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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Klinik des Glioblastoma multiforme

Das Glioblastoma multiforme (GBM) ist der hdufigste und aggressivste primare Tumor
des zentralen Nervensystems bei Erwachsenen (Louis et al. 2007). Eine 5-Jahres-Uberle-
bensrate von unter 5% (Ostrom et al. 2014) verdeutlicht, dass die aktuell angewandten
Therapieansétze bei diesem Tumor nur unzureichend wirken. Die Inzidenz in Europa be-
tragt 3 pro 100.000 Einwohner (Crocetti et al. 2012). Bei einer mittleren Uberlebensdauer
von 15 Monaten unter Therapie (Tran und Rosenthal 2010) bleibt der Tumor bis heute
unheilbar. Unbehandelt fihrt das GBM innerhalb von drei Monaten zum Tod (Malm-
strom et al. 2012). Weniger als flinf Prozent sogenannter Langzeitliberlebender lebt nach
Diagnosestellung langer als funf Jahre (Smoll et al. 2013). Anhand dieser Zahlen wird
der Bedarf an intensiver Forschung deutlich, um die in vitro erworbenen Erkenntnisse in

erfolgreiche Therapiekonzepte ibersetzen zu kdnnen.

Je nach Lokalisation und GroRe des Tumors zeigen sich sehr unterschiedlich ausgeprégte
klinische Erscheinungen. Patienten mit einem neu diagnostizierten GBM zeigen haufig
Symptome eines erhohten intrakraniellen Hirndrucks, wie Kopfschmerzen, Ubelkeit, Ein-
schrankungen des Visus oder Miidigkeit. Die Raumforderung kann neurologische Defi-
zite, wie z. B. Personlichkeitsveranderungen, Hemiparesen oder Gedachtnisverlust ver-
ursachen (Young et al. 2015). Ein neu auftretender Krampfanfall ist dabei eines der hédu-
figsten Erstsymptome (Schiff et al. 2015).

Nach den Kriterien der Weltgesundheitsorganisation (WHO) werden Gliome in vier
Grade eingeteilt. Das Glioblastoma multiforme wird nach dieser Klassifikation aufgrund
seiner hohen Malignitat dem Grad IV zugeordnet. Der Begriff ,,Gliom* ist als Oberbegriff
zu verstehen und teilt sich in verschiedene Untereinheiten je nach Ursprungszelle auf.
Seit vielen Jahren allerdings besteht Uneinigkeit dartiber, welche Zellen urspriinglich ftr
die Entstehung des GBMs verantwortlich sind. Es ist immer noch Gegenstand aktueller
Untersuchungen, ob Astrozyten, andere Gliazellen oder Stammzellen einer genetischen

Veranderung unterliegen und so zum Glioblastoma multiforme fuhren.

Mit einem Anteil von 60% ist das Glioblastoma multiforme der hdufigste hirneigene Tu-
mor (Rock et al. 2012). Das pilozystische Astrozytom (Grad 1) und das diffuse Astrozy-
tom (Grad Il) zeichnen sich durch ein langsames und weniger aggressives Wachstum aus.
Allerdings sei erwahnt, dass bereits das diffuse Astrozytom (Grad Il) — trotz eines opera-

tiven Eingriffes — eine hohe Rezidivrate aufweist, da das Wachstum zwar langsam, aber
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bereits infiltrativ verlauft. Das anaplastische Astrozytom (Grad I11) und das Glioblastom
sind durch Mitosefiguren, Zellatypien, Nekrosen und Gefal3proliferation charakterisiert
(Louis et al. 2007).

Das Glioblastom ist eine maligne Erkrankung des hoheren Alters. Zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung betrégt das durchschnittliche Alter 64 Jahre. Die Inzidenz ist mit fort-
schreitendem Alter zunehmend und hat ihren Héhepunkt in einer Altersspanne von 75 bis
84 Jahren. Bei Kindern und Jugendlichen zwischen 0-19 Jahren ist das GBM nur zu 3%
aller Tumoren des zentralen Nervensystems vertreten (Ohgaki et al. 2004). Studien zei-
gen, dass die schwarze Bevélkerung seltener an einem GBM erkrankt als die weif3e (lacob
und Dinca 2009).

1.1.1 Atiologie und Pathogenese des Glioblastoms

Glioblastome werden nach ihrer Genese und der jeweiligen genetischen Variabilitét in
primdre und sekunddre Tumoren eingeteilt. Die primdren GBMs entstehen de novo und
sind h&ufiger bei &lteren Patienten zu finden. Die sekundaren Glioblastome entwickeln
sich entweder aus einem Astrozytom Grad Il oder aus einem Grad Il bei Patienten mit
einem mittleren Alter von 45 Jahren. Die Inzidenzrate des primaren GBMs ist bei Man-
nern dreifach hoher als bei Frauen (M:F = 3:1), wéhrend es beim sekundéren GBM der
umgekehrte Fall ist (Kleihues und Ohgaki 2000; Ohgaki et al. 2004; Ohgaki und Kleihues
2009).

Die Atiologie dieses Tumors ist bislang weitgehend unbekannt. Die Literaturangaben zei-
gen heterogene Ergebnisse hinsichtlich der Entstehungsursachen. Eine hoch dosierte io-
nisierende Strahlung ist bislang — neben Polyvinylchlorid — der einzig gesicherte Faktor
welcher die Entstehung eines GBMs begtinstigt (Bondy et al. 2008). Rauchen, Ernédhrung
oder die Benutzung von Mobiltelefonen haben hingegen keinen Einfluss (Inskip et al.
2001; Bondy et al. 2008). In der Regel sind Glioblastome sporadisch auftretende Tumo-
ren. Allerdings ist ein gehduftes Auftreten bei genetisch bedingten Krankheiten, wie dem
Li-Fraumeni-Syndrom, Neurofibromatose 1 und 2, dem Von-Hippel-Lindau-Syndrom o-
der dem Turcot-Syndrom sowie Tuberdse Sklerose festgestellt worden (lacob und Dinca
2009).

Nicht nur beziglich der Atiologie, sondern auch beztglich der Pathogenese sind noch
immer viele Fragen offen. Die Hypothese, ein Glioblastom entstehe aus einer Dedifferen-

zierung ausgereifter Gliazellen, wurde abgeldst durch die Vermutung, dass entweder eine
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Transformation neuronaler Stammzellen oder gliale Vorstufen zum Grad-1V-Glioblastom
fihren (Louis et al. 2007; Masui et al. 2012).

Fortschritte in der Molekularbiologie haben es ermdglicht, auch beim GBM diverse Mu-
tationen zu identifizieren. Eine Punktmutation im Isocitrat-Dehydrogenase 1- und 2-Gen
(IDH1 und 2) wird als selektiver Marker zur Differenzierung von priméren und sekunda-
ren GBMs verwendet. Sekundare Glioblastome zeigen Mutationen in IDH1/2 auf (Yan et
al. 2009). Gliome vom Grad IV mit einer Mutation in IDH1 haben eine bessere Prognose

als Gliome ohne diese Mutation (Hartmann et al. 2010).

Priméare Glioblastome zeigen auBerdem haufig Amplifikationen des epidermal growth
factor receptors (EGFR) auf, einen Verlust des langen Armes von Chromosom 10, Mu-
tationen der Phosphatase PTEN (phosphatase and tensin homolog) und Mutationen des
mouse double minute 2/4 homologue (MDM2/ MDM4) (Nakamura et al. 2001; Ohgaki
und Kleihues 2007). Sekundéare Glioblastome sind in der Regel bei jiingeren Patienten zu
finden und zeichnen sich unter anderem haufig durch eine Mutation des Tumorsuppres-
sorgens p53 (TP53) aus (Ohgaki et al. 2004).

1.1.2 Aktueller Stand der Therapie

Bei der Wahl der Therapie sind neben dem Alter des Patienten auch der Karnofsky-Index
und der Methylierungsstatus des Gens O6-Methylguanin-DNA-Transferase (MGMT) re-
levant. Von grol3er Bedeutung ist die Abwéagung von Nutzen und Risiken, denn das GBM
gilt bis heute als unheilbar. Der heutige Standard der Therapie sieht eine Resektion von
>98 % des gesamten Tumors vor. Retrospektive Studien konnten eine Verdopplung des
Uberlebens mit Resektion im Vergleich zur alleinigen Biopsie zeigen (Lacroix et al.
2001). Unter Verwendung des fluoreszierenden Farbstoffes 5-Aminolavulinséure (5-Ala)
wahrend der Operation konnte das Uberleben um vier Monate verlangert werden (Ng et
al. 2017). 5-Ala ist ein Prodrug von griin fluoreszierenden Porphyrinen und akkumuliert
in der Tumorzelle starker als in der gesunden Zelle (Stummer et al. 2006). Es hilft dem
Operateur, zwischen gesundem und durch Tumor infiltriertem Gewebe zu differenzieren.
Vorausgesetzt, die Wundheilung ist ausreichend fortgeschritten, beginnt zwei bis vier
Wochen nach der Operation eine Radiotherapie mit 60 Gy (iber einen Zeitraum von sechs
Wochen (Kristiansen et al. 1981). Trotz der langen Geschichte der Chemotherapie wird
im Fall eines GBMs bis heute nur Temozolomid (TMZ) verwendet. Ein in Frage kom-
mendes Chemotherapeutikum muss die Bluthirnschranke passieren kdnnen und wegen

unerwinschter Nebenwirkungen fur den Patienten zumutbar sein. Nach dem
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Therapieprotokoll von Stupp wird im Anschluss einer Operation TMZ begleitend zur Ra-
diotherapie gegeben. Nach der Radiotherapie wird das Chemotherapeutikum fur weitere

sechs Monate alle vier Wochen fir funf Tage verabreicht (Stupp et al. 2009).

Der Methylierungsstatus des Promotors des Gens O6-Methylguanin-DNA-Transferase
gibt Auskunft tber die individuelle Prognose. Patienten mit methyliertem MGMT Pro-
motor sprechen besser auf eine Chemotherapie mit Temozolomid an (Nakamura et al.
2001; Eoli et al. 2007). MGMT st ein wichtiges Enzym der DNA-Reparatur. Es entfernt
dabei alkylierende Gruppen von der O6-Position von Guanin. TMZ ist ein solches alky-
lierendes Chemotherapeutikum, dessen Wirkung verstarkt werden kann, wenn der
MGMT Promotor methyliert und das Enzym inaktiv ist (Hegi et al. 2005). Aufgrund die-
ser Erkenntnis wird der Methylierungsstatus von MGMT routineméRig zur Erstellung ei-
nes Therapieplans molekularbiologisch bestimmt und tragt mittlerweile sogar entschei-
dend zur Wahl der Therapie bei (Malmstrom et al. 2012).

Im derzeitigen Fokus der Therapieforschung zu GBM steht auch die sogenannte gezielte
Krebstherapie (Targeted therapy) mit monoklonalen Antikdrpern und sogenannten
,»small molecules “. Ein monoklonaler Antikdrper gegen den vascular endothelial growth
factor (VEGF), Bevacizumab, wird zum Beispiel bei rezidivierenden GBMs getestet
(Nagpal et al. 2011).

Es sind bis heute allerdings keine Biomarker bekannt, die hilfreich fur die Friherkennung
eines GBMs sind. Da Hirntumore dieser Art meist erst in einem fortgeschrittenen Stadium
diagnostiziert werden, konnte ein solcher Biomarker helfen, eine Therapie friher zu be-
ginnen und den Verlauf der Therapie zu kontrollieren.

1.2 ADP-ribosylation factor-like tumor suppressor 1 - Arltsl

Arltsl gehort zu der ADP-ribosylation factor (ARF)-ARF-like (ARL) Familie. Diese wird
der grof3en Familie der Ras-Proteine zugeordnet. Arltsl steht fiir ADP-ribosylation factor
like tumor suppressor 1. Das Gen wird auch als ARL11 (ADP-ribosylation factor-like
GTPase 11) abgekirzt. ARLTS1 befindet sich auf Chromosom 13q14 und kodiert flr ein
196 Aminoséuren (21 kDa) grofRes Protein.

Die Familie der Arl-Proteine steht im Zusammenhang mit der Regulation des Transports
von Vesikeln (Wennerberg et al. 2005). Die Proteine dieser groRen Familie kdnnen je
nach Aktivitatszustand zwischen GTP oder GDP wechseln. Nur im GTP-Zustand kénnen

sie weitere Signalproteine aktivieren. Es wurde gezeigt, dass ARLTS1 ubiquitdr im
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humanen Gewebe exprimiert wird. Homologe von ARLTS1 sind im Zebrafisch, Droso-
phila, Arabidopsis und in S&ugetieren zu finden (Yendamuri et al. 2007). Dies spricht fur
eine hohe Konservierung im Laufe der Evolution und lasst vermuten, dass das Protein
eine wichtige Rolle im Organismus spielt. Die genaue Funktion ist allerdings bislang un-

bekannt.

Im Jahr 2005 beschrieben Calin et al. erstmals, dass bestimmte Polymorphismen in
ARLTS1 mit familiar und sporadisch auftretenden Tumoren assoziieren. In 800 DNA-
Proben von Patienten mit Tumoren konnte ein signifikanter Zusammenhang zur Mutation
c. G446A (p. Trpl49*) gezeigt werden. Des Weiteren wurden Tumorzellen eines nicht-
kleinzelligen Bronchialkarzinoms, transfiziert mit der Wildtyp-Variante von ARLTSL1, in
Nu/Nu Nude-Mause injiziert. Die mit Wildtyp-ARLTS1 transfizierten Tiere zeigten eine
deutliche Reduktion des Tumorgewichts. Somit wurde ARLTS1 erstmalig als Tumorsup-
pressorgen beschrieben (Calin et al. 2005). Tumorsuppressorgene sind Gene, deren Pro-
dukte, die Tumorsuppressoren, entweder an Signaltransduktionsketten oder direkt an
Zellzyklus und Apoptose beteiligt sind. Sie hemmen das Wachstum von Zellen. Die In-
aktivierung eines Tumorsuppressorgens, zum Beispiel durch Hypermethylierung des Pro-
moters, wirde das Wachstum von Tumorzellen und damit die Entstehung von Tumoren

beginstigen (Herman 1999).

Es wird postuliert, dass flr die Entstehung von sporadisch auftretenden Tumoren eine
Hypermethylierung des Promotors von ARLTS1 oder ein Verlust der Heterozygotitét ver-
antwortlich ist. Die Ursache zur Entstehung von familiaren Tumoren liegt hingegen eher
in der Entwicklung von sogenannten Einzelnukleotid-Varianten in dem Gen (Yendamuri
et al. 2007). Besonders die Missense-Mutation c. T442C (p. Cys148Arg) und Nonsense-
Mutation c. G446A (p. Trp149*) zeigen die haufigsten Assoziationen mit der Entstehung

von diversen Tumoren (Jiang et al. 2017).

Die Mutation c. T442C (p. Cys148Arg) in ARLTS1 wurde im malignen Melanom (Frank
et al. 2006b), im Mammakarzinom, im Prostatakarzinom (Siltanen et al. 2008; Siltanen
etal. 2011) und im Ovarialkarzinom (Yang et al. 2009) als Risikofaktor fiir die Entwick-
lung von Krebs beschrieben. Sowohl im familidren als auch im sporadisch auftretenden
Kolorektalkarzinom wurde diese Einzelnukleotid-Variante als statistisch relevant be-
schrieben (Castellvi-Bel et al. 2007). Im bilateralen Mammakarzinom (Frank et al.

2006a), im Kolorektalkarzinom (Frank et al. 2006¢) und im Ovarialkarzinom (Petrocca
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et al. 2006) wurde ein Zusammenhang zwischen der Mutation c. G446A (p. Trp149*) in
ARLTS1 und der Entstehung dieser Karzinome gezeigt.

In 37% der Biopsien aus verschiedenen Lungentumoren konnte eine stark reduzierte Ex-
pression von ARLTS1 gezeigt werden. Nachdem die Expression von ARLTS1 in unter-
schiedlichen Zelllinien durch Transfektion wiederhergestellt worden ist, konnte eine sig-

nifikant erhdhte Apoptoserate der Tumorzellen ermittelt werden (Yendamuri et al. 2007).

Anhnlich dazu wurde in Ovarialkarzinomzellen (SKOV3) eine signifikant erhéhte Sensi-
tivitat fir Chemotherapeutika und eine erhéhte Apoptose durch die Uberexpression von
Wildtyp-ARLTS1 in vitro beschrieben (Yang et al. 2011).

Fur das Prostatakarzinom wird vermutet, dass Arltsl das Immunsystem beeinflusst. Sil-
tanen et al. stellten im Jahr 2013 die Hypothese auf, dass es eine Interaktion zwischen
ARLTS1 und diversen inflammatorischen Genen im Prostatakarzinom gibt. Dies konnten
sie in einer sogenannten Quantitativen Trait Locus (QTL)-Studie beweisen (Siltanen et
al. 2013).

Eine erste Erkenntnis Uber die genaue Funktion von Arlts1 wurde kirzlich im Jahre 2018
publiziert. Die Studie zeigt erstmals die Expression dieses Gens in Makrophagen. Arltsl
reguliert hier die klassischen pro-inflammatorischen Wege in den Immunzellen als Ant-
wort auf immunologische Stimuli, wie zum Beispiel einer Infektion mit Salmonella Ty-
phimurium. Des Weiteren konnten die Autoren zeigen, dass Arltsl eine regulatorische
Funktion bezuglich des mitogen-activated-protein (MAP)-Kinase-Weges in Makropha-
gen einnimmt (Arya et al. 2018).

Es wurde gezeigt, dass eine Deletion auf Chromosom 13q14 in tber 50% der Falle von
Patienten mit einer Chronisch lymphatischen Leuk&mie (CLL) vorliegt (Sindelarova et
al. 2005). Auf dieser Grundlage postulierten Calin et al., dass eine genetische Verénde-
rung in ARLTSL, lokalisiert auf Chromosom 13g14, die Entstehung von CLL beglinstige
(Calin et al. 2005). In zwei darauffolgenden Studien konnte diese Hypothese fiir die ma-
ligne Erkrankung des Blutsystems nicht bestatigt werden (Sellick et al. 2006; Ng et al.
2007). Ebenfalls konnte keine Korrelation zwischen Polymorphismen in ARLTS1 und der

Entwicklung eines Basalzellkarzinoms der Haut nachgewiesen werden (Li et al. 2007).

Arlts1 wurde bis heute nicht im Glioblastoma multiforme untersucht.
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1.3 Zielsetzung

Die erfolgreiche Behandlung des Glioblastoma multiforme als hdufigster und aggressivs-
ter priméarer Tumor des zentralen Nervensystems von Erwachsenen ist bis heute eine im-
mense globale Herausforderung. Es gibt bislang keine Biomarker, die das Ziel einer er-
folgreichen Therapie bieten oder fur eine Fritherkennung zur Verfugung stehen. Das

GBM gilt zum derzeitigen Stand der Medizin als unheilbar.

Erste Untersuchungen in unserem Labor haben gezeigt, dass Cellular retinoic acid-bin-
ding protein 2 (CRABP2) die mRNA von ARLTS1 24 h nach Transfektion stabilisiert.
CRABP2 ist unter anderem fir den Transport der Retinsdure in den Zellkern zusténdig,
sodass folglich die Transkription pro-apoptotischer Gene aktiviert werden kann (Dong et
al. 1999). Daraus resultiert die Fragestellung, welche Rolle Arltsl im GBM spielen

kodnnte.

In dieser Arbeit wird das von verschiedenen familidar und sporadisch auftretenden Tumo-
ren bekannte Tumorsuppressorgen ARLTS1 in der Glioblastomzelllinie U87 MG in vitro
hinsichtlich seines Einflusses auf Apoptose und Migration untersucht. Diese Zelllinie
wurde ausgewahlt, da sie einen natiirlichen Polymorphismus in c. T442C (p. Cys148Arg)
in ARLTS1 aufweist. Wie bereits unter 1.2 erwéhnt, steht diese genetische Variante im
Zusammenhang mit der Entstehung diverser Tumoren. Dadurch soll die Rolle von Arltsl

erstmalig auch im GBM untersucht und beurteilt werden.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Laborgerate und Verbrauchsmaterialien

Adhesive Sealing Sheets

BD FACS Aria Il (FACS)

BD FACS Canto Il (Durchflusszytometrie)
Brutschrank Typ B 5042 (ehemals Heraeus)

CFX384 Touch Real-Time PCR Detection System

CIM-Plate 16

CryoPure GefaB, 1,8 ml

Elektrophoresekammer, Wide mini sub cell GT
Eppendorf BioPhotometer plus

Falcon tube 50ml-Reaktionsgefal

Falcon 5 ml Polystyrene Round Buttom Tube
Filterpapier, Chromatography Paper 3MM
Fresco 21 centrifuge

Glow Writer for Chemiluminescent Autography
Inkubator C200 Labotect, Zellkultur

Innova 4000, Inkubator und Schuttler, Bakterien
Konfokales Mikroskop, Leica LSM 710
Lichtmikroskop Primo Vert

Mini Trans-Blot® Cell

Molecular Imager® ChemiDoc XRS+

Neubauer Zahlkammer (Tiefe 0,1 mm, 0,0025 mm?)

Nitrocellulose Blotting Membrane,
Amersham Protran 0, 2 um Nc
Pipettenspitzen

Platereader (EIx808 Absorbance Reader)
Power Pac 3000

Protein Concentrator PES, 10 K MWCO
Reagiergefale Safe Seal

Schiittler, Ika-Vibrax-Vxr

Serological Pipette, 25, 10, 5 ml (steril)
Steril GARD |1l Advance, Sterilbank

Thermo Scientific, Rockford

BD Bioscience, New Jersey

BD Bioscience, New Jersey

Thermo Scientific, Rockford

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
ACEA Bioscience, San Diego

Sarstedt, Nimbrecht

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Eppendorf, Hamburg

Greiner Bio-one, Kremsmunster
Greiner Bio-one, Kremsmunster
Whatman, Maldstone

Thermo Scientific, Rockford
Diversified Biotech, Dedham
BelLoTec, Rosdorf

New Brunswick Scientific, Nurtingen
Zeiss, Jena

Zeiss, Jena

Bio-Rad Laboratories GmbH, Munchen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Munchen
Karl Hecht GmbH, Sondheim

GE Healthcare Life Science, Freiburg
Sarstedt, Nimbrecht

Bio Tek, Winooski

Bio-Rad Laboratories GmbH, Munchen
Thermo Scientific, Waltham

Sarstedt, Nimbrecht

Janke & Kunkel GmbH, Staufen
Sarstedt, Nimbrecht

The Baker Company, Sanford
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Thermofrost Plus, Objekttréager
Thermomixer compact

UVette 220-1600 nm, Kuvetten
Vortex-Genie 2

Wasserbad, C76 Water Bath Shaker
Well-Platte-96, Proteinbestimmung
Well-Platte-6, Zellkultur
Well-Platte-24, Zellkultur
Well-Platte-384, qPCR
XCELLigence® RTCA DP Instrument
Zellkratzer, 25 cm
Zellkulturflasche, 75 cm?

Zellkulturzentrifuge, centrifuge 5702

2.1.2 Chemikalien, Enzyme und Medien

Acrylamid, 30%, Bis solution
Agarose Basic BC

Albumin Standard (2mg/ ml)
Ammoniumperoxiddisulfat
Annexin-V (APC markiert)
Annexin-V Binding Buffer
Agua PolyMount
BamHI#R0O136S, 20.000 U/ml
B-Mercaptoethanol
Bromphenolblau

Bovines Serumalbumin Fraction V, BSA
Calciumchlorid

Chloroform

Chlorwasserstoff 37%
Coomassie Brilliant Blue R-250
DAPI

DNA ladder, 1kb

dNTP Set, 4x25 pmol
Dodecylsulfat Natriumsalz

Essigsaure 30%

Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Electro scientific industries

New Brunswick Scientific, Edison
4TiTude, Surrey

Greiner Bio-one, Kremsmunster
Greiner Bio-one, Kremsmunster
Thermo Scientific, Waltham
ACEA Bioscience, San Diego
Sarstedt, Nirnbrecht

Greiner Bio-one, Kremsmunster

Eppendorf, Hamburg

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
AppliChem, Darmstadt

Thermo Scientific, Rockford
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Bio Legend, San Diego

Bio Legend, San Diego

Polysciences, Warrington

New England BioLabs, Ipswich
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Merck, Darmstadt

Roche Diagnostics, Rotkreuz

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

New England BioLabs, Ipswich
Thermo Scientific, Rockford

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
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Ethanol absolut
Ethylendiamintetraessigsaure
Ethylenglykoltetraessigsaure

Folin & Ciocalteau’s phenol reagent
Formaldehydldsung, 4%, Roti-Histofix
Gelantine gepulvert

Gel Loading Dye Blue, 6X

GelRed Nucleid Acid Gel Stain, 10.000X
Glycin

Glycerin, 87%

Human Brain Total RNA

Igepal

Isopropanol

iTaq Universal SYBR Green Supermix
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumchlorid

Kalium-Natrium-Tatrat

Kanamycin

Kpnl #R0142S, 10.000 U/ml
Kupfersulfat (Pentahydrat)
LB-Medium (Luria/ Miller)
MEM-minimum essential medium (1X)
Methanol

Milchpulver

Natriumcarbonat

Natriumchlorid

Natriumdesoxycholat
Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid

Natriumflouride

Natrium orthovanadat

NEAA (100X), Non-essential amino acid
Oligo-dT-Nukleotide, 50 uM

Page Ruler®Prestained protein ladder

Th. Gayer, Renningen

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

New England BioLabs, Ipswich
Biotrend Chemikalien GmbH, Koln
Merck, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt

Clontech, Saint-Germain-en-Laye
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Bio-Rad Laboratories GmbH, Munchen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Roth, Karlsruhe

New England BioLabs, Ipswich
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Gibco, Life Technologies, Grand Island
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

AppliChem, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Lonza, Verviers

Thermo Scientific, Rockford

Thermo Scientific, Waltham
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Poly-D-Lysin (50ug/ ml)

Ponceau S solution, 0, 1% in 5% acetic acid
Propidiumiodid (1mg/ ml)

Protease inhibitor cocktail, cOmplete, EDTA-free
Random Hexamers, 50 uM

Rapid Ligation Buffer, 2X

Sodium Bicarbonate Solution 7, 5%
Sodium Pyruvate 100mM (100X)

Standard Taq Polymerase Buffer, 10X

Tagq DNA Polymerase, 5.000 U/ml
TEMED-Tetramethylethylendiamine

Tris

Trinatriumtetraoxovanadat

T4 DNA Ligase, 400.000 U/ ml

Triton X-100

Trypsin-EDTA 0, 05% (1X)

Tween®20

QIAzol Lysis Reagent

Zinkchlorid

2.1.3 Puffer und Lésungen

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Thermo Scientific, Rockford

Promega, Fitchburg

Gibco, Life Technologies, Grand Island
Gibco, Life Technologies, Grand Island
New England BioLabs, Ipswich

New England BioLabs, Ipswich
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
AppliChem, Darmstadt

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Promega, Fitchburg

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Gibco, Life Technologies, Grand Island
Merck, Darmstadt

Qiagen, Venlo

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Alle Puffer und Lésungen sind, wenn nicht anders angegeben, mit bidestilliertem Wasser

angesetzt worden.
Blocking Puffer Milchpulver 5% (wiv)
Destaining Solution Methanol 20% (v/v)
Essigsaure 10% (v/v)
Incubation Buffer Triton X-100 1% (v/v)
Tris-HCL, pH 7,5 50 mM
CaClz 50 mM
ZnCl: 1uM
Kalium-Natrium-Tatrat-Losung, 2%  K-Na-Tatrat 69 mM
Kupfersulfat-Losung, 1% CuSOs« (Pentahydrat) 40 mM
Laemmli-Elektrophoresepuffer (4X)  Tris 1M
pH 8,3 mit HCI eingestellt
SDS 277 mM
Glycerin 40% (v/v)
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Laufpuffer (5X)

Lower Buffer pH 8, 8

Lysis Buffer pH 8, 3

Natriumcarbonat-Ldsung, 2%

Natriumhydroxid-Ldsung
Non-reducing Buffer (5X)

PBS (1X) pH 7,4

Protease inhibitor cocktail,
complete, EDTA-free (25X)

Staining Solution

R-Mercaptoethanol
Bromphenolblau
Tris

Glycin

SDS

Tris

SDS

pH 8,8 mit HCI eingestellt

Tris

pH 8,3 mit HCI eingestellt

NaCl
NaF
EDTA
EGTA
Na;VO.

Igepal

Natriumdesoxycholat

SDS

Na:COs

in 0,1 M NaOH
NaOH

SDS

20% Glycerol
Bromphenolblau
Tris-HCL, pH 6,8
NaCl

KCI

Na:HPO4
KH:PO.

20% (v/v)
20% (v/v)
124 mM
1,25M
0,5% (w/v)
1,5M
0,4% (w/v)

50 mM

150 mM
40 mM
5mM
5mM
1mM

1% (v/v)
0,1% (w/v)
0,1 % (w/v)
189 mM

01M

4% (wiv)
20% (v/v)
0,01% (wiv)
125 mM
137 mM

2,7 mM

10 mM

1,8 mM

1 Tablette wurde in 2 ml 1X PBS aufgeldst

Methanol
Essigsaure 30%

Coomassie Blue

20% (v/v)
5% (v/v)
0,05% (wWiv)
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Stripping Buffer

TAE (50X)

TBS pH 7, 4 (20X)

TBST pH 7, 4 (1X)

Transferpuffer (5X)

Transferpuffer (1X)

Upper Buffer pH 6, 8

Washing Buffer (Zymographie)

2.1.4 Reaktionskits

Lipofectamine™ 3000 Transfection kit
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up

NucleoSpin Plasmid Quick Pure

Western Lightening® Ultra
miRNeasy® Mini Kit (50)
QIAfilter Plasmid Midi Kit

Superscript HH® (Superscript, 1% strand buffer, 0, 1 M DTT)

Tris

62,5 mM

pH 6,8 mit HCI eingestellt

SDS

R-Mercaptoethanol

Tris

Essigsaure

EDTA (pH 8, 0)

Tris

NaCl

20X TBS
Tween® 20
Tris

Glycin

5X Transferpuffer

Methanol
Tris

SDS

2% (w/v)
100 mM
30 mM
3,4 mM
05M

50 mM
150 mM

0,05% (V/v)
100 mM
08M

20% (V/IV)
20% (V/IV)
05M
0,4% (m/v)

pH 6,8 mit HCI eingestellt

2,5% Triton X-100
Tris-HCL, pH 7,5

CaCl.
Zl’lClz

2,5% (v/v)
50 mM

5 mM
1uM

Life Technologies, Carlsbad
Macherey-Nagel, Diren
Macherey-Nagel, Diren
PerkinElmer, Waltham
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Life Technologies, Carlsbad
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2.1.5 Priméare Antikorper

Bezeichnung Spezies Anwendung Hersteller Verdinnung
Bcl-2 mAb rabbit Western Blot | Cell signaling 1:1000
B-Actin mAB mouse Western Blot Abcam 1:5000
2.1.6 Sekundare Antikorper
Bezeichnung Spezies Anwendung Hersteller Verdinnung
Anti-rabbit I9gG, | Goatanti- | Western Blot | Cell signaling 1:2000
HRP-linked An- rabbit
tibody
Anti-mouse Goat anti- | Western Blot Santa Cruz 1:2000
HRP-linked An- mouse
tibody
2.1.7 Oligonukleotide
Oligonukleotid fur Quantitative Sequenz
Real Time PCR a
human HMBS fw CGCATCTGGAGTTCAGGAGTA
human HMBS rev CCAGGATGATGGCACTGA

human Arlts1 fw

GCAAGACCACGCTCCTTTACA

human Arltsl rev

CTGTGCCTTCCAGATAGTCCTT

human BCL2 fw

CTGCACCTGACGCCCTTCACC

human BCL2 rev

CACATGACCCCACCGAACTCAAAGA

human Caspase 3 fw

TTCAGAGGGGATCGTTGTAGAAGTC

human Caspase 3 rev

CAAGCTTGTCGGCATACTGTTTCAG

human Caspase 7 fw GCTGACTTCCTCTTCGCCTA

human Caspase 7 rev CAAACCAGGAGCCTCTTCCT
human Caspase 9 fw AAGCCCAAGCTCTTTTTCATC
human Caspase 9 rev ACTCGTCTTCAGGGGAAGTG

human MMP2 fw

TCTCCTGACATTGACCTTGGC

human MMP2 rev

CAAGGTGCTGGCTGAGTAGATC

human MMP9 fw TTGACAGCGACAAGAAGTGG
human MMP9 rev GCCATTCACGTCGTCCTTAT
Oligonukleotid fur PCR Sequenz
GGGGTACCTATGGGTTCTGTGAATT-
Arlts1-kpnl fw CCAG
Arlts1-BamHI without stop codon CGGGATCCGCAGATCTCTT-
rev GCTGTCTCCGC

2.1.8 Software

Graph Pad Prism 5 (statistische Auswertung), ZEN 2011 (Konfokale Mikroskopie), BD
FACSDiva (Durchflusszytometrie), RTCA Data Analysis Software (Migrationsassay).
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2.2 Methoden
2.2.1 Klonierung von pEGFP-N1-Arltsl

2.2.1.1 Herstellen von cDNA

Zunichst wurde ,,Human Brain total RNA*“ (Clontech) in eine komplementire DNA
(cDNA) umgeschrieben, um anschlieBend eine konventionelle Polymerase-Kettenreak-
tion (PCR) durchfiihren zu kénnen. Die Oligo-dT-Nukleotide binden an dem Poly-A-
Schwanz der Ribonukleinsaure (RNA) und dem Random-Hexamer zufallig an den ihnen
komplementéren Abschnitten. Beide dienen als Primer und somit als Ausgangspunkt flr
die Reverse Transkriptase (Superscript I11). Folgender Ansatz wurde in einem 0,5 ml Re-

aktionsgefal’ angesetzt, gemischt und kurz zentrifugiert:

Tabelle 1: Pipettierschema fiir die Herstellung von cDNA-Ansatz |

Komponente Konzentration
,,Human Brain total RNA* 5 Ug

1 pl Oligo-dT-Nukleotide 0,6 pmol/ pl

1 ul Random-Hexamers 120 pmol/ pl

Dieser Ansatz | wurde fiir zwei Minuten (min) bei 70 °C in einem Thermocycler (Bio-
metra) inkubiert. Wahrenddessen konnte ein Master Mix aus folgenden Komponenten

hergestellt werden:

Tabelle 2: Pipettierschema fir die Herstellung von cDNA-Ansatz 11

Komponente Konzentration /Menge
4 ul 1% Strand buffer 5X

2 pl Dithiotreitol (DTT) 0,1M

1 ul dNTPs 10 mM jedes Nukleotid
1 pl Superscript 111 200 U/ pl

Der Master Mix wurde gut gemischt und zum Reaktionsansatz | hinzugegeben. Nach ei-
ner kurzen Zentrifugation ist der vollstdndige Ansatz in den Thermocycler gestellt wor-
den. Die Inkubationsschritte von 10 min bei 25 °C, 45 min bei 50 °C und abschlie}end
45 min bei 55 °C wurden eingehalten. Die cDNA konnte bei -20 °C aufbewahrt werden.

2.2.1.2 PCR fur die Amplifikation von dem Insert ARLTS1

Wie bereits oben beschrieben (siehe 2.2.1.1) dient die cDNA als Vorlage flr das Insert
(ARLTS1). Das Insert wurde mittels PCR mit spezifischen Primern amplifiziert (siehe
Tabelle 3). Die Primer wurden so angefertigt, dass sie an den Enden die entsprechenden

Erkennungssequenzen fur Restriktionsendonukleasen enthielten.
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Tabelle 3: Protokoll fir die Insert-PCR

Komponente Konzentration Volumen
cDNA total human brain 100 pg/ ul 1ul

Taq Polymerase Buffer 10X 5 ul
Primer forward Arltsl 10 pmol/ pl 1l
Primer reverse Arltsl 10 pmol/ pl 1ul
dNTPs 10 mM jedes Nukleotid 5 ul
Steriles Wasser - 40,5 ul
Tag DNA Polymerase 5.000 U/ ml 0,5 ul

Der Cycler wurde folgendermafen programmiert: 95 °C Denaturierung der doppelstran-
gigen DNA fur 30 Sekunden (s), Annealing der Primer bei 69 °C flr ebenfalls 30 s und
Elongation bei 68 °C fiir 45 s. Insgesamt wurden 45 Zyklen durchlaufen.

2.2.1.3 Agarosegelelektrophorese und Extraktion aus dem Gel

Der Reaktionsansatz wurde nach Ablauf der PCR auf ein 1%-iges Agarose-Gel aufgetra-
gen und die amplifizierte DNA elektrophoretisch aufgetrennt. Die entsprechende Menge
Agarose wurde abgewogen und mit TAE-Puffer in der Mikrowelle aufgeldst. Nach kurzer
Abkuhlungszeit wurden 10 pl GelRed zu den 150 ml TAE/ Agarose hinzugegeben. Das
GelRed interkaliert mit Nukleinsduren und fluoresziert unter UV-Licht. Der komplette
PCR-Ansatz wurde mit 8 pl Loading Dye (6X) vermischt. Das Mitfiihren eines Markers
ist wichtig, damit man eine Referenz fir die Grolie der aufgetrennten DNA bestimmen
kann. Die Elektrophorese wurde in einer Kammer, beflllt mit TAE-Puffer, bei 120 Volt
(V) fur 40 min durchgefuhrt. Unter UV-Licht wurde die Bande entsprechend der GroRe
flr das Insert sichtbar. Diese wurde aus dem Gel ausgeschnitten und mithilfe des Kits
»NucleoSpin Gel and PCR Clean-up* (Macherey-Nagel) nach Herstellerangaben aufge-

reinigt. Die DNA wurde in 30 ul steriles Wasser eluiert.

2.2.1.4 Restriktionsenzymverdau

Der Vektor, in dieser Arbeit das Plasmid pEGFP-N1 (von der Arbeitsgruppe Neuroim-
munologie unter Leitung von Herrn Professor Fliigel, Institut fir Multiple-Sklerose-For-
schung in Gottingen zur Verfiigung gestellt), und das Insert wurden mit den Restriktions-
enzymen Kpnl und BamHI geschnitten. Zunéchst wurde der Verdau mit Kpnl durchge-
flhrt:



Materialien und Methoden

Tabelle 4: Pipettierschema fuir den Enzymverdau mit Kpnl

Komponente Konzentration/ Volumen,,Insert Volumen
Menge ,»Vektor

DNA 1pg 30 pl 1,05 pl

NEBuffer 1.1 10X 5ul 5 ul

Kpnl Enzym 10.000 U/ml 1l 1ul

Steriles Wasser - 14 pl 42,9 pl

Die beiden Ansétze wurden fiir zwei Stunden (h) bei 37 °C in einem Thermomixer inku-
biert. Durch das Auftragen auf ein 1%-Agarosegel und Elektrophorese konnte die erfolg-
reiche Linearisierung Uberpruft werden. AnschlieRend wurde eine Aufreinigung der DNA
aus dem Reaktionsansatz mithilfe des Kits ,,NucleoSpin Gel and PCR Clean-up* (Ma-
cherey-Nagel) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Es folgte der Verdau mit BamHI
uber Nacht bei 37 °C.

Tabelle 5: Pipettierschema fir den Enzymverdau mit BamHI

Komponente Konzentration/ Menge Volumen Volumen
., Insert* ,,Vektor«

DNA 1pg 28 pl 28 pl

NEBuffer 3.1 10X 5 ul 5 ul

BamHI Enzym 20.000 U/ml 1yl 1l

Steriles Wasser - 16 pl 16 pl

Dieser Reaktionsansatz wurde am folgenden Tag ebenfalls aufgereinigt.

2.2.1.5 Ligation von DNA-Fragmenten
Bei der Ligation wurden die zwei DNA-Fragmente, Insert und Vektor, unter Verwendung
des Enzyms Ligase verknupft. Unter Ausbildung einer Phosphodiesterbindung wurden

3"-Hydroxy-Ende und 5"-Phosphat-Ende zusammengefugt.

Der Reaktionsansatz wurde nach dem folgenden Schema pipettiert und durch vorsichtiges

Auf- und Abpipettieren gemischt.

Tabelle 6: Pipettierschema fur die Ligation von pEGFP-N1 und ARLTS1

Komponente Konzentration Volumen Volumen ,,Kontrolle
»3.1-An- ohne Insert*
satz*

Vektor pEGFP-N1 - 3ul 3ul

Insert ARLTS1 - 1l -

T4 DNA Ligase 400.000 U/ml 1l 1yl

Rapid Ligation Buffer 2X 5ul 5ul

Steriles Wasser - - 1yl

Der Ansatz fir die Ligation wurde tiber Nacht bei 4 °C inkubiert.
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2.2.1.6 Bakterienkultur

Als kompetente Zellen wurden in dieser Arbeit die XI-1 blue Escherichia coli (E. coli)
verwendet. Als kompetent werden diejenigen Zellen bezeichnet, deren Membran durch-
lassig fur DNA ist. Die Kompetenz ist somit VVoraussetzung fir die Transformation. Die
kompetenten E. coli wurden nach dem Protokoll von Green und Rogers hergestellt (Green
und Rogers 2013).

2.2.1.7 Transformation von kompetenten E. coli

Zu 100 pl XI-1 blue E. coli wurden 5 ul des Ligationsansatzes bzw. des Kontrollansatzes
hinzugefigt, vorsichtig vermischt und fur 30 min auf Eis inkubiert. Ein Hitzeschock in
einem 42 °C warmen Wasserbad flr 45 s ermdglichte die Transformation des Plasmids
in die kompetenten Zellen. Die Reaktionsgefal’e wurden nach dem Hitzeschock sofort
wieder auf Eis gesetzt und dort fir 2 min inkubiert. Anschliel3end wurden 900 ul vorge-
warmtes LB (lysogeny-broth)-Medium ohne Antibiotikum hinzugefugt. In einem Ther-

momixer bei 37 °C wurden die Zellen bereits fiir 45 min angeziichtet.

Die kompetenten E. coli wurden auf Agarplatten mit Kanamycin (50 pg/ ml) ausplattiert
und Uber Nacht in einem 37 °C warmen Brutschrank inkubiert. Am folgenden Tag wurde

die Anzahl der Kolonien zwischen Kontroll- und Ligationsansatz verglichen.

2.2.1.8 Kolonie-PCR

Zur Kontrolle des Erfolgs der Transformation wurde eine sogenannte Kolonie-PCR
durchgefuhrt. Dazu wurde als Template mit einer Pipettenspitze Material von einer auf
der Platte gewachsenen Kolonie entnommen und in 20 pl sterilem Wasser geschwenkt.
Tabelle 7 zeigt das Pipettierschema fir die PCR. In der Negativkontrolle wurde kein

Template in das sterile Wasser gegeben.

Die Pipettenspitze wurde anschlieRend in einem Erlenmeyerkolben mit 5 ml LB-Medium
mit Kanamycin (50 pg/ml) Gberfuhrt und im Kuhlschrank aufbewahrt. Im Falle einer po-
sitiven Kolonie-PCR wurde fiir die Isolierung von Plasmid-DNA der Erlenmeyerkolben

bei 37 °C in einen Schittler gestellt, sodass die Bakterien tiber Nacht wachsen konnten.
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Tabelle 7: Pipettierschema fur eine Probe einer Kolonie-PCR

Komponente Konzentration Volumen
Template (Kolonie in Wasser) - 20 pl
Taq Polymerase Buffer 10X 5 ul
Primer forward Arltsl 10 pmol/ul 1yl
Primer reverse Arltsl 10 pmol/ul 1l

Tag DNA Polymerase 5.000 U/ml 0,5 ul
Steriles Wasser - 21,5 ul
dNTPs 10 mM jedes Nukleotid | 1 pl

Der Thermocycler wurde mit einer Denaturierung von 95 °C fir 30 s, Annealing von
69 °C fur 30 s und Elongation von 68 °C flr 45 s fir 45 Zyklen programmiert. Das PCR
Produkt wurde auf ein 1%-iges Agarosegel mit GelRed aufgetragen, elektrophoretisch
bei 120 V aufgetrennt und unter UV-Licht detektiert.

2.2.1.9 Isolierung von Plasmid-DNA

Mithilfe des Kits ,,NucleoSpin Plasmid Quick Pure* (Machery-Nagel) wurde die DNA
nach Angaben des Herstellers aus den XI-1 Blue E. coli isoliert und in 50 pl sterilem
Wasser eluiert. Anschliefend wurde die Konzentration der DNA photometrisch gemes-

sen (Eppendorf photometer plus).

2.2.1.10 Sequenzierung

Die isolierte DNA wurde auf eine Konzentration von 100 ng/pl mit sterilem Wasser ver-
dunnt und zur Sequenzierung (Max-Planck-Institut fir Experimentelle Medizin) nach der
Methode von Sanger (Sanger und Coulson 1975) gegeben. Es wurden vektorspezifische

Primer verwendet, die vom Sequenzierlabor gestellt wurden.

2.2.2 Zellkultur

2.2.2.1 Zelllinie und deren Kultivierung
Fur diese Arbeit wurde die Glioblastom-Zelllinie U87 MG verwendet. Die Zelllinie
wurde von Julia Bode (Molecular Mechanisms of Tumor Invasion, Schaller Research

Group, Universitat Heidelberg und DKFZ) zur Verfligung gestellt.

Ein Reaktionsgefall mit aliquotierten Zellen wurde aus einem -80 °C Gefrierschrank auf
Eis entnommen und anschlieend bei 37 °C erwarmt. Die Zellen wurden in ein fur die
Zentrifuge geeignetes GefaR Gberfuhrt und gleichzeitig 10 ml MEM (minimum essential
medium) + FCS (fetal calf serum) hinzugefiigt. Die Zellsuspension wurde 20 Mal auf und

ab pipettiert, um eine ausreichende Verteilung der Tumorzellen zu erreichen. Die
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Suspension wurde bei 700 rpm fiir 5 min zentrifugiert und das Pellet mit 1 ml Medium
resuspendiert. Das gesamte VVolumen wurde in eine Zellkulturflasche (Greiner bio-one,
75 cm?) mit 20 ml MEM+FCS Medium pipettiert (zu MEM 500 ml von Gibco wurden
10% FCS, 1 mM Sodium Pyruvate, 0,1 mM 100X NEAA, 0,75 g Sodium Bicarbonate
hinzugefugt). In einem Zellinkubator wurde die Flasche bei 37 °C und einer Atmosphare

von 5% CO, inkubiert und somit eine optimale Bedingung zur Zellteilung hergestellt.

2.2.2.2 Aussaen der Zellen

Die U87-MG-Zellen sind in der Zellkulturflasche etwa drei bis funf Tage gewachsen, bis
eine optische Konfluenz von ungefahr 80% erreicht worden ist. Das Medium wurde voll-
standig entfernt und dafur 5 ml vorgewarmtes Trypsin (0,05 % von Gibco) hinzugeflgt.
Die Zellkulturflasche mit dem Trypsin ist fir 3 min in den Inkubator bei 37 °C gestellt
worden. 10 ml vorgewdrmtes MEM+FCS haben das Trypsin neutralisiert. Das komplette
Medium mit den Zellen wurde in einem Reaktionsgefall gesammelt. Die Zellsuspension
in dem Reaktionsgefa wurde fiir 3 min bei 1200 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
vollstandig abgenommen und das Pellet in Iml MEM+FCS vorsichtig resuspendiert.

Die Zellen wurden in einer 6-Well-Platte beziehungsweise in einer 24-Well-Platte (Grei-
ner bio-one), je nach anschlieender Versuchsdurchfiihrung, ausgesét und auf das zuvor

berechnete Gesamtvolumen aufgefllt.

Fur die Gewinnung von Protein, RNA oder Zellen fiir Durchflusszytometrie, FACS (Flu-
orescence activated cell sorting) und Zymographie wurden 300000 Zellen pro Well in

einem Gesamtvolumen von 2 ml MEM+FCS ausgest.

Fur die Konfokale Mikroskopie wurden 50000 Zellen pro Well in einer 24-Well-Platte
ausgesét. Zunachst wurde in jedes Well ein Glasplattchen gelegt, 400 pl PDL (Poly-D-
Lysin) mit einer Konzentration von 50 pg/ml hinzugefiigt und fir 30 min in den Zellin-
kubator gestellt. Das PDL ermdglichte die Adhédrenz der Zellen auf dem Glasplattchen.
AnschlieBend wurde das PDL entfernt, einmalig mit sterilem Wasser gewaschen und ge-
trocknet. Nach der oben beschriebenen Methode wurden nun fiir die 24-Well-Platte
50000 Zellen pro Well in MEM+FCS ausgesét.

2.2.2.3 Transfektion

Die Plasmid-DNA wurde mittels Transfektion in die Glioblastomzellen eingebracht. Als
Transfektionsmittel wurde Lipofectamin® verwendet. 24 h nach dem Ausséen wurde das
Plasmid pEGFP-N1/pEGFP-N1-Arltsl in die U87-MG-Zellen transfiziert. Fir das
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Plasmid pcDNA4/pcDNA4-CRABP2 wurde zundchst nach 24 h das Medium ohne FCS
gewechselt und die Transfektion erst am folgenden Tag durchgefihrt.

Die Transfektion der Zellen in der 6-Well-Platte wurde nach Angaben des Herstellers
(Invitrogen) durchgefihrt. In einem Master Mix wurden 3,5 pg von pEGFP-N1/pEGFP-
N1-Arltsl beziehungsweise 4 pg von pcDNA4/pcDNA4-CRABP2 mit 247,5 pl MEM
und 10 pl P3000™ Reagent vermischt. Bei den Ansatzen fir die Transfektionen ist es
wichtig, dass man MEM ohne FCS verwendet. Das FCS wiirde die Bildung von Liposo-
men aus Lipofectamin® und DNA verhindern. Fir eine Negativkontrolle wurde ein An-
satz mit 250 ul MEM ohne DNA hergestellt.

In einem zweiten Ansatz wurden 7,5 pl Lipofectamin® 3000Reagent mit 242,5 pl MEM
verdiinnt. Beide Ansétze wurden separat fir 5 min inkubiert und anschlielend zusam-
mengefihrt. Danach wurde fir weitere 10 min inkubiert. In dieser Zeit wurde das Me-
dium von den U87-MG-Zellen vollstandig entfernt. Zu jedem Well wurden 500 pl der
Transfektionsmischung pipettiert. Die 6-Well-Platte wurde in den Inkubator gestelit.
Nach 6 h wurden zu der Transfektion mit pEGFP-N1 500 ul MEM+FCS zu jedem Well
hinzugefugt, bei der Transfektion mit pcDNA wurde darauf verzichtet. Fir die Zymogra-
phie und das FACS wurde Medium ohne FCS nach 6 h hinzugefigt, weil FCS die Qualitat

der Assays beeinflusst hétte.

Fur die Transfektion der Zellen in der 24-Well-Platte wurden 700 ng der jeweiligen Plas-

mid-DNA verwendet. Sie wurde nach Angaben des Herstellers (Invitrogen) durchgefiihrt.

2.2.3 Protein

2.2.3.1 Proteinextraktion fur die Western Blots

Die Proteine der U87 MG Glioblastomzellen wurden 24 h nach der Transfektion geerntet.
Die Zellen wurden auf Eis platziert und das Medium vollstandig entfernt. Nach einem
Waschschritt mit gekuihltem PBS wurde zu jeder Bedingung 100 ul Lysis Buffer auf die
Zellen pipettiert. Mithilfe eines Zellkratzers wurden die Zellen vom Boden abgel6st und
in einem Reaktionsgefal gesammelt. Das Proteingemisch wurde mit einer gelben Pipet-
tenspitze zehn Mal auf und ab pipettiert, um das Protein zu resuspendieren. Anschlief3end
wurde das Reaktionsgefal’ fir 10 min auf Eis inkubiert. Die Proteine wurden fir 20 min
bei 14000 rpm bei 4 °C zentrifugiert. Ein Teil (15 pl) des Uberstandes wurde fiir eine

Proteinbestimmung abgenommen. Zu jeder Proteinprobe wurde ein Drittel Laemmli-
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Elektrophoresepuffer (4X) hinzugeftigt. Die Proteine wurden bei 95 °C fiir 5 min dena-
turiert. Die Proben konnten bei -80 °C aufbewahrt werden.

2.2.3.2 Proteinextraktion fur die Zymographie

Fur die Zymographie wurden sowohl die Zellen als auch das Medium nach 48 h geerntet.
Das Medium wurde abgenommen und zuné&chst in einem Falcon Tube zentrifugiert, um
Zelltrimmer zu beseitigen. Der Uberstand wurde anschlieRend in mehreren Schritten in
sogenannten Protein Concentrator Tubes zentrifugiert und konzentriert. Diese GefélRe
besitzen einen Filter, welcher nur Proteine mit einem Molekulargewicht kleiner als
10 kDa durchlasst.

Die U87-MG-Zellen wurden nach demselben Protokoll wie fur die Western Blots geern-
tet (2.2.3.1). Fiur die Zymographie wurden allerdings die Proteine weder mit Laemmli
versetzt, noch durch Hitze denaturiert. Durch eine Denaturierung wirde zwar die Pri-
marstruktur eines Proteins erhalten bleiben, aber gleichzeitig die in der Zymographie zu
testende biologische Funktionalitat beeintrachtigt werden. Fir die anschlieRende Protein-

bestimmung wurden 10 pl abgenommen.

2.2.3.3 Proteinbestimmung

Die quantitative Proteinbestimmung erfolgte nach dem Prinzip von Lowry (Lowry et al.
1951). Es beruht auf einer Reaktion der Peptidbindungen mit zweiwertigem Kupfer in
alkalischer Losung. Die Absorption l&sst sich photometrisch messen. Dabei ist die Far-

bintensitat proportional zum Proteingehalt.

Zunéchst wurde eine Verdunnungsreihe aus einem Albuminstandard angesetzt. Die
Stammldsung hatte eine Konzentration von 1 mg/ml. In 2-ml-Reaktionsgefalen wurden
folgende Endkonzentrationen hergestellt: 1 pg, 2,5 pg, 5 pg, 7,5 pg, 10 pg, 12,5 ug,
15 ug, 20 pg. Diese Verdunnungsreihe diente als Standardkurve flr die Proteinproben.
Je 2 ul jeder einzelnen Proteinprobe wurden in 150 pl sterilem Wasser verdinnt und mit
einem Vortexer gemischt. Zudem wurde eine Kupfer-Ldsung angefertigt (100 Teile 2%
Na,COs;, 1 Teil 2% K-Na-Tatrat, 1 Teil 1% CuSO,). Zu der Verdunnungsreihe aus Al-
buminstandard und jeder Proteinprobe wurden langsam je 1ml von der Kupferlésung pi-
pettiert und gemischt. Nach einer Inkubationszeit von 15 min bei Raumtemperatur wurde
zu jedem Reaktionsgefal 100 pl Folin-Ciocalteu-Phenol-Reagenz hinzugefligt und sofort
gevortext. 45 min nach Hinzufligen der Kupferlésung konnte bei 562 nm die Absorption

an dem Platereader (Bio Tek) gemessen werden.
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Nach folgender Rechnung konnte die Konzentration bestimmt werden:

_ Mittelwert der Proteinmenge (1Lg)

eingesetzte Proteinmenge (ul)

2.2.3.4 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page) fur Western Blots
Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Nachweisverfahren von Proteinen nach Laemmli

(Laemmli 1970) verwendet.

Zunachst wurde ein 12%iges Trenngel (siehe Tabelle 8) hergestellt. Dieses wurde in eine
Vorrichtung aus zwei Glasplatten mit einem Abstand von 1,5 mm gegossen. Eine an-
schlieRende Schicht Isopropanol ermdglichte eine glatte Oberflache. Nach Polymerisie-
rung des Trenngels wurde das Isopropanol entfernt und das Sammelgel (siehe Tabelle 9)
angefertigt. Das Sammelgel wurde auf das Trenngel pipettiert und sofort ein Kamm fur

die Taschen aufgesetzt.

Tabelle 8: Mengenangaben fir das 12%ige Trenngel aus Polyacrylamid

Komponente Volumen
30% Acrylamid 7,5 ml
Lower Buffer pH 8,8 4,9 ml
Agua bidest. 6,6 ml
10% APS 62,5 ul
TEMED 15 ul

Tabelle 9: Mengenangaben fur das Sammelgel fir den Western Blot

Komponente Volumen
30% Acrylamid 0,65 ml
Upper Buffer pH 6,8 1,25 ml
Agua bidest. 3,05 ml
10% APS 25 ul
TEMED 5ul

Die zuvor denaturierten Proteine wurden jeweils zu 45 ug in die einzelnen Taschen auf-
getragen. Die mit SDS beladenen Proteine sind negativ geladen. Die Auftrennung erfolgte
nach der GroRe. Ein Grolien-Marker (Page Ruler von Thermo Scientific), ein Proteinge-
misch mit definierten GréRen, wurde zusatzlich aufgetragen. Die Kammer wurde mit

Laufpuffer gefillt. Bei 150 V wurde die Auftrennung der Proteine gestartet.
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2.2.3.5 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page) fiir Zymographie

Das Sammel- und das Trenngel fir die Zymographie wurden nach folgendem Pipettier-
schema hergestellt (genauere Details zur Herstellung sind bereits unter 2.2.3.4 beschrie-
ben):

Tabelle 10: Mengenangaben fr das 7,5%ige Trenngel aus Polyacrylamid

Komponente Volumen
30% Acrylamid 2 mi
Lower Buffer pH 8,8 2ml
Aqua bidest. 2 mi
10% APS 80 pl
TEMED 10 pl
Gelatine (4mg/ml) 2ml
SDS (10%) 80 pl

Tabelle 11: Mengenangaben fur das Sammelgel fur die Zymographie

Komponente Volumen
30% Acrylamid 670 pl
Upper Buffer pH 6,8 1,25 ml
Agua bidest. 3,075 mi
10% APS 50 pl
TEMED 10 pl
SDS (10%) 50 pl

Bevor die Proben fir die Zymographie auf das Gel geladen worden waren, musste zu

jedem Proteingemisch jeweils ein Viertel Non-reducing-buffer (5X) hinzugefiigt werden.

Auf das Gel wurden dann je 2 pg Medium, 20 pg U87-MG-Zellen und ein Marker auf-
getragen. Anschlielend wurden die Proteine bei 150 V elektrophoretisch aufgetrennt.

2.2.3.6 Western-Blot-Transfermethode

Es folgte das Blotting auf eine Nitrozellulose-Membran. Dazu wurden eine Membran und
zwei Filterpapiere in der GroRe des Gels ausgeschnitten. In folgender Reihenfolge wurde
das Blottingsystem in einer von Bio-Rad hergestellten Kassette zusammengesetzt: Pad,
Filterpapier, Nitrozellulose-Membran, Polyacrylamidgel, Filterpapier, Pad (von der
Anode zur Kathode). Eine Spannung von 30 V flr 90 min transferierte die Proteine von
dem Gel auf die Nitrozellulose-Membran unter Verwendung eines geeigneten Transfer-

puffers.



Materialien und Methoden 25

Eine kurze Farbung der Membran mit Ponceau-S ermdglichte eine Beurteilung der Qua-

litat des Transfers.

2.2.3.7 Immundetektion

Die Membran wurde mit 5 %iger Milch fur 1 h geblockt. Diese Blockierung verhinderte,
dass unerwinschte Proteine an der Membran binden konnten. Die Inkubation des pri-
maren Antikdrpers (1:1000 verdinnt in der 5%igen Milch) erfolgte Giber Nacht bei 4 °C

auf einem Schittelsystem.

Es folgten funf Waschschritte der Membran mit TBST fir je 5 min. Die Inkubation des
sekundaren Antikorpers fir 1 h wurde bei Raumtemperatur durchgefihrt. Der sekundéare
Antikdrper lag in einer Konzentration von 1:2000 in der 5 %igen Milchlésung vor. An
diesem Antikorper war eine Meerrettich-Peroxidase (HRP) gebunden. Die Peroxidase
war fur die anschlielende Detektion mittels Chemilumineszenz wichtig. Es wurde eine
1:1 Losung aus dem Kit ,,Western Lightning Ultra® (Perkin Elmer) hergestellt. Die
Membran wurde mit dieser Losung fur 5 min inkubiert. Die Meerretich-Peroxidase kata-
lysierte in Gegenwart von Wasserstoffperoxid die Oxidation von Luminol. Der angeregte
Zustand des Luminols ermdglichte die Emission im Bereich des blauen Lichtspektrums.
Bevor mit der Detektion begonnen werden konnte, musste der Marker mit einem spezi-
ellen Stift (Glow Writer, Diversified Biotech) nachgezeichnet werden. Bei 425 nm wur-

den die Aufnahmen mit dem Molecular Imager Chemi Doc XRS+ (Biorad) angefertigt.

AnschlieBend wurde die Membran fur 1 h mit einem Stripping Buffer bei Raumtempera-
tur inkubiert. Dabei wurde der erste Antikdrper entfernt, indem durch R-Mercaptoethanol
die Disulfidbriicken der Proteine zu Thiolen reduziert wurden. Es folgten Waschschritte
mit TBST und eine erneute Blockierung mit 5%iger Milch fiir 1 h. Danach konnte die
Membran mit dem Housekeeper B-Actin, erneut ein primérer Antikdrper, tber Nacht bei
4 °C auf einem Schuttler inkubiert werden. Nach mehreren Waschschritten mit TBST
wurde die Membran mit dem sekundéren Antikdrper fur 1 h inkubiert. Es folgten die

Schritte der Detektion, die bereits oben erlautert worden sind.

2.2.3.8 Gelatin-Zymographie

Die Gelatin-Zymographie ist eine Methode, um die Aktivitat von Gelatinasen, in diesem
Fall von den Matrix Metalloproteasen (MMPs) 2 und 9, zu Uberpriifen. In dem SDS-Gel
befindet sich Gelatine. Wahrend der elektrophoretischen Auftrennung und den anschlie-

Renden Schritten bauen die aktiven Metalloproteasen die Gelatine ab.
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Nach der Auftrennung wurde das Gel zundchst zweimal im Washing Buffer fur je 30 min
von den SDS-Resten befreit. AnschlieRend wurde es fir 15 min im 37 °C warmen Incuba-
tion Buffer gelegt. Nach der 30-mindtigen Farbung in der Staining Solution, die Coomas-
sie Blau enthalt, wurde das Gel mit destilliertem Wasser und Destaining Solution gerei-

nigt.

Nun konnten Aufnahmen von dem Gel mithilfe des Molecular Imager Chemi Doc XRS+

angefertigt werden.

2.2.4 Real-Time-PCR

Bei der sogenannten Real-Time-PCR kann die Amplifikation eines bestimmten Zielgens
in Echtzeit verfolgt werden. Es wird ebenfalls eine Aussage Uiber die Ausgangsmenge des
entstandenen Produktes moglich. Verschiedene Methoden stehen dafiir zur Verfugung.
In dieser Arbeit wurde SybrGreen verwendet. Es handelt sich dabei um einen fluoreszie-
renden Farbstoff, der unspezifisch an doppelstrangige DNA bindet. Durch die Anregung
bei 498 nm emittiert SybrGreen Licht bei einer Wellenldnge von 522 nm. Wéhrend der
Polymerase-Ketten-Reaktion reichert sich der Farbstoff durch die Entstehung der doppel-
strangigen PCR-Produkte an. Das Signal ist somit proportional zur Menge des amplifi-
zierten Genproduktes. Diese Quantifizierung findet nur in der exponentiellen Phase der
PCR statt.

2.2.4.1 RNA-Extraktion

Fur den Versuch der Tansfektion mit pEGFP-N1/pEGFP-N1-Arlts1 wurden die Zellen
fur die RNA Préparation 24 h nach der Transfektion extrahiert. Bei dem Ansatz mit
pcDNA4/pcDNA4-CRABP2 wurden fur den Basiswert die Zellen kurz vor der Transfek-
tion geerntet. Dann folgten die Zeitpunkte 3 h, 5 h und 24 h nach Transfektion. Das Me-
dium wurde vollstandig von jedem Well entfernt und einmal mit gekiihltem PBS gewa-
schen. 700 pl QIAzol Lysis Reagent (Qiagen) wurden auf jede Kondition pipettiert und
mit einem Zellkratzer die adhdrenten Zellen vom Boden der 6-Well-Platte abgeldst. Das
QIAzol enthélt Phenol und Guanidiniumthiocyanat. Letzteres denaturiert Proteine und
inaktiviert damit auch RNAsen. Die Zellen wurden mit dem QIAzol in ein Reaktionsge-

faR Uberfihrt und konnten bei -80 °C aufbewahrt werden.
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2.2.4.2 RNA-Isolierung
Die Isolierung der RNA wurde mithilfe eines miRNeasy® Mini Kit (Qiagen) durchge-
fuhrt. Der Prozess basiert auf der Phenol-Chloroform-Extraktion und der anschlielfende

Fallung mit Ethanol.

Das bereits mit QIAzol versetzte Zellgemisch wurde auf Eis aufgetaut und mit 140 pl
Chloroform versetzt. Die RNA musste sofort fur 15 s mit einem Vortexer gemischt und
fur 3 min bei Raumtemperatur aufbewahrt werden. Es wurde fiir 15 min bei 12000 rpm
zentrifugiert. Aufgrund unterschiedlicher Loslichkeit befanden sich RNA, DNA und Pro-
teine in unterschiedlichen Phasen. Die RNA sammelte sich in der oberen wéssrigen Phase
an. Der Uberstand wurde vorsichtig aus der oberen Phase pipettiert und in ein Reaktions-
gefal’ berflhrt. Es wurde das 1,5-fache Volumen Ethanol hinzugefiigt und sehr gut ver-
mischt. Das Gemisch wurde auf eine Silica-Sdule pipettiert und bei 8000 rpm fur 15 s
zentrifugiert. Die RNA war nun an die Membran der Sdule gebunden. Ein Waschschritt
mit 700 pl RWT-Puffer und zwei Waschschritte mit je 500 pl RPE-Puffer dienten der
Reinigung der S&ule. Danach wurde die S&ule auf ein sauberes Reaktionsgefal’ gesetzt,
die RNA in 30 pl RNAse-freiem Wasser eluiert und auf Eis gestellt.

AnschlieBend wurde die Konzentration der RNA photometrisch gemessen (Eppendorf
BioPhotometer plus). Dazu wurde eine Verdiinnung von 1:25 mit destilliertem Wasser in
einer Kuvette hergestellt.

2.2.4.3 Herstellen von cDNA
Dazu musste die RNA auf eine einheitliche Konzentration von 100 ng/pl mit RNAse-
freiem Wasser verdunnt werden. VVon der verdinnten RNA wurde 1 pg fur die Herstel-

lung der cDNA verwendet. Das Protokoll ist unter 2.2.1.1 beschrieben.

2.2.4.4 Quantitative PCR

Die cDNA wurde von 100 ng/ul auf eine Konzentration von 20 ng/pl mit destilliertem
Wasser verdiinnt. Das iQ SybrGreen (Biorad) enthielt bereits Puffer, DNA-Polymerase,
dNTPs und den SybrGreen-Farbstoff. Fir den Master Mix wurde folgendes Protokoll ver-

wendet;

Tabelle 12: Pipettierschema der gPCR flr eine Probe

Komponente Konzentration Volumen
1Q SybrGreen (Biorad) - 5ul
Steriles Wasser - 1yl
Primer forward 10 pmol/ul 0,1l
Primer reverse 10 pmol/ul 0,1 ul
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Es wurde eine 384-Well-Platte verwendet. Zundchst wurden pro Well 8 pl des jeweiligen
Master Mixes pipettiert und anschlieRend kurz zentrifugiert. Von der cDNA (20 ng/ul)
wurden pro Well 2 pl hinzugeflgt und die Platte dann erneut zentrifugiert. Die Platte
wurde mit einer Folie eingedeckt und die gPCR konnte am Light Cycler (CFX384 Touch
Real-Time PCR Detection System, Biorad) nach folgendem Programm ablaufen:

Tabelle 13: Temperaturprofil der gPCR

Schritt Zeit
Equilibration 50°C, 2 min
Denaturierung 95°C, 5 min
Denaturierung 95°C, 15
Annealing 60°C, 30s
Elongation 72°C, 30s

Zum Ende der PCR wurde eine sogenannte Schmelzkurve von 65 °C-95 °C mit einer
Temperaturerhéhung von 0,5 °C pro 0,05 s angefertigt.

Bei der Auswertung wurde in dieser Arbeit auf zwei sogenannte Housekeeper normali-
siert. Dabei handelt es sich um Gene, welche in unserem Fall nahezu keiner Regulation
unterliegen, Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase 1 (HPRT1) und Hydroxymethyl-
bilan-Synthase (HMBS). Damit werden Schwankungen aus den voran gegangenen Schrit-

ten, der RNA-Isolierung und des Anfertigens von cDNA, mit einbezogen.

2.2.5 Farbung fur konfokale Mikroskopie

Das Medium wurde aus den Wells der 24-Well-Platte entfernt und die Zellen mit PBS
gewaschen. Die Zellen mussten zundchst auf dem Deckgldschen mit 4%igem Formalde-
hyd fir 20 min fixiert werden. Bei diesem Vorgang werden die Zellen in ihrer morpholo-
gischen Struktur fixiert. Die Zellen sterben bei dem Fixierungsvorgang ab, was die Vo-
raussetzung fir eine erfolgreiche Farbung mit DAPI ist, da es nur in tote Zellen mit einer
defekten Zellmembran eindringen kann. Es folgten drei Waschschritte mit PBS. Es wur-
den 50 ul DAPI (1 mg/ml) aufgetragen, fur 5 min bei Raumtemperatur inkubiert, und
erneut mit PBS gewaschen. Die Glasplattchen wurden mit einer Pinzette aus dem Well
entnommen und bei Raumtemperatur getrocknet. Anschlielend wurden sie auf einem
Objekttrager (Superfrost Plus von Menzel GmbH) mit AquaPolyMount eingedeckt.
DAPI interkaliert mit der doppelstrangigen DNA, sodass mit dieser Farbung der Zellkern

nachgewiesen werden konnte.
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2.2.6 Zelltod-Assay

2.2.6.1 Farbung der Zellen

Zur Bestimmung des Zelltods durch Apoptose und Nekrose wurden die U87-MG-
Glioblastomzellen mit Annexin-V (Nachweis von Apoptose) und Propidiumiodid (Nach-
weis von Apoptose/Nekrose) gefarbt und anschliefend mit einem Durchflusszytometer
detektiert. Fir diesen Assay wurden ebenfalls 300000 Zellen pro Well in einer 6-Well-
Platte ausgesat und nach 24 h transfiziert (siehe 2.2.2).

Das Medium wurde 24 h nach der Transfektion vollstdndig entfernt. Es wurden 0,5 ml
Trypsin pro Well hinzugefugt und fur 3 min im Zellinkubator bei 37 °C inkubiert. Nach
der Inaktivierung des Trypsins mit 1 ml MEM+FCS wurden die Zellen fir 5 min bei
1200 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und das Pellet in 1 ml sterilen PBS
gewaschen. Aus dieser Zellsuspension wurde die Zellzahl ermittelt. Die gesamte Zellsu-
spension wurde erneut zentrifugiert. Dann wurde das Pellet mit Annexin-V-Binding Buf-
fer (Bio Legend) in der entsprechend berechneten Menge resuspendiert, um eine Kon-

zentration von 1x108/ml Zellen zu erreichen.

100 pl dieser Suspension mit 1x10% ml Zellen wurden in ein fiir die Durchflusszytometrie
geeignetes Reaktionsgefal Uberfuhrt. Es wurde eine Doppelbestimmung fir jede Bedin-
gung angefertigt. Als Kontrollen fur die Durchflusszytometrie wurden GFP negative
U87-MG-Zellen mit Annexin-V und Propidiumiodid separat gefarbt. Fur die Doppelbe-
stimmungen jeder Kondition wurde auf die 100 pl Zellsuspension je 5 pl Annexin-V-
APC (Allophycocyanin) und 10 pl Propidiumiodid (0,5 mg/ml) pipettiert und vorsichtig
gevortext. Die Farbung wurde fiir 15 min im Dunkeln inkubiert. AnschlieRend wurden
400 pl Annexin-V Binding Buffer zu jedem Reaktionsgefal? hinzugefugt. Die Detektion
am Durchflusszytometer musste sofort erfolgen, damit die Fluoreszenzfarbstoffe nicht an

Intensitat verloren.

2.2.6.2 Durchflusszytometrie

Das Durchflusszytometer (BD FACS Canto I1) besteht aus einer Durchflussmesszelle. In
dieser wird durch eine Mikrokanalkuvette die Zellsuspension aufgesaugt. Die Mikroka-
nalkivette verjungt sich und ermdglicht, dass jede Zelle einzeln durch einen diinnen
Strahl geleitet wird. Als Lichtquelle wird in diesem Fall ein Laser verwendet. Filter tren-
nen die Signale der unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffe auf und Detektoren kénnen

diese Signale verstarken. Ein Computer verrechnet dabei die Informationen.
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Bei der Durchflusszytometrie wird das VVorwartsstreulicht (Forward Scatter) der einzel-
nen Zellen bestimmt. Dieses gibt Riickschlisse auf das VVolumen einer Zelle. Das Seit-
wartsstreulicht (Side Scatter) detektiert die Granularitét der Zelle. In diesem Assay wurde
das Vorwarts- und Seitwartsstreulicht zundchst verwendet, um ZelltrGmmer und ver-
klumpte Zellhaufen aus der Berechnung auszuschlielen. Die eigentliche Messung er-
folgte dann mittels der Fluoreszenzfarbstoffe der Zellen. Insgesamt wurden bei diesem

Assay 10000 Zellen pro Bestimmung gemessen.

Es wurden die U87-MG-Zellen betrachtet, die GFP exprimieren. Das Absorptionsmaxi-
mum fir GFP liegt bei 509 nm.

Annexin-V farbt Zellen in der friihen Apoptose. Das Absorptionsmaximum des mit APC
markierten Annexin-V liegt bei 650 nm. Propidiumiodid farbt Zellen in der spaten
Apoptose und Nekrose. Das Absorptionsmaximum von Propidiumiodid an der DNA in-

terkalierend liegt bei 535 nm.

Lebende Zellen sind Annexin-V- und Propidiumiodid-negativ. Friih apoptotische Zellen
sind ausschlieBlich Annexin-V positiv. Zellen, die bereits nekrotisch sind, lassen sich mit

Annexin-V und Propidiumiodid anfarben.

2.2.6.3 Migrations-Assay
Mittels einer kontinuierlichen Impedanzmessung einer Variante einer BoydenChamber

wurde die Migration der transfizierten U87-MG-Zellen Uber 4,5 h getestet.

Fur diesen Assay wurden ebenfalls 300000 Zellen pro Well in einer 6-Well-Platte ausge-
sat und nach 24 h transfiziert (siehe 2.2.2). Nach weiteren 24 h konnten die Zellen fur den
Migrationsassay vorbereitet werden. Zunéchst wurde das Medium vollstandig entfernt
und die U87-MG-Zellen mit 1 ml 0,05% Trypsin-EDTA pro Well vom Plattenboden ge-
I6st. Nach dreiminutiger Inkubation bei 37 °C wurde mit 2 ml MEM+FCS neutralisiert.
Die Zellsuspension wurde in einem Falcon Tube gesammelt und bei 1200 rpm fr 3 min
zentrifugiert. Nach vollstandigem Absaugen des Uberstandes wurde das Pellet in 1 ml
kaltem PBS+1% Bovines Serumalbumin (BSA) resuspendiert. Die Zellsuspension wurde
in ein fir das Fluorescence-activated cell sorting (FACS)-Gerét geeignetes Rohrchen

uberflihrt und auf Eis gestellt.

Das FACS-Gerat (BD FACS Ariall) bestimmt wie das unter 2.2.6.2 beschriebene Durch-
flusszytometer nicht nur die Menge an fluoreszierenden Zellen, sondern kann diese Zellen

auch sortiert nach Fluoreszenzfarbstoff sammeln. Durch Vibration werden die Zellen im



Materialien und Methoden 31

Gerét vereinzelt, elektrisch geladen und entsprechend ihrer Ladung anschlieBend ge-
trennt. Fir diese Arbeit wurden GFP-positive von GFP-negativen Zellen separiert und

anschlieBend gesammelt.

Nach der Sortierung wurden die Zellen fir 3 min bei 1200 rpm zentrifugiert, in 1 ml
MEM ohne FCS resuspendiert und in einer Zahlkammer nach Neubauer gezahlt.

Die fur den Assay verwendete Kammer (CIM-Plate 16, ACEA Bioscience) wurde wie
folgt bestuckt: in jede Kavitat der unteren Kammer wurden zundchst 160 pl MEM+5%
FCS pipettiert. Die obere Kammer wurde entsprechend den Herstellerangaben auf die
untere gesetzt und in jede Kavitat 50 pul MEM ohne FCS gegeben. Das gesamte System
wurde fiir 1 h bei 37 °C im sterilen Inkubator equilibriert. Im Anschluss daran wurden je
Kondition 100 pl mit 25000 Zellen in die obere Kammer pipettiert. Auf ein luftblasen-

freies Pipettieren wurde bei jedem Schritt geachtet.

Die Abbildung 1 zeigt den schematischen Aufbau der CIM-Plate 16. In der oberen Kam-
mer befinden sich zu Beginn die Zellen in FCS-freiem Medium. Um Nahrstoffe zu be-
kommen, missen die Zellen eine Membran mit 8 um grofRen Poren und eine Beschich-
tung mit Goldelektroden passieren, denn in der unteren Kammer liegt Medium mit 5%
FCS vor, das als Lockstoff fungiert. Die Migration tber die Membran wird tber 4,5 h im
Inkubator anhand der veranderten Impedanz in Echtzeit gemessen (XCELLigence®
RTCA DP Instrument). Jede durch die Poren migrierende Zelle erhéht den Widerstand.

Der hochste Widerstand wird als Cell Index gemessen und angezeigt.

Obere Kammer mit MEM ohne
FCS

UB7 MG Zellen

- . B Membran mit 8 um groBen Poren
> x T Goldelektroden

Chemotaktischer Gradient

Untere Kammer mit MEM mit
5% FCS

Abb. 1: Schematischer Aufbau einer CIM-Plate 16 (modifiziert nach xCelligence,
ACEA Bioscience)
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2.2.7 Statistik

Die statistische Signifikanz wurde mittels t-Test erhoben und als p-Wert angegeben, wo-
bei ein p-Wert < 0,05 als statistisch signifikant angesehen wird. Die mathematische Be-
rechnung und die grafische Darstellung der Ergebnisse wurden mithilfe der Software
Graph PadPrism 5 durchgefiihrt. Die erhobenen Daten wurden mittels Student’s t-Test

getestet.

Bei der Auswertung der Real Time PCRs wurde die relative mRNA des Kontrollvektors
auf 100% gesetzt. Entsprechend einem Dreisatz wurde schlie3lich die Expression der
Gene des untersuchten Plasmids (pEGFP-N1-Arlts1) ermittelt.
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3 Ergebnisse

3.1  ARLTS1-mRNA wird durch CRABP?2 stabilisiert

Um zu untersuchen, ob die mRNA von ARLTS1 durch Cellular retinoic acid-binding
protein 2 (CRABP2) stabilisiert wird, haben wir die relative mRNA Expression von
ARLTS1 in U87-MG-Zellen gemessen. In dieser Arbeit wurde die Zelllinie U87 MG ver-
wendet und in dieser die wildtyp-Variante von CRABP2 (iberexprimiert. Hierzu wurde
CRABP2 in das Plasmid pcDNA4 Kloniert (siehe 2.2.1) und das Plasmid
pcDNA4/pcDNA4-CRABP2 transfiziert (siehe 2.2.2.3). Mittels Real Time PCR wurde
die mMRNA Expression gemessen (siehe 2.2.4). Hierdurch konnten wir zeigen, dass die
MRNA von ARLTS1 durch die zusatzliche Expression von CRABP2 in Glioblastomzellen
verstarkt exprimiert wird. In Abbildung 2 wird dieser signifikante Unterschied
(p=0.0139) 24 h nach der Transfektion sichtbar. Wenn die U87-MG-Zellen CRABP2
Uberexprimieren, ist die relative mMRNA-Expression von ARLTS1 zu diesem Zeitpunkt
statistisch signifikant erhoht, verglichen mit der Kontrolle, in der U87-MG-Zellen mit

dem Plasmid pcDNA4 transfiziert wurden.

Arlts1 mRNA
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— pcOMA-CRABFRZ
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Oh 3h 5h 24h
Zeitpunkt nach Transfektion

Abb. 2: Relative Expression von ARLTS1-mRNA in U87-MG-Zellen nach Trans-
fektion mit pcDNA4 (Viereck) bzw. pcDNA4-CRABP2 (Dreieck); 0 h=vor der Trans-
fektion, 3 h, 5 h und 24 h nach der Transfektion; n=6; Student’s t-Test
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3.2 Klonierung von pEGFP-N1-Arltsl

Die Rolle von CRABP2 in GBM wurde bereits gezeigt. Die Tatsache, dass es unter an-
derem auch die MRNA von ARLTS1 stabilisiert, warf die Frage auf, ob und welche Rolle
Arltsl in GBM haben konnte.

Um diese Frage beantworten zu kdnnen, wurde zunéchst das Plasmid pEGFP-N1-Arltsl
Kloniert und U87-MG-Zellen hiermit transfiziert. Anschlielend wurden die transfizierten
U87-MG-Zellen hinsichtlich Apoptose, Nekrose und Migration untersucht. Abbildung 3
zeigt die Vektorkarte mit den entsprechenden Schnittstellen fir die Restriktionsenzyme
BamH1 und Kpn1l, die fur diese Arbeit fur die Klonierung verwendet worden sind.

TRy, Kpnl 645..650

\

\
\l \

pEGFP-N1-Arlts1 8  BamHI 1241..1245

5313 bp

TEGFP 1263..1974

F1 ori 2667..2361

Abb. 3: Vektorkarte fur das Plasmid pEGFP-N1-Arltsl

Eine Kolonie-PCR (siehe 2.2.1.9) mit spezifischen Primern fur ARLTS1 (siehe Abbildung
4) zeigt ein PCR-Produkt von 601 kb fir die Kolonien 1, 3, 4, 5 und 6. Diese Grole
entspricht dem Insert ARLTS1. Die Sequenzanalyse ergab eine ARLTS1 entsprechende
Sequenz. Da ARLTS1 ohne Stop-Codon in die MCS und in demselben Leseraster wie

GFP kloniert wurde, ist es als Fusionsprotein zum N-Terminus von GFP exprimiert.
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Abb. 4: Kolonie-PCR zur Kontrolle der Transformation des Plasmids pEGFP-N1-
Arltsl in XI-1 blue E. coli; Die Bande auf Hohe von 601 kb entspricht der Grolie des
Inserts ARLTS1; 1%iges Agarose-Gel

3.3 Expression von pEGFP-N1-Arltsl in U87-MG-Zellen

Im Anschluss an die Sequenzierung wurde das Plasmid pEGFP-N1-Arltsl in die U87-
MG-Zellen transfiziert (siehe 2.2.2.3). Zur Kontrolle der Arlts1 Expression wurden Bil-
der mit dem konfokalen Mikroskop 24 h nach Transfektion angefertigt. Zellen, die
ARLTS1 exprimieren, exprimieren ebenfalls GFP. Der griin fluoreszierende Farbstoff
wird von erfolgreich transfizierten Zellen unter einem konfokalen Mikroskop erkennbar
(siehe Abbildung 5). Die Sichtbarkeit von GFP und Fusionsproteinen, in diesem Fall
Arlts1, werden durch Anregung eines Lasers mit der Wellenlange von 488 nm ermdglicht.
Die nach Farbung mit DAPI markierten Zellkerne (siehe 2.2.5) konnten mit einem Laser-

licht mit einer Wellenlange von 405 nm angeregt und die Bilder aufgenommen werden.

| A Kontrolle ohne Plasmid I B pEGFP-N1 C pEGFP-N1-Arlts|

Abb. 5: Konfokale Mikroskopie der transfizierten U87-MG-Zellen; die Zellen wur-
den 24 h nach der Transfektion fixiert und die Zellkerne mit DAPI gefarbt; A: Kon-
trolle, U87-MG-Zellen B: U87-MG-Zellen mit pEGFP-N1 C: U87-MG-Zellen mit
PEGFP-N1-Arltsl; Malstab= 50 um
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3.4 Bestimmung der Transfektionseffizienz der U87-MG-Zellen mittels Durch-
flusszytometrie

Um die Transfektionseffizienz zu ermitteln, wurde das Verfahren der Durchflusszytomet-
rie verwendet. Zellen, welche das griin fluoreszierende Protein GFP exprimieren, expri-
mieren ebenfalls ARLTS1. Somit repréasentiert ein GFP positives Signal eine erfolgreiche
Transfektion mit dem Plasmid pEGFP-N1-Arlts1. Die Messungen wurden 24 h nach der
Transfektion durchgefihrt (siehe 2.2.6.2).

Abbildung 6 zeigt, dass im Mittel 32% der U87-MG-Zellen erfolgreich mit pEGFP-N1
und 28% der Zellen mit pEGFP-N1-Arltsl transfiziert werden konnten.

Transfektionseffizienz
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pEGFP-N1 pEGFP-N1-Arlts1

Abb. 6: Ermittlung der Transfektionseffizienz mittels Durchflusszytometrie; U87-
MG-Zellen mit pPEGFP-N1 (32% transfizierte Zellen) bzw. pEGFP-N1-Arltsl (28%
transfizierte Zellen); 24 h nach der Transfektion; n=4

35 Zelltod-Analyse

3.5.1 Bestimmung der mRNA-Expression proapoptotischer Gene in ARLTS1
Uberexprimierenden U87-MG-Zellen

Arltsl ist in verschiedenen Tumoren als Tumorsuppressorgen bekannt. Fiir hirneigene

Tumoren, wie das GBM, ist hieriiber bislang nichts beschrieben. Der Einfluss einer Uber-

expression des Wildtyp-Arltsl auf den programmierten Zelltod sollte im Folgenden un-

tersucht werden.

Der programmierte Zelltod (Apoptose) wurde auf mMRNA-Ebene mittels Real Time PCR
uberprift. 24 h nach der Transfektion von U87-MG-Zellen mit pEGFP-N1/pEGFP-N1-
Arltsl wurde die RNA extrahiert und mit den Primern Caspase 3, 7 bzw. 9 eine PCR

durchgefuhrt (siehe 2.2.4.4). Diese Caspasen repréasentieren sowohl den intrinsischen als
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auch den extrinsischen Weg der Apoptose. Als Housekeeping-Gen wurde HMBS verwen-
det. Zur statistischen Auswertung wurde auf die relative mRNA Expression des Vektors
pPEGFP-N1 normalisiert.

Wie in Abbildung 7 zu sehen, gibt es keinen signifikanten Unterschied in der mRNA
Expression der Caspasen 3, 7 bzw. 9 zwischen den U87-MG-Zellen mit pEGFP-N1 bzw.
mit pEGFP-N1-Arlts1 24 h nach Transfektion.

Caspase 3 mRNA Caspase 9 mRNA
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Abb. 7: Real-Time-PCR fur Caspase 3, 7 und 9; kein statistisch signifikanter Unter-
schied zwischen U87-MG-Zellen mit pEGFP-N1 bzw. pEGFP-N1-Arlts in der rela-
tiven mRNA-Expression; 24 h nach Transfektion; n=6; Student’s t-Test

3.5.2 Zelltodanalyse von ARLTS1 Uiberexprimierenden U87-MG-Zellen

Da die Expression von Genen nicht notwendigerweise mit der Translation der Proteine
korreliert, analysierten wir die apoptotische Aktivitat auch auf Proteinebene. Die Quanti-
fizierung apoptotischer und nekrotischer Zellen erfolgte mittels Durchflusszytometrie.
Die U87-MG-Zellen wurden 24 h nach Transfektion mit Annexin V (APC-markiert) und

Propidiumiodid gefarbt. Annexin V bindet an Zellen, die sich in einem frihen Stadium
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der Apoptose befinden, bei denen Phosphatidylserin an die Membranauf3enseite gelangt
und Annexin V so binden kann. Zellen, die sich bereits in einem spatapoptotischen bzw.
nekrotischen Stadium befinden, lassen sich spezifisch mit Propidiumiodid und Annexin
V féarben. Das Propidiumiodid kann in den Zellkern eindringen, wenn die Zelle tot und
die Zellmembran pords geworden ist. Die Abbildung 8 zeigt die grafische Darstellung der
Resultate. Der Quadrant Q3-1 zeigte dabei die grofite Population. Hier wurden GFP-po-
sitive Zellen abgebildet, die weder mit Annexin V noch mit Propidiumiodid angeférbt
sind und somit die vitalen Zellen représentieren. Es wurde deutlich, dass insgesamt im

Mittel nur 13% der gemessenen Population apoptotisch oder nekrotisch waren.

A pEGFP-N1 B pEGFP-N1-Arlts]
GFP+ GFP+
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Abb. 8: Durchflusszytometrie; A) pEGFP-NL1 transfizierte GFP+ U87-MG-Zellen B)
PEGFP-N1-Arltsl transfizierte GFP+ U87-MG-Zellen; Q1-1 PI positive Zellen, Q2-
1 Pl und Annexin V positive Zellen, Q3-1 Pl und Annexin V negative Zellen, Q4-1
Annexin V positive Zellen

Auch eine quantitative Auswertung der Ergebnisse der Durchflusszytometrie zeigte, dass
es keinen signifikanten Unterschied bei dem nekrotischen bzw. spaten apoptotischen
Zelltod (siehe Abbildung 9, PI) gibt. Sowohl bei den U87-MG-Zellen mit pEGFP-N1 als
auch bei den U87-MG-Zellen mit pEGFP-N1-Arltsl starben im Durchschnitt etwa 6%

aller GFP-positiven Zellen.
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Auch bei der Uberpriifung des friinen apoptotischen Zelltods mittels der Annexin V-Far-
bung gibt es keinen Unterschied zwischen den U87-MG-Zellen mit pEGFP-N1 bzw.
pPEGFP-N1-Arltsl (siehe Abbildung 9, Annexin V). Bei beiden Konditionen sterben auf

dem friihen apoptotischen Weg etwa 4% der GFP-positiven Zellen.

Pl Annexin V
10+ 10+

% GFP positive Zellen

% GFP positive Zellen

pEGFP-N1 pEGFP-N1-Arits1 pEGFP-N1 pEGFP-N1-Arits1

Abb. 9: Durchflusszytometrie zur Uberpriifung von Nekrose/spater Apoptose (Pl
Farbung) und friher Apoptose (Annexin V-Farbung) in U87-MG-Zellen mit
PEGFP-N1 bzw. pEGFP-N1-Arltsl; 24 h nach der Transfektion; n=4

3.6 Analyse der mRNA-Expression von B-cell lymphoma 2 (BCL-2) in ARLTS1
Uberexprimierenden U87-MG-Zellen

Neben den pro-apoptotisch regulierenden Caspasen wurde auch die Expression des Zell-
tod-inhibierenden BCL-2 untersucht. Bcl-2 gehort zu der gleichnamigen Familie, die eine

wichtige Rolle in der Regulation der Apoptose spielt.

24 h nach der Transfektion wurde die RNA der Glioblastomzellen extrahiert und spezifi-
sche Primer fir den anti-apoptotischen Marker BCL-2 in einer Real Time PCR verwendet
(siehe 2.2.4.). Es konnte ein signifikanter Unterschied (p= 0.0128) zwischen den U87-
MG-Zellen mit pEGFP-N1 bzw. pEGFP-N1-Arlts1 gezeigt werden. Abbildung 10A zeigt
eine Reduktion der relativen Expression der mMRNA von BCL-2 in denjenigen U87-MG-

Zellen, welche ARLTSL1 (berexprimieren.

Um zu Uberprifen, ob sich die verminderte Expression von Bcl-2 auch auf der Protein-
ebene zeigen lasst, wurden Western Blots angefertigt (siehe 2.2.3). Das Protein wurde
24 h nach der Transfektion gesammelt. Das Protein Bcl-2 ist 26 kDa grof3. Als Housekee-
per-Protein wurde f-Actin mit einer GroRe von 42 kDa gewéhlt. Zu dem Zeitpunkt 24 h
nach Transfektion konnte kein Unterschied in der Bcl-2 Menge zwischen U87-MG-
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Zellen mit pEGFP-N1 bzw. pEGFP-N1-Arlts1 auf Proteinebene gezeigt werden (siehe
Abbildung 10 B).

A Bcl-2 mRNA B Bcl-2 Western Blot

g

Bcl-2
*p=0.0128

Kontrolle pEGFP-N1  pEGFP-N1-Afts1

8

— R-Actin

m RNA Expression
(% von pEGFP-N1)
Z

Kontrole pEGFP-N1  pEGFP-N1-Arst

PEGFP-N1 PEGFP-N1-Arlts1

Abb. 10: Expression von Bcl-2; A) Relative mRNA Expression von BCL-2 in U87-
MG-Zellen mit pEGFP-N1 bzw. pEGFP-N1-Arltsl; 24 h nach Transfektion; n=6;
Student’s t-Test B) Western Blot fur Bcl-2, U87-MG-Zellen mit pEGFP-N1 bzw.
pEGFP-N1-Arltsl, Kontrolle = kein Plasmid transfiziert; 24 h nach Transfektion;
n=4; 45 ug Protein pro Probe

3.7 Untersuchung der Matrix-Metalloproteasen MMP2 und MMP9

3.7.1 Verminderte mRNA Expression von MMP2 und MMP9 in ARLTS1 Gberex-
primierenden U87-MG-Zellen

Die Uberexpression von BCL-2 in malignen Gliomen férdert durch die Aktivierung von

Matrix-Metalloproteinase 2 und 9 (MMP2/9) Migration und Invasion von Gliomazellen

(Wick et al. 1998). Demzufolge ist eine Untersuchung der Matrix-Metalloproteasen in

U87-MG-Zellen, die ARLTS1 iberexprimieren, angemessen.

Die relative mRNA Expression von MMP2 bzw. 9 wurde mittels Real Time PCR analy-
siert (siehe 2.2.4). Die relative mRNA Expression von sowohl MMP2 (p <0.0001) als
auch von MMP9 (p=0.0374) war bei den U87-MG-Zellen mit pPEGFP-N1-Arltsl im Ver-
gleich zur Kontrolle pEGFP-N1 reduziert (siehe Abbildung 11). Die RNA wurde dabei

24 h nach der Transfektion extrahiert.
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Abb. 11: Real-Time-PCR mit spezifischen Primern fir MMP2 und MMP?9; signifi-
kante Unterschiede zwischen U87-MG-Zellen mit pEGFP-N1 bzw. pEGFP-N1-
Arltsl in mRNA Expression; 24h nach Transfektion; n=6; Student’s t-Test

3.7.2 Gelatin-Zymographie zur Uberpriifung der aktivierten MMP2 und -9
Nachdem eine negative Regulation der mMRNA Expression von MMP2 und MMP9 in den
ARLTS1 Gberexprimierenden U87-MG-Zellen gezeigt wurde, sollte dieses Ergebnis auch

bezliglich der Aktivitét dieser Proteinen validiert werden.

Mittels einer Gelatin Zymographie untersuchten wir die Funktionalitat der Metallopro-
teasen 2 und 9. Das Protein wurde 24 h nach der Transfektion mit pEGFP-N1 bzw.
PEGFP-N1-Arltsl geerntet (siehe 2.2.3.8). Die MMPs befinden sich sowohl in dem Me-
dium als auch in den Zellen, darum wurden beide Komponenten getrennt aufgereinigt
und auf das Gel aufgetragen. In dem SDS-Gel befand sich Gelatine als Substrat. Weil3e
Banden waren als proteinfrei zu bewerten, dort wurde durch die Gelatinasen (MMP2 bzw.
MMP9) das Substrat abgebaut. Eine Farbung mit Coomassie Blau schlagt an dieser Stelle

daher nicht mehr an.

In Abbildung 12 wird sichtbar, dass nur die aktive Form von MMP2 (62 kDa) das Gelatin
abgebaut hat. Eine Bande auf der Hohe von 82 kDa fiir das aktive MMP9 ist jedoch nicht

zu erkennen.
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Abb. 12: Gelatin-Zymographie fur die Funktionalitat von MMP2 und MMP9; weilie
Bande auf Hohe von 62 kDa zeigt den Abbau der Gelatine durch aktives MMP?2;
eine Aktivitdt von MMP9 ist nicht sichtbar; kein Unterschied des Abbaus zwischen
U87-MG-Zellen mit pEGFP-N1 bzw. mit pEGFP-N1-Arltsl; 24 h nach Transfek-
tion; auf das Gel wurden 2 pg von dem Medium und 20 pg von den Zellen aufgetra-
gen

Ein Unterschied zwischen den U87-MG-Zellen mit pEGFP-N1 bzw. pEGFP-N1-Arltsl
hinsichtlich der Funktion von MMP2 konnte weder im aufgereinigten Medium noch in
der Zellsuspension gezeigt werden. Eine Aktivitat der Metalloprotease 9 war weder im
Medium noch in den U87-MG-Zellen erkennbar.
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3.8  ARLTS1 hat keinen Einfluss auf das Migrationsverhalten der U87-MG-
Zelllinie

Mit den Plasmiden pEGFP-N1 bzw. pEGFP-N1-Arltsl transfizierte U87-MG-Zellen
wurden mithilfe eines chemotaktischen Gradienten tiber eine Membran mit Poren und mit
Goldelektroden beschichtet, aufgefordert zu migrieren. Vorab wurden die GFP-positiven
transfizierten Zellen mittels der FACS-Methode von GFP-negativen Zellen getrennt
(siene 2.2.6.3). Dadurch sollte sichergestellt werden, dass ausschliellich erfolgreich
transfizierte Zellen im Migrations-Assay analysiert wurden. Wéhrend des Versuches
wurde die Veranderung des Widerstandes gemessen. Eine hohe Anzahl an migrierenden
Zellen bedeutete eine Zunahme des Widerstandes. Der Migrations-Assay wurde 24 h
nach Transfektion durchgefiihrt und Gber einen Zeitraum von 4,5 h dokumentiert. In Ab-
bildung 13 ist das Ergebnis grafisch dargestellt. Die griine Linie zeigt die Migration der
U87-MG-Zellen transfiziert mit pPEGFP-N1-Arlts1. Die darunter liegende rote Linie pra-
sentiert die Migration der U87-MG-Zellen, die mit dem Plasmid pEGFP-N1 transfiziert
wurden. Der senkrechte Balken zeigt den gemeinsamen Startpunkt der Messung. Da
beide Konditionen ausgeprégte Standardabweichungen zeigen, liel? sich zu dem analy-
sierten Zeitpunkt kein Unterschied hinsichtlich der Migration von U87-MG-Zellen mit
PEGFP-N1-Arlts1 und der Kontrolle pEGFP-N1 ermitteln.

U87-MG-Zellen mit pEGFP-N1-Arltsd | = .. ..l.lZ
= U87-MG-Zellen mit pEGFP-N1
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=
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-
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Abb. 13: Migrationsassay 24 h nach Transfektion; kein signifikanter Unterschied
zwischen U87-MG-Zellen mit pEGFP-N1 bzw. pEGFP-N1-Arltsl
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4 Diskussion

Die Identifizierung von Tumorsuppressorgenen hat zu einem besseren Verstandnis des
molekularen Mechanismuses in der Pathogenese von Hirntumoren beigetragen. Arltsl
wurde im Jahr 2005 erstmals als Tumorsuppressorgen beschrieben und gehort zur Arl-
Familie (Calin et al. 2005). Weiterhin konnten Untersuchungen bestatigen, dass es eine
Funktion in der Regulation der Immunabwehr inne hat (Arya et al. 2018). Der Einfluss
von Arlts1 auf apoptotische Prozesse und auf die Krebsentstehung verdeutlichen die Be-
deutung der weiterfuhrenden Charakterisierung dieses Proteins. Arltsl und seine Funk-
tion im Glioblastoma multiforme wurden bis jetzt nicht erforscht. Diese Arbeit widmet
sich daher der in vitro Untersuchung der Rolle von Arltsl im WHO Grad IV GBM. Hier-
bei kam die Zelllinie U87 MG zur Verwendung, welche den Polymorphismus c. T442C
(p. Cys148Arg) in ARLTS1 aufweist. Dieser wird fiir die Entstehung diverser Tumoren
verantwortlich gemacht (Jiang et al. 2017). U87-MG-Zellen wurden mit der wildtyp-Va-

riante von ARLTS1 transfiziert und hinsichtlich Apoptose und Migration untersucht.

4.1 Der Zusammenhang von Arlts1 und CRABP2

Wir konnten in vorangegangenen Untersuchungen zeigen, dass die Uberexpression von
CRABP2 die Apoptose von Glioblastomzellen erhoht (Yao 2016). In diesem Zusammen-
hang zeigte sich auch, dass U87-MG-Zellen, die CRABP2 lberexprimieren, mMRNA von
ARLTS1 stabilisieren.

CRABP?2 ist ein zytosolisches Protein, das flir den Transport der Retinséaure (RA) in den
Nukleus zustandig ist. Im Nukleus bindet RA schlieBlich an Rezeptoren (RARS), welche
die Transkription von pro-apoptotischen Genen aktivieren (Dong et al. 1999). Somit
wurde postuliert, dass CRABP2 die Entstehung von Tumoren verhindert, da der program-
mierte Zelltod gefordert wird. Fir Gliome wurde gezeigt, dass in hohergradigen Tumoren
die Expression von CRABP2 vermindert ist (Campos et al. 2011). Allerdings sei erwahnt,
dass die Funktion von CRABP2 im GBM kontrovers diskutiert wird. Liu et al. veroffent-
lichten 2016, dass CRABP2 im Glioblastom hauptsachlich zytosolisch lokalisiert ist und

mit einer schlechten Prognose der Patienten korreliert (Liu et al. 2016).

Eine weitere anti-apototische Funktion wird CRABP2 unabhangig von der Retinsédure
zugeschrieben. CRABP2 bindet direkt an Humanes Antigen R (HUR, ein RNA bindendes
Protein), das bekannt fur die Regulation von Trankripten ist (z. B. apoptose protease-
activating factor-1, Apaf-1). AuBerdem soll es auf diesem Weg auch die Transkription

von Zellwachstum-hindernden Genen aktivieren (Vreeland et al. 2014). Mittels
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quantitativer Real Time PCR konnten wir bestétigen, dass CRABP2 auch die mMRNA von
ARLTS1 stabilisiert. Wir konnten zeigen, dass U87-MG-Zellen, welche CRABP2 (iber-
exprimieren, eine relativ erhohte mRNA-Expression von ARLTS1 24 h nach Transfektion
zeigen. Dieses Ergebnis sollte zusatzlich auf der Ebene von Proteinen bestétigt werden,
zum Beispiel mittels eines Western Blots mit einem spezifischen AntikOrper gegen
Arltsl.

Die Familie der Arl-Proteine ist bekannt dafir, Vesikel und Proteine innerhalb der Zelle
zu transportieren (Wennerberg et al. 2005). Lee et al. zeigten im Jahr 2012 eine Protein-
Protein-Interaktion von CRABP2 mit Arlts1. Die Autoren stellten die Hypothese auf, dass
verminderte ARLTS1 Expression, zum Beispiel durch Hypermethylierung des Promotors,
in Tumoren zu einem gestorten Transport der Retinsdure fuhre und somit die Entstehung

von Tumoren begunstige (Lee et al. 2012).

HuR
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i S {,o.b'y’;"/(’r[,,,

™ Transkription pro-
? apoptotischer Gene
~

Transkription
RAR Zielgene

>

Abb. 14: Hypothese Uber die Rolle von Arltsl im Zusammenhang mit CRABP2 in
der Zelle (in Anlehnung an Vreeland et al. 2014 und Lee et al. 2012)

Es lasst sich vermuten, dass Arltsl am Transport von CRABP2 mitverantwortlich ist. Im
Fall einer Runterregulierung von Arlts1 bei der frihen Karzinogenese ware der Metabo-
lismus der Retinsdure gestort und die Zellen kdnnten sich ungehindert teilen. Eine Ant-
wort darauf kdnnte eine fluoreszenz-basierte Ko-Lokalisation von Arlts1 und CRABP2
und Betrachtung mittels konfokaler Mikroskopie geben. Die Uberexpression von HUR
und der direkte Effekt auf die mRNA von ARLTSL1 sollten ebenfalls Gegenstand weiterer

Untersuchungen sein.
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4.2 U87-MG-Zellen transfiziert mit ARLTS1 zeigen keine verstarkte Apoptose

Eine kontrollierte Proliferation und ein kontrollierter Abbau von Zellen sind entscheidend
fur ein intaktes Gleichgewicht des Zellwachstums. Eine fehlgesteuerte Apoptose ist ein
Grund fir die Entstehung von bosartigen Hirntumoren, wie dem Glioblastom. Sogenannte
Tumorsuppressorgene sind daftr zustandig, defekte Zellen in den programmierten Zell-
tod zu Uberfuhren. Eine Inaktivierung dieser Suppressorgene hat die Entstehung von
Krebs mitzuverantworten. Die Resistenz gegen Chemotherapeutika in der Therapie von

Krebs wird ebenfalls mit einer verminderten Fahigkeit zur Apoptose begriindet.

ARLTS1 ist bereits in verschiedenen Tumoren als ein Tumorsuppressorgen beschrieben
worden (Jiang et al. 2017). Polymorphismen in dem Gen ARLTS1 wurden erstmals 2005
von Calin et al. in Gberwiegend familidaren, aber auch in sporadisch auftretenden Tumoren
beschrieben (Calin et al. 2005).

Es folgten weitere Publikationen, die die Tumorsuppressorfunktion von ARLTS1 besta-
tigten. Der Polymorphismus c. T442C (p. Cys148Arg) wurde im Mammakarzinom
(Frank et al. 2006a; Siltanen et al. 2008), Prostatakarzinom (Siltanen et al. 2011), Ovari-
alkarzinom (Yang et al. 2009), Malignen Melanom (Frank et al. 2006b) und Kolorek-
talkarzinom (Castellvi-Bel et al. 2007) als an der Tumorgenese beteiligter Faktor erklart.
Der Polymorphismus c. G446A (p. Trp149*) wurde ebenfalls im Kolorektalkarzinom
(Frank et al. 2006c), im Ovarialkarzinom (Petrocca et al. 2006) und im bilateralen
Mammakarzinom (Frank et al. 2006a) beschrieben. Keine Zusammenhange wurden bei
einem Risiko fur die Entstehung von Chronisch lymphatischer Leukdamie (Sellick et al.
2006; Ng et al. 2007) und dem Basalzellkarzinom (Li et al. 2007) festgestellt. Die verof-
fentlichten Ergebnisse widersprechen sich teilweise. Einige der Studien sind aufgrund der
geringen Teilnehmerzahl kritisch zu hinterfragen. Eine Meta-Analyse aus dem Jahr 2017
hat die Literatur bezuglich ,,ARLTS1* und ,,Polymorphismen* genauer untersucht. Das
Fazit dieser Analyse ist, dass ausschlielich der Polymorphismus c. T442C (p.
Cys148Arg) in ARLTS1 signifikant im Zusammenhang mit der Entstehung von Tumoren
steht (Jiang et al. 2017).

In dieser Arbeit wurde die Apoptose von U87-MG-Zellen, welche die wildtyp-Variante
von ARLTS1 Uberexprimieren, untersucht. Es gibt auf der Ebene der mMRNA-EXxpression
der Caspasen 3, 7 und 9 keinen Hinweis auf eine erhdhte Apoptose-Aktivitat zu dem

Zeitpunkt, wenn die Zellen ARLTS1 (iberexprimieren.
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Mittels Durchflusszytometrie konnten wir ebenfalls zeigen, dass es keinen signifikant er-
hohten Zelltod bei U87-MG-Zellen, die ARLTS1 Uberexprimieren, gibt.

Der programmierte Zelltod ist ein komplexes Zusammenspiel zwischen pro- bzw. anti-
apoptotischer Proteine. Die Familie der Bcl-2 Proteine nimmt dabei eine entscheidende
Rolle ein. Sie beinhaltet unter anderem das gleichnamige Protein Bcl-2, welches eine anti-
apoptotische Funktion einnimmt und im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurde. Die re-
lative mMRNA Expression des anti-apoptotischen Gens BCL-2 ist 24 h nach Transfektion
in ARLTS1 Uberexprimierenden U87-MG-Zellen signifikant verringert. Die Literatur
zeigt kontroverse Ergebnisse bezlglich der Expression von BCL-2 und der Malignitét von
Hirntumoren. Nakasu et al. und Ehrmann et al. fanden eine erhéhte Expression von BCL-
2 in niedrig malignen Tumoren (Nakasu et al. 1994; Ehrmann et al. 1997), wahrend an-
dere Autoren diesen Zusammenhang nicht bestatigen konnten (Schiffer et al. 1996;
Newcomb et al. 1997). Eine hohe Expression von BCL-2 steht weiterhin fiir eine erhohte
Resistenz gegeniiber einer Chemotherapie im GBM (Weller et al. 1995) und einer ver-

mehrten Migration und Invasion der Tumorzellen (Wick et al. 1998).

Bei der Uberpriifung unseres Ergebnisses auf der Ebene der Proteine mittels Western Blot
bestatigte sich die negative Regulation von Bcl-2 jedoch nicht. Dies kdnnte darin begrin-
det sein, dass aufgrund post-transkriptionaler Modifikationen des Proteins Bcl-2 dieses
nicht mehr mit seinem Genexpressionslevel korreliert. Eine Dephosphorylierung von
Ser87 erleichtert zum Beispiel seinen Ubiquitin-abhangigen Abbau im Proteasom (Breit-
schopf et al. 2000).

Um tatsachlich Arlts1 als Tumorsuppressor im GBM ausschlielen zu kénnen, mussen
weitere Zeitpunkte nach der Transfektion untersucht werden. Dafiir sollten die U87-MG-
Zellen stabil transfiziert werden, um sicherzustellen, dass auch zu spateren Zeitpunkten

GFP und ARLTS1 nach wie vor exprimiert werden.

4.3 Mdgliche inhibitorische Effekte von Arltsl in der Migration von
Glioblastomzellen

Es wurde gezeigt, dass Bcl-2 exprimierende Gliomazelllinien in vitro eine erhdhte Akti-
vitat der Matrix-Metalloproteasen (MMP) 2 und 9 aufweisen (Wick et al. 1998). Bcl-2
erhoht die Expression von Transforming Growth Factor-g (TGF-B) und Furin. Furin ist
ein Enzym aus der Gruppe der Serin-Proteasen, die inaktive Proteine in ihre aktive Form
uberfiihren kénnen. Dieses Enzym aktiviert die MMPs 2 und 9 im Glioblastom (Wick et
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al. 2004). Furin aktiviert zusatzlich TGF-B, ein Protein, das ebenfalls die Aktivitat der
MMPs erhoht (Wick et al. 2001).

MMP 2 und MMP 9 gehdren zu den Gelatinasen (A und B) und sind im Glioblastom
signifikant erhoht. Es ist beschrieben, dass eine Erhéhung beider MMPs mit der Progres-
sion des Glioblastoms korreliert (Sawaya et al. 1996; Forsyth et al. 1999). Patienten mit
einem Glioblastom zeigen innerhalb von wenigen Wochen bis Monaten Symptome, wie
Kopfschmerzen, motorische Ausfallerscheinungen oder Epilepsien. Binnen kurzer Zeit
verschlechtert sich der Zustand der Betroffenen, denn ein schnelles Wachstum ist charak-
teristisch fur das GBM. Fir das Wachstum von Glioblastomzellen ist unter anderem die
Familie der Metalloproteinasen verantwortlich. Dazu zahlen insgesamt 23 Mitglieder.
Die MMPs sind fur die Degradierung der extrazellularen Matrix (EZM) und Basalmemb-
ranen von Zellen zustandig. Damit Tumorzellen sich im Gewebe ausbreiten und metasta-
sieren konnen, missen die MMPs die umliegende EZM abbauen kénnen. Eine erhohte
Expression und Aktivitat der MMPs steht furr die Entwicklung von Krankheiten, wie zum
Beispiel Krebs (Nelson et al. 2000).

In dieser Arbeit wurde eine signifikant verminderte Expression der mMRNA von MMP 2
und MMP 9 in mit ARLTS1 transfizierten U87-MG-Zellen gezeigt. Die Vermutung, dass
Arltsl die Migration von Gliomazellen reduziert, konnte auf der Ebene der Proteine und
mittels eines Migrations-Assays 24 h nach Transfektion nicht bestatigt werden. Mittels
Zymographie-Tests konnten wir jedoch auch die Funktionalitdt der Metalloproteasen
nicht bestétigen. Fir MMP 9 konnte in unserer Zymographie sowohl im Medium als auch
in den U87-MG-Zellen keine Aktivitat gezeigt werden. Es wird in der Literatur kontro-
vers diskutiert, ob die U87 MG Zelllinie MMP 9 exprimiert (Hagemann et al. 2012). An-
dere humane Gliomazelllinien, wie z.B. GaMG, missten folglich transfiziert und unter-
sucht werden, da diese Zellen MMP 2 und 9 exprimieren. Ein weiteres Problem bei der
Zymographie und einem Migrations-Assay ist, die richtigen Zeitpunkte der Aktivitat der
MMPs zu finden. Auch hier mussten noch weitere Zeitpunkte nach der Transfektion ge-

testet werden.

Aus der Literatur ist bekannt, dass Bcl-2 die mRNA-Expression von Furin und TGF-p
erhoht und daraufhin eine vermehrte Aktivitat der Metalloproteasen im GBM erfolgt. Um
die Idee zu verfolgen, Arltsl koénne die Invasion von Glioblastomzellen herabsenken,
konnte man die relative mRNA Expression von Furin und TGF-B in den mit ARLTS1
transfizierten U87-MG-Zellen testen.
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4.4 Kritische Betrachtung und Ausblick der Arbeit

Die dargestellten Ergebnisse erlauben nur einen ersten Eindruck davon, welche Funktion
das Protein Arltsl im GBM spielt. Eine definitive Festlegung der Aufgabe bei der Ent-
stehung von Gehirntumoren, ist zum jetzigen Zeitpunkt nicht méglich. Unsere Untersu-
chungen konnen nicht bestatigen, dass ARLTS1 24 h nach Transfektion ein Tumorsupp-
ressorgen im GBM ist. Daftr mussen weitere Zeitpunkte zur Messung der mRNA Ex-
pression der Caspasen hinzugezogen werden. Dies gilt ebenfalls fir den Western Blot
von Bcl-2, die Zymographie als Nachweis fur die Aktivitat der MMPs 2 und 9 und den
Migrations-Assay. Um auch spéatere Zeitpunkte in die Untersuchung mit einzubeziehen,
sollten die U87-MG-Zellen stabil transfiziert werden. Nur eine stabile Transfektion si-
chert eine zeitlich unabhéngige Expression von GFP und ARLTSL. Es sollte zusétzlich in
Erwagung gezogen werden, die Versuche auf andere Gliomazelllinien zu erweitern. Es
ist bekannt, dass Uber Jahre in vitro kultivierte Zelllinien genetischen und morphologi-

schen Veranderungen unterliegen (Li et al. 2008; Allen et al. 2016).

In mit wildtyp-ARLTS1 transfizierten Ovarialkarzinomzellen wurde eine erhéhte Sensiti-
vitat gegeniiber Chemotherapeutika in vitro gezeigt (Yang et al. 2011). Auch diese Fra-
gestellung ist bis jetzt nicht fur das GBM untersucht und kénnte Gegenstand zukiinftiger

Versuche sein.

Neuste Erkenntnisse konnten erstmals eine Funktion von Arltsl in Makrophagen ermit-
teln. Arlts1 reguliert pro-inflammatorische Signalkaskaden in den Immunzellen. Makro-
phagen mit einer Uberexpression von ARLTS1 zeigen eine signifikant vermehrte Produk-
tion pro-inflammatorischer Zytokine, eine vermehrte Aktivitat der Makrophagen gegen-
uber Stimuli wie Salmonella typhimurium und eine Ko-Lokalisation mit phospho-
extracellular-signal regulated kinase (ERK) (Arya et al. 2018). Dieses Protein gehort zu
der Familie der MAP-Kinasen. Diese Studie wirft die Frage auf, ob die im Gehirn resi-
denten Makrophagen, die Mikroglia, ebenfalls ARLTS1 exprimieren, und das entspre-
chende Protein eventuell eine Immunantwort auf Glioblastomzellen vermitteln kénnte.

Somit konnte Arlts1 moglicherweise ein Ziel fur eine Immuntherapie bieten.

Ein weiterer sehr interessanter Aspekt ist, ob sich die in der Literatur beschriebenen Po-
lymorphismen von ARLTS1 auch im menschlichen Glioblastoma multiforme haufiger
auffinden lassen. Dazu sollte die RNA aus dem Blut von Patienten mit der Diagnose

,GBM* isoliert und genotypisiert werden.
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3) Zusammenfassung

Trotz multimodaler Therapieansatze bleibt das Glioblastoma multiforme eine Herausfor-
derung fiir Forschung und Medizin, denn eine 5-Jahres-Uberlebensrate von unter 5%
zeigt die schlechteste Prognose aller Hirntumoren. Unter den hirneigenen Tumoren stellt
das GBM die grolte Entitat bei Erwachsenen dar. Das aggressive Wachstum, die Resis-
tenz gegeniiber Chemotherapeutika, eine hohe genetische Variabilitit und fehlende Bio-
marker zur Friherkennung sind Griinde, weshalb der Tumor bislang als unheilbar gilt.
Aufgrund dessen ist es wichtig, dass biologische Zielstrukturen gesucht werden, die ge-
genuber der Aggressivitat des GBMs widerstandsfahig bleiben und eine Option flr eine

erfolgreiche Therapie oder eine Frilherkennung bieten.

ADP-ribosylation factor like tumor suppressorgen 1 (Arlts) wurde erstmals im Jahr 2005
durch Calin et al. im Zusammenhang mit der Entstehung sporadisch und familiéar beding-
ter Tumoren bekannt. Es folgten verschiedene Publikationen, die bestétigten, dass be-
stimmte Polymorphismen in dem Gen die Entwicklung von z. B. Bronchial,- Kolorektal,-
Mamma- oder Prostatakarzinomen begunstigen wirden. Bislang ist tber Arltsl nur be-
kannt, dass es am Transport von Vesikeln beteiligt ist und in Makrophagen pro-immuno-

logische Zyklen aktiviert.

In dieser Arbeit wurde erstmals die Funktion von Arltsl im Glioblastoma multiforme

untersucht.

Ausschlaggebend fur diese Fragestellung war folgendes Ergebnis: U887 MG Glioblastom-
zellen mit einer Uberexpression des cellular retinoic acid binding proteins 2 (CRABP2)
zeigten 24 h nach der Transfektion eine Stabilisierung der mMRNA von ARLTS1. CRABP2
transportiert nicht nur die Retinsdure vom Zytosol zum Nukleus, sondern ist auch daftr

bekannt, diverse RNAs pro-apoptotischer Gene zu stabilisieren.

Daraufhin wurde die U87-MG-Zelllinie kultiviert und mit dem Plasmid pEGFP-N1-
Arltsl bzw. der Kontrolle pEGFP-NL1 transfiziert und hinsichtlich Apoptose und Migra-
tion untersucht. Wir konnten 24 h nach Transfektion keinen Hinweis auf eine Funktion
als Tumorsuppressorgen im GBM finden. Eine Untersuchung mittels quantitativer PCR
zeigte keinen Unterschied in der mMRNA-Expression der pro-apoptotischen Gene Caspase
3, 7 und 9. Auch auf Proteinebene konnten wir keine vermehrte Apoptose bei Arltsl-
uberexprimierenden Zellen in der Durchflusszytometrie erkennen. Die Marker Annexin-
V und Propidiumiodid wurden hierbei zur Detektion des Zelltodes bzw. der Nekrose ver-

wendet.
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Ein signifikanter Unterschied zeigte die mRNA-Expression des anti-apoptotischen Gens
BCL-2. U87-MG-Zellen, die ARLTS1 uberexprimieren, zeigten eine signifikante Herab-
regulierung gegeniiber der Kontrolle. Obwohl dieses Ergebnis auf Proteinebene mittels
Western Blots nicht bestatigt werden konnte — eventuell aufgrund post-transkriptionaler
Modifikationen — haben wir nach alternativen Aufgaben von Bcl-2 in Gliomen gesucht.
Bcl-2 spielt nicht nur eine entscheidende Rolle im programmierten Zelltod, sondern auch
bei der Migration von Glioblastomzellen. Gliome mit einer hohen Expression von Bcl-2
zeigten eine vermehrte Aktivitat der Matrix-Metalloproteasen (MMPs), welche die Inva-
sion der Tumorzellen begtinstigen. In dieser Arbeit konnten wir eine signifikante Reduk-
tion der mRNA-Expression der MMPs 2 und 9 in U87-MG-Zellen transfiziert mit
PEGFP-N1-Arlts1l nachweisen. Zur Uberpriifung der Funktionalitit der Matrix-Me-
talloproteasen wahlten wir die Zymographie als Nachweismethode. Durch eine Coomas-
sie-Blau-Féarbung konnte der Abbau von Gelantin lediglich durch die Matrix-Metallopro-
tease 2 in einem Agarosegel gezeigt werden. Ein vermehrter Abbau in U87-MG-Zellen
mit einer ARLTS1-Uberexpression wurde allerdings nicht deutlich. Des Weiteren haben
wir die Migration mithilfe einer Variante der Boyden Chamber untersucht. Es konnte kein
Unterschied in der Migration zwischen U87-MG-Zellen mit pEGFP-N1-Arlts1 bzw.
pPEGFP-N1 detektiert werden.

Bei allen oben genannten Versuchen wurde lediglich der Zeitpunkt 24 h nach Transfek-
tion betrachtet. Um eine genaue Aussage tber die Funktion von Arltsl im Glioblastoma
multiforme treffen zu kénnen, sollten weitere Zeitpunkte in die Untersuchungen mit ein-

bezogen werden.

Momentan kénnen wir zusammenfassend sagen, dass ARLTS1 kein Tumorsuppressorgen
im GBM 24 h nach Transfektion der U87-MG-Zellen darstellt. Eine signifikante Reduk-
tion der mMRNA-Expression von Bcl-2, MMP 2 und MMP9 gibt einen ersten Hinweis

darauf, dass Arltsl die Migration von Glioblastomzellen verringern kann.

Die Frage, ob Arltsl einen potentiellen Biomarker zur Friiherkennung oder ein Ziel fur
eine Therapie bieten kann, sollte in weiterfuhrenden Untersuchungen beantwortet wer-
den. Dadurch konnte die bislang sehr schlechte Uberlebensprognose dieser schweren

Krankheit verbessert werden.
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