringierenden Potenz von
ET-1 (53, 78) Ihre maturierta und aktiven Formen erlangen die Endotheline durch proteolytische
Spaltung der Proendotheline zwischen Trypsin an Position 21 und Valin (blg i@ ET-2) bzw.
Isoleucin (big ET3) an Position 22 der Peptidken. Dieser, die Geschwindigkeit bestimmende,
Schritt der Endotheli®ynthese wird durch EndothelfonversionsEnzyme Endothelin
converting enzymesECE), eine Gruppe von Zink(gbhangigen, membragebuneénen
Metalloproteasen der NeprilysBuperfamiie katalysiert (Abb5, (79)). Bisher sind 3 Hauptformen
dieser Enzyme, ECH, -2 und-3, sowie jeweils vier Isoformen der EQAEund ECE2 beschrieben
worden, welche sich sowohl hinsichtlich ihrer Lokalisation als auch ihrer Spezifitat unterscheiden
(60, 8082). Trotz einer AminosaureSeqenzhomologie von insgesamt %9 (im Gterminalen
Bereich sogar 7%) weisen ECEL und ECE2 deutliche Divergenzen auf. So finden sich die
Isoformen von ECH. (ECE1la bis-1d) Plasmamembragebunden intraund extrazellular, wahrend
die ECE2-Isoformen (ECR2&1, -2&2, -2b-1, -2b-2) ausschliellich intrazellular nachweisbar sind.
Das pHOptimum von ECEL liegt im neutralen Bereich, das von ECbei einem sauren pWert
von etwa 5,5, das von ECE bei einem pHNert von 6,6. Alle ECE lassen sich durch
Proteasinhibitoren wie Phosphoramidon und FR901533 hemmen,-EQE jedoch 250nal
Phospmoramidonsensibler als ECGH, wahrend beide Enzyme etwa gleistark auf FR901533
reagierer(60, 7982).

Durch spezifische Hydrgée an den oben beschriebemasitionen setzt EGE Uberwiegend big
ET-1, aber auch big EZ und big ET3 um.(82-85). Die Substratspezifitdt von ECEentspricht im
Wesentlichen derjenigen von ECIH80). Demgegeniber besitzt E€Eeine sehr hohe Substrat
spezifitat fur bigET-3. Big ET-1 bzw. bigET-2 werden von diesem Enzym kaum umgesgz).
Neben den ECE tragen auch ni&l@E-Metalloproteasen uhChymasen zur Konversion von big ET
zu reifem Endothelin bei, die Produktion reifen Endothelins in BCEnd ECE2-defizienten
Mausen zeigte sich lediglich um ein Drittel reduz(86, 87) Wahrend die Plasmahalbwertszeit von
ET-1, welches in Lunge, Nieren und Leber abgebaut wird, weniger als 2 Minuten betragt, fihrt eine
Bindung von ET1 an saie Rezeptoren zu langandauernden biologischen EfféB8e92).

11
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1.4.3  Endothelin-Rezeptoren

Ihre Wirkung entfalten alle drei Endotheline Gber eine Bindung-&ndieingekoppelte Rezeptoren
welche zur Gruppe der heptahelikal@mansmembranproteine vom Rhodop$yp gehdren.
Insgesamt wurden bisher funf EndotheRezeptoren geklont, ein Nachweis physiologischer bzw.
pathologischer Relevanz fur den Menschen gelang jedoch nur fiir den Endatiigireptor (EXR)

und den EndotheiiB-Rezeptor (EER) (93-96). Daneben wurden eirtarnativer, aviarer EJR2,

ein dualer ET1/Angiotensinll-Rezeptor im Gehirn der Ratte sowie ein-&$pezifischer EZR in
Melanozyten des Krallenfrobes (Xenopus laevis) gefund@v-99).

ETAR und EEBR unterschielen sich nicht nur hinsichtlich ihrer Aminosdurensequenz, auch ihr
Bindungsverhalten und die durch Bindung eines Liganden hervorgerufenen Effekte weisen
Differenzen auf. EAR bindet an @ und G-Proteine, EER an G- und G-Proteine(100-102) Der

427 Aminosauren lange &R charakterisiert sich durch eine relative Unempfindlichkeit gegentber
ET-3. ET-1 und ETF2 binden hingegen mit etwa gleicher (if@@h hoherer) Affinitat an den Rezeptor
(103, 104) Sein Vorkommen kann in nahezu samtlichen Organsystemen nachgewiesen werden, so
u. a. in den kardiovaskularen, respiratorischen, endokrinen, Imemagenitlen, gastrointestinalen
Systemen und dem Zentralen Nervensystem, jgdotch in Endothelzellef®0, 105, 106)Der ETR
enthalt 442 Aminosauren und bindet sdmtliche Endotheline mit gleicher Aff{iif&) Seine
gewebespezifische Expression ist weniger umfangreich als die dd® @drwiegend im ZNS,
weniger im kardialen, pulmonalen, renalen und adrenaleref@ysfedoch scheint ein gréRRerer
Variantenreichtum des EBR-Gens im \érgleich zum EZXR-Gen zu existiererf106-108). ETgR
findet sich zum einen stark in Endotradlen, in deutlich geringerem Mal3e aber auch in glatten
Gefallmuskelzellen exprimi€@6, 109) Aufgrund einer unterschiedlichen Sensitivitat fir bestimmte
Isoformen der Endotheline wird der endothelialesE;Twelcher vasodilatische Effekte vermitteln
soll, teilweise als EdiR und der glattmuskulare BR, welchem vasokonstringierem@igenschaften
zugeschrieben werden, als &R bezeichnetDiese Nomenklatur ist bisher aber noch nicht von der
International Union of Basic and Clinical PharmacolofPHAR) implementiert worder(106,

110, 111)

Die Bildung der ETRezeptoren wird durch unterschiedliche Stimuli beeinflusst: Hypoxie,
Cyclosporin, EGF, basic fibroblast growth factor (bFGF), cyclisékd® (cAMP) und Ostrogen
fuhren zu einer Hochregulation von ER. Natriuretisches Peptid Tyg (CNP) Angiotensinll,
plateletderived growth factor (PDGF) und transforming growth factor (T®Ejvirken eine
Hochregulation von EJR. Umgekehrvermittelndie zuletzt genannten Peptide eine Herabregulation
von ETaR, wahrend eine verminderte Expression vorgEETn Anwesenheit von cAMP und

Katecholaminen zu beobachten(isD3).
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Die Bindung der Endotheline an ihre Rezeptoren bewirkt unter physiologiseld@mgBngen sowohl
kurz- als auch langwirksame Effekte, welche durch unterschiedliche Signalkaskaden vermittelt
werden: Die Aktivierung der Phospholipase RL.C) durch Endothelii fihrt via Generation von
Inositok1,4,5triphosphat (IP3) und Diacylglycero{DAG) einerseits zu einem C#&-Influx,
andererseitzur Aktivierung der Proteinkinase C (PKC), wodurch es zu einer Vasokonstriktion
kommt. Dieser Effekt wd Gberwiegend dem ERR zugeschrieben, kann in Abhangigkeit vom
exprimierenden Gewebe jedoch auchotiuden EER vermittelt werdenUberdiesaktiviert ET-1 via
denETaR die Phospholipase A2 (PLA undbewirktsodie Bildung vonArachidonsauréerivaten

Der ETgR ist zudem an der Bildung von NO (als Vasodilatator) betgiliyp-115) Neben diesen
vornehmlichkurzwirksamenund hauptsachlich den Gefaldtonus beeinflussenden Effekten konnte
auch eine Schlusselte der EndothelirRezeptorerim Zusammenhang mier Regulierungvon
Zellproliferation undi differenzierung- insbesondere Uber den mitogactivated protein kinase
(MAPK)-Weg- nachgewiesen werdémh16-118)

In vivo resultieren die endgultigen Endothehktivitdten in den jeweiligen Effektorgeweben aus
einem Zusammengy beider Rezeptoren, wobei dem ARI eine eher vasokonstrimgende und
proliferationssteigernde Wirkung und dem gRT eine eher vasodilatierende, das Zellwachstum
inhibierende sowie die Endothelfiearance, welche vorwiegend in der Lunge stattfindet,
stimulierende Funktion zugeschrieben w{&8, 105, 117120) Daruber hinaukonnten fur beide
Rezeptoren pronigratorische Effekte in verbedenen Geweben gezeigt werdgRl, 122)
Gleichsam wurde fir beide Rezeptoren eine zentrale Funktion im Rahmen der Embryogenese
demonstriert, eine Defizienz des AR bzw. EBR fiihrte bei Mausen zu mangelhafter
Neuralrohrentwicklung respektive einem defekten enterischen Nervengyjsi8n

1.4.4  Endotheline in malignen Neoplasien

In den vergangenen 25 Jahren wurde Bedothelinen nicht nur aufgrund ihrer Bedeutung fur die
Physiologie des Menschen grof3e Beachtung geschenkt. Vielmehr wurden bereits kurzemach
Entdeckung zahlreiche pathologische Zustdnde mit kausaler Beteiligung des Endbthedms
gefunden. Hieru zahlen Erkrankungen des Hé&mislaufSystems wie arterielle Hypertonie,
pulmonalarterielle Hypertonie und Arteriosklerose, akutes undngdthes Nierenversagen,
Autoimmunerkrankungen, Kollagenosen sowie Diabetes me(litL&)

Die EndothelirAchse wurde in den vergangen 15 Jahren als fundamentaler Einflussfaktor des
Wachstums, Uberlebens, der Angiogenese, Metastasierung und der Progression zahlreicher
bosatiger Neoplasien identifiziert, darunter Prostat@variat, Kolon-, Lungen, CervixKarzinom

und zentralnervoséumore(124) Auch in diesen pathologisch veranderten Geweben ergab sich der
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Effekt des Endothelibystems aus dem Expressionsmusseiner Rezeptoren. So konnte

beispielsweise in Prostakarzinomen eine Herabregulierung dessRTdurch Hypermetylierung

des zugehdrigen Gensd in Ovarialkarzinomen eine Heraufregulierung von-ETuind ERR
beobachtet werdef120, 125, 126)Die Gliome des Menschen grenzen sich in dieser Hinsicht von
anderen malignen Neoglan ab, da sie den kR und den EZR sowohl in dem Tumorgefal3system
als auch in den primaren Tumorzellen lberexprimi€i@7). Abb.6 gibt eine Ubersicht liber die
Wechselwirkungen der Endothelichse in Tumoren des Zentralen Nervensystems am Beispiel des
diffusen Astrozytom$128). Parakrin und autokrin vermittelt ETin astrozytéaren Tumoren mitogene
und antiapptotische Effekte. An den vaskuldren Elementen wirken die EndotRelzeptoren
isoliert (ETaR: glatte Gefal3muskelzellerETsR: Endothelzellen), wahrend an den Tumorzellen
beide Rezeptoren fir die Wirkung des-E§emeinsam verantwortlich siiti28)

TumorgefalZ-Endothelzelle

/ ET-1 MRNA — ProET-1 — BIig ET-1

ET-1-Gen

ETg \

EDRFFreisetzung
(Vasodilatior)

‘ ‘

' . Regulation der
IR Tumor-Blutversorgung

\ N /
\ N
\ N

. Vasokonstriktion
\

S~a -

Glatte
Tumor-Astrozyt ET, ETg 1 GefaBmuskelzelle

3 I

\ 1

A anti-apoptotische Faktoren AN 1

A herabgesetzte Permeabilitat der Gapctions * :

fuhrt zu abnormalem Astrozytezellwachstum \ :

A mitogeneStoffe N

Al

ET-1-Gen «==-==========-— - ET-1

\ ECE-1
ET-1 mRNA

Abb. 6: Wirkungen vorEndothelinl (ET-1) in AstrozytomenParakrin und autokrin werden mitogeund antapoptotische Effekte

durch Bindung von ETL an die EndotheliiRezeptoren A (EA) und B (EB) hervorgerufen. An den vaskuldren Elementen wirken die

Endothein-RezeptorefETa: glatte GefaBmuskelzellen; ETEndothelzellenjsoliert, wahrendan cenastrozytarefumorzellen Uber
beide Rezeptorepro-tumorigene Effekte vermittelt werdeklodifiziert nach Naidoo et a{128)

14



Einleitung

Trotz der obig beschriebenen Bedeutung der EndotAelise bei Tumone einschliel3lich des
Glioblastoms, und der Tatsache, dass zahlreselektive und nichselektive EndothelhiRezeptor
Antagonisterentwickelt wurdengibt es bisher lediglich zwei Vertreter dieser Substanzgruppe mit
abgeschlossenen PhdHBeStudien, narentlich Atrasentan und Zibotenta(selektive ERR-
Antagonistel, welche in der Therapieed Prostat&arzinoms gepruft wurde(129) In aner Phase
I-Studie wurde Atrasentan auch bei malignen Neoplasien des Zentralen Nervensystems appliziert,
hier zeigten sich bei zwei GlioblasteRatienten partielle Remissiongegponse rate8 %), bei vier
weiteren Paenten konnte eine verlangerte stalitrkrankung gtable diseagebeobachtet werden
(130). Zwei Phase-Studien unter Verwendung von Macitentan zur Behandlung neu diagnostizierter
sowie rezidivierter Glioblastome wurden 2014 und 2016 vorzeitig bedh@&{ 132) Fur das
Bipyrimidin-/BenzolsulfonamieDerivat Bosentan als bekanntesten Vertreter der dualen Endethelin
RezeptorAntagonisten existieren bahg keine klinischen oder préaklinisah Studien zur Wirk

samkeit beim Glioblastoma multiforme.

1.5 Die Familie der Cathepsine

Der koordinierte ProtedMetabolismus stellt eine der Grundvoraussetzungen fur die
Aufrechterhaltung eines gesunden Organismus daseD Metabolismus umfasst verschieele
Teilschritte, angefangen bei der ProtBiosynthese Uber die Proteliaturation bis hin zur Protein
Degradation. Die Teilschritte erméglichen biologische Prozessebeispielsweisdlroliferation,
ApoptoseoderMigration. Jeder dieser Prozesse wirdatiuproteolytische Enzyme, sog. Proteasen,
katalysiert, die selbst der zuvor beschriebenen Koordination unterliegen. Die Diversitat beteiligter
Proteine macht eine Vielzahl von Proteasen zur Umsetzung der Teilschmtendiy, die Kontrolle

dieser Schrig erfordert ein differenziertes Zusammenspiel von Proteakgvierung
und-Inhibition. Um diesen Anforderungen gerecht zu werden, kodiert das humane Genom daher Gber
550 Proteasen und Uber 200 Protdasébitoren (133, 134) Das wesentliche Unterscheidungs
merkmal der verschiedenen Proteasen ist ihre katalytische Aktivitat, welche in finf Typen unterteilt
werden kann: Aspartat Cystein, Metallo, Serin und ThreonirProtease (135) Unter den
zahlreichen humame Pr ot easen haben die Cathepsisaei ffon
(kochen)), welche erstmals im Jahre 1929 in menschlichem Magensaft nachgewiesen wurden, eine
besondere Bedeutung erlaigB6) Die Familie der humanen Cathepsine konstituiert sich aus-Serin
Proteasen (Cathepsine A und G) und Aspdttateasen (Cathepsi und E), vornehmlich jedoch

aus elf CysteirProteasen (Cathepsine 8, F, H, K, L, O, S, V, X und WJ137, 138) Generell

werden Cathepsine konstitutiv in sauren zellularen Kompartimenten wie den Lysosomen und

Endosomen exprimiert, wo sie als Endmnd Exopeptidasen eine grofRe Zafon Substraten
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aufspalten(139) Insbesondere Cathepsin B als erste vollstandig aufgereinigte und genetisch
sequenzierte lysosomale Cyst&lroteasdesitzteine zentrale Rolle imahlreichen physiologischen

und pathologischeRrozessen

1.5.1 CathepsinB

CathepsirB (EC 3.4.22.1) ist ein ubiquitar vorkommendes, etwa 30 kDa grol3es Protein der Papain
Superfamilie C1 aus dem Clan CA der Cystemteaser{135, 140) Die Taxonomie der Papain
Familie ist durch die Hauptprotease der Pagayeht, Papaingepragt, welcher die Cystein
Cathepsine in ihrer Grundstruktur in starkem Mal3e ahiiéld, 141143) CathesinB spaltet seine
Substrate sowohl im Sinne einer Endopeptidase als auch als P&ppdptidasealsoeine Exe
peptidase, welche Dipeptide degeZminalen Endes von Proteinen und Peptiden abt(@Adt 145)

Das pHOptimum von CathepsiB liegt bei 46. Ab einem basischen pWert Gber 8,5 wird es durch
irreversible Konformationséanderungen instabil und inaldi6)

1.5.2 Biosynthese und Regulation von CathepsiB

Die Fahigkeit von Cathepsin B zur Spaltung zahlreicher Peptide verlangt eine ausgepragte Regulation
der Biosyithese dieses Enzyms, da bei unkontrollierter intrazellularer Aktivitat der Protease
zytosolische Peptide ebenfalls gespalten und die Zeligrunde gehewiirden. Die Regulation der
Synthesevon CathepsiiB erfolgt sowohl auf transkriptionell@ls auch tanslationaler Ebene. Das
Cathepsin BGen (CTSBGen) umfasst etwa Xbp und liegt auf dem kurzen Arm von Chromosom

8. Es wurde erstmals 1986 vollstandig sequen(ddit, 148) Die PromotorRegion des CTSEsens

tragt sechsspecificity protein 1(Spl)bindende, vier E2@ransformationspecific (Ets)bindende
Regionen sowie eine-Box, welche die Transkription des CT&&nsreguliererkdnnen(149).

Das CTB-Gen enthélt 12 Exons, von dengdoch nur die Exons-B1 Praprocathepsin B, ein
339Aminosauren enthaltendes Zymogen, also eine katalytisch inaktive CatBeyenstufe,
kodieren. Die Exons 1, 2, 2a/2b und teilweise auch Exon 3 sind nichtkodierendeoReg n - d e s
Endes, wahrend Teiker Exons 11 und 12 di e -Bndesbidefi®@ i er e |
151) Die Translation der Praprocathepsi#mRNA findet an membrangebundenen Ribosomen des
rauen endoplasmatischen Retikulums (rER) .s@wtranslational wird eine 17 Aminosauren lange
Ziel-Sequenz abgespaltempdurchdas Pramcathepsin B in das Innere des rg&schleust wird

Das so entstandene Procathepsin B wird nach einigen Faltungen in ded\zoat transloziert,

wo an zwei AspaginResten (N38 und N111) die Substitution Mannbakiger Oligosaccharide
stattfindet,die ihrerseits im Weiteren im trai@@olgi-Netzwerk phosphoryliert werde(l45, 149)
Membrangebundene Mnnoses-PhosphatRezeptoren des trait3olgi-Netzwerks binden das auf
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diese Weise posttranslational modifiziefeocathepsin Bund leiten es in Clathrinmhullten
Vesikeln in die Endobzw. Lysosomer(146) Im sauren Milieu der Transportvesikel kommt es
einerseits zu einer Dissoziation des Proenzyms von seinermapteezund anderergge zur
proteolytischen Abspaltung der 62 Aminosauren langen Prop8ptidenz. Die Freisetzung des
maturierteri und ab diesem Zeitpunkt katalytisch aktiie@athepsin B erfolgt anschlie3end in den
Zielorganellen, den Endaind Lysosoran (145, 149) Der finale Syntheseschritt besteht in einer
Abspaltung eines Dipeptids an Position #&sultierend in einer eiroder zweikettigen Form des
maturierten Enzyms mit einer leichten und einer schweren K& Die PropeptieSequenz dient
gleichermal3en als Inhibitor sowie als Stabilisator voth€zsin B und sdltzt die zytosolischen
Zellorganellen vor einer Degradation durch das En@d4d)

1.5.3 Cathepsin Bi Physiologie und Pathologie

Sein ubiquitdres Vorkommen, die Fahigkeit zur Spaltung von Proteinen als ugtblBxopeptidase
sowie der Nachweis intraund extrazellularer Aktivitdit des Enzyms t&u eine, Uber den
endolysosomalen Proteinabbau hinausreichende, Multifunktionalitat von CatBepsirits an.
Tatsachlich weistCathepsirB eine sehr breite Substratspezifitat auf. Unter physiologischen
Bedingungen beteiligt sich Cathep&inan der (inta- und extrazellularen) Prozessierung
verschiedener Prohormone éuvon Prorenin in juxtaglomerularen Nierenzellen und Thyreoglobulin
in der Schilddriise) sowie an der Knochengew&eaenodellierung und der Degradation kollagener
und nichtkollagener Extraellularmatrix(153157). CathepsirB zahlt zu den Schlisselenzymen der
PeptidProzessierung wahrend der Bildung von Klasdédupthistokompatibilitdtkomplexen (engl.
major histocompatibility complex class Il, MHGQ antigenprésentierender Zellen des adaptiven
Immunsystems(158). Dartiberhinaus konnte gezeigt werden, dass CathBpdurch Abbau von
Amyloid b-42-Plaques, deren Auftreten mit Morbus Alzheimer assoziiert ist, neuroprotektive
Eigenschaften begi (159).

Kombiniert CathepsiB- und L-defiziente Mause verstarbend42Wochen nach Geburt an einer
massiven Neurodegeneration im Cortex cerebri und in den zerebellaren Strata purkinjense et
granulosum, wasdie Relevanz dieser Proteasen fur die Aufrechterhaltung des Zentralen

Nervensysms verdeutlich{160)
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1.5.4  Cathepsin B in malignen Neoplasien

Die Multifunktionalitatvon CathepsiiB in physiologischen und pathologischen Zustanden konnte in
der jungeren Vergangenheit auch fur die Transformation maligner Neoplasien hachgewiesen werden.
Eine erhohte CathepsBrAktivitat wurde in Magen Lungen, kolorektalen und Mame
Karzinomen sowie anderen malignen Entitditen gemeqd#i-165) Adenokarzinome des
Osophagus zeigten auf transkriptioneller Ebene eine deaiGathepsiB-Amplifikation, weiterhin
korrelierte eine CathepsBrAmplifikation und erhdhte-Expression mit einem schlechteren
klinischen Outcomé&166). Ahnliche Ergebnisse erbrachdze immunhistochemische Untersuchung
von benignen und malignen menschén Hirntumoren. Es zeigte sich, dass in malignen
Hirntumoren signifikant mehr Cathep#nnachweisbar war als in benignen Hirntumoren und dass
ein vermehrter immunhistochemischer Naels von CathepsiB in Tumorzellen und tumoreigenen
Endothelzellen ntieiner ausgepragtere Symptomatik und einer schlechteren Prognose fir die
betroffenen Patienten einhergi(p7) Damit in Einklang steht der Nachweis einer Steigerung der
CathepsirB-Aktivitat und-Proteinexpression mit zunehmender Malignitadl Invasivitat innerhalb
der Gruppe der malignen Hirntumore und der gréf3ten Auspragung dieses Phanotyps im Glioblastoma
multiforme(168). Neben einer Uberexpression der Cathepsifranskripte in Glioblastoen konnte
eineVerminderung deCathepsirB-Aktivitat in Glioblastomzellliniensowie eine Reduzierung der
Invasivitatdieser Zelllinierdurchden CysteirProteasetinhibitor E-64 nachgewiesen werdét69)

Im unmitelbaren Vergleich zwischen den Cyst&roteasen Cathepdund Cathepsirl, welche
beide in hohem Malf3e in Glioblastomen @&&rbarsind, bestétigte sich eine signifikante Assoziation
von CathepsifB zu einer vermehrteriumoralen Neovaskularisierungvee einem verminderten
Gesamtuberleben der Gliompatientddiese Assoziation konnt&lir Cathepsirk nicht gezeigt
werden(170) SNB19Gliomzellenmit siRNA-vermittelter CathepsiB-Suppressionvaren in ihrer
Migration eingeschrankt und sezernggrtveniger preangiogenetische Molekilg vivounterbrach
eine Herabregulierung von CathepBirdie Ausbildung einer MirogefaRarchitektu¢171) Zudem
besalRerSNB19Gliomzellen mit siRNAvermittelter Cathepsin fSuppressiorein herabgesenktes
tumorigenenes Potenziatit einer signifikant verminderten Tumorformation nach intrazerebraler
Tumorzeltinjektion in Nacktmausen(172). Die signifikante Korrelation zwischen erhohte
CathepsirB-Expressionim Tumorgewebe sowiangrenzendefendothelzellerund vermindertem
Gesamtuberleben hat CatlsepB bereits in die Diskussion eines potenziellen Biomarkers mit
prognostischer Bedeutung fur das Glioblastoma multiformeagleti173).

In vitro konnte in einen8D-SpheroidMigrationsmodellgezeigt werde, dass gegenlber anderen
CysteinProteaseni lediglich die CathepsiB-Aktivitat bestimmend fur die Invasivitat der

Tumorzellen wa(174)
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Eine Bestrahlung der Glioblastaalllinien U-251 und U87 MG bewirkteeine signifikante Herauf
regulierungvon CathepsiiB auf Proteineben&benso fand sich ihumanerRezidivGlioblastomen
nach vorangegangener Besttaly eine gegenidbenicht bestrahlten [@blastomen erhohte
Cathepin B-Expressionim Tumorgewebe Im expeimentellen GlioblastorModell der Maus
bestétigte sicleine CathepsiB-abhéangigeRadioresistenz, welchauf eine effizientere homologe
Rekombinationals Reparaturmechanismus der Tumorzellemickgefihrtwurde. Ein SiRNA
induzierter CathepsiB-knockdownverursachte einen Zellzyklusrrest in der GO/GPhase und
vermochte die Fahigkeit zur homologen Rekombination zu verminDéeee Mechanismus wuel

u. a.eing vermehrt@ Radiosensibilitavon mit CathepsiB-siRNA-behandelte Glioblastomzella
zugrunde geledtl75)

Ebensduhrte éne durch RNAInterferenz (RNAI) vermittelte simultane Inhibition von Catha

und Urokinaselyp Plasminogen Aktivator (UPAR) zu einer verminderten Zellproliferation und zu
einer Regression vorhandener intrakranieller Gliofd&6). In SNB19Gliomzellen konnte Uber
diesen Mechanismugudem eine Heraufregulierung proapoptotischer Proteine (u. a. aktivierte
Caspase) beobachtet erden(177).
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1.6 Fragestellung

Das Glioblastoma multiformegilt nach wie vor als hochmaligne und bisher unzureichend
behandelbare Erkrankundie in nahezu allen Féallen téch endetHierzu tragem. a.eingeschrankte
Resektabilitéen sowie geringe Ansprechraten auf die derzeit verfiigbaren Therapiemodatiiéiten
ausgepragter Rezidivneigubgi.

In zahlreichen malignen Tumorentitaten wurden VeranderungendkanthelinAchse beschrieben,
zumeist handelte es sich hierbei um eine Heraufregulierung veh W dem EAR, teilweise
begleitet von einer Herabreguliequdes EER. Da zentralnervose Neoplasien eine Uberexpression
beider Endotheli¥Rezeptoren zeigen drder selektive EndotheliRezeptorAntagonismus bereits
eine (partielle) Wirksamkeit an zentralnervosen Tumoren bewieseidhate eirduale Endothelin
RezeptorAntagonismus eine naheliegende Rationaleerg@nzendeBehandlung des Glioblastoma
multiforme dastellen

GleichermalRen konnte eine Uberexpression von CathBpginverschiedenen Tumorentititen
nachgewiesen werden. Die Bedeutung dieser ProtBasenaligne Neoplasien des zentralen
Nervensystems wurde jedoah vitro ambivalent bewertesowohl pro- als auch artapoptotische
Eigenschaften wurden ihr zugeschriebdn retrospektiven Beobachtungsstudien ging eine
Uberexpression mit einer schleatee Krankheitsprognose einhand in vitro verminderte eia
funktionelleAusschaltung/on CathepsiB die Proliferation von Glioblastorellen.

Ausgehend hiervon sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit der Eieflumspharmakologischen
Blockade dieser beiden Systeme auf Glioblastomzellen ermittelt werden. Hierzu wurden zwei
humaneGlioblastomzelllimen, LN-18 und U87 MG, kultiviert und auf mMRNA und ProteirEbene
bezuglich ihres Endothelit+, EndothelirA-Rezeptor, EndothelinB-Rezeptor sowie Cathegin B-
Expressionsmusters untersucimd mit Zelllinien anderer Tumorentitaten verglichém Weiteen
wurden die Wirkungen von Bosentan, eines dualen EndotRelmeptorAntagonisten, und
CA-074Me, eines hochselektiven CathepBhuinhibitors, auf die GliblastomzeHProliferation und

T Migration in vitro allein und in Kombination mit in der Glioblasteiherapie angewandten
Zytostatika (u.a. Temozolomid, Carmustin und Lomustigepruft, um mdgliche alternative

Kombinationspartner in der pharmakologischerrBipie des Glioblastoma multiforme zu ermitteln.
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2 Material

2.1 Zelllinien
Bezeichnung Kurzbeschreibung Vertrieb
Caco2 Humanes kolorektales Adenokarzinom ATCC, Rockville, USA
HelLa Humane<Zervixkarzinom ATCC, Rockville, USA
HepG2 Humanes hepatozelluks Karzinom ATCC, Rockville, USA
LN-18 Humanes Glioblastom ATCC, Rockville, USA
U-87 MG Humanes Glioblastom/Astrozyto@rad M ATCC, Rockville, USA

2.2 Antikorper

Bezeichnung Spezies Isotyp  Vertrieb

Anti-Cathepsin B Kaninchen IgG Santa Cruz Biotechnolgglinc., Heidelberg
Anti-ETa-Rezeptor Kaninchen 1gG Novus Biologicals, LLC, Littleton, USA
Anti-ETg-Rezeptor Kaninchen 1gG GeneTex, Inc., Irvine, USA

Anti-GAPDH Maus lgG MeridianLife Sciencé, Inc., Cincinnati, USA
Anti-Rabbit (ARkonj.) Schwein lgG DAKO Deutschland GmbH, Hamburg
Anti-Mouse (ARkonj.) Ziege lgG DAKO Deutschland GmbH, Hamburg
Anti-Rabbit (HRPkonj.)  Ziege lgG Bio-Rad, Minchen

2.3 Primer und Sondefir die Reaktime RT-PCR

Cathepsin B
Forward-Primer 5-TGGACAAGAAAAGGCCTGGTT-3
ReversePrimer 5-CCGTTGACGTGGTGCTCA3’

5 &arboxyFluoresceirSonde 5-CCCATGTAGGGTGCAGACCGTACTC’
Amplifikatlange 95 bp

2.4 TagMan® Gene Expression Assays
Gen AccessionNTr. Amplifikatlange Vertrieb
EDN1 Hs00174961 m1l 62 bp Applied Biosystem8*
EDNRA Hs0060986_m1 98 bp Applied Biosystem8”
EDNRB Hs00240747_m1 77 bp Applied Biosystem8”
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2.5 Chemikalien, Enzyme und Medien

Vertrieb

Chemikalien, Enzyme und Medien

Actelion Pharmaceuticals Ltd,
Allschwil, Schweiz

Amersham Biosciences, Freiburg
AppliChem GmbH, Darmstadt
Applied Biosystem®', Darmstadt

Braun, Melsungen

CalbiochemGmbH, Schwalbach/Ts.
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Gibcd®, Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Bosentan

ECL Plus’™ Western Blotting Detection Reagents
Protein Marker VI (10 245 kDa) prestained
TagMarf RT Kit

Endogenous 18S Ribosomal RNA Control
Aqua ad iniectabilia

CA-074Me (Cathepsin B Inhibitor I11)
Acrylamid/Bisarylamid (30:0,8)

Aprotinin

b-Mercaptoethanol

Bromphenolblau

Dimethylsulfoxid

Ethanol 99,8 %

Glycerol 87 %

Glycin

Natriumdodecylsulfat

Natronlauge

Phenylmethylsulfonylfluorid

Rotiphores&

Salzsaure rauchend 37 %
Tetramethylethylediamin
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Tris(hydroxymethyl)aminomethan, UltQualitat
L-Alanyl-L-Glutamin

Nichtessenzielle Aminosauren (NEAA)
Desoxyribonukleosidtriphosphate
Dithiothreitol

Platinun Tag DNA Polymerase High Fidelity
ROX Reference Dye

Methanol
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Vertrieb Chemikalien, Enzyme und Medien

PAA, Pasching, Osterreich Bovines Serumalbumin
Dul beccods Phosphate Buffer
Medium DMEM, 4,5 g/IGlukose
Medium MEM mit EBSS
Penicillin (16 U/ml)/Streptomycin (10 mg/ml)
Trypsin/EDTA (0,05 %/0,02 %)

Peglab, Erlangen peqGOLD RNAPure

Pierce, Rockford, USA Lumi PhosE

PromoCell GmbH, Heidelberg Fluorometric Cell Viability Kit | (Resazum)
R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA QuantiGI¢® Human Endothelirl Immunoassay
Scharfe System, Reutlingen CasyPton

SeromeeBiochrom KG, Berlin Fetales Kalberserum

Phosphatgepufferte Salzlésung
Serva, Heidelberg Triton-X 100
SigmaAldrich GmlH, Taufkirchen Ammoniumpersulfat
Carmustin
Chloroform
Doxorubicin
Formaldehyd (37%)
Isopropanol
Kaliumchlorid
Kupfer-1I-Sulfat
Leupeptin
Lomustin
Magnesiumchlorid
Natriumchlorid
Ponceau S
Temozolomid
Teniposid
TWEEN®-20
Thermo Scientific, Wilmington, USA BCAE Protein Assay

Topfer GmbH, Dietmannsried Magermilchpulver NaturaflSt
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2.6 Gerate, Hilfsmittel und Software

Gerat Bezeichnung

Blotting-Apparatur TransBlot® SD SemiDry Transfer Cell, BieRad,
Miinchen

Brutschrank Heraeus BBD 6220, Heraeus, Hanau

Brutschrank Heracell, Heraeus, Hanau

CIM-Plate 16 Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Dispenser Multipette®, Eppendoff, Hamburg

Einkanalpipetten Resarcl? plus,Eppendorf, Hamburg

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

Einmalspritzen Discardit™ I, 2 ml, BD, Le Pont De Claix, Frankreich

Elektrophoresekammer Minigel Twin, Biometra GmbH, Gaéttingen

Feinwaage Accula Atilon, Sartaus, Gottingen

Filterpapier Whatman GmbH, Dassel

Heizblock Bioblock Scientific, Thermolyne Corp., Dubuque, USA

Kryobox Cryo-Safd™, BelArt Products, Pequannock, USA

Kryoréhrchen Cryo.s™, Greiner BieOne GmbH, Frickerdusen

Mehrkanalpipet Research pro, Eppendoff, Hamburg

Mikroliterspritze Serie 1700 GASTIGHT, Hamilton, Bonaduz, Schweiz

Mikroskope Axiovert 25, Carl Zeiss Microlmaging GmbH,
Gottingen

Axio Observer Z.1, Carl Zeiss Microlmaging GmbH,
Gdttingen

Mikrotiterplatten (ZellviabilititsAssay)  Nunclo® Mi ¢ r o We-WellPlat@,aNunc Brand
Products, Roskilde, Danemark

Mikrotiterplatten (Proteinbestimmung) Nuncl onE Surface, Nunc Bran:
Dénemark

Mikrotiterplatten TagManPCR) MicroAmp® Fast OpticaP6-Well Reaction Plate,
Applied Biosystem%', Weiterstadt

MikrotiterplattenLesegerat Infinite® M200, Tecan Group Ltd., Mannedorf,
Schweiz

Molecular Imager Chemi Doc E -KaR $Miinchén o
mit Universal Hood IIBio-Rad, Minchen

Nitrozellulose Tansfermembran Wh at ma n E ©® ambrane, &vhatman GmbH,
Dassel

PastewPipetten VWR™ International GmbH, Darmstadt

PCR Cycler Mastercycle? gradient, Eppenddtf Hamburg
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Gerat Bezeichnung

Pipettenspitzen epT.l.P.S. standard, Eppendrifiamburg

Realtime Cell Analyzer xCelligencéM System RTCA DP, Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim

Realtime PCR System 7900HT Fast Redime PCR System,
Applied Biosystem®', Darmstadt

Schittelplattform Standard Rocking Platform WT15, Biometra GmbH,
Gattingen

Software CellProfiler GPL v2, Broad Institute, Cambridge, USA
GraphPad Prisfhv5.01, 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 Oné® v4.6.9, BioRad, Miinchen
RTCA Software v1.2.1, Roche Diagnostics GmbH,

Mannheim

Spektrophotometer Nan o Dr o @0, Nhermo Scientific,
Wilmington, USA

Sterilbank Heras&e HS 18, Heraeus, Hanau

Sterilfilter Minisart®, 0,2 um, SartoriuStedim Biotech GmbH,
Gottingen

Stromversorgungsgerat Standard Power Pack P25, Biometra GmbH, Gottingen

Ultrazentrifuge OptimaE TL Ultracentrifuge,
GmbH, Krefeld

Umwaélzthermostat ED-5A, JULABO Labortechnik GmbH, Seelbach

Vortexer VWR™ International GmbH, Darmstadt

Waage Explorer, Ohaus Europe GmbH, Nanikon, Schweiz

Zellkulturflaschen Falcorf™ Tissue Culture Flask, 75 &rBD,
Le Pont De Claix, Frdaeich

Zellkulturplatten Falcod™Mu | t i weWell, BD, 2 4
Le Pont De @Gix, Frankreich

Zellschaber Falcori Cell Scraper, BD, Le Pont De Claix,
Frankreich

Zellzahlgerat Casy’ 1 Modell TT, Scharfe System GmbH,
Reutlingen

Zentrifugen ContrikonT 1170, Kontron Instruments, Mailand,
Italien

Rotixa 500, Hettich Zatrifugen, Tuttlingen
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3 Methoden

3.1 Zellkultur

Samtliche Arbeitsschritte der Zellkultivierung erfolgten in aseptischer Arbeitsweise unter
Verwendung steriler Materialien an einer Steetkbank (Heraeus, Hanau). Die Zellen wurden unter
Standardbedingungen fisaugerzellkulturen bei 3T, 95% relative Luftfeuchtigkeit sowie
CO-Begasung (86 CQO) in einem Brutschrank (Heraeu$anau) kultiviert.

3.1.1 Kultivieren der Zelllinien

Da die tber ATC® bezogenen Zelllinien gefroren in Ampullen geliefert wurden, musiiese
zunachst in einem auf 3C vorgewarmten Ethanolbad aufgetaut werden. Hieran schloss sich die
Resuspension der Zellen mithilfe einer Pipette und ein Transfer der Suspension mitedemn
jeweiligen Kulturmedium gefilite, 7&mzZellkulturflasche a. Nach 24 Stunden erfolgte ein
Wechsel des Kulturmediums, um restliches DMSO des Einfriermediums, welches den Zellen als
Kryoprotektivum zugegeben worden war, zu entferfigi8181) In analoger Weise wurde mitme
kryokonservierterZellenverfahren.

Die Zelllinien U-87 MG, HelLa und HepG2 wurden in MEM, die Zelllinien 118 und Cace? in

DMEM kultiviert. Beide Minimalmedien wurden mit den ihabelle 1 angegebenen Zusatzen

komplettiert.

Tabellel: Zusammensetzung der Kulturmedien

Komponente Menge Endkonzentration
MEM/DMEM 500 ml 90 %
FCS 50 ml 10 %
L-Alanyl-LGlutamin (200 mM) 5ml 2mM
NEAA (10 mM) 5ml 0,1 mM

Der Umsatz von Bestandteilen des tanediums durch zellularen Metabolismus und natirlichen
Zerfall in Verbindung mit einem Absinken deld{WWertes, angezeigt durch einen Farbumschlag des
dem Medium beigefiigten Indikators Phenolrot von rot nach gelb, erfordern einen Wechsel des
Mediums alle zwei bis vier Tage. Hierdurch kann die proliferative Aktivitat der Zellen
aufrechterhalten werden. Zubberwachung des Wachstums und Erkennung potentieller
Kontaminationen wurden die Zellkulturen taglich unter dem Umkehrphasenmikroskop (A@6yert

Zeiss,Gottingen) kontrolliert.
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Zum Zeitpunkt einer Konfluenz des Zellrasens wurden die Zellen passagislt® Medium wurde
hierfir abgesaugt, die Zellen wurden einmal mitnil037°C warmem DPBS gewaschen und
anschlieBend fur-3 min bei 37°C im Brutschank mit 3 ml Trypsin/EDTA inkubiert. Trypsin ist

eine Serinprotease, welche vorwiegend nach basischemo8auren wie Arginin und Lysin spaltet
und die adhérenten Zellen enzymatisch durch Spaltung der Proteinbriicken von der Oberflache der
Zellkulturflaschelost (182, 183) Die Kombination von Trypsin mit EDTA beschleunigt diesen
Vorgang, da EDTA zweiwertige Kationen wie Taund Mg*, welche die zellbindenden
Membranproteine stabilisieren, komplexieéfti denabgel&ten Zellen wurden il serumhaltige
Medium hinzugegebenwodurch das Trypsin inaktiviert wurd&84), und die Zellen anschlie3end
resuspendiertVon der Suspension wurde ein Aliquot zur Zellbastimmung (siehe Kaj3.1.2
abgenomme. Fir die Aussaat der Zellen in neue KulturgefaRe wurde routinemafig ein Verhaltnis

von 1:10 gewahlt.

3.1.2 Bestimmung der Zellzahl

Eine exakte Ermittlung der Zellzaiurdedurch Einsatz des Ca%yt Modell TT (Schéarfe System,
Reutlingen)sichergestellt und gé&hrleiste¢, dass bei jedem Zellversuch identische Zellzahlen
ausgesat werden Es stellt eine Kombination de 1956 von Coulter patentierten
Widerstandsmessprinzips mit der von Schéarfe System entwickelten Pulsflachenanalyse auf Basis der
digitalen Pulsvendeitung dar(185) Fur die Messung wurden %0 der zu bestimmendegell-
suspension mit 1Ml isotonischer Ca&fon-Losung durchmischt und mit konstanter Fluss
geschwindigkeit hydrodynamisch fokussiert durch einesspore definierter Geometrie gesaugt.
Dieser Messpore liegt ein gepulstes Niederspannungsfeld an. AlgselesétrReferenzwiderstand

dient die elektrolytgefillte Messpore. Wahrend der Passage durch die Messpore verdrangen die
Zellen einen Teil des Elekilyten. Da intakte Zellmembranen wie eine elektrische Isolation wirken,
erhohen die Zellen so den gemesseeal@kirischen Widerstand zellvolumenabhéngig. 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 dese Weise erlaubt das C&s8ystem eine Bestimmung der Zellkonzentration, der
Zellvolumina, eine Unterscheidung zwischen vitalen, toten und aggiey Zellen und eine

Differenzierung von Zelldebris.
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3.1.3  Kryokonservierung der Zellen

Die Kryokonservierung @int dem Ziel, biologisches Zellmaterial unter Erhalt seiner Lebensfahigkeit
zeitlich unbefristet zu lagern. Zu diesem Zweck werden die ZellenissigistickstofBehaltern bei
einer Temperatur zwischer150°C und-178°C aufbewahrt, da unter diesen Beglingen der
zellulare Metabolismus vollstandig zum Erliegen kommt. Nach dem Auftauen erlangen die Zellen
dann ihre urspringlichen Wachstumseigeniehawieder(186). Die durch Trypsin abgel6sten
Zellen (siehe Kap3.1.1) wurden mit 1000pm fur 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgesaugt und das entstandene Zellpellet in EinfriermediumT@glle2) zu einer Zelldichte von
etwa 3x 10° Zellen/ml resuspendiert. Das im Einfriermedium enthaltene DMSO verhindert als
penetrierendes Kryoprotektivum eine Ubermallige intrazellulare Eiskristallbildunghewelie
Zellorganellen und Zellmembran schadigen wi{tB¥) Je 1 ml der Zellsuspension wurde in Kryo
réhrchen (Greiner Bi®ne, Frickenhausen) tUberfihrt. In einer mit Isopnopdoefiiliten Kryobox
(Bel-Art Products, Pequannock, USA) wurden die Zellen mit einer Eméte von etwa 1C/min
auf-80°C gekunhlt, bevor sie nach Stundenzur langfristigen Lagerung in die Flussigstickstoff

Behalter Gberfuhrt wurden.

Tabelle2: Zusammensetzung des Einfriermediums

Komponente Konzentration
FCS 90 %
DMSO 10 %

3.1.4  Kultivierung der Zellen unter Substanzeinwirkung

Das Proliferationsverhalten der beiden Gliomzelllinien-18 und U87 MG unter Einfluss von
Zytostatika und Inhibitoren wurde in Mikrotiterplatten mit 96 Kavitaten (Nunc Brand Products,
Roskilde, Danemark) untersucht. Von der Zelllinie 448 wurden 750@ellen/Kavitat, von der
Zelllinie U-87 MG 10000Zellen/Kavitat ausgesat, jeweils in 150 plwahaltigem Medium. Nach
48-stindiger Inkubation wurden die zu prifenden Substanzen in einer Vergdjinon 1:1000
(entspricht 15Qu Medium+ 0,15ul Substanz pro Kavitat) zugegeben. Als Lésungsmittel fur die
Substanzen dienten DMSO und Ethanol, deren Mehanteil nach Zugabe der Substanzerf®,1
des Kulturmediums betrug. Die Negativkontrolle zu denSuibstanzen behandelten Zellen enthielt
eine identische Endkonzentration an Lésungsmittel.

Zunéchst wurden die Zellen jeweils fliStundemit Lésungsmitte(final 0,1%) oder Inhibitor im

Brutschrank vorinkubiert, um eine Aufnahme tiemmstoffe vor Appkation der Zytostatikan die
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Zellen zu gewahrleisten. Hierfir wurden Losungsmittel und Inhibitoren in zweifacher
Endkonzentration (7pl Medium+ 0,15ul Substanz pro Kavitat) appliziert. Der einstindigen
Vorinkubation folgte die Zytostatikagabe, eberdfalin zweifacher Konzentration (7B
Medium+ 0,15ul Zytostatikum pro Kavitat), so dass nun samtliche Testsubstanzen in einfacher

Endkonzentration vorlagen

3.2 Funktionelle Untersuchungen
3.2.1  Quantifizierung der Zellviabilitdt mit Resazurin

Eine etablierte undensitive Methode der Quantifizierung von Zytotoxizitat respektive der Viabilitat
von Zellpopulationen stellt die Fluoreszenzspektroskopie in VerbindundemitRedox~arbstoff
Resazurin (Hydroxy-3H-phenoxazif3-on-10-oxid) dar, welcher urspringlich fitten Nachweis
mikrobieller Belastungen in der Milchwirtschaft Verwendung f&b@B). Fir die Untersuchung der
Zellviabilitdt macht man sich die reduzieremd metabolischen Eigenschaften lebender Zellen
zunutze. Das ungiftige, blaue, nidhioreszierend®kesazurin permeiert die Zellmembran und wird
von verschiedenen Oxidoreduktasen (NADBHphorase, NADFDehydrogenase) proliferierender
Zellen irreversibel am rosafarbenen, hodhuoreszierenden Resorufin und in einem zweiten Schritt
reversibel zum farbl@n und nichfluoreszierenden Dihydroresorufin reduziert (siél. 7). Diese
Reaktionen finden tberwiegend in Mitochondrien, aber auch anderen Kompartimenten der Zelle wie
Zytosol und Zellkern statf189, 190) Das Fluoreszen@ignal des Resorufins wird bei einer
Exzitationswellenlange von 530n und einer Emissionswellenlange von 599 detektiert. Die
ermitteten SignalWerte erlauben nach Subtraktion der Hintergr&thebreszenz von Resazwin
haltigem Medium (ohne Zellen) Ruckschliisse auf die Viabilitdt der getesteten Zellpopulationen, da
die Intensitat der Fluoreszenz im Bereich von 680000 Zellen propominal der Zellzahl ist191)

In dieser Arbeit wurden zur Quantifizierung der Zellviabilitdt Dreifachbestimmungen jeder
Substanzkombination durchgefihNach 48 oder 72stindiger Inkubation mit den Substanzen
wurdedas Medium vorsichtig abgesaugt und durch [Li08ines Resazurin/Meditn@emisches im
Verhaltnis 1:10 ersetzt. Fur die Messung der Hintergitlndreszenz wurden drei zellfreie Kavitaten
mit je 100l Resazurin/MediurGemisch befillt. Die Fluorimetrie wuedm Anschluss an eird0-
minutige (LN-18) bzw.150-minttige (U-87 MG) Inkubation bei 37C in dem Mikrotiterplatten
Lesegerat Infinit®8 M200 (Tecan Group, Mannedorf, Schweiz) ausgefiihrt. Dietenen Daten
wurden mit der Software GraphPad Pifs(GraphPd Software, Lalolla, USA) ausgewertet und
graphischdargestelit.
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Abb. 7: Reduktionschritte von Resazurin Uber Resorufin zu Dihydroresorufin.

3.2.2 Quantifizierung der Zellvitalitat mit Kristallviolett

Der Triphenylmethaifrarbsoff Kristallviolett (Synonym: Gentianaviolett), dessen bekanntestes
Einsatzgebiet die Gramfarbung zur Klassifizierung von Bakterien ist, wurde erstmals 1986 zur
Bestimmung der Zellzahl eines Rakens genutAtl92) Das urspringliche Protokoll erfuhr einige
Modifikationen, mit Hilfe des Farbstoffes lassen sich Zytotoxizitgd Zellvitalitat eines
Zellmonolayersunter verschiedenen Bedingungen als Funktion der photometrisch ermittelten
Absorption des vo den Zellen aufgenommenen Farbstoffs darstélléB). Zur Quantifiziermg der
Zellvitalitat mit Kristallviolett wurde eine definierte Zahl von Zellen je Kavitatq@0 LN-18-Zellen

bzw. 60000 W37MG-Zellen) fur 48Stunden in 24&KavitatenPlatten mit verschiedenen
Substanzkombinationen inkubiert. Nach einem initialen Wasditisatit PBS wurden die Zellen bei
Raumtemperatur fur 18linuten in Paraformaldehyd @) fixiert. Das Paraformaldehyd wurde
sodann verworfen, die fixierten Zellen wurden dreimal fir 5 Minuten mit PBS gewaschen. Es folgte
ein zehnminutiger Inkubationssctirmit 250l der KristallviolettFarbelosung (Teil Kristall-
violettldsung und 3,6 Teile BEanol). Uberschiissiger (nicht in die Zellen aufgenommener) Farbstoff
wurde durch grindliches Spilen der Kavitaten mit destilliertem Wasser entferrsn Den Zden
gebundené&arbstoff wurde nach Zugabe von QHEDS (1%) pro Kavitat fur 3MMinuten aufeinem
Inkubationsschittler (90¢bm) wieder in Losung gebracht. Die Absorption der so entstandenen
Farbstofflosung wurde nach Uberfiihren von liD@erselben iniee 96KavitatenMikrotiterplatte

bei einer Wellenlange von 560n in dem Mikrotiterplatterh esegerat Infinité M200 (Tecan Group,
Mannedorf, Schweiz) gemessen. FiUr jede Substanzkombination wurden Dreifachbestimmungen
durchgefiihrt, die Auswertung erfolgteit der Software GraphPad Pri8niGraphPad Software,

La Jolla, USA).
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3.2.3  Zellmigrations-Analyti k
3.2.3.1 ScratchrAssay(Wundheilungs-Assay,Wound ClosureAssay)

DerScratchkAs say (zu DPubbeh) AKehtr eine einfach d
zellulare Migrationsvorgange zu beobachten und zu quantifiz{@&h

Einem konfluente Zellrasen wird durch definiertes Kratzen mit einer Pipettenspitze eine Wunde
gesetzt, weshalb dieses Testverfahren &\obind Closuréd s s a 'y , heduNgsAsshyi, genann
wird. Die Zellen reagieren auf die exponiertellfede Zone, indem sie durch Migtion einen
AWundverschlussfin herbeife¢hren. Das Migrations
mikroskop (Axio Observer Z.1, Zeiss, Gottingen) angeschlossenen Kamera fotografisch
dokumentiert. Durch computergettie Auszahlung der in den Spalévganderten Zellen und
Vermessung der Wundbreite kann die Migrationsrate der Zellen unter Einfluss verschiedener
Substanzen gepruft werd€l5, 196)

Fur die MigrationdUntersuchungen an den Gliomzellen wurden enker 24KavitatenPlatte je
80000Zellen/Kavitat (LN-18) bzw. 10000@ellen/Kavitat (U87MG) in serumhaltigem
Kulturmedium ausgesat und fur #8im Brutschrank inkubiert. Um moglichst gleichmaiiige
Voraussetzungen fur die Zellen in den einzelnen Kavitateachaffen, wurde der Zellzyklus der
Zellen synchronisiert. Diegeschalzum einen durch Erreichen einer Konfluenz des Zellrasens in
samtlichen Kavitateandzum anderen durch Serumentzug. Bei Erreichen einer Dichte des Zellrasens
von etwa 80 wurde daifir zunachst das Kulturmedium abgesatigich zweimaligem Waschen der
Zellen mit je 0,8 ml 37C warmem DPBS schloss sich die Zugabe von serumdepriviertem
Kulturmedium (vgl.Tabelle3) unddie erneute Inkubation iBrutschrank tber 1B an. Hierdurch
konnteeine Uber 8gprozentige Synchronisierung der Zellen in der kv. GXPhase des Zellzyklus
erreicht werderf197-199)

Tabelle3: Zusammensetng 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 mi 2 mM
NEAA (10 mM) 0,2 ml 0,1 mM
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Fur denScratchAssay wurde das serumdeprivierte Medium abgesaugt uneder Kavitat ein
zentraler Spalt {uAPWettendpitze jn demikdnfluentemZeliraseh §e@ogen. Zur
Entfernung abgeloster Zellen und Zelldebris wurden die Zellen zweimal mitl(3 °C warmem
DPBS gewaschen.

Anschliel3end wurden 08l serumhaltigen Mediums mit den zu prifenden Substanzen im Verhaltnis
von 1:1000 (80Qul Medium+ 0,8 ul Zytostatikum+ 0,8l Losungsmittel oder Inhibitor pro
Kavitat) appliziert und die Zellen bet&hdardbedingungen inkubiert. Zu den Zeitpunkten 0, 2, 4, 6
8 und 10Stunderwurden an definierteBereichenwelche durch di@alm RobeSoftware (P.A.L.M.
Microlaser Technologies GmbH, Bernriegxakt angesteuert werden konnten, digitale +oto
aufnahmen s Spalts unter einem Phasenkontrastmikroskop (Modus Ph2\Vol8
Halogendurchleuchtung, Objektiv mit-BfergroRerung) angefertigt. Die Analyse der Fotos erfolgte
mithilfe der Programme CellProfiler (Broad Institute, Cambridge, UADP)und GraphPad Prism
(GraphPad Software, Liolla, USA).

3.2.3.2 xCelligencéM-System

Das xCelligencB-System erlaubt eine kontinuierliche Aufzeichnung und Echfwedtyse
zellularer Migration adharierender Zellen auf Basis elektescimpedanzmessung. Zur
Migrationsmessung dienen spezielle Zellkulturplatten, welche in eine-Umerine Oberkammer
unterteilt sind (CIMPlatel6) und jeweils 16 Kavitaten besitzen. Die unt&@mmer stellt ein
Reservoir fir Medium und einen die Chearas auslosenden Chemoattraktanten dar. Der Boden der
oberen Kammer weist eine PBMembran mit Mikroporen auf. In die Unterseite dieser Membranen
sind GoldMikroelektroden eingearbeitet, welchekiarzen Intervallen die elektrische Impedanz bei
angelegterSpannung messen konnen. Den Elektroden aufliegende Zellen erhéhen die gemessene
elektrische Impedanz. Je mehr Zellen, dem Lockstoff folgend, die Membran durchwandern und an
den Elektroden adharieredesto gréf3er wird die Impedanz. Diese Veranderung dktristhen
Impedanz kann als Cdhdex (Cl) ausgedruckt werden. Hierbei handelt es sich um &rmikirlich

gewahlten Indexwelcher definiert ist als

00 ,

wobei Rs der Hinergrundimpedanz des zelllosen Mediums unddeém Ergebnis der Messungen zu
den jeweiligen Zeitpunkten (t) mit zellhaltigem Medium entspricht. Der CI wird dann als Funktion
der Zeit dargestel(201, 202)
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In Vorbereitung des Versuchs wurden die Zellen fug84hdenn serumdepriviertem Kulturmedium
(vgl. Tabelle3) inkubiert und danach einmal mit 3€ warmem DPBS gewasameowie mit Trypsin
vom Boden der Zellkulturflaschen gel6st uindvie unter3.1.2erlauterti gezahlt. In dem in dieser
Arbeit angewandten Versuchsaufbau diente serumreiches Kulturmedium mit eine@eR@lEvon
10% als Chemoattraktant fir die Zellen. Von diesem wumdiEher jeweils 160l in die Kavitaten

der unteren Kammer gefullt. %0 serumdeprivierten Mediums wurden fur eine Messung der
Hintergrundimpedanz in die Kavitaten der oberen Kammer vorgelegthdolgter Hintergrund
Messung wurden jeder Kavitat ddseven Kammer 60000 L8 bzw. 80000 U87 MG-Zellen in
100ul serumdepriviertem Medium mitsamt den Prifsubstanzen in einem Verhaltnis von 1:1000
hinzugefiigt. Unter Standardbedingungen im Brutscheafttgte die Impedanklessung alle Bnin

fur 10h im Realtime Cell AnalyzerDP (RocheDiagnostics, Mannheim). Die erhobenen Daten

wurden mit der RTCA Software analysiert und grafisch dargestellt.

3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 RNA-Isolation

Die BotenrRNA (messengeRNA, mRNA) ist das RNATranskript eines protekodierenden
Teilabschnitts der DNA. Sie liegt in eukaryotischen Zellen nur in geringer Konzentration vor, daher
wird die GesamRNA aus den Zellen isoliert, wobei lediglich die mRNA die Geninforoma¢ines
Proteins enthal(203) Fur die Isolation der GesaRINA wurden die mit eiam Zellschaber
geernteten Zellen in ein 1ibl fassendes, steriles Eppendorfgefal? tberfihrt und beirp&O®ir

5 min abzentrifugiert. Nach Entfernung des Kulturmediums erfolgte die -Rilation m single
stepVerfahren (204206) Die Zellpellets wurden je nach Pelletgrof3e in -B80pl peqGOLD
RNAPurdM-Lésung (Peqlab, Erlanggresuspendiert und zur Lyse der Zellen fimi& bei Raum
temperatur inkubiertDie Lésung enthélt sowohl das chaotrope Guanidinthiocyanat, welches die
Aktivitat von RNAse inhibiert und Nukle®roteirKomplexe denaturiert, als auch Phenol, das
Proteine ud kleine DNAFragmente entfernt. Nach Zugabe vornubChloroform wurden die Ptzen

fur 15Sekunden kréftig geschuttelt und fur weitérenin bei Raumtemperatur inkubiert. Eine
funfmindtige Zentrifugation der Proben bei°@ und 12000pm fihrte zur Auftennung des
Gemisches in drei Phasen. Die untere, gelbe Pi@nloroformPhase ehielt geléste Proteine
sowie DNA, in der wassrigen Oberphase war die RNA angereichert, dazwischen lag eine farblose
Interphase unloslicher Zelltrimmer. Der wassrige Uberstamdde in ein frisches, steriles
Eppendorfgefald dberfuhrt und zur Prazipitatioer dyelosten Ribonukleinsauren mit 125
Isopropanol versetzt. Einer erneuten Inkubation furmi® bei Raumtemperatur folgte ein

zehnminutiger Zentrifugationsschritt bef@ und 12000pm.
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Nach Entfernung des Isopropandiberstandes war ein RNRellet an Boden des Eppendorfgefales
sichtbar, welches zweimal mit 3% 75 %igem Ethanol gewaschen und dann unter der Sterilbank
getrocknet wurde. Sobald das Pellet glasig ersctkennte es in 4@ RNasefreiem Wasser
aufgenommen werden. Nach dreiBigminutitggeubation auf Eis und sequenziellem Vortexen zum
Losen der RNA wurde die RNKonzentration bestimmt. Bis zur Verwendung bzw. zur langfristigen
Aufbewahrung wurde die RNA be80 °C gelagert.

3.3.2 RNA-Konzentrationsbestimmung

Zur Bestimmung der RNAonzentrat on wur de das Spektr oplB06t o me i
(Thermo Scientific, Wilmington, USA) verwendet. Der Vorteil dieses Spektrophotometers gegentber
anderen photometrischen Vdifan besteht in der kivettenfreien Analyse der Proben. Hierdurch ist
eine Untersohung auch sehr geringer Probenvolumina moégligh. des Untersuchungsmaterials

wurde auf das Ende eines Glasfa@gtikkabels aufgebracht. Das Untersuchungsmaterial wurde
dabei allein durch seine Oberflachenspannung in der korrekten Position gehattenwéiies
GlasfaseiOptikkabel wurde von oben auf die Probe abgesenkt und Uberbriickte nun den Spalt
zwischen beiden Lichtwellenleitern. Die Extinktion eines Xehahtblitzesbei einer Wellenlange

von 260nm, dem Absorptionsmaximu(Amaxy) von Nukleinsaune, wurde mittels eines linearen
CCD-Sensors nach seiner Passage durch die Probe gemessen. Die Konzentration der Nukleinsaurer
wurde mithilfe des BeecambertGesetzes von deyerateeigenen Software errechnet und in ng/ul
angegeben. Daneben ermdglicht didéethode durch Darstellung eines Messbereichs vonr 220
350nm Wellenldnge qualitative Aussagen bezlglich der Reinheit der Nukleinsauren.
Kontaminationen mit Aminosauren (A« bei 280nm) werden durch das Absorptionsverhaltnis
260nm/280nm, Kontaminationemit Kohlenhydraten und Lésungsmitteln wie Phenoh{fbei

230nm) durch das Absorptionsverhéltnis 268/230nm ausgedrtickt. Von einer reinen Probe kann

ausgegangen werdenemn Apso:260:280twa 1:2:1 entsprici{207, 208)

3.3.3 ReverseTranskription

Da mRNA keinerlei Introns oder andere nignoteinkodierende Abschnitte enthalt, eignet sie sich
hervorragend zur GelBxpressionsAnalytik. Diese wird mithilfe dem Kapitel 3.3.4beschriebenen
guantitativen Reattime (Echtzeit) PCR durchgefiihrt. Allerdings kann die dazu erforderliche
DNA-Polymerase (m)RNA nicht als Matrize erkennen. Dieser Umstand macht es notwendig, die
isolierte mMRNA in lomplementare DNA (cDNA) umzuschreibé&ra dieser Vorgang den naturlichen
Weg der Transkription eukaryoter Zellen umkehrt, wird er als Reverse Transkription und die dazu

verwendete RNAabhéngige DNAPolymerase als Reverse Transkriptase bezei¢@@8t 2D). Die
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fur diese Reaktion bendtigten Komponenten des in dieser Arbeit verweritgierm E Reverse
Transcription Kit(Applied Biosystem8', Darmstadtsind in deiTabelle4 aufgefiihrt. Die einzelnen
Reaktionsschtie laufen gemaf dem irabelle5 angegebenememperaturprofil ab. Die Hexamer
primer fandom hexamejsdes Reaktionsansatzes lagern sich im ersten Reaktionsschritt bei einer
Temperatur von 23C unspezifisch an di RNA an Annealing. Die Unspezifitdt dieses
Reaktionsschrittes ist der Grund dafigass im Endprodukt der cDN&ynthese nicht nur die
MRNA-, sondern samtliche RNAbschnitte in der cDNA vertreten sind. Im zweiten Schritt, der
eigentlichen Reversen Traagtion, synthetisiert die durch Anhebung der Temperatur agfC48
aktivierte ReverseTranskriptase zunachst einen zur RNA komplementaren -SNang.
AnschlieBend entfernt didRNaseH-Aktivitat des Enzyms den RN&trang, woraufhin die
einzelstrangige DNA&um Doppelstrang erganzt wird. AbschlieRend wird die Reverse Transkriptase
bei einer Tenperatur von 98C inaktiviert und die Reaktion beendet. Die erhaltene cDNA wird mit
Aqua ad iniectabilia auf 5@l Gesamtvolumen aufgefillt, um eine cDNE&adkonzentratn von
10ng/pl zu erreichen. Die cDNA wird bis zu ihrer Verwendung-86i°C gelagert

Tabelle4d: Komponenten des Reaktionsansatzes fir die Reverse Transkription

Komponente Menge Endkonzentration
10x TagMan R¥Puffer 2,0ul 1x
25mM MgCl 4,5ul 55mM
10mM dNTP-Mix 4,0l 2mM

50 uM Random Hexamere 1,0l 2,5uM

20 U/ul RNaselnhibitor 0,4ul 0,4U/ul

50 U/ul Reverse Transkriptase 0,5ul 1,25U/pl
RNA (500ng/ul) variabel

Aqua ad iniectabilia ad 20pl

Tabelle5: Temperaturprofil der Reversen Transkription

Reaktionsschritt Temperatur in °C Zeit in min
PrimerAnlagerung 25 10
Reverse Transkription 48 30
Inaktivierung der Reversen Transkriptase 95 10
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Die cDNA der Hirngewebe sowie der Glioblastomgbejroben wurde freundlicherweise von Frau
Dr. rer. nat. Susan Herzog und Frau Dr. rer. nat. Sandra Bdller (Institut fur Allgemeine

Pharmakologie/Klinik fir Neurochirurgi&€lniversitatsmediziGreifswald) zur Verfigung gestellt.

3.3.4 Quantitative Reattime PolymeraseKettenreaktion (RT-PCR)

Die quantitative Bestimmung spezifischer mRIS&quenzen ist im Rahmen der konventionellen
(Endpunkt)PCR aufwendig und problembehaftet, da diese immer-POBProzessierungen
voraussetz{211) Diesem Umstand schafft dguantitativeRealtime Polymerase Kettenreaktion

nach dem TagMd&nPrinzipAbhilfe, ein Verfahren zur Quantifizierung von Nukleinsauren, welches

auf der konventionellen PCR basiert, im Unterschied zu dieser jedoch die Fahigkeit besitzt, simultan
zur Nukleinsaure&syntheg sequenzspezifische P@Rodukte mittels Fluoreszenzmessung wahrend

der exponentiellen Phase der PCR zu detektieren. Grundlage dieser Methode ist der Fluoreszenz
Resonanzenergietransfer (FRETHlierfir enthadlt der Reaktionsansatz neben den fur eine
Amplifikation spezifischer Gensequenzen notigen Forwawhd Reversérimern eine
sequenzspezifische, fluorogene Sonde, weldlamkiert von beiden Primernan die cDNA bindet.

Die Sonde besteht aus ei ne mu®0d-Englénjeankluoeoohtomd, w
tragt. Das F |BEmdes, BAMNhEBCarboxyElwmesceinpbzw. VIC, wird als Reporter,
das F1 uor oc-Bndes mTAMRA s (6CaBboxytetramethyRhodamin), als Quencher
bezeichnet. Da das Emissionsspektrum des Reporters dem Absspékirum des Quenchers
entspricht, fihrt eine Anregung des Reporterfarbstoffs unter der Voraussetzung, dass sich beide
Fluorochrome in einer raumlichen N&he zueinander befinden, zu einem Transfer der Energie von
Reporterfarbstoff zu Quencherfarbstoff (ER. Die Emission des Reporters wird somit bei intakter
Sonde unterdrickt, lediglich die Emission des Quenchers (TAMRA bei 585 nm) ist zu messen.
Teilweise finden neben fluorogenen Quenchern auch rsolgt-fluoreszierende Quencher (NFQ)
Einsatz. Sobald diSonde jedoch an einen Matrizenstrang hybridisiert, aktiviert sie wahrend der
Ext ensi on s-p{xmsukleasdiktigitat Slay TagDNA-Polymerase, wodurch die Sonde
geschnitten wird. Dieser Vorgang unterbricht die raumliche Nahe von Reporter und @uertth
erlaubt die Detektion der Fluoreszenz des Reporters (FAM bei 530 nm; VIC bei 575 nm), da kein
FRET mehr stattfinde®Abb. 8). Das entstehendentissionssignal ist hochsequenzspezifisch, da nicht
odernurteive i se hybr i di s-3-&xonuldeastAktividitenioht zd akeviergrovermogen

(212) Das nach jedem PCRyklus gemessene Fluoreszedgnal wird in einem sog.
Amplifikations-Plot gegen die PCGRyklenzahl aufgetragen. In dem AmplifikatioR$ot zeigt sich

ein typischer, dreiphasiger Reaktionsverlauf, wobei die Reporterfluoreszenz in der ersten Phase
aufgrund emer zu geringen DNAAusgangskonzentration innerhalb der Hintergk&luoreszenz
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nicht detektierbar ist, wahrend in der dritten Phase die Menge arPRiciRkt so grol3 geworden ist,

dass diese die PCR hemmen kann. Daher eignet sich fur eine exakte Qeamtgizier cDNA
Sequenzen ausschlieRlich die exponentielle zviRiitese des AmplifikatiorBlots. Der Ubergang

der ersten in die zweite Phase, also derjenige-BgidRis, bei dem das detektierte Fluoresz8ignal
signifikant (etwa zehnfach) uber der HintemdF | uor eszenz | i egt, wird A
Wert, eASemwert i) g e nawendskonnkrugiiantBaiive Aussagere iber die in

der PCR eingesetzte cDNMlengegemacht werden. Je hoher die Ausgangskonzentration einer zu
amplifizieren&en cDNASequenz ist, desto rascher ubersteigt die Reporterfaeares die

Hintergrundfluoreszenz und umso kleiner ist der zur jeweiligen Probe gehdreinderC

Primer-Anlagerung

\l/

] APrimer — ® Sondey, Q- 44
T — i||||||||'\
o IR AR N RARARAARANRARANDARRARAD |

Primer -Extension

(R~ N
* AT 277 °°
H

Sondenhydrolyse

5/\

L e
, DLALLEARDLANLARORRRRRUARRLNRLRRLARARRNRRANN |, ,

Taq| TagPolymerase ® Reporter @ Quencher 3 Lichtenergie

Abb. 8: Schematische Darstellung dgrantitativenReattime PolymeraseKettenreaktion nach dem TagMaRrinzip.

Das Protokollder quantitativenTagMarf-Reattime PCR entspricht grundlegend demjenigen einer
konventionellen PCR. Zur Quantifizierung der ZielggeBN1, EDNRA und EDNRB wurden
sequenzspezifische Prim8onderGemische von Applied Biosysteffs(Darmstadt) eingesetzt.
Forward- und ReversePrimer sowie die FAMmarkierte Sonde des Zielgens Cathepsin B wurden
freundlicherweise von Frau Dr. rer. nat. SanBienMoller (Institut fir Allgemeine Pharmakolodie
Klinik fir Neurochirurgie, Universitatsmedizi@reifswald) zur Veiigung gestell{synthetisiert auf
Anfrage von Applied Biosysterd, Darmstadt) Die Zusammensetzungen des fir die PCR
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verwendeten Mastmixes (Curry Master Mix) sowie des Submastermixes kénnen den Tabellen
und 7 entnommen werden. Die Komponenten des Prt8enderGemisches fur das Cathepsin B
Zielgensind inTabelle8 aufgefihrt.

Fur jede PCRReaktion wurden 19,dl des Submastermixes mi2,2ul cDNA in einem
Eppendorfgefald gemischt. Je [llidiesesReaktionsgemisches wurden als Doppelbestimmungen in
eine 96KavitatenPlatte pipettiert. Zusétzlich zu den cDMNRltigen Reaktionsansétzen wurden noch
zwei sog.no template control§NTC), wekhe anstelle der cDNA Aqua ad iniectabilia und den
Submastermix enthielten, als Kontrolle mitgefahrt. Mit dieser lieBen sich potentielle
Verunreinigungen der Reaktionskomponenten durch DNA aufdecken.

Im Falle einer Amplifikation von DNA in den NTC mus$ieiVerunreinigung des Reaktionsansatzes

angenommen und das Ebyés der PCR verworfen werden.

Tabelle6: Zusammensetzung d€sirry MasterMixes

Komponente Menge Endkonzentration
Glycerol 92ul 8%
10mM dNTP-Mix 46 pl 0,4mM

2M KClI 57,5ul 100mM
25mM MgCl. 276l 6 mM

1 M Tris-HCI (pH = 8,4) 46 pl 40mM

1 mM ROX (Referenzfarbstoff) 23 ul 0,02mM
Aqua ad iniectabilia 595ul

Tabelle7: Zusammensetzung des Submastermixes

Komponente Menge Endkonzentration
Curry MasterMix 1150l 55%
Primer/Sondenmix (10x) 115pl 1x

5 U/ul TagPolymerase gul 0,02U/ul
Aqua ad iniectabilia 805pl

Um eine quantitative Expressionsanalyse durchfiihren zu kdnnen, wird neben den zu analysierenden
Gensequenzen zusatzlidie Expression sog. Housekeeping GdAaushaltsgene), also Gene, die

fur den Grundstoffwechsel der Zelle notwendig sind und daher konstitutiv bzw-regehitert von

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

Expressionsniveaus der Zielgene IBSIA verwendet.
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Tabelle8: Zusammensetzung des CathepsiRiBner/SonderGemisches

Komponente Menge Endkonzentration
Forward-Primer (4uM) 17,25ul 300nM
ReversePrimer (4uM) 17,25ul 300nM
Sonde (1,3uM) 23 ul 150nM
Aqua ad iniectabilia 172,5ul

Die PCR sowie die Fluoreszeetektion fanden simultan im 7900HT Fast Rexale PCR System
(Applied Biosystem®', Darmstadt) statt. Samtliche Gensequenzen wurden mit demselben
Temperaturpr amplifiziert und analysiert. 2 Messung erfolgte Uber 40 P&klen
(Reaktionsschritte 3 und 4, vgl. Tabedje

Tabelle9: Temperaturprofil dequantitativenReal-time PCR nach dem Tagd-Prinzip

Reaktionsschritt Temperatur in °C Zeit in min
1. Einmalige Vorinkubation 50 2
2. Initiale Aktivierung der TagPolymerase 95 10
3. Denaturierung der cDNA 95 0,25
4. PrimerAnnealing/Extension 60 1

Unter der Annahme, dass die Reakti&iBzienz bei einerAmplikonlange von <15@p und
optimierten Primer und Mg*-Konzentrationen bei (annéhernd) 1%0liegt, kann die relative

Expressionsveranderung der Zielgene naclgder -Methode ausgedriickt wesd:

YQa o0&y QQi | REEA1VOEICQ

Der-gppWert entspricht der Gleichung

33 3 Z3#

wo b e rxdigDifferenzdergWer t e von Zielgen und Refkédanenz g e
Mittelwert der Differenz der &Werte von Zielgen nd Referenzgen der Kontrollen aller Proben
darstellt(213) Die statistische Auswertung sowie grafische Darstellung erfolgten mit der Software
GraphPad Prisfh(GraphPadSoftware, USA), die SignifikanAnalyse wurde mit dem Studett

Test durchgefihrt.
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3.4 Proteinbiochemische Methoden

3.4.1 Gewinnung des Gesamtproteins

Zur Gewinnung des Gesamtproteins aus den Zellkulturesgem diese aufgeschlossen werden.
Zunachst wrden die Zden in ihren Kulturflaschen mit il PBS gewaschen, um Mediumreste zu
entfernen. AnschlieRend wurden die Zellen mit 3 ml PBS uberschichtetin@m Zellschaber von

dem GefaBboden gelést und in einem 5 Zentrifugenrdhrchen fiur &in bei 4000pm
zentriugiert. Nach der Zentrifugation Uberstehende Flussigkeit wurde entfernt, das am Boden
gebildete Zellpellet je nach Pelletgrof3e in -PHED ul Lysepuffer (vgl.Tabelle10) resuspendiert und

in ein 1,5ml fassendes Eppendorfgefal} tberfuhrt. Der eigentliche Aufschluss der Zellen wurde durch
funfmaliges Schockgefrieren in flissigem Stickstoff und anschidgeAuftauen im Wasserbad bei
37°C erreicht. Durcheine Zentrifugation fur Bnin bei 12000pm wurden Proteinlysat und
Zelltrimmer voneinander getrennt. Der das Protein enthaltende Uberstand wurde in ein steriles
1,5ml-Eppendorfgefal’ tberfuhrt und bisraveiteren Verwendung be20 °C aufbewahrt.

Zur Hestellung von Membranfraktionen wurden die Zellpellets nach finfmaligem Schockgefrieren
bei einer Temperatur von@ und 50000pm fur 30Minuten zentrifugiert und danach in 280 pl

Lysepuffer aufgenomen.

Tabellel0: Zusammesetzung des Lysepuffers (pH = 7,4)

Komponente Menge Endkonzentration
5mM Tris-HCI 1ml

0,1M PMSF 1pl 0,1mM

1 M Aprotinin 1pl 1mM

1 M Leupeptin 1pl 1mM

3.4.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung des Proteingehaltes erfolgte fir samtliche Proteinlysate mit dem Bicinchoninséure
Test (BCATest). In alkalischem Milieu bilden Eulonen mit Protein einen blauen Farbkomplex,
dieser Vorgang wird als Biur&eaktion bezeichnet. Dabei werddie Cu?*-lonen zu Cirlonen
reduziert, welche mit Bicinchoninsaure einen stabilen, violetten Farbkomplex erzeugen. Dieser kann
photometrisch mit einem Absorptionsmaximum von B62gemessen werdé¢a14)

Fur die Konzentrationsbestimmung wurden Aliquots der Proteinlysate im Verhaltnis 1:10 mit Aqua
ad iniectabilia verdinnt. Weiterhin wurde eine VerdunnungsrausRinderserumalbumih6sung

(BSA, 1mg/ml) mit Proteinkonzentrationen von 0, 10, 20, 30, 40 und 50 pg/ml hergestellt. Diese
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diente als Eichkurve zur Berechnung der Proteinkonzentration der jeweiligen Probe. Sowohl von den
verdinnten Proben als auch valer BSA-Verdinnungsreihe wurden je [0 in Doppet
bestimmungen auf einer Mikrotiterplatte aufgetragen. Jede Probe wurde mit @s frisch
angesetzten Farbereagerersetzt welches zu 50 Teilen 1%ige BG@&Asung und zu einem Teil
4%iges CuSQy enthelt. Die Mikrotiterplatte wurde fir 48nin bei 37°C inkubiert. AnschlieRend
wurde in einem Mikrotiterplattehesegerét (Infinit8 M200, Tecan Group, Schweiz) die Extinktion

der Proben bei einer Wellenlange von 52 gemessen. Da die Proteinkonzentratuber
Proteinlysate proportional der Anzahl gebildeter *@anen in den Proben ist, konnte die
Proteinkonzentration mittels linearer Regression anhand der erstellten Eichkurve ermittelt werden.
Die Regressionsanalyse wurde mit der Software Excel 2007 (Miftr&rporation, USA)
durchgefihrt.

3.4.3 Western Blot-Analyse

Die Western BlotAnalyse ermdglicht es, Proteine nach ihrer molekularen Masse aufzutrennen, auf
eine adsorbierende Membran zu Ubertragen und anschlielend Zielproteine spezifischntigesis

Antikdrpe-Reaktionen nachzuweisen.

3.4.3.1 Probenvorbereitung

Pro Zelllinie wurden je 5ig des Gesamtproteins flir die SIB®lelektrophorese eingesetzt, das
Volumen der Proben wurde hierflir mit Aqua dest. ayfil3gingestellt. Anschliel3end wurde viesfa
konzentrierterLaemmliPuffer (sieheTabelle 11) im Verhaltnis 1:4 hinzugefugt, was zu einer
Reduktion, Konformations und Ladungsé&nderung der Proteine fuhrt (siel#4.3.9.

Das ebenfalls enthalten@romphenolblau markiert die Lauffront wahrend der Elektrophorese.
Zusatzlich wurden saithe Gemische fir nin bei 95°C hitzedenaturiert215).

Tabellell: Zusammensetzung des-BaemmliPuffers

Komponente Menge Endkonzentration
2 M Tris-HCI (pH 6,8) 3,125ml 0,25M
SDS 19 8 %
Glycerol 5ml 40 %
Bromphenolblau 5mg 0,05%
b-Mercaptoethanol 250pl 2%
Aqua dest. ad 12,5ml

41



Methoden

3.4.3.2 SDSPolyacrylamid-Gelelektrophorese (SDSPAGE)

Die Auftrennung des Proteingemisches nach dem Molekularged&hProteine im elektrischen

Feld, die Elektrophorese, stellt dersten Schritt der Western Blnalyse dar. Als Matrix diente

ein denaturierendes, vertikales, diskontinuierliches NatriumdodecyifdfgacrylamidGel. Das in

dem Gel enthaltene Natmdodecylsulfat (SDS) ist ein anionisches Detergens, welches natriznot

in einem konstanten Verhéaltnis (g4SDS/1g Protein) anionische SDroteinKomplexe bildet.

SDS ist, insbesondere nach vor he fMergaptethaRot thu k t i
der Lage, Proteine zu denaturieren, mit der Folge, dassh Spaltung von Schwefeund
Wasserstoffbrickenbindungen Prot&omplexe dissoziieren und die Proteine ihre Tertismd
Sekundarstrukturen verlieren. Zuséatzlich tberdeckt SDS die Eigenladungen von Proteinen, wodurch
diese eine konstante negative Lagsverteilung erlangen. Zusammen fuhren beide Eigenschaften
dazu, dass sich die Proteine entfalten und wéahrend ihrer elektrophoretischen Wanderung in Richtung
der Anode ausschliel3lich entsprechend ihrer Molekilmasse aufgetrennt werden. Das {Si@g&imli
Sysem nutzt ein diskontinuierliches Gel, d. h. die Proteine werden zunéchst in einem Sammelgel
(pH = 6,8) zwischen Chloridionen hoher Mobilitat (Leitionen) und Glycinionen niedriger Mobilitat
(Folgeionen) aufkonzentriert, bevor sie im Trenngel {p848) elekrophoretisch aufgetrennt werden
(215217) Da in dieser Arbit Proteine mit relativ geringer Masse {@0kDa) Ziel der
Untersuchungen waren, wurde ein Trenngel mit einem Acryl#midil von 12,5% gewahlt (siehe
Tabellen12 und 13).

Tabellel2: Zusammensetzung des Sammelgels

Komponente Menge Endkonzentration
30% Acrylamid 650l 4 %
10% SDS 50 ul 0,01%
10% APS 50 ul 0,01%
TEMED 5l

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

Aqua dest. 3ml

Zur Erstellung der Gelmatrix wurde das Trenngel zwischen zwei Glasplatten gegossen, bis diese zu
¥ ausgeflllt waren. Fur den Zeitraum der Polymerisation eval@s Trenngel mit Isopropanol
Uberschichtet, um eine beschleunigte Polymerisation unter Luftalsscldowie eine glatte

Gren4lache zum Sammelgel zu gewéhrleisten.
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Tabellel3: Zusammensetzung des Trenngels (22)5

Komponente Menge Endkonzentration
30% Acrylamid 3,1ml 125 %
10% SDS 75l 0,01%
10% APS 75l 0,01%
TEMED 7,5u

Trenngelpuffer (1,8 Tris-HCI, pH 8,8) 1,9ml

Aqua dest. 2,4ml

Sobald das Trenngel nach dfin bei Raumtemperatur auspolymerisiert war, wutak Isopropanol
wieder entfernt und das Sammelgel tGber das Trenngel geschichtet. In das nogd $aesmelgel

wurde ein Kamm platziert, welcher die spateren Probentaschen formte. Die Polymerisation des
Sammelgels war ebenfalls nach 45 min bei Raumtestyreabgeschlossen. Die Glasplatten wurden
anschlieBend in die Elektrophordsammer (Minigel TwinBiometra, Gottingen) eingespannt und

die Kdmme entfernt. Dem Beflillen der Kammer mitThakPuffer (vgl. Tabelle14, verdinntaus

10x TankPuffer1:10 mit Aqua dest.) folgte das Auftragen der Proben sowie eines Groél3enstandards
(Protein Marker VI, AppliChem, Darmstadt) mit einer Mikroliterspritze (GASTIGHMamilton,
Schweiz).

Die Proteine wurden im Sammelgel bemasi Spannung von AD aufkonzentriert. Zur folgenden
elektrophoretischen Auftrennung der Proteine im Trenngel wurde fir®@mnfeneine Spannung

von 120V angelegt.

Tabellel4: Zusammensetzung des TaRuffers (10x)

Komponente Menge Endkonzentration
Tris-Base 609 0,25M
Glycin 2889 1,9M
SDS 209 1%
Aqua dest. ad 2000ml

3.4.3.3 Transfer der Proteine

Die mittels SDSPAGE aufgetrennten Proteine wurden in eimeiteren Elektrophorese, dem
Western Blot, auf eine hydrophobe, adserbnde Nitrocellulosdembran transferiert. Hierfur
wurde das elektrische Feld senkrecht zum Gel ausgerichtet. Die NitroceNdoskbran

( Wh at ma n E° MBmbmner Vihatman GmbH, Dafssowie sechs Whatmah-Filterpapiere
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(Whatman GmbH, Dassel) wurderufaeine GroéRe von 9 x @m zugeschnitten und in
1x TransferPuffer (vgl. Tabelleri5und16) aquilibriert. Das in der SDBAGE entstandene Gelit

den nach ihrem Molekulargewicatifgetrennten Proteinevurde mit 1xTransferPuffer gewaschen.
Das in dem 1XransferPuffer enthaltene Methanol aktiviert die Proteinbindungsstellen der

NitrocelluloseMembran.

Tabellel5: Zusammensetzung des Trandferffers(10x)

Komponente Menge Endkonzentration
Tris-Base 1169 0,48M
Glycin 599 0,8M
SDS 79 0,5%
Aqua dest. ad 1600ml|

Tabellel6: Zusammensetzung des Trang®erffers (1x)

Komponente Menge Endkonzentration
TransferPuffer (10x) 100ml 1x
Methanol 200ml 20%
Aqua dest. ad 1000ml|

Die Filterpapiere und Membran wurden, wieAhb. 9 dargestellt, angeordnet und in der Blotting
Apparatur (Trandlot® SD SemiDry TransferCell, Bio-Rad,Miinchen) eingespannt. Der Transfer

der Proteine auf die Membran wurde bei einer konstanten Stromstarke vorA3fer 2Stunden
durchgefuhrt. Der Erfolg des Transfers wurde durch eine kurze Inkubation der Membran mit
Ponceals-Losung, welche dieProteine auf der Membran unspezifisch anféarbt, kontrolliert.
Wiederholte Waschgdnge mit Aqua dest. entfernten den Proteinfarbstoff wieder, so dass die

Membran anschliel3end fur die Immundetektion verwendet werden K@1&220).

Kathode | — — — — —-— — — — — — |

Filterpapier

PolyacrylamidGel [ ]
Nitrocellulose [ ]

Filterpapier . )
Anode| + 'I' 'l' 'l' 'I' + 'l' 'l' 'l' 'l' |

Abb. 9: Aufbau eineiSemiDry Blotting-Apparatur.
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3.4.4 Immundetektion

Der spezifische Nachweis auf der Nitrocellulddembran gebundener Zielproteine geschieht
mithilfe der Immundetektion. Vorbereitend wurde die Membiarefne Stunde bei Raumtemperatur
in einer TBSTLOsung (Zusammensetzung: siehe Tabelléand 18) mit einem MilchpulverAnteil

von 5% inkubiert, um unspezifische Proteinbindesgellender Membran abzusattigen.

Tabellel7: Zusammensetzung des Waschpuffers TBS (10x)

Komponente Menge Endkonzentration
Tris-Base 309 0,25M
NaCl 80¢g 1,4M

KCI 29 27 mM
36 % HCI auf pH 7,4

Aqua dest. ad 1000ml|

Tabellel8: Zusammensetzung des Waschpuffers TBST

Komponente Menge Endkonzentration
Waschpuffer TBS (10x) 100ml 1x
Tween20 4000ul 0,04%
Aqua dest. ad 1000ml

Zur Entfernung der Blockierlésung wurde die Membran dreinrairbmit TBST (vgl. Tabelle 18)
gewaschen. AnschlieRend wurde die Membran mit dem Primarantikorper unter leichtem Schwenken
bei 4°C inkubiert. Die Verdinnung (in % BSA/TBST) sowie Inkubationszeiten der Primar
antikorper sind defabelle19 zu entnehmen.

Tabellel9: Verwendete Primaund Sekundarantikdrper

Antikorper Verdiinnung Inkubationszeit Sekundé&rantikorper
Anti-Cathepsin B 1:500 16-20 h bei 4°C Anti-Kaninchen (1:2000)
Anti-ETAR 1:500 16-20h bei 4°C Anti-Kaninchen (1:2000)
Anti-ETBR 1:250 48h 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 dignkubation mit dem Primarantikorper wurde die Membran dreinmalrbmit

TBST gewaschen, fiit Stundemit Blockierldsung (3% Magermilchpulver in TBST) zwischen
blockiert und erneut dreimalriin mit TBST gewaschen. Die anschlieBende Inkubation mit dem
Sekundarantikoérper (vgl. Tall9) erfolgte fur 1Stundeunter lechtem Schwenken bei Raum
temperatur, gefolgt von einem dreimaligen Waschen der Membran mit TBST fir jewditshei
Raumtemperatur. Die eigentliche Nachweisreaktion wird durch an den Sekundarantikoérper
gekoppelte Enzyme katalysiert. Bei den iesdir Arleit eingesetzten Kopplungsenzymen handelte es
sich umMeerrettichperoxidase (endhorseradish peroxidaseHRP) und Alkalische Phosphatase
(AP). Im Falle der HRP wurde die Detektion mithilfe d&ZL Plus™ Western Blotting Detection
Reagents (Ameham Biogiences, Freiburg) durchgefihrt. Dazu wurde die Membraniitin2inter
Lichtausschluss mit dem EGReagenz benetzt und das entstehende (Qheineszenzsignal mit

dem Molecular Imager ChemiD&c XRS (Bio-Rad, Miinchen) visualisiert. Fur die Afekopelten
Sekundarantikorper wurde ein den HigEkoppelten Antikdrpern analoges Protokoll verwendet,
jedoch wurde als SubstrRte agenz Lumi PhosE (Pierc@l,2Rockfor
Sollten verschiedenAntigene auf derselben Membran nachgewiesen werden, so mussten zuvor
gebundene Antikorper vor jedem erneuten Nachweis eines Zielproteins entfernt werden. Dies erfolgte
durch das sp Strippen. Hierfur wurde die Membran f.8 min bei 52°C in 50ml StrippingPuffer

(vgl. Tab. 20) mit 350ul R-Mercaptoethanolin einer Hybridisierungsréhre inkubiert. Nach
mehrfachem Waschen der Membran mit TBST konnte diese fur einen erneuten Antigennachweis

eingesetzt werden.

Tabelle20: Zusammensetzung des Strippiagffers

Komponente Menge Endkonzentration
Tris-Base 7,579 62,5mM
SDS 209 2%
36 % HCI auf pH 6,8

Aqua dest. ad 1000ml

3.4.5 Endothelin-1 Immunoassay

Der Endothelinl Immunoassay ist ein antikorpediertes Nachweisverfahren des Peptids
Endothelinl, welches auf dem Prinzip des quanitien Enzymeinked Immunosorbent Assays
(ELISA) beruht: Eine 94KavitatenPolystyreneMikrotiterplatte ist vom Hersteller mit einem
monoklonalen Antikdrper gegen Entelin1l beschichtet. Die Probe mit dem nachzuweisenden

Antigen (ET1) wird in die Kavitéen der Mikrotiterplatte pipettiert und fiir eine definierte Zeit
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inkubiert. Wahrend dieser Zeit bindet der immobilisierte Antikérper das in der Probe enthaltene
Antigen. Ein zweiter monoklonaler ARET-1-Antikdrper (Detektionsantikdrper) wird hinzugefigt,
welcher ein anderes Epitop bindet als der immobilisierte Antikdrper und mit einem Reporterenzym
(in diesem Fall HRP) konjugiert ist. Als Resultat entsteht ein AméAntigen-Antikdrper
Kompl ex, wel cher di eser For m-Ed & § Adgeldey BaA Eind e n
anschlielend zugegebenes Luminol/Per@athstrat wird in den Kavitaten von dem Reporterenzym
umgesetzt und emittiert proportional zur Menge des gidnen Antigens (EL) Licht, welches mit
einem Luminometer gemessen werden kann. Anhatgefithrter Standards kann eine Eichgerade
zur Bestimmung der Antigenkonzentration in den einzelnen Proben erstellt W228&125)

Zur Bestimmung der EndotheliiKonzentration wurde in dieser Arbeit der Quantilduman
Endothelinl ImmunoassayR&D Systems, Minneapolis, USA) verwendet. Je ilDdes Assay
Diluenten RD119 und 10Qul Probe bzw. Standard wurden in die Veuiggen der mit AntET-1-
Antikdrpern beschichteten Mikrotiterplatte gegeben und bei Raumtemperatur Bituhdenauf
einemHorizontalschuttler bei 50pm inkubiert. Im folgenden Waschschritt wurden die Kavitaten
jeweils viermal mit 40Qul WaschPuffer gfillt und wieder vollstandig entleert, woraufhin pro
Vertiefung je 20Qul des zweiten, HRIRonjugierten AntET-1-Antikorpers zugegeben und fir

3 Stunderbei Raumtemperatur auf dem Horizontalschuttler beirp@0inkubiert wurden. Es folgte

ein erneuter \&schschritt, welcher analog zum ersten ausgefuhrt wurde. Pro Vertiefung wurden
anschlielBend 1001 Working Glo Reagent hingipettiert und fir 20nin unter Lichtausschluss bei

Raumtemperatur inkubiert.

Y Y

(A) (B © (D)
Abb.10: Prinzip des Sadwich-ELISA. (A) Mit immobilisiertem, monoklonalem Antikérper beschichtete Oberflache. (B) Der

hinzugegebene Analyt (dasfigen) wird von dem Antikdrper gebunden. (C) Ein zweiter, H@Rjugierter Antikdrper bindet den
Analyten. (D) Zugegebenes Lumir8libstrat wird von der HRP unter Emission von Licht umgesetzt.

Die Lichtemission wurde in dem Infinft&M200 (Tecan Group Ltd., Mannedorf, Schweiz) detektiert.
Mittels synthetischem, humanen Endothdlirwurde fur jede Messung eine Eichreihe mit den
Konzertrationen 0, 0,34, 1,03, 3,09, 9,26, 27,8, 83,3 undi@®®| mitgefuhrt, um die Endothelitr

Konzentréionen der Proben zu ermitteln. Samtliche Messungen wurden als Doppelbestimmungen
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durchgefuhrt und auf die Proteinkonzentration der jeweiligen Probg&ezbie Auswertung mit
linearer Regression erfolgte mit der Software Excel 2010 (Microsoft CorparR@aimond, USA).

3.5 Statistische und mathematische Methoden

Samtliche statistischen und mathematischen Berechnungen wurden mit den Programmen Excel
(Microsoft Corporation, Redmond, USA) und GraphPad PtigBraphPad Software, Lkolla, USA)
ausgefuhrt. Dazugehorten die Berechnungen von Mittelwert, Standardabweichung (SD),
Varianzanalyse (einfaktorielle und zweifaktorielle ANOVA) sowie die Signifikanzanahjsdem

t-Test nach Student und nach Kruskéllis. Fur alle in dieser Arbeit durchgefiuihrten Sigrafiz

analysen wurde ein 0,05 als signifikant erachtet.
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4 Ergebnisse

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Einflisse des dualen EndeReti@ptorAntagonisten
Bosentan sowie des selektiven Cathepsinhibitors CA074Me auf das Proliferations und
Migrationsverhalten der l@blastomzellen LN18 und U87MG zu untersuchen. Die Unter
suchungen erfolgten sowohl mit alleiniger Applikation der beiden Substanzen als auch in
Kombination mit den Zytostatika Doxorubicin, Vincristineozolomid, Teniposid, Carmustin und
Lomustin. De Ergebnisse werden im Folgenden getrennt nach den beiden Wirkstoffen Bosentan und
CA-074Me dargestellt.

4.1 Einfluss von Bosentan auf Proliferation und Migration von Glioblastomzellen

Die Wirkung eines dualeEndothelinRezeptorAntagonisten auf das Uberlety von Glioblastom
zellen sollte imin vitro-Kulturmodell mit den Zelllinien LNL8 und U87 MG naher betrachtet
werden. Die Blockade der Rezeptoren erfolgte mit Bosentan in den Konzentratipiverurid
10 uM.

41.1 ET-1-, ETa-Rezeptor und  ETs-RezeptormRNA-Expression in

Glioblastomzellen

Vor den Untersuchungen zum Einfluss von Bosentan auf die Proliferation und Migration von
Glioblastomzellen wurde zunachst Uberprift, in welchem Mal3e die in dieser Arbedndaten
Zelllinien Endothelinl sowie die zugehorigerEndothelinA- und EndothelirB-Rezeptoren
exprimieren. Mit der quantitativen Reime PCR stand e@sensitive und spezifischdethodezur
Verfigung, um auf mRNAbene das Expressionsverhalten detliden LN-18 und U87 MG zu
guantifizieren und dieseawit dem Expressionsverhalten anderer humaner Karzinomzelllimggn (
Kap. 2.1), nichtmaligner Hirngewebe (Frontat/Temporallappen, aus dem Institut fur
Neuropathologie, Universitadtsmedizin Greifswald) unioldastomgewebeproben (aus der Klinik
fir Neurochirurgie, Universitatsmedizin Greifswald) zu vergleichen.

Die Expression der Zielgene vag auf die Expression der ribosomalen -E8$A normalisiert. Die
Abb. 11 zeigtdie relative mMRNAExpression der Gene EDN1 (E), EDNRA (ETa-Rezeptor) ud
EDNRB (ETs-Rezeptor) in Glioblastomgeweben sowie den beiden GlioblastomzelllinietBLixd
U-87 MG im Vergleich zu nichtnalignen Hirngewebe welche als Kontrollgruppe diemte
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Abb.11: Vergleichende Darstellung der Expression von

c 1000 ok

e Endothelinl-, ETa- und ETs-RezeptormRNA in LN-18- und

$< 100 — U-87 MG-Zellen, Glioblastomen und nicimalignen

>E<.E Hirngeweber(Kontrolle). Die RNA wurde aus den Zelldrzw.

Wwe  qp4 Gewebenisoliert und in cDNA umgeschrieberie darin

<Zf E enthaltenen Zielsequenzen wurden in Doppelbestimmungen

xs 14 mittels quantitativer RIPCR nach dem TaqM&rPrinzip

g-% untersucht. Die Expression der untersuchten Zielgene wurde

£ 01 auf 18SrRNA normalisiert undn Relation zum Median der

% £ nichtmalignen Hirngevebe angegeben. Whisker: 5./95.

w  gopl—nz8 n=72 n=3 n=3 Perzentile. Oneway ANOVA, KruskalWallis-Test, Dunns
Kontrolle Glioblastome LN-18  U-87 MG Post Test; **p < 0,01 und ***p < 0,001 vs. der Kontrolle.

In der Gruppe der Glioblastome war die mRIEApression derntersuchten Zielgene gegenuiber der
Kontrollgruppe der nichinalignen Hirngewebe signifikant erhdht. Die Expression aeioEhelin1-

MRNA war in den Glioblastomproben -28ch (p< 0,01), die der Ea-RezeptormRNA 35fach
(p<0,001) und die deETs-RezeptormRNA 29fach (p<0,001) gegenuber der Kontrollgruppe
erhoht. Ebenfalls signifikant erhdht waren die relativen mREkfressionen der Zelllinie87 MG

fur die ETa-RezeptoimRNA (64fach, p< 0,01) und dieETg-RezeptormRNA (125fach, p< 0,01).

Fur die mRNA-Expression der untersuchten Gene der Zellliniel8Nsowie dieEndothelinl-
MRNA-Expression der Zelllinie 87MG konnten in der KruskalVallis-Analyse keine
signifikanten Expressionsuntersathée zum nichimalignen Hirngewebe ermittelt werden, jedoch
zdgte sich auch hier ein Trend zu einem erhdhten Expressionsniveau der Glioblastomzelllinien
gegenidber de nichtmalignen Hirngewebe Um die Expression der Zielgene in den
Glioblastomzelllinien LN18 und U87MG mit Zellen anderer Tumorentitaten vergleicheu
kénnen, wurde sie der Expression anderer humaner Karzinomzelllinien, namentlich HepG2, HelLa

und Cace2, gegenibergeste(ibb. 12).
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Abb.12: Endothelinl-, ETa- und ETs-RezptormRNA-

1000, Expression in nichmalignem Hirngewebgontrolle) und den
Zelllinien LN-18, U-87 MG, HepG2, HelLa und Caed. Die

100- f s RNA wurde aus den Zellen isoliert und in cDNA
umgeschrieben. Die darin enthaltenen Zielsequenzen wurden in

drei unabhéangigen Expmenten als Doppelbestimmungen
mittels quantitativer RIPCR nach dem TagMan®rinzip
untersucht. Die Expression der usigchten Zielgene wurde
T auf 18SrRNA normalisiert und in Relation zum nieht
malignen Hirngewebe (n 8) angegebenOneway ANOVA,
Dunng t 6 s Mul tiple Cp+aOOa rund o n
*** p<0,001.
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Es ist zu erkennen, dass in samtlichen untersuchten #llindothelirl-mRNA nachweisbar war,
jedoch ausschlieRlich die Glioblastomzellen-LBlund U87 MG sowohl Endothelifl als auch die
ETa- und ETz-Rezeptoren exprimierten. DiolonkarzinomZelllinie Cace2 zeigte die héchste und
eine gegenuber dem nietmalignen Hirngewebe signifikant vermehrte ExpressionEodothelinl-
MRNA (748fach, p<0,001) sowie eine deutlich, jedoch nicht sidgant erhohteETs-Rezeptor
MRNA-Expression (29ach). ETa-RezeptormRNA konnte in Cac@-Zellen nicht nachgewiesen
werden. In den Hel-Zellen (ZervixkarzinomZelllinie) konnte eine im Vergleich zum nieht
malignen Hirngewebe signifikant 4&ch erhohteETa-RezeptormRNA und eine zehnfach starkere
Endothelinl-mRNA (nicht signifikant) detekti¢ werden, jedoch keinETg-RezeptofrmRNA. Die
HepG2Zellen (hepatozelluldre Karzinoféelllinie) exprimierten auf mRNAEbene ausschliel3lich
Endothelinl, wahrend wedefir den ET]- noch den E&-Rezeptor eine mRNAXxpression
nachweisbar war. Die Glioblastasillinie U-87 MG zeigte signifikant erhéhte Expressionsniveaus
von ETa-RezeptormRNA (21fach, p<0,05) und Eg-RezeptormRNA (13%fach, p<0,001), in
der LN-18Zellinie konnte eine signifikant 5fach hdhere mittlere EFRezeptoimRNA-

Expression im Veleich zum nichimalignen Hirngewebe gemessen werdern< (905). Die
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Endothelinl-mRNA zeigte eine den HekZAellen ahnliche Expressionnd warim Mittel etwa
10-fachstarker exprimiert (nicht signifikant) als im nietmalignem Hirngewehe

4.1.2 ET-1-, ETAR-und ETBR-Expression in Glioblastomzellen auf Proteinebene

Da die zellularen mRNAund Proteinmengen aufgrund posttranskriptionaler Modifikationen nicht
zwingend miteinader korrelieren muissen, wurde zur genaueren Charakterisierung des
Expressionsverhaltensed Glioblastomzellen geprift, ob sich die in den mRWNAtersuchungen
nachgewiesenen Expressionsunterschiede auch auf Proteinebene darstellen lassen. Bnidbthelin
ein Peptid, welches nach seiner Biosynthese in den Extrazellularaum freigesetzt wialtuseiree
Effekte durch Bindung an membranére Rezeptoren austibt. Daher wurde die Ende8eNretion

der Zelllinien LN-18, U-87 MG und HepG2 mit einem Endothelinlmmunoassay im Zelliiberstand

der kultivierten Zellen ermittelt. Wie iMbb. 13 zu erkennen ist, fand sich im Uberstand der
U-87 MG-Zellen siebenmal mehr ET (3,62pg/mg) als in dem Uberstand der Zelllinien 4118
(0,56pg/mg) bzw. HepG2 (82 pg/mg).

ET-1
4-
.g 3+
o
o
g 24
E
—
b 17
0-
é,'\c/b Y Qél’
3V & N2

Abb.13: Nachweis der EndothelifrKonzentration im Uberstand kultivierter M8, U-87 MG- und HepG2Zellen. Die
ET-1-Konzentration wurde mit einem Endothelinmmunoassajn Doppelbestnmungen gemessen und auf den Proteingehalt der
jeweiligen Zelllinie normalisiert (= 1).
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In einer WesterBlot-Analyse wurde die Expression der&Tind ETs-Rezeptoren auf Proteinebene
untersucht. Hierfir wurden Membranprotd&iraktionender kultivieren Zelllinienverwendet(vgl.

Kap. 3.4.0). In beiden Gliomzelllinien zeigten sich deutliche Banden auf HOhe eines
Molekulargewichts von etwa HDa, was der GroRe der kT(48kDa) und EE-Rezeptoren
(50kDa) enspricht (Abb.14). Dartber hinaus war in der Immunobalyse im Gegensatz zur
guantitativen PCRAnalyse indenanderen untersuchten Zelllinien (CezoHepG2, HelLa) ebenfalls
ein Nachweis der beiden Rezeptoren hobg Mit dem Programm Qantity Oné& (Bio-Rad,
Minchen) wurden die WesteBiot-Aufnahmen densitometrisch ausgewertet und die ermittelte
Bandenintensitat der Rezeptoren auf die Intensitat der PoBdeaibung der Membran bezogen.
Wiein Abb. 14 zu erkennen ist, exprimierte die Zelllinie EN8 den E'RR (relative Expression: 1,58)
geringfugig starker als die-87 MG-Zellen (relative Expression: 1,35), wahrend die Expression des
ETgR in den LN18 und U-87 MG-Glioblastanzelllinien &hnlich stark ausfiel (relative Expression
LN-18: 1,70 vs. LB7 MG: 1,65).
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Abb. 14: Darstellung der EAR- und ETeR-ProteinExpression
in den Zelllinien LN18, U-87 MG, HelLa, HepG2 und Caed.
ETg-Rezeptor3 e SRS I S Nach Auftrennungon 50ug Protein aus Membranfraktionen
) der Zellen in einer SD®AGE wurde das Protein im Semi
Ponceau 3 [ I U Dry-Blot auf eine Nitrocelluloséembran transferiert. Die
& G > " 3 Rezeptoren wurden mittels spezifischer, monoklonaler
& ,\@ Q&V @QC’ & Antikdrper nachgewiesen und durch Chemilumineszen
o ¢

ET,-Rezeptor3 s s -

v sichtbar gemacht. Als Kontrolle der Proteinbeladung diente die
mit Ponceau S gefarbte Membrgkusschnitt dargestelltDie
densitometrische Auswertung erfolgte mit Quantity Qe
Darstellung mit Graphad Prism.
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Im direkten Vergleich der untersuehtZelllinien wies bezlglich des k'Rezeptors nur die Zelllinie
HelLa mit einer relativen Intensitat von 1,73 egexingfligigstarker ausgepragte Expression auf,
wahrend HepG2und Cace2-Zellen eineetwasgeringere Expression des ERezeptorsals die
Gliomzelllinien LN-18 und U87 MG zeigten. Die Expression des g&Rezeptors stellte sich im
direkten Vergleich der Zellliniersehr einheitlich dar, wobei die HeLAellen die niedrigste

Expression des BfRezeptors aufwiesen.

4.1.3 Einfluss von Bosentan auf Zellhabilitat und Zellvitalitat von

Glioblastomzellen

Der Einfluss des durch Bosentan vermittelten dualen Antagonismus vwernued ETs-Rezeptoren

auf die Zellviabilitaétund Zellvitalitét der Gliomzelllinien LN-18 und U87MG wurde mittels
ResazurirAssaysundKristallviolett-Farbungen der Zellequantifiziert. Die Wirkung von Bosentan

in den Konzentrationen @M und 10uM wurde sowohl bei alleiniger Applikation als auch in
Kombination mit den Zytostatika Dorubicin, Vincristin, Teniposid, Temozolomid, Lomustind
Carmustin gepruft, um mdogliche kompetitive oder additive Effekte bzw. Synergismen zwischen den
untersuchten Substanzen aufzudecken. Hierfur wurden die Zellen Siud@rund 72Stundermit

den genannten Substanzen inkubiert. Als Kontrolle dienténEthanol, dem L&sungsmittel von
Bosentan, und DMSO, dem Ldsungsmittel der Zytostatika, behandelte Zellen.

4.1.3.1 Einfluss von Bosentan auf die Zellviabilitatund Zellvitalitat der Zelllinie
LN-18

4.1.3.1.1Einfluss von Bosentan auf die Zellviabhilitat der Zelllinie LN-18im Resazurin-

Assay

Die Abb. 15 zeigt die Zellviabilitaten von LMNL8-Zellen unter Einfluss vorBosentan und den
Zytostatika Doxorubicin (UM und 10uM; Abb. 15A), Vincristin (10nM und 100nM; Abb. 15B)

und Teniposid (1@M und 100uM; Abb.15C). Fur alle abgebildeten Ergebnisse gilt, dass im
Vergleich zu der Lésungsmittelkontrolle weder urdt@gM noch unter 1QuM Bosentan nach 48 oder
72 h signifikante Unterschiede in den Zellvilgiiten festgestellt wurden. Die Behandlung von-LN
18-Zellen mit Doxorubicin fihrte zu einer signifikanten Verringerung der Zellviabilitat a%o 31
(1 uM Doxorubicin p<0,001) und 26% (10uM Doxorubicin; p<0,001) nach 48 bzw. 21%

(1 uM Doxorubicin p<0,001) und 196 (10uM Doxorubicin; p<0,001) nach 75, wobei kein
signifikanter Einfluss von Bosentan auf die Viabilitittswmindernden Effekte des Doxoruinis

nachweisbar waren (Abfi5A). Eine 48stindige Behandlung mit XM Vincristin nahm keinen
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signifikanten Einfluss auf die Zellviabilitat der EIN8-Zellen, beiApplikationvon 100nM Vincristin
nahm die Zellviabitdt nach 4& sowohl in de Ethanol als auch in der 1AM BosentarGruppe
signifikant auf 40% (p< 0,01) bis 50% (p< 0,05) im Vergleich zu den Kontrollzellen ab. Nachh72
verringerte sich die Zellviabilitat unter Einwirkung von A Vincristin signfikant auf 50 60 %

und bei Applikation von 100ZWM Vincristin = signifikant auf 126 gegenuber der
Losungsmittelkontrolle (g 0,001), wiederum ohne signifikante Unterschiede zu den gleichzeitig mit
Bosentan behandelten Zellen (Ald5.B).
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Abb. 15: Zellviabilitdt von LN-18-Zellen nach 48und 72stiindiger Inkubation mit dem dualen EndothétiezeptorAntagonisten
Bosentanin den Konzentrationen IM und 10uM sowie den Zytostatika Doxalpicin, Vincristin und Teniposid. Dargestellt sind
sowohl die Wirkungen von Bosentan bei alleiniger Applikation als auch in Kombination mit 1 yrid D@xorubicin (A), 10 und
100nM Vincristin (B) sowie 10 und 10QM Teniposid (C).7500 Zellen/Well wurdeausgeséat und nach 48ur 1 h mit Ethanol bzw.
Bosentarvorinkubiert, woran sich die Applikation des jeweiligen Zytostatikums anschloss. Die Zellviabilitdt wurde nach 4&und 72
mittels ResazurirAssays quantifizierDie Darstellung der Ergebnisse edftdin Relation zur Losungsmittelkontrol{&thanol, 0,1%)

als Mittelwerte+ SD aus sechs unabhangigen Experimenten in DoppelbestimmuBgewayA NOV A, Dunnett os
Comparison Test p<0,05, *p<0,01 und **p <0,001.
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Wie in der Abb.15C ersichtlich wird, fihrte Teniposid ebenfalls zu einer Reduktion der
Zellviabilitat, jedoch war aufgrund der Streuung zwischen den einzelnen Experimenten nach 48
lediglich die Inkubation mit 10QM Teniposid in delKombination mit 1uM Bosentan mit einer
signifikanten Abnahme der Zellviabilitat auf 30 der Losungsmittelkontrolle 0,05)verbunden.
Nach 72h zeigten sich bei Inkubation der EDN8-Zellen mit sowohl 1uM Teniposid als auch
100uM Teniposid signifikate Verminderungen der Zellviabilitaten auf@tbzw. 23% (p< 0,001).
Auch in diesem Fall resultierte die gemeinsame Appbkaton Teniposid und Bosentan in keiner

signifikanten Veranderung des zytotoxischen Effekts des Zytotstatikums.

In Abb. 16 sind die Zellviabilitdten von LMNL8-Zellen nach 48bzw. 72stindiger Inkubation mit
Bosentan und den Zytostatika Temozolomid (Ab®A), Lomustin (Abb 16 B) und Carmustin

(Abb. 16 C) dargestellt. Der Inhibitor Bosentan wurde in den Konzentrationgd iind 10uM
appliziert, die Zytostatika jeweils in den KonzentrationequiOund 100uM. Keines der geqiiften
Zytostatika tbte nach 48 oder 72h einen signifikanten Einfluss auf die Zellviabilitat der 1118

Zellen aus. Auch bei gemeinsamer Applikation von Zytostatikum und Bosentan konnte keine
Anderung der Zellviabilitat nachgewiesen werden.
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A 48 h 72 h
140 [ Kontrolle 1404 [ Kontrolle
S 1204 B 10 uM Temozolomid 5 1204 == 10 uM Temozolomid
2] . 0 .
. Z 100 Em 100 pM Temozolomid . 2 1001 100 pM Temozolomid
32 80 23 8o
) =)
=3 60 =3 601
. = 404 . E 404
S &
204 204
0+ T T 0+ T T
Bthanol  1pM 10 M “Bthanol - M 10uM
Bosentan Bosentan Bosentan Bosentan
B 48 h 72 h
1401 [ Kontrole 140 [ Kontrolle
S 120 B 10 pM Lomustin 5 1204 B 10 pM Lomustin
2] . 1] .
. Z 100 100 pM Lomustin . Z 1001 100 pM Lomustin
28 g0 23 80
Ss g5
=8 601 =3 601
N
. 2 404 . E 404
& &
20 20
0= T T 0-
Ethanol 1M 10 “Bthanol 1pM 10uM
Bosentan Bosentan Bosentan Bosentan
C 48h 72h
140 1 Kontrolle 1404 [ Kontrolle
S 1204 Em 10 pM Carmustin 5 1204 W 10 pM Carmustin
0 .
~ 2 1001 B 100 UM Carmustin % 1004 mm 100 pM Carmustin
o= 8o
25 =
5% 80 52 80
) g5
< o 601 =8 60
95 ] NE 0]
g 2
204 204
0+ T T 0+ T T
Bthanol 1pM 10uM “Bthanol M 10
Bosentan Bosentan Bosentan Bosentan

Abb. 16: Zellviabilitdt von LN-18-Zellen nach 48und 72stundiger Inkubation mit dem dualen EndothdliezeptorAntagonisten
Bosentarin den Konzentrationen IM und 10uM sowie den Zytostatika Temozolomid, Lomustin und Carmugtargestellt sind
sowohl die Wirkungen von Bosentan bei alleiniggplikation als auch in Kombination mit 10 und 10 Temozolomid (A), 10

und 100uM Lomustin (B) sowie 10 und 100M Carmustin (C)7500 Zellen/Well wurden ausgesat und naclt 4& 1 h mit Ethanol

bzw. Bosentarorinkubiert, woran sich die Applikation des jeweiligen Zytostatikums anschloss. Die Zellviabilitat wurde nach 48 und
72 h mittels Resazurissays quantifiziertDie Darstellung der Ergebnisse erf@gt Relation zur Lésungsmitiebntrolle (Ethanol,

0,1%) als Mittelwertet+ SD aus sechs unabhéngigen Experimenten in Doppelbestimm@mgewayANOV A, Dunnett és
Comparison Test.

4.1.3.1.2Zellvitalitat von LN-18-Zellen im Kristallviolett -Assay

In Abb.17 sind die Zellviaitdten von LN18-Zellen nach 4&tundiger Inkubation mit DMSO
(0,1%), Bosentan (1QM) und den Zytostatika Doxorubicin (IM), Vincristin (100nM), Teniposid
(100uM), Temozolomid (10@QuM) und Lomustin (10QuM) dargestellt Die Belandlung der Zellen
erfolgtewie in Kap.3.2.2beschrieben. Weder bei alleiniger noch kombinierter Gabe der Substanzen
zeigten sich signifikante Unterschiede des zellularen Uberlebens. Interessanterweise fEabe die
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von 10uM Bosentan irsamtlichen Gruppen zu einer tendenziellen, wenngleich nicht signifikanten
Steigerung deZellvitalitdt um etwa 20%.
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Abb. 17: Zellvitalitdt von LN-18-Zellen nach 4&tindiger Inkubation mit dem dwsi EndotheliFfRezeptorAntagonisten Bosentan
(10 pM) sowie den Zytostatika Doxorubicin (M), Vincristin (100nM), Teniposid (10uM), Temozolomid (10uM) und Lomustin
(100uM). Dargestellt sind sowohl die Wirkungen von Bosentan bei alleiniger Apgikats auch in Kombinatiomit den jeweiligen
Zytostatika. 4000@ellen/Well(24-Well-Platten)vurden ausgeséat uffidk 1 h mit Ethanol bzw. Bosentan vorinkubiert. Hiernach folgte
eine 48stiindige Inkubatiormit DMSO (L&sungsmittelkontrolle, 0,%) bzw. Bo®ntan allein sowie in Konibation mit den
Zytostatika. Die Zellvalitatwurde mittels Kristallviole#Assays quantifiziert. Die Darstellung der Ergebnisse edafgRelation zur
Lésungsmittelkontrolle als MittelwerteSD aus drei unabhéngigen Experineenin Doppelbestimmungewo-way ANOVA,
Bonferroni Posttest.

4.1.3.2 Einfluss von Bosentan auf die Zellviabilitatund Zellvitalitat der Zelllinie
U-87 MG

4.1.3.2.1Einfluss von Bcsentan auf die Zellviabilitat von U-87MG-Zellen im

ResazurinAssay

Samtliche Experimente iggen, dass Bosentan in den verwendeten Konzentrationen wivhuhd
10uM keinen signifikanten Einfluss auf die Zellviabilitat von87 MG-Zellen nahm. Diegyilt
sowohl fur die alleinige Applikation von Bosentan als auch fur die Kombination von Boseittan m
den gepriften Zytostatika. Jedoch veranschaulichen die Abbildd8gerd 19 eine von den LNL8-
Zellen abweichende Sensitivitat deil8d MG-Zellen auf die applizierten Zyttadika.Die U-87 MG-
Zellenzeigtenunter Behandlung mit Doxorubicin in den Konzentrationen vaMaund 10uM eine
vergleichbare und signifikante Abnahme der Zellviabilitadt nach 48f 48% und nach 73 auf
24 % der Losungsmittelkontrolle (AbA8 A; p < 0,001). Bei Applikation von Vincristin trat nach
48 h bei einer Konzentration von 10/ eine signifikante Verringerung der Zellviabilitat auf @8

der Kontrolle auf (Abbl8B; p<0,05). Nach 7h war eine signifikante Verringerung der
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Zellviabilitat auf 86% unter 10hM Vincristin und auf 7% unter 1000M Vincristin zu beobachten,
wobei Bosentan auch hier keinen modulierenden Einfluss ausubtel@Bbp < 0,001). Eine48-
stiindige Inkubation der 487 MG-Zellen mit 10uM Teniposid fuhrte zu einer signifikanten
Verminderung der Zellviabilitat auf 7 der Kontrolle, welche auch naéB-stindiger Behandlung
nur geringfugig starker ausf (68 % nach 7h, Abb.18 C; p<0,001). Im Gegensatz dazu resultierte
die Inkubation mit 10uM Teniposid in einem deutlichen Gefélle der Zellviabilitatsabnahme auf
27 % nach 4& und 13% nach 72h im Vergleichzur jeweiligen Losungsmittelkontrolle.

Eine Inkubation der 87 MG-Zellen mit 10uM bzw. 100uM Temozolomid bewirkte weder bei
alleiniger Gabe noch bei KApplikation von Bosentan eine signifikante Abnahme der Zellviabilitat
nach 4&n, allerdings war nacly2h eine geringfiigige, jedoch signifikante Verringerung der
Zellviabilitat unter 10QuM Temozolomid erkennbar (Ab&9 A). Die alleinige Gabe von 100M
Lomustin verminderte nach 48signifikant die Zellviabilitdtder U-87 MG-Zellen auf 8%% der
Kontrollzellen (p< 0,01), was unter gemeinsamer Gabe voniM0OLomustin mit Bosentan nicht
zu verzeichnen war. Nach Fi2trat hingegen aschliel3lich bei einer képplikation von 10QuM
Lomustin mit 10uM Bosentan eine sidfikante Reduzierung der Zellviabilitat auf 83 der
Losungsmittelkontrolle auf (g 0,05). Nach Inkubation mit J0M Lomustin liel3 sich zu keinem

Zeitpunkt eine signifignte Verringerung der Zellviabilitat nachweisen (Ab®B).

59



Ergebnisse

A 48 h 72h
1404 2 Kontrolle 1404 3 Kontrolle
g 1201 He ey ey E= 1 pM Doxorubicin 5 120- MM 1 ii**{** J imj** ! mm 1M Doxorubicin
. I .
. g 1004 B 10 pM Doxorubicin - Z 1004 Em 10 pM Doxorubicin
£%5 =5
S g 80 = d:; 804
29 . = _
3 E 60 3 g 60
2 401 o 401
8 &
AT ST |
0+ T T 0+ T T
Ethanol 1M TlouMm ‘Ethanol 1M 1opM
Bosentan Bosentan Bosentan Bosentan
B 48 h 72h
1404 [ Kontrolle 1404 [ Kontrolle
o . e % kkk % % kkk % % kkk % " . g
g 1204 = 10 nM V|n-crls.t|n- g 1204 peex * * Em 10nM Vln'crls.ter
- % 100 100 nM Vincristin = E 1004 B 100 nM Vincristin
53 80 Z3 80
g5 £g
=D 5 =29 -
3 E 60 3 § 60
2 404 <2 404
& S
204 204
0=+ T T 0+ T T
Ethanol 1uM 7 10 pMm Ethanol 1 UM 10 uM
Bosentan Bosentan Bosentan Bosentan
C 48h 72h
1404 [ Kontrolle 1401 [ Kontrolle
o120 A e e == 10 uM Teniposid o120 e e e E= 10 uM Teniposid
2 mm 100 pM Teniposid 2 s s RS 100 pM Teniposid
=D 1004 = 0 1001
23 80 2% 801
tg g5
=D 5 =9 -
8 E 60 3 § 60
S 401 S 401
£ g
204 20
0+ T T 0= T T
Ethanol M 10 uM ‘Ethanol 1M 10pM
Bosentan Bosentan Bosentan Bosentan

Abb. 18: Zellviabilitat von U87 MG-Zellen nach 48und72-stiindiger Inkubation mit dem dualen EndothéliezeptorAntagonisten
Bosentann den Konzentrationen IM und 10uM sowie den Zytostatika Doxoruldi Vincristin und Teniposid. Dargestellt sind
sowohl die Wirkungen von Bosentan bei alleiniger Appliatals auch in Kombination mit 1 und tM Doxorubicin (A), 10 und
100nM Vincristin (B) sowie 10 und 100M Teniposid (C). 10000 Zellen/Well wurdensgesat und nach 48fir 1h mit Ethanol
(Lésungsmittel, 0,26) bzw. Bosentanvorinkubiert, woran sich @ Applikation des jeweiligen Zytostatikums anschloss. Die
Zellviabilitat wurde nach 48 und #2mittels Resazurihssays quantifiziert. Die Darstellurtgr Ergebnisse erfolgin Relation zur
Lésungsmittelkontrolle als MittelwerteSD aus sechs unabhéangig Experimenten in Doppelbestimmung@meway ANOVA,
Dunnettodés Multi pp<00&d&mpREOL und B*p<00®st ; *

Das zweite geprig# NitrosoharnstofDerivat Carmustin zeigte nach 48indiger Inkubation in
keiner der beiden eingesetmt Konzentrationen (10M und 100uM) einen signifikanten
zytotoxischen Effekt, wahrend eine-gindige Inkubation mit 100M Carmustin eine geringfige,

jedoch signifikante Verminderung der Zellviabilitdt auf etwa%8&ler Kontrolle zur Folge hatte
(Abb.19C; p<0,001). Zusatzlich zu Carmustin angewandtes Bosentan verursachte keinen
maf3geblich modulierendenfekt hinsichtlich der Viabilitat von k87 MG-Zellen.
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Abb. 19: Zellviabilitdt von U87 MG-Zellen nach 48und 72stiindiger Inkubation mit dem dualen EndothéliezeptorAntagonisten
Bosentarin den Konzentrationen IM und 10uM sowie den Zytostatika Temozolomid, Lomustin und Carmustin. Dargestellt sind
sowohl die Wirkungen von Bosentan bei alleiniger Applikation als auch in Kombination mit 10 upd/108mozolomid (A), 10

und 100uM Lomustin (B) sowie 10 und 10QM Carmustin(C). 10000 Zellen/Well wurden ausgesat und nach i 1 h mit Ethanol
(Losungsmittel, 0,26) bzw. Bosentarvorinkubiert, woran sich die Applikation des jeweiligen Zytostatikums anschloss. Die
Zellviabilitat wurde nack8 h mittels Resazurissays quatifiziert. Die Darstellung erfolgtin Relation zur Losungsmittelkontrolle

als Mittelwerte+ SD aus sechs unabhéngigen Experimenten in Doppelbestimmu@gewayANOV A,
Comparison Test; p < 0,05, ** p< 0,01 und ***p <0,001.
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4.1.3.2.2Zellvitalitat von U-87 MG -Zellen im Kristallviolett -Assay

Die Abb.20 veranschaulicht die Ergebnisse dallvitalitatsmessungyon U-87 MG-Zellen nach
Inkubation mit DMSO (0,26), Bosentan (1QM) und den Zytostatika Datubicin (1uM),
Vincristin (100nM), Teniposid (10QM), Temozolomid (10M) und Lomustin (10QM) tber
48h. Fur alle Zytostatika gilt, dass eine gemeinsame Inkubation mituM Bosentan keinen
signifikanten Effekt auf di&ellvitalitat aufwies. Eine lkubation der Zellen mit UM Doxorubicin
fuhrte zu einer signifikanten @0,01) Verminderung derZellvitalitat auf 77% der
Losungsmittelkontrolle, eine zusatzliche Inkubation mit uMd Bosentan erbrachte keinen
modulierenden Effekt. Unter Inkubation nmiiDOpM Teniposid verringerte sich diellvitalitat
signifikant (p<0,001) auf 636 bzw. 66% bei gemeisamer Applikation mit 1AM Bosentan.
Vincristin, Temozolomid und Lomustin fUhrten zu keiner signifikanten Reduzierurigtleitalitat,

wobei in delL.omustinGruppe eine tendenzielle Abnahme dellvitalitat auf 79% messbar war.
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Abb. 20: Zellvitalitatvon U-87 MG-Zellen nach 4&tindiger Inkubation mit dem dualen EndothéliezeptorAntagonisten Bosentan

(10 pM) sowieden Zytostatika Doxorubicin ([@M), Vincristin (100nM), Teniposid (10QuM), Temozolomid (10QuM) und Lamustin
(100uM). Dargestellt sind sowohl die Wirkungen von Bosentan bei alleiniger Applikation als auch in Kombination mit den jeweiligen
Zytostatika60000Zellen/Well(24-Well-Platten)vurden ausgesat ufidr 1 h mit Ethanol bzw. Bosentan vorinkubieriekhach folgte

eine 48stindige Inkubatiormit DMSO (Ldsungsmittelkontrolle, 0,%) bzw. Bosentan allein sowie in Kombination mit den
Zytostatika. DieZellvitalitaétwurde mittels KristallviolettAssays quantifiziert. Die Darstellung der Ergebnisse edahgRelation zur
Lésungsmittelkontrolle als Mittelwerte SD aus drei unabhéngigen Experimenten in Doppelbestimmuiigemway ANOVA,
Bonferroni Posttgt, ** 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 Endotieltagonismus auf das Migrations
verhalten von Glioblastomzellen wurden mikroplsch im WundheilungsAssay sowie
elektrophysiologisch mittels xCelligendeSystem (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)
durchgefuhrt. 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
4.1.4.1.1Elektrophysiologische Messung der Migration von LN18-Zellen

In dieser Arbeit wurde die Migration der Glioblastomzellen unter Anwendung des xCelfitjence
Systems (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) nach vorherigestii@igem Serumentzug Uber
10h alle 5min durch Messung der elektrischen Impedanz bestimmt. Als Mal3 der Migration wurde
anhand der gemessenen Impedanz der sogenannte Cell Index (Cl) berechnet. Untersucht wurden die
Effekte von Bosentan (40M) als dualem EdothelinrRezeptorAntagonisten sowieat Zytostatika
Vincristin  (100nM), Teniposid (10QuM) und, als Vertreter der Alkylantien, Temozolomid
(100uM). Als Negativkontrolle diente zellfreies Medium mit dem Losungsmittel.

Abb.21A zeigt das Migrationsverhalten von ENB-Zellen unter Einfluss von Ethanol
(Losungsmittel 0,1%) und 10uM Bosentan. Nach einer initialetb-minttigen Phaseohne Zel
migrationmit einem CI von 0 kam es zu einem Anstiegldggedanzmesskvenmit Erreichen eines
Cl-Wertes von 0,28 LEsungsmittelkontrolle bzw. 0,32 (Bosentan) nachh2 der im weiteren
Zeitverlauf kontinuierlich zunahm (CI von 0,6 (Ethanol) und 0,68 €Bten) nach 6. Nach 1th
wiesen die Kontrollzellen einenl@on 0,83 aufDie Applikation von 10uM Bosentan fihrte im
Vergleich zur Kontrolle zu einer tendenziellen, jedoch nicht signifikanten Steigerung def0(92
nach 1Ch. Eine Inkubation der LN8-Zellen mit 100nM Vincristin verringerte die GWerte
gegenuber der Kordlle nicht signifikant auf 0,24 (8% der Kontrolle) nach B, 0,52 (8% der
Kontrolle) nach &1 und 0,70 (8460 der Kontrolle) nach 1B. Eine Kombination von 100M
Vincristin und 10uM Bosentan erbrachte keinen zusatzlichen Effekglichen mit der &inigen
Gabe des Zytostatikun{gbb. 21 B).

Die Inkubation mit 10uM Temomlomid fiihrte im Vergleich zu den Kontrollzellen zu einer
geringfligig ausgeprégteren Migrationsrate der-18\Zellen. So ergab die Messungnter
TemozolomidEinfluss nach 2 einen CiWert von 0,33 (11%6 der Kontrolle), nach 6 einen G
Wert von 0,69 (18 % der Kontrolle) und nach I9einen CiWert von 0,96 (1186 Kontrolle). Diese
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Unterschiede wargedochnicht signifikant. Nach Zugabsn 100uM Teniposid wiesen die LN.&
Zellen eine gegenuber der Kontrolle verminderte Migrationsfahigkeit auf, atlisgedn einem
deutlich abgeflachten Kurvenprofil. Nach zweistiindiger Inkubation mit Teniposid betrug -der CI
Wert 0,18 und war damit auf 84 der Kontrolle vermindert. 8tunden nactApplikation von
100uM Teniposid war der GWert auf 0,4982% der Kontrdle) reduziert. Nach zehnstundiger
Behandlung der Zellen mit Teniposid war ein-\@ért von 0,66 zu verzeichnen, was einer
Migrationsrate en 79% der Kontrolle entsprach. Zusatzlich appliziertes Bosentan verringerte die
Migrationsfahigkeit der LNL8-Zellen signifikant (p<0,05) auf 7% der Kontrolle (CI=0,59).
Gegentiber der alleinigen Behandlung mit u80 Teniposid war dieser Effekdllerdings nicht
signifikant (Abb.21D).
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Abb. 21: Migrationsverhalten von LNL.8-Zellen unter dem Einfluss von Bosentowie der Zytostatika Vincristin, Temozolomid und
Teniposid. 6000&ellen/Kavitat(16-KavitatenPlatten)wurden fiir 2zh in serumdepriviertem DMEM (0% FCS) inkubiert, bevor

sie zusammen mit den Prifsubstanzen in die Oberkammer derl@€matten gegebre wurden. Als Chemoattraktant diente
serumhaltiges DMEM (18 FCS),welches sich in der unteren Kammer der €lBPlatten befand. Die elektrische Impedanz wurde
mittels Goldelektroden an der Oberseite der unteren Kammermlie Bei Standardbedingungeergesseriinks dargestellt sind die
Migrationsraten (Cell Index) deelleniiber den gesamten Messzeitranach Inkubation mit Ethan@EtOH, Losungsmittelkontrolle
oder10puM Bosentan (Bos) sowohl balleinigerApplikation (A) als auch in Kombination ini00nM Vincristin (Vin, B), 100pM
Temozolomid (Temo, C) und 1QM Teniposid (Teni, D). Auf der rechten Seite sind die jeweiligen Substanzkombinationen als
Balkendiagramme zu den Zeitpunkten 2, 6 undh Ifargestellt. Die Darstellung des Cell Index k@ als Mittelwert+ SD aus
Dreifachbestimmungen @ 3). Two-way ANOVA, Bonferroni Posttest; * g 0,05und ** p< 0,01
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4.1.4.1.2Messung der Migration von LN-18-Zellen im Wundheilungs-Assay

Fur die Wundheilung&ssays wurde in einem konfluenten Zellrasen von-18\Fellen unter
Verwendung einer 10Ql-Pipettenspitze ein Spalt fitleerter Breite verursacht. Nach Applikation

der Prifsubstanzen wurden Uber einen Zeitverlauf von insgesamt zehn Stunden alle zwei Stunden
digitale mikroskopische Fotografien des Spalfgianommen (Abb22). Der Wundverschluss konnte

dann anhand dieser Aufnahmen mit dem Programm CellPr{Bitead Institute, Cambridge, USA)
quantifiziert werden. Da in den Untersuchungen mit dem xCellig¥r8gstem eine migratorische
Aktivitat der Glioblastomzellen nur innerhalbnes Zeitraumes von 1® nach Applikation der
Substanzen beobachtet werden Kkenmnd der Einfluss von Proliferation als Ursache des
Wundverschlusses ausgeschlossen bzw. so gering wie moglich gehalten werden sollte, umfasste der

Beobachtungszeitraum des WiheilungsAssays nur die ersten TOnach Setzen des Spalts. In
Abb. 22 sind beispielhaft fir einen der durchgefiihrten Wundheikfagays die mitteldikroskop

digitalisierten Spaltbreiten tber einen Zeitverlaohwzehn Stundedargestellt.

30 Abb. 22: Beispielhaft dargestellte Serie digitaler Fotoaufnahmen fir einen
der durchgefiihrten Wundheilungssays.Der zentrale Spalt wurde mit
einer 100ul-Pipettenpitze in einem konfluenten, mit DMSO
(Lésungsmittel) behandelten, ENB-Zellrasen verursacht. Die Fotos
wurden zu den Zeitpunkten 0, 2, 4, 6, 8 undStnden an identischen
Bereichen unter einem Phasenktvastmikroskop aufgenommen. Im
Zeitverlauf ist eineVerschmélerung des Spalts mit einer zunehmenden
10 Ausfransung der Spaltrdnder und einem Einwandern von Glioblastom
zellen in den Spalt erkennbar. Maf3stabsbatk800um. Die quantitative
Analyse des Wundbrschlusses erfolgte mit der Software CellPrdfileie
Darstellung mit GraphPad PrismPrpzentuale WundverschlusfRate

0- T ; 2 6 8 10 beispielhaft im Balkendiagramm links dargestellt).

Zeit [h]

Wundverschluss in %
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Die Abb.23 veranschaulicht die Migrationsraten von {1I§-Zellen anhand des quantifizierten
Wundverschlusses nach Inkubation mit dem Inhibitor Bosentan und den Zytostatika bezogen auf die
Losungsmittelkontrolle. Wie die AbR3 A zeigt, beeinflusste die alleinige Applikation von |1k
Bosentan das Migratiomwsrhalten von LNL8-Zellen zu keinem der Messzeitpunkte signifikant,
verglichenmit demjenigen der mit DMSO und Ethanol inkubierten Kontrollzellen. Unter beiden
Substanzbedingungen zeigten sich ahnliche Verlaufe der Migrationskurven mit einem steiksgn Ansti
zwischen 2h und 8h. Samtliche untersuchten Zytostatika waren in der Ldge,Verschluss des
gesetzten Spalts im Zellrasen zu vermindern und somit die Migration der Zellen zu reduzieren,
allerdings wurde dieser hemmende Effekt frihestens nacstdistisch signifikant. Die Inkubation

der LN-18-Zellen mit 10uM Doxorubicin fuhte nach 1 zu einer signifikanten Verringerung des
Spaltverschlusses auf etwa @0der Kontrollzellen (i< 0,01). Dieser Effekt konnte durch eine
Kombination von 1QuM Doxorukicin mit 10 uM Bosentan signifikant gegentiber der alleinigen Gabe
von 10uM Doxorubicin gesteigert werden (28 der Kontrolle nach 1R, Abb.23B; p<0,001).

Wie in Abb.23 C zu erkennen ist, resultierte eine Inkubation mit A@OVincristin ebenfalls in einer
signifikanten Abnahme des Wundverschlusses durch migrierende Zellen auf éer
Lésungsmittelkontrollemach 10h (p< 0,05). Auch in diesem Fall war eine signifikaMerstarkung

des Effektes der alleinigen Gabe von Vincristin durckAfplikation von 10uM Bosentan auf 146

der Kontrolle nach 1@ nachweisbar (g 0,001). Die Abb.23D zeigt den zeitabhangigen
Wundverschluss delLN-18-Zellen unter Einfluss von 106M Temozolomid mit und ohne
Applikation von 10uM Bosentan. Der Verlauf déigrationskurvenach Gabe von Temozolomid ist
ab dem Zeitpunkt & signifikant unterschiedlicfp < 0,01)zu der Lésungsmittelkontrolle mitreem
relativen Wundverschluss von $bgegniber der Kontrollé100%) nach 16stiindiger Behandlung
der Zellen mit Temozolomid (§0,001). Es waren jedoch keine signifikanten Unterschiede
bezuglich des Wundverschlusses unter Temozolomid mit und ohw#gplikation von Bosentan
nachweisbar, allerdings war der Wundverschluss auch hier &afdet Lésungsmittelkontrolle nach
10 h unterKombination von Temozolomid und Bosentan reduziert. Die Inkubation d&rf@&Rellen

mit 100uM Teniposid fuhrte ab 8 nach Aoplikation zu einer signifikanten Abnahme des
Wundverschlusses @0,01), nach 1& war der Wundverschluss signifikant auf %4 der
Ldosungsmittelkontrolle vermindert 0,001). Bei Kombination von Teniposid und Bosentan im
Vergleich zu der alleinigen ®a von Teniposid nahm der Wundverschluss ebenfalls deutlich,
statistisch aber nicht signifikant, ab. Die Wundverschlussrate waraenstindiger Inkubation mit
beiden Wirkstoffen (Teniposid und Bosentan) a@b der Kontrollzellen herabgesenkt (AR E).

Der Wundverschluss derN:-18-Zellen unter Einfluss von 1Q@0M Lomustin zeigte mit und ohne

Kombination des Zytostatikums mit Bosentan zwei &hnliche Verlaufe des zeitabh&ngigen
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Wundverschlusses. Ab dem Zeitpunkh 6var der Wundverschluss unter beiden Bedingungen
signifikant geriger als in der Kontrolle (g 0,01) und nach 1B fuhrte Lomustin zu einem

Wundverschluss von 3 der Kontrollzellen (< 0,001), was durch gleichzeitige Applikation von
Bosentan auf 1% gesenkt wurde (Abl23 F).

Abb. 23: Einfluss von Bosentan und ausgewahlter Zytostatika auf die Migrationsfahigkeit va8-ZBllen im Wundheilung#\ssay.
Nach dem Setzen eines dédfiien Spalts in einem konfluenten Zellrasen wurden die Zellen mit Ethéhai%,
Lésungsmitelkontrolle)bzw. 10uM Bosentan (Bos) allein (A) oder in Kombination mit den Zytostatika Doxorubicin (DopM0

B), Vincristin (Vin, 100nM; C), Temozolomid (€mo, 10QuM; D), Teniposid (Teni, 10QM; E) und Lomustin (Lom, 10QM; F)
inkubiert. Zu den Zeitpunkten 0, 2, 4, 6, 8 undnl@urde die Spaltbreite digital dokumentiert und mit dem Programm CellProfiler
quantifiziert. Die Darllung der Ergebnisse erfiie in Relation zum 1®-Mittelwert der Ldsungsmittelkontrolle aus drei
unabhangigen Experimentem £ 3. Two-way ANOVA, Bonferroni Posttest; * p < 0,05, ** p < 0,01.
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