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Abkürzungsverzeichnis 
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ALA 5-Aminolevulin Säure 

bHLH basic Helix-Loop-Helix 

BMP4 Knochen morphogenes Protein 4 

BSA Rinderserumalbumin 
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EGFR Epithelialer Wachstumsfaktor 

Rezeptor 

EGTA Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-

N,N,N,N´-tetraessigsäure 

FCS Fetales Kälberserum 
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GB Glioblastom 
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HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
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HIF-1a Hypoxie-induzierter Faktor 1a 
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HLH Helix-Loop-Helix 

HPH Hypoxie-induzierter Faktor-Prolyl-

Hydroxylase 

ICC Immunzytochemie 

ID Inhibitor der Differenzierung 

IDH Isocitratdehdydrogenase 
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1. Einleitung 

1.1. Glioblastom (GB) 

1.1.1 Definition, Klassifikation und Eigenschaften 
Primäre Hirntumore sind Raumforderungen, die aus den residenten Zellen des 

zentralen Nervensystems entstehen [1,32]. Eine heterogene Untergruppe dieser 

Neoplasien sind die malignen Gliome [2]. Sie sind die häufigsten primären 

Hirntumore [1,3,32,33] und entstehen aus den sogenannten Gliazellen [32]. 

Aufgrund der Ursprungszellen und morphologischer, sowie histologischer und 

molekularpathologischer Kriterien werden verschiedene Entitäten von Gliomen 

unterschieden [2,52]. Eine diese Entitäten ist das Glioblastom [13,52,82]. 

Das Glioblastom ist einer der aggressivsten, malignen Tumore, welcher von den 

Astrozyten und möglicherweise auch von ihren Vorläuferzellen ausgeht [4,5,6,7]. 

Astrozyten dienen im Gehirn auf verschiedenen Ebenen der Unterstützung und 

Versorgung der Neurone [8,9,10,11,12]. Unter den Gliomen stellt das GB den 

größten Anteil dar [3,49,52,15,32,33] und ist somit der häufigste primär maligne 

Hirntumor bei Erwachsenen [3,13,14,49,32,40,82]. Er wächst diffus und infiltrativ 

[15] und ist derzeit nicht kurativ therapierbar. Trotz multimodaler Therapie, 

bestehend aus Operation, Bestrahlung und Chemotherapie liegt die 

progressionsfreie Zeit nach Behandlung bei nur 5-6 Monaten und das 

Gesamtüberleben bei nur 19 Monaten [30].  

 

Als ein molekularer Marker bei der Therapie, beziehungsweise dem 

Therapieansprechen, dient eine Promotormethylierung der O6-Methylguanin 

Methyltransferase (MGMT) [31,16,17,18,25,26]. 

Die O6-Methylguanin Methyltransferase ist ein DNA-Reparaturenzym, welches 

durch alkylierende Substanzen, wie Temozolomid entstandene DNA-Schäden 

repariert. Dies geschieht durch die Entfernung der Methylgruppe an der O6 oder 

N7 Position des Guanins, sowie an der N3 Position des Adenins, wobei ein MGMT 

Molekül immer nur eine Demethylierung durchführen kann, bevor es abgebaut 

wird [2,19,20,22]. 
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Bei 25-40% der Glioblastome ist der Promotor der MGMT methyliert [21,22]. 

Dadurch kann das Gen nicht mehr transkribiert werden und es werden keine 

MGMT- Moleküle gebildet. So können DNA-Schäden nicht mehr repariert 

werden, was zu einem stärkeren Ansprechen auf eine alkylierende 

Chemotherapie mit Temozolomid (TMZ) führt [104,22,23,24,25,26,27], sodass 

Patienten mit einer MGMT-Promotormethylierung im Mittel 10 Monate länger 

leben [27].  

So liegt das Gesamtüberleben bei methyliertem MGMT-Promotor bei 21 -23 

Monaten mit einem progressionsfreien Überleben von 8,7-14 Monaten. Ohne 

MGMT-Promotormethylierung liegt das Gesamtüberleben hingegen bei 14-15 

Monaten mit 5-8 Monaten progressionsfreiem Überleben [28,29,30,168].  

Nur 5 % der GB-Patienten weisen eine Überlebensrate von fünf Jahren auf [3,32]. 

 
Abbildung 1: MRT-Bild eines Patienten mit Glioblastom bei Diagnosestellung. Es zeigen sich 

eine große Raumforderung im rechten Temporallappen mit umgebendem Ödem und 

Mittellinienverschiebung zur linken Seite 

Die Inzidenz des Glioblastoms liegt in Industrienationen zwischen 2 und 4 Fällen 

pro 100.000 erwachsenen Einwohnern und Jahr [3,31,32,33,34]. Weltweit liegt 

die Inzidenz bei 2,10 Fällen pro 100.000 Einwohnern und Jahr [34]. Das mittlere 

Erkrankungsalter der Patienten mit Glioblastom liegt bei 63 Jahren und die 

Geschlechterverteilung von Mann zu Frau bei 1,45 zu 1 [34]. Es tritt somit 

häufiger bei Männern auf als bei Frauen [3,32,33,34].  
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95 % der Glioblastome treten sporadisch auf, jedoch sind für 5% der 

Glioblastome eine familiäre Form beschrieben [13,35,37]. Außerdem ist das 

Auftreten eines Glioblastoms im Rahmen verschiedener genetischer 

Erkrankungen möglich. Dazu zählen beispielsweise tuberöse Sklerose, das 

Turcot Syndrom, multiple Endokrine Neoplasie Typ IIA, sowie Neurofibromatose 

Type I (NFI) oder das Li-Fraumeni Syndrom [13,36,37,38,97]. Wie die meisten 

Tumorerkrankungen ist das Glioblastom eine Erkrankung des höheren Alters und 

tritt vermehrt über dem 50. Lebensjahr auf [15]. Die höchste Inzidenz liegt 

zwischen einem Alter von 75 und 84 Jahren [3,32]. Bei Kindern ist das 

Glioblastom eine seltenere, aber trotzdem tödliche Erkrankung [3,14,39,40]. 

Glioblastome weisen generell histologisch und genetisch eine große inter- und 

intratumorale Heterogenität auf [41,42,43,81]. 

 

Bei Hirntumoren wird statt des TNM-Klassifikationssystems, welches die 

Tumorausdehnung (T), den Lymphknotenbefall (N) und vorliegende Metastasen 

(M) beurteilt, die Klassifikation der Weltgesundheitsorganisation (WHO) 

angewandt. Diese unterteilt die Tumore nach histologischen und molekularen 

Charakteristika in vier Grade [44,45,46,73]. Zudem erfolgt eine laufende 

Aktualisierung der Entitäten durch ein internationales Forschungskonsortium, 

dem Consortium to Inform Molecular and Practical Approaches to CNS Tumor 

Taxonomy (cIMPACT-NOW). Da die offizielle WHO Klassifikation nur im Abstand 

von einigen Jahren aktualisiert wird, gibt cIMPACT-NOW anhand von neuesten 

Forschungsergebnissen Empfehlungen zu den verschiedenen Tumorentitäten 

heraus. Mit ihrer Hilfe soll dem wissenschaftlichen Fortschritt in der Zeit vor einer 

Aktualisierung der WHO Klassifikation Rechnung getragen werden [47]. Die 

Klassifizierung der verschiedenen Entitäten anhand von histologischen und 

molekularen Kriterien dient dazu, die Malignität und die Prognose der Patienten 

einzuschätzen [2]. 

Zu den histologischen Kriterien gehören Anaplasie, nukleäre Atypien, zelluläre 

Pleomorphismen, erhöhte Zelldichte, erhöhte Mitoserate, sowie mikrovaskuläre 

Proliferation, Gefäßthromben und Nekrose [40,48,49,50,51,73,97]. Von WHO 



 11 

Grad I bis Grad IV steigern sich diese Kriterien, sodass Grad IV diejenigen 

Tumore beinhaltet, welche besonders aggressiv sind. Als ein solcher gilt das 

Glioblastom [52]. 

WHO Grad I Tumore haben ein geringes proliferatives Potential und wachsen 

meist wenig infiltrativ. Grad II Tumore sind infiltrativ und besitzen teilweise wie 

beim diffusen Astrozytom die Möglichkeit sich in maligne Tumore weiter zu 

entwickeln. WHO Grad III Tumore wie das anaplastische Astrozytom besitzen 

histologische Evidenz einer höheren Malignität wie beispielsweise nukleäre 

Atypien oder hohe mitotische Aktivität. Grad IV Tumore wie das Glioblastom 

zeigen die höchste mitotische Aktivität, Nekrosen und Zellatypien [53,80,82].  

Histologisch besteht ein GB aus Tumorzellen, welche sich durch 

Polymorphismen, Anaplasie und deutliche Anisokaryose auszeichnen. Sie sind 

polygonal bis spindelförmig, haben ein azidophiles Zytoplasma und 

unregelmäßig geformte Zellgrenzen. Ihre Zellkerne sind oval oder verlängert und 

haben hyperchromatisches Chromatin mit multiplen, zentral oder perizentral 

gelagerten Nukleoli. Das Verhältnis von Kern zu Zytoplasma ist vergrößert und 

manche Zellen weisen intranukleäre Einschlüsse auf.  

Durch die starke Zellproliferation kommt es zu Hypoxie und dadurch zu einem 

charakteristischen Merkmal des Glioblastoms, den Nekrosen [54,55,56,57,58]. 

Um die Nekrosen herum finden sich „Pseudopalisaden“: dicht gelagerte 

Zellenverbände, da die Zellen in oxygenierte Bereiche streben (Abbildung 2) 

[55,56,57,58,97]. 

 

 
Abbildung 2: Histologische Präparate. A: Glioblastom in HE-Färbung mit Infiltration des 

normalen Hirngewebes im rechten Bildteil. B: Glioblastom in HE-Färbung mit Darstellung 
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atypischer Zellen. Beide Bilder mit freundlicher Genehmigung von Prof. Schittenhelm aus 

der Neuropathologie Tübingen.  

  

Trotz der Nekrosen ist die Vaskularisation des Tumorgewebes sehr hoch 

(Abbildung 3). Diese wird beispielsweise durch den vaskulären endothelialen 

Wachstumsfaktor (VEGF) oder den Hypoxie-induzierter Faktor (HIF)-1a 

vermittelt, welche von den hypoxischen Zellen ausgeschüttet werden 

[70,55,59,60,61]. In den neugebildeten Gefäßen können sich Thromben 

entwickeln, welche die Endothelzellen schädigen und sie zur Proliferation 

anregen [62]. Trotz der verstärkten Gefäßproliferation kommt es jedoch durch 

eine verringerte Funktion zu Blutungen und zu Perfusionsstörungen und somit zu 

Nekrosen [15]. 

 

 
Abbildung 3: Glioblastomgewebe mit zahlreichen Gefäßen in HE-Färbung. Mit freundlicher 
Genehmigung von Prof. Schittenhelm aus der Neuropathologie Tübingen 

Außerdem werden diffuse Gliome über das Vorhandensein einer Isocitrat-

Dehydrogenase (IDH) -Mutation klassifiziert. So unterteilt man das Glioblastom 

und andere Astrozytome in IDH-mutiert und IDH-wildtyp Tumore [63], welche sich 

deutlich in ihren Mutationen und ihrer Prognose unterscheiden [73].  

Die IDH ist ein Enzym, welches im Rahmen des Citratzyklus eine wichtige Rolle 

spielt. So katalysiert es die Umwandlung von Isocitrat zu a-Ketoglutarat (a-KG), 
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wobei NADP+ zu NADPH reduziert und CO2 freigesetzt wird. Diese Reaktion ist 

eine der Hauptmechanismen zur Bereitstellung von NADPH, welches 

beispielsweise für die Reduktion von Glutathion essentiell ist. Gluathion dient der 

Abwehr von Sauerstoffradikalen (z.B. bei Bestrahlung) und wird dabei von diesen 

oxidiert. Um wieder funktionsfähig zu werden, muss es anschließend reduziert 

werden, was mithilfe von NADPH geschieht [64]. Das Vorliegen einer IDH-

Mutation sorgt für eine verringerte Enzymaktivität [75] und führt so zu einer 

verringerten Produktion von NADPH, welches als Reduktionsmittel benötigt wird 

[74]. 

Es werden die Isocitrat-Dehydrogenase-1 und -2 unterschieden, wobei die IDH-

1 vornehmlich im Zytoplasma, die IDH-2 in den Mitochondrien lokalisiert ist [104]. 

Die Mutationen der Isocitrat-Dehydrogenase-1 finden sich auf der ersten oder 

zweiten Base des Codon 132. Am häufigsten findet sich eine R132H Mutation, 

bei der ein Arginin durch ein Histidin ersetzt wird. Dadurch verändert sich die 

zweite Base (Guanin) in ein Adenin.  Somit verändert sich das Codon von CGT 

zu CAT [75,81,65,66,67]. 

Seltener geschieht eine solche somatische Mutation auch im entsprechenden 

Codon von IDH2. Durch die IDH1-Mutation katalysiert die mutierte Isocitrat-

Dehydrogenase die oxidative Dekarboxylierung von Isocitrat zu D-2-

Hydroxyglutarat (2-HG), welches im Tumor akkumuliert und als kompetitiver 

Inhibitor der a-Ketoglutarat-abhängigen Dioxygenase fungiert, welche wiederum 

die Aktivität von Histon-Demethylasen und weiteren Molekülen verändert 

[2,68,69]. 2-HG erhöht zudem die Aktivität der Hypoxie-induzierter Faktor-Prolyl-

Hydroxylase (HPH), welche den Hypoxie-induzierter Faktor 1a (HIF-1a) für den 

proteasomalen Abbau markiert. Durch diesen erhöhten Abbau von HIF1a 

werden geringere Mengen an proangiogenen Molekülen ausgeschüttet und das 

Gefäßwachstum im Tumor verringert (Abbildung 4) [70]. 
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Abbildung 4: Darstellung der IDH Funktion bei IDH-Mutation. Die mutierte IDH1 katalysiert 

die Umwandlung von a-KG zu 2-HG, welches im Tumor akkumuliert. Dieses bewirkt eine 

höhere enzymatische Aktivität von HPH, welches HIF-1a für den proteasomalen Abbau 

markiert. Durch den erhöhten Abbau von HIF-1a werden weniger proangiogene Moleküle 

ausgeschüttet. Modifiziert nach Kickingereder et al. [70]. 

IDH-mutierte Glioblastome entstehen in der Regel durch Progression aus 

geringergradigen Astrozytomen, wie dem anaplastischen Astrozytom 

[63,77,81,71,72,73]. Sie machen 5-10 % der Glioblastome aus [78,79,73] und 

treten in einem mittleren Alter von 40-45 Jahren auf [78,79,80,81,82]. IDH-

mutierte Glioblastome haben ein geringeres Wachstum als IDH-wildtyp 

Glioblastome und dadurch eine bessere Prognose mit einem verlängerten 

mittleren Überleben von zusätzlichen 16 Monaten [79,81,73,74,75,76]. So liegt 

das mittlere Überleben von Patienten mit IDH-mutiertem Glioblastom nach 

Standardtherapie, bestehend aus Operation, Bestrahlung und Chemotherapie 

bei 31 Monaten [73]. 

Männer sind leicht häufiger vom IDH-wildtyp Glioblastom betroffen als Frauen. 

Auf eine erkrankte Frau kommen 1,05-1,12 erkrankte Männer. Dies erklärt sich 

aus der Entwicklung der IDH-mutierten Glioblastome aus geringergradigen 

Astrozytomen. Diese weisen mit 1,17 erkrankten Männern auf eine erkrankte 
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Frau, ein ähnliches Geschlechterverhältnis auf [33,73,79,81]. Aufgrund der 

längeren Entwicklung aus weniger malignen Tumoren haben Patienten auch 

bereits eine Symptomdauer von über 15-16 Monaten [73,81]. 

Weiterhin zeichnen sich IDH-mutierte Glioblastome durch weitere genetische 

Veränderungen aus. Häufig mutierte Gene sind das p53-Gen (81%) und das 

ATRX-Gen (71%) [73], sowie ein Verlust des langen Arms von Chromosom 19 

(54%) [78]. 26-28 % der IDH-mutierten Glioblastome besitzen eine Mutation des 

TERT-Gens [73,86,87,88], wohingegen sich eine PTEN-Mutation mit 4% nur sehr 

selten bei IDH-mutierten Glioblastomen findet [84,85]. 

 

IDH-wildtyp Glioblastome stellen mit 90-95 % die Mehrheit dar und treten vor 

allem in Patienten über dem 55 Lebensjahr auf [77,73,79,80,81]. So liegt das 

mittlere Alter bei Diagnose eines IDH-wildtyp GB bei 55-62 Jahren 

[78,79,80,81,82]. Aufgrund der Entstehung ohne Vorläufertumore haben 

Patienten mit einem IDH-wildtyp Glioblastom vor Diagnosestellung meistens nur 

eine kurze Symptomdauer von unter drei bis zu sechs Monaten [78,81]. IDH-

wildtyp Glioblastome finden sich mit 1,4 betroffenen Männern auf eine betroffene 

Frau häufiger bei Männern [33,73,79,81]. 

 

IDH-wildtyp GB weisen in nur 27 % eine p53-Mutationen auf [73]. Dafür ist eine 

Überexpression des epithelialen Wachstumsfaktor Rezeptors (EGFR) bei 25-35 

% der Tumoren zu finden [73,79,81,82,83]. Bei 17-32 % der IDH-wildtyp 

Glioblastome findet sich eine Mutation des Tumorsuppressor Gens PTEN 

[73,84,85]. Mit 72-80% der IDH-wildtyp Glioblastome weisen außerdem die 

Mehrheit eine aktivierende Mutation in der Promotorregion des Telomerase 

Reverse Transkriptase (TERT) Gens auf [73,86,87,88]. Eine inaktivierende 

Mutation des Alpha-Thalassämie-Geistige Retardierung-Syndrom (ATRX)-

Genes findet sich bei 7 % der IDH-wildtyp Glioblastome [89,90]. Außerdem findet 

man in IDH-wildtyp Glioblastomen oft eine stark erhöhte Expression von VEGF 

[81,91]. 

Die Einteilung von IDH-wildtyp und IDH-mutiertem Glioblastom mit häufigen 

Mutationen werden in Abbildung 5 zusammengefasst. 
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IDH-wildtyp Glioblastome und IDH-mutierte Glioblastome zeigen trotz einer 

gleichen Tumormorphologie unterschiedliche molekulare Mutationen und eine 

stark unterschiedliche Gesamtprognose [49,73,92]. 

 
Abbildung 5: Einteilung des Glioblastoms in IDH-wildtyp und IDH-mutiertes Glioblastom mit 
jeweils häufigen Mutationen. Modifiziert nach Louis et al [73]. 

Glioblastome wachsen meist subkortikal, können aber auch im Kortex präsent 

sein. Sie sind in allen Hirnlappen zu finden, genauso wie im Corpus Callosum 

(Balken), Fornix oder Thalamus. So zeigt Abbildung 1 beispielweise ein 

subkortikal, im Temporallappen gelegenes Glioblastom. Eine Sonderform stellen 

Schmetterlingsgliome dar. Diese breiten sich vom Balken in die frontalen 

Marklager der Hemisphären aus [15]. Generell sind primäre Gliome vor allem 

supratentoriell beschrieben [73,81]. Für sekundäre Glioblastome mit IDH1-

Mutation ist zudem eine starke Häufung im Frontallappen, insbesondere in der 

Region um die rostralen Erweiterungen der lateralen Ventrikel beschrieben 
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[81,93]. Hämatogene und lymphogene Metastasierung erfolgt beim Glioblastom 

nur selten [40,94,95,96]. 

 

1.1.2 Symptomatik und Diagnosestellung 
Ausprägung und Art der klinischen Symptomatik eines Glioblastom sind 

abhängig von der Lage des Tumors und des durch ihn induzierten erhöhten 

intrakraniellen Drucks. So sind Kopfschmerzen, Ataxie, Schwindel, Synkopen, 

Sehstörungen oder Krampfanfälle häufig [49,15,97,98,99]. Des Weiteren können 

fokal neurologische Defizite, Persöhnlichkeitsveränderungen, Verwirrtheit, 

Gedächtnisverlust oder andere organische Psychosyndrome vorkommen 

[49,104]. 

Im Rahmen der Erkrankung kommt es oft zu einem Fatigue Syndrom und 

Depressionen, sowie zu Komplikationen der Therapie, wie einem Cushing 

Syndrom oder einer bakteriellen Infektion. Außerdem kommen im Verlauf der 

Krankheit Krampfanfälle, venöse Thromboembolien und kognitive Dysfunktion 

gehäuft vor [49,100]. 

Die Verdachtsdiagnose eines Glioblastoms wird meistens über die 

Magnetresonanztomographie (MRT) gestellt [49,15,187]. 

Glioblastome zeigen im MRT meist eine ausgedehnte Tumorinfiltration mit 

starker Kontrastmittelanreicherung, sowie unklarer Tumorbegrenzungen (siehe 

Abbildung 1) [15,101]. Zudem können Zysten, Blutungen und ausgedehnte 

Ödeme erkennbar sein [15]. Neben Ödemen sind außerdem zentrale Nekrosen 

für ein Glioblastom typisch [49,101]. Um bestmögliche Biopsieorte zu 

identifizieren, zur Festlegung der Intensität der Strahlentherapie, sowie um 

mögliche Strahlennekrosen von Tumorrezidiven zu unterscheiden, wird die 

Positronenemissionstomographie (PET) eingesetzt [15]. Zur weiteren 

präoperativen Diagnostik gehört außerdem die Liquorpunktion um eventuelle 

Differentialdiagnosen wie Abszesse oder eine Meningeosis gliomatosis 

auszuschließen [15]. 

Die Gewebeentnahme bei chirurgischer Intervention ist ein Schlüsselelement in 

der Diagnostik des Glioblastoms. Auch bei nicht operablen Tumoren sollte eine 
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Biopsie durchgeführt werden um das molekulare Profil des Tumors zu 

untersuchen [101]. Danach kann neben der histologischen Klassifizierung und 

molekularen Feststellung von Mutationen zur Sicherung der Diagnose eine 

Untersuchung auf das saure Gliafaserprotein (GFAP) oder den Oligodendrozyten 

Transkriptionsfaktor 2 (OLIG2) durchgeführt werden [48,97]. 

 

1.1.3 Therapie und Prognose 
Aufgrund des infiltrativen und hochproliferativen Wachstums des Tumors ist eine 

komplette chirurgische R0 Resektion und somit eine kurative Operation nicht 

möglich [15,97].  

Die aus Endothelzellen, Perizyten und Astrozyten gebildete Blut-Hirn-Schranke 

erschwert eine Therapie zusätzlich, denn der dichte Zellverbund um die Gefäße 

behindert, wie in Abbildung 6 sichtbar, die Diffusion von im Blut gelösten 

Bestandteilen in das Hirnparenchym [102,103].  

 

 
Abbildung 6: Darstellung der Blut-Hirn-Schranke. Kapillarendothelzellen sind durch Tight 
junctions eng verbunden. Sie bilden mit Perizyten und Astrozyten die Blut-Hirn-Schranke 

zwischen Blutgefäß und Hirnparenchym. Durch den engen Zellverbund wird die Diffusion 
von Blutbestandteilen in das Hirngewebe erschwert. Modifiziert nach Larsen et al.  [102]. 

Außerdem sind die zentralen Tumorzellen in den hypoxischen Arealen, trotz 

einer Vielzahl neuer Gefäße, resistent gegenüber Bestrahlung [97,104,105]. Des 
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Weiteren besteht nicht nur eine ausgeprägte Heterogenität zwischen den 

verschiedenen Glioblastomen, sondern auch eine starke intratumorale 

Heterogenität. Jeder Tumor weist viele Zellen mit unterschiedlichen Mutationen 

auf, was eine individuelle Therapie weiter erschwert [106,107,108,109].  

Einen weiteren Teil der heterogenen Tumorzusammensetzung stellen die CD133 

positiven Gliomstammzellen dar. Diese sind multipotent, besitzen die Fähigkeit 

zur Selbsterneuerung [110,111,112,113] und stehen in enger Verbindung zur 

sogenannten Mikroumgebung des Glioblastoms. Diese besteht unter anderem 

aus Endothelzellen, T-Lymphozyten und Mikroglia-Zellen. 

[114,115,119,124,125]. Durch eine vermehrte Expression von VEGF aktivieren 

die Gliomstammzellen in der Nähe befindliche Endothelzellen. Diese werden zur 

Proliferation und Migration angeregt, was die Angiogenese des Tumorgewebes 

in der Nähe des Tumorgewebes fördert [116,117,118].  

Über die Ausschüttung von Monozyten chemotaktisches Protein-3 (MCP-3), 

Kolonie stimulierender Faktor 1, Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor (G-

CSF) oder Hepatozyten Wachstumsfaktor durch die Tumorzellen werden 

Mikroglia Zellen chemotaktisch zum Tumor gezogen und wandern in diesen ein 

[119].  

Tumorzellen produzieren des Weiteren anti-inflammatorische Zytokine wie 

Interleukin (IL)-10, IL-4, IL-6, transformierungs-Wachstumsfaktor -b (TGF-b) oder 

Prostaglandin E2 (PGE2). Insbesondere TGF-b unterdrückt die Aktivierung und 

Proliferation von Mikroglia-Zellen. So sind die im Tumor vorkommenden 

Mikroglia-Zellen zwar aktiv, aber nicht in einem entzündungstypischen Phänotyp 

[119]. 

Mittels der Mikroglia wird die Invasivität des Tumors gesteigert [120]. Dies 

geschieht durch den verstärkten Abbau von extrazellulärer Matrix. So 

produzieren Mikroglia-Zellen, nach Stimulation durch die Tumorzellen verstärkt 

Membran Typ 1 Metalloprotease (MT1-MMP). Diese aktiviert die Matrix 

Metalloprotease 2 (MMP-2), welche von den Tumorzellen freigesetzt wird. Beide 

Proteasen degradieren die umliegende extrazelluläre Matrix [119]. Außerdem 

schütten Mikroglia-Zellen viel IL-1 aus, welches die Genexpression von TGF-b 

verstärkt [121]. TGF-b kann wiederum durch die Inhibition der lymphozytären 
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Proliferation, einer reduzierten Aktivierung von Immunzellen oder der Inhibition 

der Antigen-Präsentation die körpereigene Abwehrreaktion gegenüber dem 

Tumor reduzieren [122]. Außerdem wird mittels TGF-b, über eine verstärkte 

VEGF-Expression die Angiogenese, über die EGFR-Expression die Proliferation 

und mittels der Induktion der Matrix Metalloprotease-9 (MMP-9) die Invasivität 

des Tumors gesteigert [123].  

Neben der Infiltration von Mikroglia-Zellen kommt es außerdem zu einer Invasion 

von T-Zellen. Diese lassen sich unterteilen in CD8 positive zytotoxische T-Zellen 

und CD4 positive T-Helferzellen. Beide Zelltypen kommen in Glioblastomen vor 

[124,125]. Insbesondere die regulatorischen T-Zellen (Treg), eine Untergruppe 

der CD4 positiven T-Zellen [126] kommen in Glioblastomen vor [127] und haben 

eine wichtige Rolle bei der Interaktion mit den Tumorzellen, welche die Treg-Zellen 

mittels CCL2 und CCL22 chemotaktisch anlocken [128]. Aufgrund dessen 

kommen Treg-Zellen verstärkt in Glioblastomen vor [129]. Diese Zellen sind CD4 

und CD25 positiv und durch das Antigen FoxP3 gekennzeichnet und spielen eine 

wichtige Rolle in der Regulation der Immunantwort des Körpers 

[119,130,131,132]. Um eine Überaktivität des Immunsystems zu verhindern, 

sezernieren sie die Zytokine IL-10, IL-35 und TGF-b und inhibieren mit ihnen die 

Funktion anderer Immunzellen. Durch diese Funktion limitieren sie aber auch die 

immunologische Abwehrreaktion gegenüber den Tumorzellen [126,133]. Mittels 

dem Anstieg von TGF-b begünstigen Treg-Zellen wie oben beschrieben eine 

Vielzahl der Tumorprozesse [119] und mittels der Exprimierung der 

Hämoxygenase-1 [130] steigern sie die Proliferation, Überleben und 

Angiogenese des Tumors [134]. 

Ein weiteres Beispiel für die Interaktion zwischen Mikroumgebung und Tumor ist 

die Expression von programmierter Zelltod Protein (PD)-1 Rezeptor Liganden 

(PD-L1) durch die Glioblastomzellen [135], welcher in der Mehrheit der 

Glioblastome exprimiert wird [136]. Dieser kann die Funktion von CD8+ T-

Lymphozyten, welche den PD-1 Rezeptor tragen, unterdrücken und so ihre 

zytotoxische Aktivität unterbinden und die Apoptose der CD8+ T-Lymphozyten 

einleiten [137,138,139]. PD-L1 verringert dabei den Glukoseverbrauch, die 

Zytokinproduktion und die Proliferation von T-Lymphozyten [140]. Außerdem 
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verstärkt PD-L1 die Aktivität von Treg-Zellen, was die Immunantwort gegenüber 

dem Tumor verringert [169].  Die Expression von PD-L1 ist insbesondere an den 

Tumorrändern gesteigert, da es dort zu einer vermehrten Interaktion mit den T-

Lymphozyten kommt [139,141]. Diese sezernieren nach Antigenkontakt vermehrt 

Interferon-g (IFN-g), welches in Tumorzellen die Expression von PD-L1 erhöht 

[135,139]. Auch die bei 25 % der primären Glioblastome vorkommende PTEN-

Mutation [79] führt über eine Aktivierung der PI(3)K-Kaskade zu einer verstärkten 

PD-L1 Expression und dadurch zu einer verringerten Immunantwort gegenüber 

den Gliomzellen [142].  

Zudem steigert die Hypoxie im Tumorareal die Expression von PD-L1. Die 

Hypoxie vermittelt eine verstärkte Aktivität von HIF-1a, welche an eine 

Promotorregion von PD-L1 bindet und so die Expression des Liganden steigert 

[139,143]. Die Tumorzellen sezernieren außerdem IL-10, welches die 

umgebenen Mikroglia-Zellen zur PD-L1 Exprimierung anregt, wodurch diese 

immunsuppressiv tätig werden [139,144,145].  

All diese Interaktionen dienen dem Tumor dazu, das körpereigene Immunsystem 

zu supprimieren und eine immunologische Reaktion zu verhindern, sodass 

beispielsweise eine erhöhte PD-L1 Expression ein negativer prognostischer 

Faktor für das Überleben von Glioblastompatienten darstellt [146]. 

 

Angesichts der Tatsache, dass eine Heilung nicht möglich ist, ist das Ziel der 

Therapie des Glioblastoms das beschwerdefreie Überleben so lange wie möglich 

zu ermöglichen und das Tumorwachstum zu reduzieren oder zumindest zu 

verlangsamen. Die Operation sollte möglichst makroskopisch vollständig sein, 

dabei aber die neurologischen Funktionen des Patienten erhalten [15]. Die 

Radikalität der Resektion ist einer der wichtigsten prognostischen Faktoren bei 

der Behandlung des Glioblastoms. Sie beeinflusst auch die Effizienz der 

adjuvanten Chemotherapie mit Temozolomid [105,147]. Während der 

Tumorresektion kann 5-Aminolevulin Säure (ALA), eine fluoreszierende 

Substanz, welche das Tumorgewebe anfärbt, eingesetzt werden, um das 

gesunde Hirngewebe vom tumorösen zu unterscheiden und so eine größere 
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Tumorresektion zu erreichen [101,148]. Eine damit erreichbare erweiterte 

Tumorresektion verlängert das Überleben der Patienten [148,149,150]. 

Um die Therapieziele zu erreichen gehören Chirurgie, Bestrahlung und 

Chemotherapie als die drei großen Säulen zur Standardtherapie des 

Glioblastoms [101]. Damit kann zunächst eine starke Besserung der Symptome 

erreicht werden. Das Auftreten von Rezidiven ist aber unvermeidbar [15]. 

 

Die Standardtherapie eines Glioblastoms bis zum 70. Lebensjahr besteht aus 

einer größtmöglichen chirurgischen Resektion, gefolgt von einer Bestrahlung des 

betroffenen Feldes und einer begleitenden Chemotherapie bestehend aus 6 

aufeinander folgenden Zyklen Temozolomid. Daran schließt sich eine weitere 

adjuvante Chemotherapie mit Temozolomid (TMZ) an. [27,101,16]. 

Temozolomid ist ein alkylierendes Chemotherapeutikum, welches schnell und 

vollständig nach oraler Aufnahme absorbiert wird und die Blut-Hirn-Schranke 

überschreiten kann [151,154]. Mittels spontaner Hydrolyse wird es beim 

physiologischen pH-Wert in seinen aktiven Metaboliten Monomethyl-

Triazenoimidazole-Carboxamide (MTIC) umgewandelt, welches anschließend 

mittels Methylierung der O6 oder N7 -Position des Guanins, sowie der N3- Position 

des Adenins in der DNA den gewünschten DNA-Schaden verursachen kann 

(siehe Abbildung 7). Seine maximale Plasmakonzentration nach oraler 

Einnahme wird nach 30-90 Minuten erreicht [152,153,160]. Temozolomid wird 

meistens gut vertragen [27,154,155] und beeinflusst die Lebensqualität im 

Vergleich zur reinen Bestrahlung nicht zusätzlich [27].  

Mögliche Nebenwirkungen sind hämatologisch-toxische Effekte, 

Hautausschläge, erhöhte Leberenzyme, Asthenie, Fatigue, sowie 

gastrointestinale Nebenwirkungen [16,154]. 

In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass Temozolomid die Wirkung der 

Strahlentherapie verstärkt, wenn die Therapie konkomitant erfolgt. So induziert 

TMZ einen Zellzyklusarrest in der G2/M Phase von Glioblastomzellen. Da diese 

Phase die Bestrahlungssensitivste ist, wird die Radiotherapie effektiver. 

Außerdem verstärkt TMZ auch die durch die Bestrahlung erzeugten DNA-

Doppelstrangbrüche [27,156,157,158,159]. 
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Mit dieser Therapie aus Operation, Bestrahlung und Temozolomid konnte das 

gemittelte Gesamtüberleben auf 14,6 Monate verlängert werden. Auch das 2-

Jahresüberleben konnte auf 27,2 % erhöht werden. Nach 5 Jahren leben noch 

9,8 % der so behandelten Patienten [31,16,17,18,25,26].  

 
Abbildung 7: Darstellung der Wirkweise von Temozolomid und der möglichen Reparatur 

durch MGMT. Temozolomid bewirkt als alkylierendes Chemotherapeutikum eine 
Methylierung der O6 oder N7 Position des Guanins oder der N3 Position des Adenins.  Mittels 

DNA-Mismatch Reparatur (MMR) wird bei TMZ sensitiven Zellen die Apoptose eingeleitet. 
Sind jedoch die Alkylpurin-DNA-N-Glycosylase (APNG), die Basenexzisionsreparatur (BER) 

oder die MGMT als DNA-Reparaturenzyme aktiv, werden die DNA-Schäden repariert und 
die Zellen sind TMZ resistent. Modifiziert nach Lee [160]. 

 

Bei Patienten über 70 Lebensjahren sollte unbedingt der Status des MGMT-

Promotors erfasst werden. Patienten ohne MGMT-Promotormethylierung sollten 

genauso wie Patienten mit unbekanntem MGMT-Status eine hypofraktionierte 

Bestrahlung zur Reduktion der Tumormasse erhalten. Patienten mit MGMT 

Promotormethylierung sollten entweder nur eine Chemotherapie mit 

Temozolomid oder aber eine Strahlentherapie mit konkomitanter Temozolomid-

Gabe und anschließender adjuvanter TMZ-Therapie erhalten [16,101]. Eine 

Behandlung mit TMZ zeigt auch bei älteren Patienten nur eine geringe Toxizität 

und entspricht hinsichtlich der Wirksamkeit einer Bestrahlung [161,162].  
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Bei einem Rezidiv nach Primärtherapie mit TMZ kann nach einem TMZ freien 

Intervall von 2 Monaten wieder TMZ verabreicht werden. Dies sollte jedoch nur 

bei Patienten mit einem methyliertem MGMT-Promotor geschehen [31]. Bei 

Patienten ohne MGMT-Promotormethylierung wird im Rezidivfall der 

Nitrosoharnstoff Lomustin eingesetzt. Mit dieser Therapie kann bei 20-30 % der 

Patienten ein weiteres progressionsfreies Überleben von 6 Monaten erreicht 

werden [22,163,164,165].  

Eine erneute Resektion des Tumorareals bei Rezidiv kann bei kompletter 

Resektion des Kontrastmittelaufnehmenden Gewebes die Situation der 

Patienten verbessern [166]. 

Als weitere Therapieoption steht der VEGF-Antikörper Bevacizumab zur 

Verfügung. Dieser verlängert das progressionsfreie Überleben um drei bis vier 

Monate, kann das Gesamtüberleben jedoch nicht positiv beeinflussen [167,168]. 

Aufgrund seines positiven Einflusses auf die Symptomatik und seiner 

antiödematösen Effekte wird er insbesondere bei progressiven Glioblastomen 

verwendet [101].  

 

Neben der bisherigen Therapie scheint eine Immuntherapie ein 

vielversprechender Ansatz zu sein um mittels der verschiedenen molekularen 

Signalwege die Expression von Faktoren wie PD-L1 gezielt zu unterbinden 

[169,170,171,172] und so die immunologische Reaktion gegen den Tumor zu 

stärken [138]. 

Mit PD-1/PD-L1 Inhibitoren wie Nivolumab oder Pembrolizumab, die bei 

Melanomen oder Bronchialkarzinomen bereits Therapieerfolge aufweisen 

[173,174,175,176,177,178], konnten auch beim Glioblastom erste 

vielversprechende Ergebnisse erzielt werden [179,180,181]. So konnte mit einer 

Kombination aus PD-1-Blockade und Bestrahlung das Überleben von Mäusen 

mit Glioblastom signifikant verlängert werden. Im Mausmodell wurde zudem eine 

erhöhte Tumorinfiltration durch CD8+ zytotoxische T-Zellen und eine verringerte 

Anzahl von Treg-Zellen beobachtet [179]. Dieser Effekt wurde auch in anderen 

Tumorarten festgestellt [182]. 
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Als Nebenwirkungen einer PD-1/PD-L1 Inhibitor Therapie können Ausschläge, 

Colitiden, Diarrhö, Fatigue auftreten. Aufgrund der generellen Aktivierung des 

Immunsystems bei Blockade von PD-L1 können jedoch auch vermehrt 

Autoimmunreaktionen wie eine Hypophysitis, Hepatitis, Pankreatitis, Iridozyklitis, 

Nephritis, Neuropathien oder Lymphadenopathien auftreten [183,184,185].  

 

Die Prognose bei Diagnose eines Glioblastoms ist schlecht, unterscheidet sich 

aber je nach Lage und den molekularen Biomarken des Tumors. Für die 

individuelle Prognose spielen das Vorliegen einer IDH Mutation, der MGMT-

Promotorstatus, sowie die Lage des Tumors mit der damit verbundenen 

Resektionsmöglichkeit relevante Rollen [81,27,148]. 

Zusammengenommen überleben nur ein Viertel der Glioblastompatienten die 

ersten beiden Jahre [27,186] und nur 5% die fünf Jahre nach Diagnosestellung 

[3,32].  

 

Da die Behandlung des Glioblastoms somit bisher an ihre Grenzen stößt und die 

Prognose für die betroffenen Patienten schlecht ist, ist es nötig, weitere 

Behandlungsstrategien zu entwickeln [187]. Viele unterschiedliche 

Therapieideen werden bereits verfolgt [188]. Eine dieser Ideen ist die 

Modifizierung der basic Helix-Loop-Helix Proteine wie bei Beyeler et al. [189] 

gezeigt. 

 

1.2 basic Helix-Loop-Helix (bHLH) Proteine 

1.2.1 Allgemeine Eigenschaften der bHLH Proteine 
Basic Helix-Loop-Helix (bHLH) Proteine sind eine große Gruppe von 

Transkriptionsfaktoren, welche in den meisten Organismen vorhanden sind und 

wesentliche Funktionen in Entwicklungsprozessen haben. So haben sie 

beispielsweise Einfluss auf die Entwicklung der Blutzellen oder die Entwicklung 

von Neuronen und Muskulatur [190,196,191,192,193,194,201,223]. 
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bHLH-Proteine bestehen aus zwei hochkonservierten und funktionell klaren 

Domänen, welche zusammen aus rund 60 Aminosäuren bestehen. Am 

Aminosäureende liegt die basische Domäne, welche den Transkriptionsfaktor an 

Hexanukleotide der DNA bindet [190,195,217,]. Diese Hexanukleotide werden E-

Box genannt. Verschiedene Familien von bHLH-Transkriptionsfaktoren binden 

dabei an unterschiedliche E-Box Sequenzen. Am Carboxylende des Proteins 

befindet sich die Helix-Loop-Helix (HLH)-Domäne, welche eine Interaktion mit 

anderen Proteinen in Form einer Hetero- oder Homodimerisierung ermöglicht. 

[190,217]. 

Die hoch konservierten HLH-Domänen bestehen aus zwei amphipathischen 

Helices, welche von einem Loop getrennt werden. Die amphipathischen Helices 

weisen auf der einen Seite hydrophile Aminosäure-Reste und auf der anderen 

Seite hydrophobe Aminosäure-Reste auf. Über die Bildung von van der Wals 

Bindungen vermitteln die hydrophoben Reste die Homo- beziehungsweise 

Heterodimerisierung mit anderen Transkriptionsfaktoren und sind somit wichtiger 

Bestandteil der Aktivierungsdomäne der Transkriptionsfaktoren. Der bei der 

Dimerisierung entstehende Bund aus vier Helices ermöglicht es der 

benachbarten basischen Domäne an die DNA zu binden [197,201,210]. Die 

Bindung geschieht dabei bei bHLH-Proteinen an E-Boxen mit der Sequenz 5´-

CAXXTG-3´, wobei die beiden zentralen Basen (-XX-) für jedes Protein spezifisch 

sind [210].  

 

Die HLH-Proteine werden auf Basis ihrer funktionellen Beziehungen und ihres 

Genexpressionsverhaltens in sieben Klassen eingeteilt [201]. Die Klassen 

unterscheiden sich unter anderem in Hinblick auf ihre E-Box Sequenzen und ihrer 

funktionellen Domänen [196,197,198,201]. Neben ihrer strukturellen 

beziehungsweise funktionellen Klassen werden die bHLH Transkriptionsfaktoren 

- auch im Hinblick auf ihre transkriptionelle Aktivität - in drei Untergruppen 

unterteilt: Aktivatoren (Klasse II), Inhibitoren (Klasse V) und Transaktivatoren 

(Klasse I) [199,200]. 

 



 27 

1.2.2 Klasse I bHLH Transkriptionsfaktoren und E-Proteine 
Klasse I bHLH Transkriptionsfaktoren werden auch E-Proteine genannt und sind 

ubiquitär exprimiert. E12, E47, HEB und E2-2 sind Beispiele dieser Klasse 

[201,202,203]. Sie spielen eine große Rolle bei der Zelldifferenzierung, 

Zellabstammung und der Expression gewebespezifischer Gene. So wirken sie 

beispielsweise bei der Neurogenese, Myogenese, Hämatopoese oder der 

Entwicklung des Pankreas mit [201,204,205,206,207]. Sie kontrollieren ebenfalls 

die Differenzierung der neuronalen Stammzellen und beeinflussen das 

Zellzyklusverhalten der Stammzellnachkommen mittels der Transaktivierung von 

proneuronalen bHLH-Proteinen wie Achaete-scute Komplex Homolog 1 (Ascl1) 

[199]. Da sie jedoch ubiquitär exprimiert werden, müssen sie, um eine 

gewebespezifische Wirkung zu entfalten, mit spezifischen Bindungspartnern 

interagieren. Mittels ihrer HLH-Domäne bilden sie deswegen Heterodimere mit 

gewebespezifischen bHLH-Proteinen wie MyoD und NeuroD oder bilden 

Homodimere [202,208,209,218]. Hetero- sowie Homodimere der Klasse I bHLH 

Transkriptionsfaktoren binden an bestimmte E-Box Sequenzen der DNA. E-Box 

Elemente sind DNA-Elemente, welche die Zell-Typ spezifische Gentranskription 

vermitteln. Die E-Box Sequenz der Klasse I bHLH Transkriptionsfaktoren lautet -

CANNTG- [201,202,209,210,218].  

E-Proteine enthalten mindestens zwei Transaktivierungsdomänen, welche als 

AD1 und AD2 bekannt sind. Die AD1-Domäne reguliert die transkriptionelle 

Aktivität der E-Proteine durch die Rekrutierung des p300-Proteins oder 

Mitgliedern der Acht-Einundzwanzig (ETO)-Proteinfamilie. Die Histon-

Acetyltransferase p300 aktiviert die Genexpression der E-Proteine, während die 

ETO-Proteine repressiv auf die transkriptionelle Aktivität wirken 

[211,212,213,214,215,216]. 

 

Die beiden Vertreter der Klasse I bHLH Transkriptionsfaktoren E12 und E47 sind 

zwei Produkte des E2A Genes. Durch alternatives Splicing beziehungsweise die 

Verwendung verschiedener Exons entstehen E12 und E47 [217,218]. Das E2A 

Gen ist auch als Transkriptionsfaktor 3 (TCF3) bekannt [219]. Bis auf das 
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jeweilige Exon sind die Proteine identisch [218,220]. E47 präferiert die Homo- vor 

der Heterodimerisierung [209]. 

E2A Proteine sind essentielle Regulatoren der B- und T-Lymphozyten 

Entwicklung [221,223,224] und wirken als Tumorsuppressoren. Zudem sind E2A-

Proteine in der Regulation des Zellzyklus beteiligt [201,265]. So können sie 

Zellen in der G1-Phase halten und das Fortschreiten des Zellzyklus verhindern. 

Diese Wirkung wird über die transkriptionelle Aktivierung der Expression des 

Inhibitors Cyclin-abhängiger Kinasen (CDK1) (p21) vermittelt. Über diesen Weg 

inhibieren die E-Proteine möglichweise auch die Zellproliferation [220]. E47 

Mutationen verursachen Agammaglobulinämie [222]. Mäuse mit einem Ausfall 

der E2A Proteine E12 und E47 überleben nur selten die perinatale 

Lebensperiode und zeigen einen kompletten Block der B- Zellentwicklung in den 

frühen Phasen der Zelldifferenzierung [222,223,224]. Mäuse die diese perinatale 

Phase überleben, bilden sehr oft T-Zell-Lymphome [225] und ein Verlust des E2A 

Gen Lokus wird oft bei einer Untergruppe der T-Zell-Lymphome, dem Sézary-

Syndrom, beobachtet [226]. Aktivierende Mutationen des E47-Proteins wurden 

außerdem bei Patienten mit Burkitt-Lymphom beschrieben [227]. 

 

E47 wirkt durch direkte Bindung an seine Regulationsregionen als 

transkriptioneller Repressor einer Vielzahl von Astrozyten-spezifischer Gene wie 

GFAP oder SLC. Aufgrund dessen wird vermutet, dass E47 die Differenzierung 

von neuronalen Stammzellen in Astrozyten über diesen Mechanismus blockiert. 

[228].  

Ein E47 Dimer besteht aus vier alpha Helices und bindet mittels der basischen 

DNA Bindungsregion an die DNA. Neben der basischen Region kommen auch 

andere Teile des Dimers noch in Kontakt mit der DNA. Das in der basischen 

Region des Dimers vorhandene Glutamat stellt die Verbindung mit dem Cytosin 

oder Adenin innerhalb der E-Box Sequenz her. Ein benachbartes Arginin 

stabilisiert dabei die Position des Glutamats durch direkte Interaktion mit den 

Nukleotiden und dem Phosphodiester-Rückgrat der DNA [196,201,210,217]. 
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Die DNA-Bindungsaktivitäten von E12 und E47 werden durch Mitglieder der ID-

Proteine reguliert. Mittels posttranslationaler Phosphorylierung wird die 

Proteinstabilität und Aktivität der E2A-Proteine beeinflusst [216] 

 

Eine Wiederherstellung der Aktivität der E2A Genprodukte in Tumoren macht ihre 

wichtige Rolle im Zellzyklus und ihren starken Einfluss in Tumorzellen deutlich. 

So verringern E12 und E47 in leukämischen T-Zellen das Zellwachstum der 

Tumorzellen, induzieren ihren Zelltod und steigern so die Menge an 

apoptotischen Zellen [229]. 

 

Das ebenfalls zur Klasse I gehörige E2-2, auch als TCF4 (Transkriptionsfaktor 4) 

oder ITF-2 (Immunglobulin Transkriptionsfaktor 2) bekannt, kodiert für die beiden 

Isoformen E2-2A und E2-2B und spielt eine wichtige Rolle in der Entwicklung des 

Nervensystems [230]. 

 

1.2.3 Klasse II bHLH Transkriptionsfaktoren und OLIG1/2 
Klasse II bHLH Faktoren wie OLIG, MyoD, Myogenin, Atonal oder NeuroD zeigen 

eine gewebespezifische und restriktive Expression [201,202,236]. So ist MyoD in 

die Entwicklung der Myogenese und NeuroD in die Neurogenese eingebunden 

[194,231,232]. Die meisten Klasse II bHLH Transkriptionsfaktoren sind nicht in 

der Lage Homodimere zu bilden, beziehungsweise als solche an die DNA zu 

binden und bilden daher bevorzugt Heterodimere mit den Klasse I bHLH 

Proteinen um ihre transkriptionelle Wirkung zu entfalten [201,202]. 

 

OLIG1 und OLIG2 sind bHLH Proteine, die für die Entwicklung von 

Oligodendrozyten notwendig sind. Sie gehören zur Klasse II bHLH 

Transkriptionsfaktoren und sind neben der Oligodendrogenese auch für die 

Entwicklung von spinalen Motoneuronen wichtig. Beide Proteine werden in 

Vorläuferzellen von Oligodendrozyten im zentralen Nervensystem von 

Wirbeltieren beziehungsweise Menschen exprimiert und interagieren mit den 

E2A Proteinen E47 und E12 [233,234,235,236]. OLIG2 ist für die Proliferation 

der neuronalen Vorläuferzellen, sowie für die Gliomenstehung in Mäusen 
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notwendig. Dabei wirkt OLIG2 durch die Unterdrückung der p21-Expression 

[237]. OLIG2 verhindert außerdem die Interaktion von p53 mit verschiedenen 

seiner Zielgene, was die Apoptose von Zellen im Rahmen von zellulärem Stress 

oder toxischem DNA-Schaden verhindern kann [238]. 

OLIG2 ist primär im Zellkern lokalisiert, wohin es mittels Heterodimerisierung 

gelangt und seine transkriptionelle Wirkung entfalten kann. Mittels einer Induktion 

der ID-Proteine, beispielsweise durch das Knochen morphogenetische Protein 4 

(BMP4) kann die Wirkung der OLIG-Proteine verringert werden. BMP4 induziert 

die Bildung von ID2 und ID4, welche OLIG2 und die E2A-Proteine im Zytoplasma 

sequestrieren. ID2 und ID4 bilden im Zytoplasma Komplexe mit OLIG1 und 

OLIG2 und verhindern die Translokation der OLIG-Proteine in den Nukleus. Da 

die Wirkung der OLIG-Proteine durch Heterodimerisierung mit den E2A 

Proteinen E12 und E47 vermittelt wird, können die ID-Proteine auch über die E2A 

Proteine die Wirkung der OLIG-Proteine verhindern. E12 und E47 werden von 

den ID-Proteinen zytoplasmatisch gebunden und stehen somit nicht mehr zur 

Heterodimerisierung mit OLIG1/2 zur Verfügung. Somit können die OLIG-

Proteine nicht mehr in den Nukleus gelangen und ihre Wirkung entfalten. Um 

eine Inhibition der OLIG-Proteine zu erreichen muss jedoch ein kritisches Level 

der ID-Proteine im Zytoplasma vorliegen [235]. Mittels dieses Mechanismus 

inhibiert BMP4 die oligodendrozytische Zellreihenentwicklung [239,240,241]. 

Es besteht also ein enger Zusammenhang zwischen den Klasse I bHLH, Klasse 

II bHLH und Klasse V bHLH Transkriptionsfaktoren. 

 

OLIG1 und OLIG2 sind in ihrer bHLH Domäne bis auf eine Loop-Region 

identisch, unterscheiden sich jedoch außerhalb dieser Domäne [242]. OLIG2 ist 

ein ZNS spezifisches Protein und in allen diffusen Gliomen erhöht exprimiert. Es 

gilt als Marker für ein Gliom, da es in anderen ZNS-Tumoren nicht erhöht 

exprimiert wird [48,243]. 
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1.2.4 Klasse V bHLH Transkriptionsfaktoren und ID-Proteine 
Klasse V bHLH Transkriptionsfaktoren wie die ID (Inhibitor der Differenzierung) -

Proteine besitzen keine basische DNA Bindungsdomäne. Sie regulieren, über die 

Bildung von nichtfunktionellen heterodimeren Komplexen mit Klasse I und II 

bHLH Transkriptionsfaktoren deren Aktivität. Aufgrund ihrer fehlenden basischen 

Domäne können die, per direkter Protein-Protein Interaktion gebildeten, 

Heterodimere nicht an die DNA binden. Somit senken ID-Proteine die Aktivität 

von anderen bHLH-Transkriptionsfaktoren [201,204,235,244,245,246,247]. So 

wird beispielsweise die jeweilige Zellreihenentwicklung gestört [221].  

Es sind vier ID-Proteine bekannt (ID1-4). Dabei teilen sich alle vier 

Transkriptionsfaktoren dieser Proteinfamilie eine homologe Helix-Loop-Helix 

(HLH) Domäne [246,248,249,250,251]. 

ID-Proteine sind kleine, kurzlebige Proteine mit einer Lebensdauer von 10-20 

Minuten [252] und werden über den Ubiquitin-Proteasom Weg 26 abgebaut. 

Dabei wird die Proteasom vermittelte Proteindegradierung mittels der E3-

Ubiquitin Ligase reguliert, welche eine Ubiquitinkette an das Zielsubstrat bindet. 

Die Ubiquitin-Ligase ist der Gegenspieler der Deubiquitylase (DUB), welche 

durch Entfernung der Ubiquitinketten die Stabilität der Substrate wieder erhöhen. 

Durch die Regulation des Abbaus bestimmen die E3-Ubiquitin Ligase und die 

DUB das Level der ID-Proteine im Zytoplasma [219,253,254,255,256,257].  

Über die Sequestrierung von E47 und die Bindung an das Retinoblastom (Rb) -

Protein bewirken die ID-Proteine ein Fortschreiten im Zellzyklus und eine 

verstärkte Proliferation [260,261,264]. E47 Homodimere binden mit hoher 

Affinität an die E-Box Sequenzen der Promotorregion des p16ink4a Proteins und 

fördern so die Transkription des zugehörigen Gens [265].  

P16ink4a ist ein Tumorsuppressor, welcher in vielen humanen Tumoren inaktiviert 

ist. Er vermittelt seine zellulären Effekte durch die Inhibition der Cyclin-

abhängigen Kinasen 4 (CDK4) und 6 (CDK6), welche im Zellzyklus durch die 

Phosphorylierung des Rb-Proteins, die Progression in die G1-Phase vermitteln 

[258,259,267].  

Das Rb-Protein bindet unphosphoryliert an den Transkriptionsfaktor E2 (E2F), 

welcher zur Aktivierung von wachstumsspezifischen Genen benötigt wird. Wird 
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das Rb-Protein phosphoryliert kann es jedoch nicht mehr an E2F binden, sodass 

dieses frei wird und die Progression des Zellzyklus über die Aktivierung 

wachstumsspezifischer Gene induziert [260]. ID2 bindet an Rb und verhindert so 

dessen Bindung an E2F, was ebenfalls zur Aktivierung der S-Phase Gene durch 

E2F führt [261,262,263]. Mittels der direkten Bindung von ID2 an Rb, wird dieses 

abgebaut und die Zellproliferation gesteigert [260,261,264]. 

Binden die ID-Proteine nun an E47 und sequestrieren dieses, so kann der 

Promotor des p16ink4a Proteins nicht mehr aktiviert werden und dessen 

tumorsuppressive Wirkung entfällt [220,261,265,266,267]. Die Wirkung zeigt sich 

bei einer Überexpression von ID1, welche in einer verlängerten Lebensspanne 

von humanen Keratinozyten resultiert [268,269]. 

Ähnlich hemmt ID1 auch die Wirkung von p21. P21 ist ein Inhibitor der Cyclin-

abhängigen Kinasen und somit essentiell für die Transmission zwischen den 

verschiedenen Zellteilungsphasen. Eine Überexpression von E47 steigert die 

p21-Genexpression, was wiederum durch die Sequestrierung von E47 mittels 

ID1 verhindert werden kann [261,270].  

Ist p21 gehemmt, wird Rb inaktiviert, sodass die Progression der Zelle in die S-

Phase eingeleitet wird [260]. Rb hat zudem eine repressive Wirkung auf den 

Promotor von p16ink4a, sodass erhöhte Level von p16ink4a aus einer Inaktivierung 

von Rb resultieren [271].  

Aufgrund dieser Funktionen sind ID-Proteine während der normalen 

Zelldifferenzierung herunter reguliert, wohingegen sich in proliferierenden Zellen 

eine vermehrte Expression der ID-Proteine findet 

[204,246,261,272,273,274,275]. 

In vielen Tumoren ist die Expression von ID-Proteinen erhöht, so auch im 

Glioblastom [189,276,277]. ID1-3 wird als Tumorpromotor angesehen, 

wohingegen ID-4 als Onkogen oder Tumorsuppressor agieren kann 

[278,279,280,281,282,283,284]. 

 

1.3 Zellkern Import 
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Zwischen Zytoplasma und Nukleus besteht ein kontinuierlicher Austausch von 

funktionellen Molekülen. Dieser geschieht mittels der Kernporen einem 

Proteinkomplex in der Kernhülle eukaryotischer Zellkerne. Kleine Moleküle und 

Ionen werden hauptsächlich mittels passiver Diffusion durch sie hindurch 

transportiert, wohingegen große Moleküle einen selektiven 

Transportmechanismus benötigen [285,286,287,288,289,290,298]. Die meisten 

dieser größeren Moleküle besitzen ein Kernlokalisationssignal (NLS). Im 

Folgenden werden die zu transportierenden Proteine vereinfachend 

Frachtproteine genannt. 

Im klassischen nukleären Importweg, wird das NLS des Frachtproteins durch das 

Adapterprotein Importin a erkannt und bindet das Frachtprotein. Außerdem bildet 

Importin a einen Heterodimer mit dem eigentlichen Transporter Protein Importin 

β. Der Importin a/β-Transportprotein-Komplex mit dem gebundenen 

Frachtprotein dockt anschließend an den Kernporen an, um transloziert zu 

werden [291,292,298]. Neben diesem klassischen nukleären Importweg gibt es 

eine Vielzahl weiterer Möglichkeiten, in denen Importin β mit einem Frachtprotein 

interagiert und dessen nukleären Import vermittelt [293,298]. Ein weiteres 

wichtiges Protein für den Importprozess ist das Protein small GTPase Ran, 

welches die Transportrichtung kontrolliert [294,295,296,298]. Im Zytoplasma liegt 

Ran in der GDP-gebundenen Form vor, wohingegen es im Nukleus als GTP-

gebundene Form vorliegt. Die GTP-gebundene Form vermittelt die Dissoziation 

des Importkomplexes im Zellkern, wodurch die Frachtproteine ihre Funktion im 

Zellkern ausüben können und die Importproteine zurück ins Zytoplasma 

transportiert werden [297,298]. 

 

E47 gelangt mittels eines Mitgliedes der Importin β Familie in den Nukleus. Für 

diesen Transport wird Ran im Zytoplasma als GDP-gebundene Version benötigt. 

 

Es wird aber davon ausgegangen, dass mehrere, sich überlappende 

Mechanismen für den nukleären Import bestehen. Außerdem wird diskutiert, ob 

E47 eine Rolle beim nukleären Importprozess von anderen bHLH 

Transkriptionsfaktoren wie NeuroD1 spielt [298]. 
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1.4 Dominant negatives E47-Protein (dnE47) 

Da die bHLH-Transkriptionsfaktoren eine wichtige Rolle in der Regulation von 

Zellwachstum, Zelldifferenzierung und Zelltod spielen und in Tumorgewebe 

teilweise vermehrt beziehungsweise reduziert exprimiert werden, war es von 

Interesse, den Einfluss dieser Faktoren auf das Tumorgewebe genauer zu 

untersuchen.  

Bei einigen Agammaglobulinämie Patienten wurde bereits eine 

Substitutionsmutation innerhalb des E47 spezifischen Exons beschrieben [222]. 

Bei Boisson et al. lag eine E555K Mutation vor, bei der eine Lysin-Aminosäure 

eine Glutamat-Aminosäure an Kodon 555 ersetzt hatte.  Das bei dieser Mutation 

ersetzte Glutamat ist wichtig für die Bindung des Proteins an die E-Box Sequenz 

-CANNTG-. Deswegen führte die Mutation zu war zu einem stabilen Protein, 

dieses konnte jedoch nicht mehr an die DNA binden [222,299]. Das mutierte E-

Protein bildete mit anderen bHLH-Proteinen Heterodimere, die ebenfalls nicht an 

die DNA binden konnten und deswegen abgebaut wurden. Die Autoren sahen 

darin eine eventuelle Möglichkeit, so die Gruppe der ID-Proteine zu sequestrieren 

[222]. 

Fischer et al. [199] nutzten eine mutierte Form des E2A Proteins E47 zur 

Sequestrierung seiner Bindungspartner. Das mutierte Protein besaß keine 

Nukleäre Lokalisationssequenz (NLS) und konnte somit von den 

Transportproteinen für den Zellkernimport erkannt werden. Es bildete im 

Zytoplasma mit anderen bHLH-Transkriptionsfaktoren normale Heterodimere, 

welche jedoch auch gemeinsam nicht in den Kern gelangen konnten und im 

Zytoplasma gemeinsam abgebaut wurden. Über eine Überexpression dieses 

mutierten E47 und die damit verstärkte Sequestrierung der Bindungspartner 

konnte eine Blockade der Zelldifferenzierung erreicht werden [199]. 

Beyeler et al. nutzten einen ähnlichen Ansatz. Sie fusionierten E47 zunächst mit 

dem Rot fluoreszierendem Protein (RFP) und erzeugten eine dominant negativ 

mutierte Form des E47, die kein Kernlokalisationssignal mehr aufweist. Dieses 

Protein wurde dnE47 genannt. Auch dieses Protein wurde mit RFP fusioniert. 
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Abbildung 8 zeigt die E47 und dnE47 Fusionsproteine.  Wie bei Barde et al. [300] 

beschrieben, wurde DnE47 mithilfe eines Doxycyclin induzierbaren lentiviralen 

Gentransfers in die Zellen eingebracht. Doxycyclin induzierte anschließend eine 

verstärkte Transkription der eingebrachten Gene. Eine Überexpression von 

dnE47 konnte die proliferative Wirkung der OLIG- und ID-Proteine verhindern. 

Somit konnte ein antiproliferativer Effekt durch dnE47 in Glioblastomzellen 

nachgewiesen werden [189]. 

 

 

 
Abbildung 8: Darstellung des E47:RFP und dnE47:RFP Fusionsproteins 

1.5 Zielsetzung der Doktorarbeit 

Da Beyeler et al. zeigen konnten, dass dnE47 eine antiproliferative Wirkung auf 

Glioblastomzellen hat und die bisherige Standarttherapie des Glioblastoms, 

bestehend aus TMZ-Therapie und Bestrahlung, keine ausreichende Therapie 

darstellt, war es das Ziel dieser Arbeit, den bei Beyeler et al. gezeigten Ansatz 

genauer zu untersuchen. Da es bei Beyeler et al. zwischen verschiedenen 

Zelllinien unterschiedliche Ergebnisse gab sollte dazu der dnE47-Ansatz bei 

anderen Zelllinien getestet werden. Dabei sollte untersucht werden, ob er auf 

andere Gliomzelllinien übertragen werden kann, beziehungsweise ob der 

gezeigte Effekt generalisierbar ist. Da sich Gliomzelllinien hinsichtlich ihres 

Genotyps unterscheiden würde dies darauf hindeuten, dass der dnE47-Ansatz in 

Glioblastomzellen unabhängig von deren Genotyps eine antiproliferative Wirkung 

hat.  

RFP (Rot fluoreszierendes Protein)

E47

dnE47

E47: 648 Aminosäuren

NLS (Nukleäres Lokalisationssignal)

HLH (Helix-Loop-Helix)

159 177 537 557
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Weitergehend sollte ergründet werden, ob die bisherigen Therapieformen des 

Glioblastoms, genauer die Strahlen- und Chemotherapie, mit der Wirkung des 

dnE47 Ansatzes interagieren. Dazu sollte untersucht werden, ob sich die 

antiproliferativen Effekte des dnE47-Ansatzes durch eine begleitende 

Bestrahlung oder TMZ-Gabe verstärken lassen und somit synergistische oder 

immerhin additive Effekte zwischen den Therapieformen bestehen. 

Eine weitere Zielsetzung dieser Arbeit war es, die genauen Auswirkungen des 

dnE47-Ansatzes hinsichtlich des Zellwachstums und der Interaktion mit seinen 

Bindungspartnern genauer zu erfassen. Aufgrund der Interaktion der E-Proteine 

mit anderen bHLH-Transkriptionsfaktoren und deren Einfluss auf das 

Zellwachstum und das Fortschreiten im Zellzyklus sollte bei dieser Arbeit auch 

der Einfluss von dnE47 auf andere Moleküle untersucht werden. Dabei stand 

insbesondere der Einfluss auf andere bHLH-Transkriptionsfaktoren wie ID1 im 

Fokus. Neben der Frage nach den Interaktionen und dem Einfluss auf andere 

Moleküle sollte auch das molekulare Netzwerk nach dnE47 Aktivierung genauer 

untersucht werden. Es stellte sich die Frage, ob es neben möglichen direkten 

Interaktionen mit den Bindungspartnern auch molekulare Effekte hinsichtlich der 

Proteintranskription durch eine Aktivierung des dnE47 gibt. Um diese 

Fragestellungen zu beantworten, wurden die dnE47 und RFP LN229-Zellen 

zunächst mittels Virustransduktion erzeugt und vermehrt. Im Anschluss erfolgten 

die Phänotypisierung der Zellen mittels Immunzytochemie und Western Blot 

sowie die Therapietestungen mittels Klonogenitäts- und Zytotoxizitäts Assays. 

Als Letztes erfolgte die Untersuchung der molekularen Auswirkungen mittels des 

sogenannten CAGE. 

 

2. Material und Methoden 

2.1 Materialien 
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2.1.1. Chemikalien und Puffer für die Zellkultur 
 
Tabelle 1: Chemikalien und Puffer 

Chemikalie/Puffer Hersteller 
Dulbecco´s Phosphatgepufferte 
Salzlösung (PBS) 

Thermo Fisher Scientific, 

Darmstadt, Deutschland 

Accutase Sigma-Aldrich, München, 

Deutschland  

Dulbecco´s Modifizierte Medien 
(DMEN) 

Thermo Fisher Scientific, 

Darmstadt, Deutschland 

Fetales Kälberserum (FCS) Thermo Fisher Scientific, 

Darmstadt, Deutschland 

Gentamycin Thermo Fisher Scientific, 

Darmstadt, Deutschland 

Temozolomid  Sigma-Aldrich, München, 

Deutschland 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Applichem, Darmstadt, 

Deutschland 

Doxycyclin Sigma-Aldrich, München, 

Deutschland 

Kristallviolett VWR, Darmstadt, Deutschland 

CellTiterBlue Promega, Mannheim, Deutschland 

Paraformaldehyd (PFA) Merck, Darmstadt, Deutschland 

Rinderserumalbumin (BSA) Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Salzsäure (HCL) Merck, Darmstadt, Deutschland 

Trypan-Blau 0,4% Thermo Fisher Scientific, 

Darmstadt, Deutschland 

Methanol VWR Chemicals, Bruchsal, 

Deutschland 

L-Glutamin (200mM) Thermo Fisher Scientific, 

Darmstadt, Deutschland 
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cOmplete mini, Protease Inhibitor Roche, Mannheim Deutschland 

Tris(hydroxymethyl-)aminomethan 
Base (TRIS-Base) 

Sigma-Aldrich, München, 

Deutschland 

Glycin Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Natriumdodecylsulfat (SDS) Applichem, Darmstadt, 

Deutschland 

β-Mercaptoethanol Honeywell, Offenbach, 

Deutschland 

Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma-Aldrich, München, 

Deutschland 

Acrylamide/bis-acrylamide 30% Roth, Karlsruhe, Deutschland 

APS Sigma-Aldrich, München, 

Deutschland 

Spectra-BR Protein Ladder Thermo-Fisher Scientific, 

Darmstadt, Deutschland 

Ponceau-S Sigma-Aldrich, München, 

Deutschland 

Magermilchpulver Thermo Fisher Scientific, 

Darmstadt, Deutschland 

Tween Sigma-Aldrich, München, 

Deutschland 

ECL-Lösung Thermo Fisher Scientific, 

Darmstadt, Deutschland 

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsäure (HEPES) 

Thermo Fisher Scientific, 

Darmstadt, Deutschland 

Kaliumchlorid (KCL) Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Applichem, Darmstadt, 

Deutschland 

Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-
N,N,N´,N´-tetraessigsäure (EGTA) 

Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Dithiothreitol (DTT) Roth, Karlsruhe, Deutschland 
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Tris gepufferte Salzlösung (TBS) Sigma-Aldrich, München, 

Deutschland 

DAPI Hardstain Vectashield Biozol, Eching, Deutschland 

Phalloidin-FITC Sigma-Aldrich, München, 

Deutschland 

TritonX100 Sigma-Aldrich, München, 

Deutschland 

Pferdeserum Thermo Fisher Scientific, 

Darmstadt, Deutschland 

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Sigma-Aldrich, München, 

Deutschland 

Bakto Agar Sigma-Aldrich, München, 

Deutschland 

Ampicillin (100mg/1ml) Thermo Fisher Scientific, 

Darmstadt, Deutschland 

Trypton Sigma-Aldrich, München, 

Deutschland 

Pilzextrakt Sigma-Aldrich, München, 

Deutschland 

Natriumchlorid (NaCl) Sigma-Aldrich, München, 

Deutschland 

Polyethylenimin (PEI) Sigma-Aldrich, München, 

Deutschland 

Opti-MEM Thermo Fisher Scientific, 

Darmstadt, Deutschland 

 

 

2.1.2 Zellkulturmedien 
Tabelle 2: Medien in der Zellkultur, ICC, Plasmid Herstellung und Virusproduktion 

Medium Zusammensetzung 
DMEM vollständig 10% fetales Kälberserum, 
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2% L-Glutamin 

0,1 % Gentamycin 

  

TBS+ TBS 

0,4 % TritonX100 

10% Pferdeserum 

LB 950 ml H20 

10g Trypton 

10g NaCL 

5g Pilzextrakt 

mit H20 auf 1000ml auffüllen 

 

2.1.3 Verwendete Zelllinien 
Tabelle 3: Verwendete Zelllinien 

Zelllinie Hersteller Zellinformation 
LN-229 ATCC, Wesel, 

Deutschland 

Zellen eines 

primären 

Glioblastoms einer 

60-jährigen Frau. 

Tumorlokalisation in 

der rechten fronto-

parieto-okzipital 

Region [301]. 

293T ATCC, Wesel, 

Deutschland 

Embryonale, 

epitheliale Zellen aus 

der Niere eines 

Menschen 
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2.1.4 Bakterien für die Plasmid Vervielfältigung 
Tabelle 4: Verwendete Bakterien für Plasmid Herstellung 

Bakterien Hersteller 
Escheria coli Top 10 Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, 

Deutschland 

 

 

2.1.5 Materialien für Western Blot 
Tabelle 5: Verwendete Puffer und Lösungen für Western Blot 

Puffer Zusammensetzung 
1,5 M Tris-HCl (pH 8,8) 45,4 g Tris-HCl  

250 ml H2O 

1 M Tris-HCl (pH 6,8) 12,21 g Tris-HCl  

100 ml H2O ml 

Lauf-Puffer (10x) 30 g Tris-Base (25mM) 

144 g Glycin (192mM) 

10 g SDS (0,1%) 

1000 ml H20 

Transfer-Puffer (10x) 24 g Tris-Base (20mM) 

112,6 g Glycin (150mM) 

1000 ml H20 

 

Lämmli-Puffer 5,6 ml 1M Tris-HCl (pH 6,8) 

2 ml 10% SDS 

1 ml Glycerin 

Bromphenolblau 

Puffer A 0,4776g Hepes pH 7,9  (10mM) 

0,1941g KC   (10mM) 

0,00584g EDTA  (0,1mM) 

0,0076g EGTA  (0,1mM) 

0,03086g DTT  (0,5mM) 
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0,01742g PMSF  (0,5mM) 

Puffer C 0,9532g Hepes pH 7,9 (20mM) 

5,964g KCl   (0,4mM) 

0,05844g EDTA  (1mM) 

0,07608g EGTA  (1mM) 

0,03086g DTT  (1mM) 

0,03484g PMSF  (1mM) 

Je 10 ml von Puffer A und C erhielten eine Tablette cOmplete mini Protease 

Inhibitor 

 

2.1.6 Verwendete Gele für Western Blot 
Tabelle 6: Gele für Western Blot 

Gel Bestandteile 
10% Trenngel 4 ml H20 

2,5 ml 1,5M Tris-HCl (pH 8,8) 

3,3 ml 30% Acrylamide/bis-

acrylamide 

10 µl 10 % SDS 

80 µl 10 % APS 

10 µl TEMED 

12% Trenngel 3,3 ml H20 

2,5 ml 1,5M Tris-HCl (pH 8,8) 

4 ml 30% Acrylamide/bis-acrylamide 

100 µl 10 % SDS 

80 µl 10 % APS 

10 µl TEMED 

Sammelgel 3,4 ml H20 

0,625 ml 1M Tris-HCL (pH 6,8) 

0,85 ml 30% Acrylamide/bis-

acrylamide 

50 µl 10 % SDS 
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50 µl 10 % APS 

5 µl TEMED 

 

2.1.7 Antikörper 
Tabelle 7: Verwendete Antikörper 

Antikörper Verdünnung Hersteller 
Anti-mouse/human ID1, 
Kaninchen, monoklonal 

1:2500 Biocheck, Foster City, 

USA 

Anti-mouse/human IkB-

a, Kaninchen, 
polyklonal 

1:200 Santa Cruz Biotechnology, 

Heidelberg, Deutschland 

Anti-human RFP pAb, 
Kaninchen, polyklonal 

1:1000 MBL, Des Plaines, USA 

Anti-Rabbit IgG-HRP, 
Ziege, polyklonal 

1:5000 Santa Cruz Biotechnology, 

Heidelberg, Deutschland 

Anti-ß-Tubulin, 
Kaninchen IgG, 
monoklonal 

1:200 Cell Signaling Technology, 

Frankfurt am Main, 

Deutschland 

Alexa Fluor 647, Anti 
Rabbit IgG, polyklonal 

1:500 Thermo Fisher Scientific, 

Darmstadt, Deutschland 

 

2.1.8 Verwendete Plasmide 
Tabelle 8: Verwendete Plasmide 

Plasmid Herkunft 
pRFP Labor Didier Trono, Lausanne, 

Schweiz pdnE47 
pCMVR8.74 
pMD2G 
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2.1.9 Kits für RNA-Extraktion und Plasmid Vervielfältigung 
Tabelle 9: Kits für die RNA-Extraktion und Plasmid Vervielfältigung 

Material Hersteller 
RNeasy Mini Kit QIAGEN, Hilden, Deutschland 

PureYieldTM Plasmid Midiprep 
System 

Promega, München, Deutschland 

 

 

 

2.1.10 Verbrauchsmaterialien 
Tabelle 10: Verwendetes Plastikmaterial und Zubehör 

Material Hersteller 
Neubauer-Zählkammer Hecht, Sondheim vor der Rhön, 

Deutschland 

Pipetten (2,5; 5; 10; 25; 50 ml) Corning, Kaiserslautern, Deutschland 

Pipettenspitzen (100 und 1250 µl) Nerbe plus, Winsen, Deutschland 

Pipettenspitzen (2,5; 100; 200 µl) Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Zellkulturflaschen (T25, T75, T175) Greiner Bio One, Frickenhausen, 

Deutschland 

Falcon-Röhrchen (15 und 50 ml) Greiner Bio One, Frickenhausen, 

Deutschland 

Eppendorf Gefäß (1,5 ml) Eppendorf AG, Hamburg, 

Deutschland 

Parafilm Sigma-Aldrich, München, 

Deutschland 

6-Lochplatten TPP, Trasadingen, Schweiz 

96-Lochplatten Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

G26 Kanüle B Braun, Melsungen, Deutschland 

1ml Spritze BD, Heidelberg, Deutschland 

2 ml Spritze B Braun, Melsungen, Deutschland 
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Polyvinylidene difluoride (PVDF) 
Membran 

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, 

Deutschland 

Western Blot Filter  Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, 

Deutschland 

XCell IITM Blot Module  Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, 

Deutschland 

Novex Bolt Empty Cassetes  Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, 

Deutschland 

Bolt Mini Gel Tank Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, 

Deutschland 

Petrischalen Greiner Bio One, Frickenhausen, 

Deutschland 

Erlenmeyer Kolben (500ml) Duran Group, Wertheim, 

Deutschland 

0,22µm Filter Merck Millipore, Darmstadt, 

Deutschland 

 

2.1.11 Geräte 
Tabelle 11: Verwendete Geräte 

Gerät Hersteller 
Vortexer RS-VA-110 Phoenix Instrument, Garbsen, 

Deutschland 

Thermomixer comfort 1,5 ml u. 2 
ml 

Eppendorf AG, Hamburg, 

Deutschland 

Centrifuge 5417R Eppendorf AG, Hamburg, 

Deutschland 

GloMax Explorer Promega, Mannheim, Deutschland 

Multifuge 3 S-R Heraeus, Hanau, Deutschland 

Multifuge 1 S-R Heraeus, Hanau, Deutschland 

Biofuge pico Heraeus, Hanau, Deutschland 

Schüttelwasserbad 1083 GFL, Burgwedel, Deutschland 
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Mikroskop Eclipse TS100 Nikon, Düsseldorf, Deutschland 

Magnetrührer RH basic 2  IKA, Staufen, Deutschland 

Elektronikrührer Monotherm VarioMag, Port Orange, USA 

pH/Temperatur Meter HI991001 Hanna Instruments, Vöhringen, 

Deutschland 

Präzisionswaage EMB 600-2 Kern, Balingen, Deutschland 

Analysewaage ABJ Kern, Balingen, Deutschland 

Plattformschüttler Heidolph Instruments, Schwabach, 

Deutschland 

Gammacell 40 Exicator Theratronics, Ontario, Kanada 

Chemidoc MP Imaging System BioRad, München, Deutschland 

Power Ease 500 Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, 

Deutschland 

Inkubationshaube Certomat HK Sartorius, Göttingen, Deutschland 

Tischrüttler Certomat Mo II Sartorius, Göttingen, Deutschland 

Spectrophotometer NanoDrop ND-
1000 

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, 

Deutschland 

 

 

2.2. Methodik 

2.2.1. Herstellung der Zellen 
Die Konstruktion der E47:RFP und dnE47:RFP Zellen wurde bereits bei [298] 

beschrieben. Im Folgenden werden die E47:RFP Zellen nur noch als RFP Zellen 

und die dnE47:RFP Zellen nur noch als dnE47 Zellen bezeichnet.  

Die LN-229 dnE47 und RFP Zellen wurden entsprechend wie in Beyeler et. al 

[189] beschrieben hergestellt und anschließend kultiviert und für die Zellversuche 

verwendet.  

Der dafür benötigte Lentivirus wurde wie in [302] beschrieben und unter 2.2.3 

aufgeführt hergestellt. Die benötigten Plasmide wurden wie in 2.2.2 beschrieben 

vervielfältigt. Wie bei Barde et al. beschrieben [300] wurde ein Doxycyclin 
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induzierbarer Lentivirus verwendet. Eine Doxycyclin-Gabe bewirkte 

anschließend eine verstärkte Transkription der eingebrachten Gene [300]. 

 

2.2.2. Plasmid Vervielfältigung 
Die Plasmid Vervielfältigung diente dazu die benötigten Plasmide in 

ausreichender Menge für die Lentivirus vorzubereiten.  

Vor dem Ausplattieren der Escheria coli Bakterien wurden diesen 

unterschiedliche Plasmide übertragen. Als Verpackungsplasmide wurden 

pMD2G und pCMVR8.74 verwendet. Als weitere Plasmide wurden zudem RFP 

und dnE47 genutzt. Die E. coli Bakterien mit den Plasmiden wurden bis zur 

Ausplattierung in Glycerin tiefgefroren gelagert. 

Zur Ausplattierung der Bakterien wurden Ampiciliin-haltige Agar Platten mit LB-

Medium verwendet, da die mit den Plasmiden versetzten E. coli Stämme 

Ampicillin resistent sind und somit eine Kontamination mit anderen Bakterien 

verhindert wird. Die Bakterien wurden zur Ausplattierung auf die Agar-Platten 

ausgestrichen und über Nacht bei 37 Grad Celsius inkubiert. 

 

Am nächsten Tag wird jeweils eine Bakterienkolonie in 2,5 ml LB-Medium mit 

Ampicillin (1:1000) versetzt und bei 37 Grad Celsius auf einem Tischrüttler für 

mehrere Stunden inkubiert.  

Nun werden 200ml LB-Medium mit Ampicillin (1:1000) in einen Erlenmeyer-

Kolben gegeben und 500 µl der zuvor inkubierten Bakterienkultur in diesen 

Erlenmeyer-Kolben gegeben. Nun werden die Bakterien für weitere 16 Stunden 

bei 37 Grad Celsius auf einem Tischrüttler inkubiert.  

 

Nun werden die E. coli Bakterien in Falcons überführt und bei 3000 x g 25 

Minuten zentrifugiert, sodass sich ein deutliches Zellpellet bildet. Der dabei 

enstehende Überstand wird verworfen. Das Zellpellet wird nun mit 3 ml der 

Promega Resuspensionslösung versetzt und mittels Vortexen gelöst. Zur 

Lysierung der Bakterien wird nun jeweils 3 ml Promega Zell Lysierungslösung 

hinzugeben und vermischt und die Lösung für 3 Minuten bei Raumtemperatur 

inkubiert. Zur Neutralisation der Lysierungsenzyme wird den Falcons nun jeweils 
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5 ml Promega Neutralisationslösung hinzugefügt, die Lösung vorsichtig 

vermischt und das Lysat aufrecht für 3 Minuten gelagert, sodass sich weiße 

Flocken bilden können. 

 

Nun wird jeweils eine PureYieldTM Reinigungs-Filtersäule in ein 50ml Falcon 

gegeben und das Lysat in die Filtersäule gegossen. Es folgt eine zweiminütige 

Inkubation bei Raumtemperatur, gefolgt von einer fünfminütigen Zentrifugation 

bei 1500 x g. Hierbei wird das Zelllysat gereinigt und Zellrückstände bleiben in 

der Filtersäule zurück, während das DNA-enthaltende Zelllysat im Falcon 

zurückbleibt. Die Zellrückstände werden verworfen. Nun wird eine PureYieldTM 

Sammel-Filtersäule in ein neues Falcon gegeben und das Zelllysat in die 

Filtersäule gegeben. Zur weiteren Auftrennung des Zelllysats folgt eine 

dreiminütige Zentrifugation bei 1500 x g, sodass DNA Bestandteile in der 

Reinigungs-Filtersäule zurückbleiben. Nach der Zentrifugation werden die DNA-

Bestandteile im Filter weiter aufgereinigt. Hierzu wird der Durchfluss verworfen 

und zunächst 5ml der Endotoxin Waschlösung mit Isopropanol in die Sammel-

Filtersäule gegeben. Nach einer weiteren dreiminütigen Zentrifugation bei 1500 

x g wird der Durchfluss wieder verworfen und nun 20 ml der Säulen-Waschlösung 

mit Ethanol in die Sammel-Filtersäule gegeben. Nach einer weiteren 

Zentrifugation bei 1500 x g für 3 Minuten wird er Durchfluss wieder verworfen und 

die Proben erneut für 10 Minuten bei 1500 x g zentrifugiert. Nun sollte die reine 

aufgreinigte DNA im Filter verblieben sein. Der Durchfluss wird wieder verworfen.  

Während des Versuches wird Wasser auf 65 Grad Celsius erhitzt. Hiervon 

werden nun 50 µl gleichmäßig auf den DNA-enthaltenden Filter gegeben, eine 

Minute darauf bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend für fünf Minuten 

bei 1500 x g zentrifugiert. Anschließend wird die nun im Wasser gelöste DNA in 

eine Eppendorfgefäß überführt und die Konzentration mittels Spectrophotometer 

gemessen.  

 

2.2.3. Lentivirus-Produktion 
Die Lentivirus-Produktion diente dazu ein Doxycyclin-induzierbaren Lentivirus 

herzustellen um die vervielfältigen Plasmide in die LN229-Zellen einzubringen. 
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Zur Vorbereitung des Lentivirus wurden 293T Zellen in T-175 Zellkulturflaschen 

ausgesät und mit DMEN (vollständig) für 24 Stunden inkubiert. Die 293T Zellen 

wurden analog zu den LN-229 Zellen kultiviert und passagiert. 

 Nun werden 50ml Falcon-Röhrchen mit Opti-MEM vorbereitet. Diesen Falcon-

Röhrchen wird 12,5µl einer 10mM Polyethylenimin (PEI) zugesetzt und die 

Lösung durch einen 0,22µm Filter in eine T-175 Zellkulturflasche filtriert. Nun 

werden 16µg von RFP oder dnE47, sowie 4µg pMD2.G und 12µg pCMVR8,74 in 

ein weiteres 50ml Falcon-Röhrchen mit Opti-MEM gegeben und auch dies durch 

einen 0,22µm Filter in die gleiche Zellkulturflasche filtriert. Die Zellkulturflaschen 

mit der Vektor-DNA und dem PEI werden vorsichtig gemischt und anschließend 

für 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.  

Bei 80-90% Konfluenz der Zellen wird das Medium von den Zellen entfernt und 

10 ml Opti-MEM Medium, sowie 10 ml der PEI-DNA-Lösung zur Transfektion zu 

den Zellen gegeben. Nun werden die Zellen mit dem neuen Medium, dem PEI 

und der Vektor-DNA für 4 Stunden bei 5 % CO2 und 37 Grad Celsius inkubiert, 

bevor das Medium durch DMEN (vollständig) ersetzt wird. 48 Stunden nach 

Transfektion wird das Medium entfernt und durch 16 ml DMEN (vollständig) 

ersetzt. 

Zur Ernte des Virus wurde das Medium von den Zellen entfernt und durch neues 

Medium ersetzt. Das Virus-enthaltende Medium wurde nun bei 4000 rpm für 10 

Minuten zentrifugiert und anschließend durch einen 0,22µm Filter gefiltert. 

Anschließend wurde das Virus-enthaltende Medium bei 4 Grad Celsius für 2 

Stunden bei 23.000 rpm zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand 

verworfen und 30µl von DMEN (vollständig) zum Virus hinzugegeben, vermischt, 

mit Parafilm verschlossen und für eine Stunde auf Eis inkubiert. Als letzten Schritt 

wurde das Medium mit dem Virus nochmals vermischt und in jeweils in 30µl 

Aliquots bei -80 Grad Celsius tiefgefroren.  

 

2.2.4. Zellkultivierung und Passagieren der LN-229  
Die für Klonogenitäts Assay und Zytotoxizitäts Assay verwendete Zelllinie LN-

229 wächst adhärent. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in T75 

Zellkulturflaschen. Als Medium wurde DMEM (vollständig) verwendet. Die 
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Kultivierung erfolgte unter Standardbedingungen im Inkubator bei 37°C und 5% 

CO2. Es wurde täglich eine mikroskopische Kontrolle der Zellen und des 

Mediums vorgenommen. Beim Vorfinden eines konfluenten Zellrasens auf dem 

Flaschenboden wurden die Zellen passagiert. 

Vor Passagierung wurde das zu benutzende DMEM, PBS und die Accutase im 

Wasserbad erwärmt. Das Zellmedium wurde mittels Glaspipette unter sterilen 

Bedingungen abgesaugt. Anschließend wurden die Zellen mit PBS gewaschen, 

um abgelöste und abgestorbene Zellen zu entfernen. Zum Ablösen der Zellen 

von der Zellkulturflasche wurden 5 ml Accutase beigefügt und die 

Zellkulturflasche fünf Minuten im Inkubator unter Standardbedingungen inkubiert. 

Nach Abschluss der Inkubation wurden zum Abstoppen der Accutase 7 ml 

DMEM (vollständig) in die Zellkulturflasche gegeben, die Zellen durch 

mehrmaliges Pipettieren vom Boden gelöst und anschließend die gesamte 

Suspension in ein steriles 15 ml Falcon gegeben. Dieses wurde fünf Minuten bei 

20°C und 1200 rpm zentrifugiert. Der so entstandene Überstand wurde 

abgesaugt und das Zellpellet in 10 ml DMEM (vollständig) resuspensiert und 

wieder in die Zellkulturflasche gegeben. Zur Zählung der Zellen 10 µl der Zellen 

mit Trypanblau angefärbt und mittels Neubauer-Zählkammer unter dem 

Mikroskop ausgezählt und die gesamte Zellzahl ausgerechnet. 

 

2.2.5 Immunzytochemie (ICC) 
Die Immunzytochemie dient der Lokalisation und Sichtbarmachung von 

Proteinen innerhalb des Nukleus und des Cytoplasmas einer Zelle. Nach der 

Fixierung und Permeabilisation werden mittels Antikörpern bestimmte Antigene 

in einer einzelnen Zelle angefärbt und anschließend sichtbar gemacht.  

Zunächst wird jeweils ein Deckglas in ein Loch einer 6-Well Platte gelegt und 

anschließend 500.000 Zellen pro Loch ausgesät, mit Doxycyclin behandelt und 

inkubiert.  

Nach 48 Stunden wurde das Medium entfernt und die Zellen mit 4 % PFA 20 

Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Anschließend wurde das PFA entfernt und 

Zellen dreimalig für jeweils 10 Minuten mit TBS gewaschen. Es folgte die 
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Blockung der unspezifischen Bindungsstellen mithilfe des Block Puffers TBS+ für 

30 Minuten bei Raumtemperatur. 

Die primären Antikörper gegen ID1 und RFP wurden in TBS+ gelöst, auf ein 

Stück Parafilm gegeben und die Deckgläser mit den Zellen kopfüber auf diese 

gelegt, sodass die Zellen in Kontakt mit der Antikörperlösung kamen. Es folgte 

eine Inkubation bei Raumtemperatur für eine Stunde. Neben ID1 und RFP wurde 

außerdem noch Phalloidin-FTIC mit den Zellen inkubiert.  

Nach dieser Stunde wurden die Zellen dreimal für 5 Minuten mit TBS gereinigt. 

Anschließend erfolgte die Gabe des sekundären Antikörpers Alexa Fluor 647. 

Dazu wurde dieser in TBS+ gelöst, auf die Zellen gegeben und für 60 Minuten in 

Dunkelheit bei Raumtemperatur inkubiert.  

Nun wurde 10 Minuten lang in Dunkelheit mit TBS gereinigt. Während dieser Zeit 

wurde DAPI im Verhältnis 1:20.000 in TBS gelöst und die Zellen für eine nukleäre 

Anfärbung damit nach der Reinigung für 5 Minuten bei Dunkelheit inkubiert. Es 

folgte eine abermalige dreifache Reinigung für jeweils 10 Minuten mit TBS bei 

Dunkelheit. Anschließend wurden die Deckgläser unter dem Mikroskop 

aufgenommen. 

 

2.2.6 Klonogenitäts Assay der LN-229 Zelllinie 
Mittels Klonogenitäts Assay sollte das Wachstum der LN-229 Zellen bei den 

verschiedenen Therapieformen untersucht werden. Das Prinzip beruht darauf, 

dass einzelne Zellen die Fähigkeit besitzen Zellkolonien zu bilden. Jede 

Zellkolonie besteht aus mindestens 50 Zellen und ist mittels Kristallviolett 

anfärbbar. Durch Unterschiede in der Koloniezahl lassen sich anschließend 

Aussagen über die Wirksamkeit der Therapieformen treffen. 

 

Zunächst wurden einzeln die Bestrahlung (RT) mit 1 Gy und 2 Gy, eine 

alkylierende Chemotherapie (CT) mit 1µM und 2µM Temozolomid und die 

Doxycyclin (Dox) - Induktion (10mM) als Einzeltherapien verglichen.  

Nach Aussaat von jeweils 1000 Zellen pro Loch einer 6 Lochplatte erfolgte in 

jeweils 24 Stunden Abstand die jeweilige Behandlung, dazwischen folgte eine 

Inkubation unter Standardbedingungen. An Tag 10 wurden die Versuche 
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abgestoppt, die Platten angefärbt und die Kolonien nach Trocknung ausgezählt. 

Das Protokoll ist angelehnt an das bei Franken et al. 2006 [303] beschriebene 

Verfahren.  

Die 6 Lochplatten wurden wie in Tabelle 12 und Tabelle 13 angegeben, ausgesät. 

Den Zellen zunächst 24 Stunden zum Wachstum gegeben. Nach 24 Stunden 

erfolgte die Therapie mit TMZ oder Bestrahlung oder die Doxycyclin-Induktion. 

Bei Kombination mit Doxycyclin-Induktion erfolgte die Doxycyclin-Gabe 24 

Stunde später. So konnte die Strahlen-/Chemotherapie vor der Doxycyclin-

Induktion ihre Wirkung entfalten. 
Tabelle 12: Behandlungsplan der Kontrollplatten der Einzeltherapien der Klonogenitäts 
Assays. Jeweilige Plattenbeschriftung mit Therapie nach 24 und 48 Stunden. Bei 
Kombination von Chemo-/Strahlentherapie mit Doxycyclin-Induktion erfolgte die Doxycyclin-

Gabe 24 Stunden nach Chemo-/Strahlentherapie. Grün markiert sind die Gaben von Medium 
mit FCS. Gelb markiert sind Bestrahlungen. Lila markiert sind Gabe von TMZ. Rot markiert 

sind Doxycyclin-Gaben. 

 0h 24h 48h 

+Dox Aussaat 

(+FCS) 

-FCS +Dox -FCS -Dox 

- Dox -FCS -Dox -FCS -Dox 

0Gy  -FCS -Dox -FCS -Dox 

1Gy -FCS +RT -Dox -FCS -Dox 

2Gy -FCS +RT -Dox -FCS -Dox 

DMSO -FCS +DMSO -Dox -FCS -Dox 

0µM TMZ -FCS -Dox -FCS -Dox 

1µM TMZ -FCS +TMZ -Dox -FCS -Dox 

2µM TMZ -FCS +TMZ -Dox -FCS -Dox 

 
Tabelle 13: Behandlungsplan der Einzeltherapien der Klonogenitäts Assays. Jeweilige 
Plattenbeschriftung mit Therapie nach 24 und 48 Stunden. Bei Kombination von Chemo-

/Strahlentherapie mit Doxycyclin-Induktion erfolgte die Doxycyclin-Gabe 24 Stunden nach 
Chemo-/Strahlentherapie. Grün markiert sind die Gaben von Medium mit FCS. Gelb markiert 

sind Bestrahlungen. Lila markiert sind Gabe von TMZ. Rot markiert sind Doxycyclin-Gaben. 

 0h 24h 48h 
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0Gy –Dox Aussaat 

(+FCS) 

-FCS -Dox -FCS -Dox 

1Gy – Dox  -FCS +RT -Dox -FCS -Dox 

2Gy - Dox -FCS +RT -Dox -FCS -Dox 

0Gy + Dox -FCS - Dox -FCS +Dox 

1Gy + Dox -FCS +RT -Dox -FCS +Dox 

2Gy + Dox -FCS +RT -Dox -FCS +Dox 

0µM TMZ -Dox -FCS -Dox -FCS -Dox 

1µM TMZ -Dox -FCS +TMZ -Dox -FCS -Dox 

2µM TMZ - Dox -FCS +TMZ -Dox -FCS -Dox 

0µM TMZ + 
Dox 

-FCS -Dox -FCS +Dox 

1µM TMZ + 
Dox 

-FCS +TMZ -Dox -FCS +Dox 

2µM TMZ + 
Dox 

-FCS +TMZ -Dox -FCS +Dox 

 

Nach Zellpassagierung wurden jeweils 1000 Zellen mit 2 ml DMEN (vollständig) 

in jedes Loch einer 6-Well Platte gegeben und für 24 Stunden zum Wachstum 

inkubiert.  

Nach dieser Zeit erfolgte die erste Behandlung. 

Dazu wurden aus allen Löchern das Medium entfernt und durch 2ml DMEN 

(serumfrei) ersetzt. Bei den Platten 1Gy, 2Gy –Dox, 1Gy +Dox, 2Gy, 2Gy –Dox 

und 2Gy + Dox erfolgte anschließend die jeweilige Bestrahlung mit 1 oder 2 Gy. 

Bei den Platten 1µM TMZ, 1µM TMZ –Dox, 1µM TMZ +Dox, 2µM TMZ, 2µM TMZ 

–Dox und 2µM TMZ +Dox wurde dem DMEN (serumfrei) zuvor 1 bzw. 2 µM TMZ 

hinzugegeben. Die Platte DMSO erhielt 2µM DMSO enthaltendes DMEN 

(serumfrei). Da bei der TMZ-Therapie in DMSO gelöstes TMZ verwendet wurde, 

war es notwendig zu prüfen, ob DMSO einen Einfluss auf das Zellwachstum hat 

und ob dies eventuelle Effekte der TMZ-Therapie verfälschen.  

Für die Platte +Dox wurde Doxycyclin im Verhältnis 1:500 mit DMEN (serumfrei) 

vermischt und 2 ml hiervon in jedes Loch der Platte gegeben.  
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Nach weiteren 24 Stunden erfolgte die zweite Behandlung. Wieder wurde das 

Medium entfernt und durch 2 ml DMEN (serumfrei) ersetzt. Für die Platten 0Gy 

+Dox, 1Gy +Dox, 2Gy + Dox, 0µM TMZ +Dox, 1µM TMZ +Dox und 2µM TMZ 

+Dox wurde Doxycyclin im Verhältnis 1:500 mit DMEN (serumfrei) gemischt und 

jeweils 2 ml in jedes Loch gegeben.  

 

Anschließend erfolgte eine Inkubation der Platten bis Tag 10 nach Aussaat, an 

dem das Abstoppen der Platten erfolgte. Hierfür wurde das Medium aus den 

Löchern entfernt und die Löcher mit 1 ml PBS von Mediumrückständen gereinigt. 

Das PBS wurde ebenfalls aus den Löchern und entfernt und durch 1 ml 4 % PFA 

zur Fixierung der Zellen ersetzt, womit die Platten 20 Minuten bei 20°C inkubiert 

wurden. Nach dieser Inkubation wurde das PFA verworfen und die Löcher mittels 

1 ml PBS von den Rückständen gereinigt und das PBS wieder aus den Löchern 

entfernt.  

Anschließend erfolgte die Anfärbung der Zellkolonien mittels Kristallvioletts. 

Hierzu wurde jeweils 1 ml 0,05% Kristallvioletts in die Löcher gegeben und die 

Platten 30 Minuten bei 20 °C inkubiert. Nach dieser Zeit wurde das Kristallviolett 

entfernt, die Platten vorsichtig mittels VE-Wasser von den Resten gereinigt und 

die Platten getrocknet. Die getrockneten Platten wurden unter Zuhilfenahme des 

Mikroskops ausgezählt. 

 

Nach Abschluss der Einzeltherapien wurden Kombinationsbehandlungen 

entsprechend folgender Therapieregime durchgeführt: 

 -Dox-RT/CT (24h & 48h & 72h Dox – 48 h RT und CT simultan) 

 -RT/CT-Dox (24h RT und CT simultan – 48h & 72h Dox)  

Die Doxycyclin-Gabe wurde bei den Kombinationstherapien aufgrund der 10-22 

stündigen Halbwertszeit von Doxycyclin nach der ersten Gabe wiederholt. Beim 

Therapieregime RT/CT-Dox erfolgte die Doxycyclin-Induktion erst 24 Stunden 

nach Therapie mit Chemo- und/oder Strahlentherapie. Dies ist äquivalent zur den 

Einzeltherapietestungen.  
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Nach Zellpassagierung wurden jeweils 2500 Zellen mit 2 ml DMEN (vollständig) 

in jedes Loch einer 6-Well Platte gegeben und für 24 Stunden zum Wachstum 

inkubiert.  

 

Einzeltherapien zur Kontrolle 
Tabelle 14: Einzeltherapiekontrollen für die Kombinationstherapien des Klonogenitäts 
Assays. Plattenbeschriftung mit jeweiliger Behandlung nach 24, 48 und 72 Stunden. Grün 

markiert sind die Gaben von Medium mit FCS. Gelb markiert sind Bestrahlungen. Lila 
markiert sind Gabe von TMZ. Rot markiert sind Doxycyclin-Gaben. 

 0h 24h 48h 72h 

+dox Aussaat 

(+FCS) 

-FCS +dox -FCS +dox +FCS +dox 

-dox -FCS -dox -FCS -dox +FCS -dox 

0Gy -FCS -dox -FCS -dox +FCS -dox 

2Gy -FCS +RT -dox -FCS-dox +FCS -dox 

0µM TMZ -FCS -dox -FCS -dox +FCS -dox 

2µM TMZ -FCS +TMZ -dox -FCS-dox +FCS -dox 

 

Nach 24 Stunden wurde ein Mediumwechsel mit 2 ml DMEN (serumfrei) 

durchgeführt. Für die Platte +Dox wurde Doxycyclin im Verhältnis 1:500 mit 

DMEN (serumfrei) gemischt und 2 ml in jedes Well gegeben. Die Platte 2Gy 

wurde nach dem Mediumwechsel mit 2 Gy bestrahlt. Die Platte 2µM TMZ erhielt 

2µM TMZ.  

Nach weiteren 24 Stunden wurde ein weiterer Mediumwechsel mit DMEN 

(serumfrei) durchgeführt und bei der Platte +Dox das Vorgehen vom letzten Tag 

wiederholt.  

72 Stunden nach Aussaat wurde ein Mediumwechsel mit DMEN (vollständig) 

durchgeführt. Für die Platte +Dox wurde Doxycyclin im Verhältnis 1:500 mit 

DMEN (vollständig) vermischt und 2 ml in jedes Loch gegeben. Es folgte eine 

Inkubation bis zum Tag 10 nach Aussaat. 

 

Kombinationstherapie Dox-RT/CT 
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Tabelle 15: Kombinationstherapie Dox-RT/CT der Klonogenitäts Assays. 

Plattenbeschriftung mit jeweiliger Behandlung nach 24,48 und 72 Stunden. Grün markiert 
sind die Gaben von Medium mit FCS. Gelb markiert sind Bestrahlungen. Lila markiert sind 

Gabe von TMZ. Rot markiert sind Doxycyclin-Gaben. 

 0h 24h 48h 72h 

2µM2Gy+dox Aussaat 

(+FCS) 

-FCS +dox -FCS +RT +TMZ 

+dox 

+FCS +dox 

2µM2Gy-dox -FCS -dox -FCS +RT +TMZ 

-dox 

+FCS -dox 

0µM2Gy+dox -FCS +dox -FCS +RT +dox +FCS +dox 

0µM2Gy-dox -FCS -dox -FCS +RT -dox +FCS -dox 

2µM0Gy+dox -FCS +dox -FCS +TMZ 

+dox 

+FCS +dox 

2µM0Gy-dox -FCS -dox -FCS +TMZ -dox +FCS -dox 

0µM0Gy+dox -FCS +dox -FCS +dox +FCS +dox 

0µM0Gy-dox -FCS -dox -FCS -dox +FCS -dox 

 

Beim Therapieregime Dox-RT/CT erfolgte 24 Stunden nach Aussaat ein 

Mediumwechsel mit DMEN (serumfrei), wobei die Platten 2µM2Gy+Dox, 

0µm2Gy+Dox, 2µM0Gy+Dox und 0µM0Gy+Dox DMEN (serumfrei) mit 

Doxycyclin im Verhältnis 1:500 erhielten. Nach weiteren 24 Stunden erfolgte eine 

weiterer Mediumwechsel mit DMEN (serumfrei) sowie die Therapie mit 

Bestrahlung und TMZ-Gabe.  

Die Platten 2µM2Gy+Dox, 2µM2Gy-Dox, 0µM2Gy+Dox und 0µM2Gy-Dox 

wurden nach dem Mediumwechsel bestrahlt. Die Platten 2µM2Gy+Dox, 

2µM2Gy-Dox, 2µM0Gy+Dox und 2µM0Gy-Dox erhielten 2µM TMZ und die 

Platten 2µM2Gy+Dox, 0µM0Gy+Dox, 2µM0Gy+Dox und 0µM0Gy+Dox erhielten 

Doxycyclin im Verhältnis 1:500 mit DMEN (serumfrei) gemischt. An Tag 3 nach 

Aussaat erfolgte ein Mediumwechsel mit DMEN (vollständig), wobei die Platten 

2µM2Gy+Dox, 0µM2Gy+Dox, 2µM0Gy+Dox und 0µM0Gy+Dox ebenfalls zum 

wiederholten Male Doxycyclin verabreicht bekommen haben. Es folgte eine 

Inkubation bis zu Tag 10 nach Aussaat. 
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Kombinationstherapie RT/CT-Dox 
Tabelle 16: Kombinationstherapie RT/CT-Dox der Klonogenitäts Assays. 
Plattenbeschriftung mit jeweiliger Behandlung nach 24,48 und 72 Stunden. Grün markiert 

sind die Gaben von Medium mit FCS. Gelb markiert sind Bestrahlungen. Lila markiert sind 
Gabe von TMZ. Rot markiert sind Doxycyclin-Gaben. 

 0h 24h 48h 72h 
2µM2Gy+dox Aussaat 

(+FCS) 

-FCS +RT +TMZ -

Dox  

-FCS 

+dox 

+FCS +dox 

2µM2Gy-dox -FCS +RT +TMZ -

Dox  

-FCS -

dox 

+FCS -dox 

0µM2Gy+dox -FCS +RT -Dox -FCS 

+dox 

+FCS +dox 

0µM2Gy-dox -FCS +RT -Dox -FCS -

dox 

+FCS -dox 

2µM0Gy+dox -FCS +TMZ -Dox  -FCS 

+dox 

+FCS +dox 

2µM0Gy-dox -FCS +TMZ -Dox -FCS -

dox 

+FCS -dox 

0µM0Gy+dox -FCS -Dox -FCS 

+dox 

+FCS +dox 

0µM0Gy-dox -FCS -Dox -FCS -

dox 

+FCS -dox 

 

Beim Therapieregime RT/CT-Dox erfolgte nach 24 Stunden eine Mediumwechsel 

mit DMEN (serumfrei), sowie die Bestrahlung mit 2 Gy und die TMZ-Gabe. Hierzu 

wurden die Platten 2µM2Gy+Dox, 2µM2Gy-Dox, 0µM2Gy+Dox und 0µM2Gy-

Dox nach dem Mediumwechsel mit 2 Gy bestrahlt. Die Platten 2µM2Gy+Dox, 

2µM2Gy-Dox, 2µM0Gy+Dox und 2µM0Gy-Dox erhielten 2µM TMZ beim 

Mediumwechsel. 

An Tag 2 nach Aussaat erfolgte ein Mediumwechsel mit DMEN (serumfrei), sowie 

die Doxycyclin-Induktion bei den Platten 2µM2Gy+Dox, 0µM2Gy+Dox, 
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2µM0Gy+Dox und 0µM0Gy+Dox. Hierzu wurden Doxycyclin im Verhältnis 1:500 

mit DMEN (serumfrei) vermischt und jeweils 2 ml in jedes Loch gegeben. 72 

Stunden nach Aussaat erfolgte ein Mediumwechsel mit DMEN (vollständig), 

sowie eine wiederholte Doxycyclin-Gabe bei den Platten 2µM2Gy+Dox, 

0µM2Gy+Dox, 2µM0Gy+Dox und 0µM0Gy+Dox wie am vorherigen Tag. Es 

folgte eine Inkubation bis zum Tag 10 nach Aussaat.  

 

An Tag 10 erfolgte analog zu den Einzeltherapien das Abstoppen der 

Klonogenitäts Assays. 

 

2.2.7 Zytotoxizitäts Assay der LN-229 Zelllinie 
Wie auch der Klonogenitäts Assay dient auch der Zytotoxizitäts Assay dem 

Effektivitätsvergleich verschiedener Therapien. Es wurden 5000 Zellen pro Loch 

in eine 96 Lochplatte eingebracht und in 24 Stundenabstand mit Radio-, 

Chemotherapie behandelt und mittels Doxycyclin-Induktion die dnE47 

Genexpression gesteigert. An Tag 10 erfolgte das Abstoppen der Platten und die 

Auswertung und Quantifizierung der Zellzahl mittels photometrischer Analyse. 

Um herauszufinden, ob die Reihenfolge der Therapieformen eine Rolle auf das 

Zellwachstum und Effekte zwischen den Therapieformen hat wurden zwei 

Therapieregime getestet: 

 

1. Dox-RT/CT (24h Dox – 48h: 24h RT & CT) 

2. RT/CT-Dox (24 h RT & CT - 48 h Dox) 

 

Einzeltherapien zur Kontrolle: 
Tabelle 17: Einzeltherapiekontrollen für die Kombinationstherapien des Zytotoxizitäts 

Assays. Plattenbeschriftung mit jeweiliger Behandlung nach 24, 48 und 72 Stunden. Grün 
markiert sind die Gaben von Medium mit FCS. Gelb markiert sind Bestrahlungen. Lila 
markiert sind Gabe von TMZ. Rot markiert sind Doxycyclin-Gaben. 

 0h 24h 48h 72h 

+dox Aussaat 

(+FCS) 

-FCS +dox -FCS +dox +FCS +dox 

-dox -FCS -dox -FCS -dox +FCS -dox 
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0Gy -FCS -dox -FCS -dox +FCS -dox 

2Gy -FCS +RT -dox -FCS-dox +FCS -dox 

0µM TMZ -FCS -dox -FCS -dox +FCS -dox 

45µM TMZ -FCS +TMZ -

dox 

-FCS-dox +FCS -dox 

 

Nach 24 Stunden wurde ein Mediumwechsel mit 100 µl DMEN (serumfrei) 

durchgeführt. Für die Platte +Dox wurde Doxycyclin im Verhältnis 1:500 mit 

DMEN (serumfrei) gemischt und 100µl in jedes Well gegeben. Die Platte 2Gy 

wurde nach dem Mediumwechsel mit 2 Gy bestrahlt. Die Platte 2µM TMZ erhielt 

2µM TMZ.  

Nach weiteren 24 Stunden wurde ein weiterer Mediumwechsel mit DMEN 

(serumfrei) durchgeführt und bei der Platte +Dox das Vorgehen vom letzten Tag 

wiederholt.  

72 Stunden nach Aussaat wurde ein Mediumwechsel mit DMEN (vollständig) 

durchgeführt. Für die Platte +Dox wurde Doxycyclin im Verhältnis 1:500 mit 

DMEN (vollständig) vermischt und 100µl in jedes Loch gegeben. Es folgte eine 

Inkubation bis zum Tag 10 nach Aussaat. 
 
Tabelle 18: Kombinationstherapie Dox-RT/CT der Zytotoxizitäts Assays. 
Plattenbeschriftung mit jeweiliger Behandlung nach 24,48 und 72 Stunden. Grün markiert 

sind die Gaben von Medium mit FCS. Gelb markiert sind Bestrahlungen. Lila markiert sind 
Gabe von TMZ. Rot markiert sind Doxycyclin-Gaben. 

 0h 24h 48h 72h 

45µM2Gy+dox Aussaat 

(+FCS) 

-FCS 

+dox 

-FCS +RT 

+TMZ +dox 

+FCS +dox 

45µM2Gy-dox -FCS -dox -FCS +RT 

+TMZ -dox 

+FCS -dox 

0µM2Gy+dox -FCS 

+dox 

-FCS +RT +dox +FCS +dox 

0µM2Gy-dox -FCS -dox -FCS +RT -dox +FCS -dox 
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45µM0Gy+dox -FCS 

+dox 

-FCS +TMZ 

+dox 

+FCS +dox 

45µM0Gy-dox -FCS -dox -FCS +TMZ -

dox 

+FCS -dox 

0µM0Gy+dox -FCS 

+dox 

-FCS +dox +FCS +dox 

0µM0Gy-dox -FCS -dox -FCS -dox +FCS -dox 

 

Beim Therapieregime Dox-RT/CT erfolgte 24 Stunden nach Aussaat ein 

Mediumwechsel mit 100 µl DMEN (serumfrei), wobei die Platten 45µM2Gy+Dox, 

0µm2Gy+Dox, 45µM0Gy+Dox und 0µM0Gy+Dox DMEN (serumfrei) mit 

Doxycyclin im Verhältnis 1:500 erhielten. Nach weiteren 24 Stunden erfolgte eine 

weiterer Mediumwechsel mit DMEN (serumfrei) sowie die Therapie mit 

Bestrahlung und TMZ-Gabe.  

Die Platten 45µM2Gy+Dox, 45µM2Gy-Dox, 0µM2Gy+Dox und 0µM2Gy-Dox 

wurden nach dem Mediumwechsel bestrahlt. Die Platten 45µM2Gy+Dox, 

45µM2Gy-Dox, 45µM0Gy+Dox und 45µM0Gy-Dox erhielten 45µM TMZ und die 

Platten 45µM2Gy+Dox, 0µM0Gy+Dox, 45µM0Gy+Dox und 0µM0Gy+Dox 

erhielten Doxycyclin im Verhältnis 1:500 mit DMEN (serumfrei) gemischt. An Tag 

3 nach Aussaat erfolgte ein Mediumwechsel mit DMEN (vollständig), wobei die 

Platten 45µM2Gy+Dox, 0µM2Gy+Dox, 45µM0Gy+Dox und 0µM0Gy+Dox 

ebenfalls zum wiederholten Male Doxycyclin verabreicht bekommen haben. Es 

folgte eine Inkubation bis zu Tag 10 nach Aussaat. 

 
 

 
Tabelle 19: Kombinationstherapie RT/CT-Dox der Zytotoxizitäts Assays. 
Plattenbeschriftung mit jeweiliger Behandlung nach 24,48 und 72 Stunden. Grün markiert 

sind die Gaben von Medium mit FCS. Gelb markiert sind Bestrahlungen. Lila markiert sind 
Gabe von TMZ. Rot markiert sind Doxycyclin-Gaben. 

 0h 24h 48h 72h 
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45µM2Gy+dox Aussaat 

(+FCS) 

-FCS +RT +TMZ 

-Dox  

-FCS 

+dox 

+FCS +dox 

45µM2Gy-dox -FCS +RT +TMZ 

-Dox  

-FCS -

dox 

+FCS -dox 

0µM2Gy+dox -FCS +RT -Dox -FCS 

+dox 

+FCS +dox 

0µM2Gy-dox -FCS +RT -Dox -FCS -

dox 

+FCS -dox 

45µM0Gy+dox -FCS +TMZ -Dox  -FCS 

+dox 

+FCS +dox 

45µM0Gy-dox -FCS +TMZ -Dox -FCS -

dox 

+FCS -dox 

0µM0Gy+dox -FCS -Dox -FCS 

+dox 

+FCS +dox 

0µM0Gy-dox -FCS -Dox -FCS -

dox 

+FCS -dox 

 

Beim Therapieregime RT/CT-Dox erfolgte nach 24 Stunden ein Mediumwechsel 

mit 100µl DMEN (serumfrei), sowie die Bestrahlung mit 2 Gy und die TMZ-Gabe. 

Hierzu wurden die Platten 45µM2Gy+Dox, 45µM2Gy-Dox, 0µM2Gy+Dox und 

0µM2Gy-Dox nach dem Mediumwechsel mit 2 Gy bestrahlt. Die Platten 

45µM2Gy+Dox, 45µM2Gy-Dox, 45µM0Gy+Dox und 45µM0Gy-Dox erhielten 

45µM TMZ beim Mediumwechsel. 

An Tag 2 nach Aussaat erfolgte ein Mediumwechsel mit DMEN (serumfrei), sowie 

die Doxycyclin-Induktion bei den Platten 45µM2Gy+Dox, 0µM2Gy+Dox, 

45µM0Gy+Dox und 0µM0Gy+Dox. Hierzu wurden Doxycyclin im Verhältnis 

1:500 mit DMEN (serumfrei) vermischt und jeweils 100 µl in jedes Loch gegeben. 

72 Stunden nach Aussaat erfolgte ein Mediumwechsel mit DMEN (vollständig), 

sowie eine wiederholte Doxycyclin-Gabe bei den Platten 45µM2Gy+Dox, 

0µM2Gy+Dox, 45µM0Gy+Dox und 0µM0Gy+Dox wie am vorherigen Tag. Es 

folgte eine Inkubation bis zum Tag 10 nach Aussaat.  
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An Tag 10 wurden alle Platten abgestoppt. Hierzu wurde das alte Medium aus 

den Löchern entfernt und im Anschluss CellTiter-Blue im Verhältnis 1:5 mit 

DMEN (vollständig) gemischt und jeweils 120 µl in jedes Loch gegeben. Weitere 

120 µl vom DMEN-haltigen CellTiter-Blue wurden in ein neues Loch gegeben und 

dienten als Kontrollloch. Es folgte die Inkubation der Platten unter 

Standardbedingungen bis ein Farbumschlag der Zellen-enthaltenden Löcher 

gegenüber den neu angelegten Kontrolllöchern zu sehen war. Die Zellen 

reduzieren das im CellTiter-Blue befindliche Resazurin zu Resorfurin, was als 

Farbumschlag sichtbar wird. Da in den Kontrolllöchern keine Zellen enthalten 

waren, war ein Farbumschlag in diesen Löchern nicht möglich. Nach 

beobachtetem Farbumschlag wurden die Platten im Photometer (Anregung: 520 

nm, Emission: 580-646 nm) gemessen. 

 

2.2.8 Herstellung von fraktionierten Lysaten aus Nukleus und 

Zytoplasma 
Mittels der Herstellung der fraktionierten Lysate sollen die Proteine aus Nukleus 

und Zytoplasma getrennt werden, sodass die Verteilung von Proteinen wie RFP 

oder ID1 im Anschluss mittels Western Blot dargestellt werden können. Hierzu 

wurden die Zellen mechanisch und chemisch lysiert. 

 
Um die nukleären und zytoplasmatischen Proteine zu isolieren, wurden 

fraktionierte Lysate hergestellt. Es wurden fraktionierte Lysate zu den 

Zeitpunkten 0, 24, 48 und 72 Stunden nach Doxycyclin-Induktion angefertigt.  

5x106 LN229 Zellen wurden in 3 ml DMEN (vollständig) aufgenommen und in T25 

Zellkulturflaschen überführt. Ihnen wurde, wenn vorgesehen, im Verhältnis 1:500 

10mM Doxycyclin zugefügt. Die Flaschen der Zeitpunkte 24, 48 und 72 Stunden 

wurden nun liegend im Inkubator bei Standardbedingungen inkubiert. Alle 

Versuchsschritte erfolgten auf Eis. Alle Zentrifugierungen erfolgten bei 4°C. 

 

Zunächst wurden die Zellen vom Medium getrennt. Dazu wurden Medium und 

Zellen in ein 15 ml Falcon übertragen. Die adhärenten Zellen wurden mittels 

Accutase gelöst, in DMEN Medium aufgenommen und ebenfalls in das gleichen 
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Falcon übertragen. Es folgte eine Zentrifugierung bei 1500 rpm für fünf Minuten. 

Der Überstand wurde abgesaugt und das Zellpellet in 500 µl PBS gelöst. Der 

Inhalt des Falcons wurde nun in ein Eppendorfgefäß überführt und 10 Sekunden 

bei 14.000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt und das Zellpellet 

mit 100µl Puffer A lysiert. 

Die Proben wurden kurzzeitig bei 14.000 rpm zentrifugiert und der Überstand 

abgesaugt. Das Zellpellet wurde wiederholt in 200 µl Puffer A gelöst und 15 

Minuten auf Eis inkubiert.  

Zur mechanischen Lyse wurde die Probe nun 10-mal durch eine 26 G Kanüle 

gezogen, um eine zusätzliche Lyse zu erhalten. Im Anschluss wurden die 

zytoplasmatischen Proteine durch eine zweiminütige Zentrifugation bei 8.000 

rpm von nukleären Proteinen getrennt. Der gewonnene Überstand enthält somit 

die zytoplasmatische Fraktion und das Pellet die nukleäre Fraktion. Die 

zytoplasmatische Fraktion wurde 15 Minuten bei 14.000 rpm zentrifugiert und der 

Überstand abschließend in eine neues Eppendorfgefäß überführt. Dieser enthielt 

nun das gereinigte Zytoplasma. 

Um auch die nukleären Proteine zu isolieren, wurde 100 µl Puffer A zum Nukleus-

Pellet gegeben und ordentlich resuspensiert. Anschließend wurde die 

Suspension 20 Sekunden bei 14.000 rpm zentrifugiert und der Überstand 

verworfen. Das Zellpellet wurde nun zur weiteren chemischen Lyse in 30 µl Puffer 

C gelöst und über 45 Minuten, bei 2000 rpm im Thermomixer inkubiert. 

Zum Reinigen der Probe wurde das Pellet 5 Minuten bei 14.000 rpm zentrifugiert 

und der Überstand in ein neues Eppendorfgefäß überführt. Dieser enthielt nun 

die isolierte nukleäre Fraktion. 

Der proteolytische Abbau der frei werdenden Proteine wurde durch die Protease-

Inhibitoren in Puffer A und C verhindert. 

 

2.2.9 Proteinbestimmung mittels Bradford Assay 
Der Bradford Assay ist eine photometrische Methode um die 

Proteinkonzentration von Proben zu ermitteln [304]. Hierfür wurde zunächst eine 

Standardkurve angefertigt. Dazu wurden wie in Abbildung 9 zu erkennen eine 

Standardverdünnung vorbereitet. Jedes Gefäß erhielt zunächst 20 µl DNAse 
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freies H2O. Anschließend wurde in das erste 20 µl 2 mg/ml BSA gegeben und 

das Eppendorfgefäß kurz gevortext. Nun wurden 20 µl dieser Probe in den 

zweiten Eppendorfgefäß gegeben. So wurden Konzentrationen von 2mg/ml bis 

0,0625mg/ml BSA hergestellt. Als Blank wurde Wasser verwendet. Auf einer 96-

Lochplatte wurden jedem Eppendorfgefäß drei Löcher zugeordnet. Sowohl der 

Standard, als auch die Proben wurden Triplikaten angesetzt. Die Proben wurden 

zur genaueren Messung 1:10 verdünnt. Zu allen Proben wurde 200 µl Bradford-

Reagenz zugefügt und für 10 min im Dunkeln inkubiert. 

 

 
Abbildung 9: Verdünnungs- und Pipettierschema des Bradford Assays.  

 

Nach der Inkubation wurde die Platte in das Photometer eingelegt und die 

Extinktion bei 592 nm gemessen. Anhand der erhaltenen Werte wurde dann die 

Proteinkonzentrationen berechnet. Der Regressionswert R2 beschreibt dabei die 

Variationen der Variablen Y dar, die mittels der linearen Regression erklärt 

werden können. Bei einem Regressionswert von 0 besteht kein linearer 

Zusammenhang. Bei einem Regressionswert von 1 besteht ein perfekter linearer 
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Zusammenhang. Für die Proteinbestimmung wurden nur jene Bradford Assays, 

mit einem Regressionswertes von mindestens 0,99 benutzt.  

 

Abbildung 10: Standardkurve für die Proteinbestimmung. Mittels der Formel y= mx + b lässt 
sich die Proteinkonzentration x berechnen. Hierbei ist y die Extinktion, m die Steigung der 

Kurve und b der Achsenabschnitt . R2stellt die Variationen der Variablen Y dar, welche mittels 
linearer Regression erklärt werden. Bei R2=0 besteht kein linearer Zusammenhang. Bei R2=1 

hingegen besteht ein perfekter linearer Zusammenhang. Um den linearen Zusammenhang 
richtig interpretieren zu können, sollte R2 somit nahe bei 0 liegen. 
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2.2.10 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 

Mittels SDS-Gelelektrophorese ist es möglich geladene Proteine anhand einer 

Gelmatrix der Größe nach aufzutrennen. Große Proteine verbleiben auf der 

Gelmatrix weiter oben, wohingegen kleinere Proteine weiter entfernt von ihrem 

Auftragungsort zu finden sind. SDS dient hierbei dazu die Proteine negativ zu 

laden und so die Trennung zu ermöglichen.  
Die Proben wurden mit Lämmli-Puffer versetzt und die nativen Proteine bei 95°C 

für 10 min denaturiert und im Anschluss auf das Gel aufgetragen. Die SDS-PAGE 

wurde dann für 30 min bei 90V und danach 1h bei 120V laufen gelassen, bis sich 

eine vollständige Auftrennung der Proteine ergab. 

 

2.2.11 Proteindetektion mittels Western Blot  
Der Western Blot dient dazu die aufgetrennten Proteine sichtbar zu machen. 

Nach Auftrennung der Proteine mittels SDS-PAGE, wurden die im Gel 

befindlichen Proteine mittels Western Blot auf eine PVDF-Membran transferiert. 

Vor dem Transfer wurde die Membran durch Methanol aktiviert, um die Bindung 

der Proteine zu ermöglichen. Nach Aktivierung der Membran wurde der Blot wie 

in Abbildung 14 vorbereitet und der Proteintransfer gestartet. Der Transfer 

erfolgte bei 25 V und 0,75 A (konstant) für zwei Stunden im Transferpuffer.  

Um den Blot auf effizienten Proteintransfer zu überprüfen, wurde die Membran 

kurz in PBST gewaschen und anschließend für 2 min in 0,1 %-iger Ponceaus-S 

gefärbt und anschließend mit dH20 gewaschen, sodass die Proteinbanden 

sichtbar wurden. Bei erfolgreichem Transfervorgang wurden die Membranen für 

eine Stunde in 5% Magermilch mit PBST gelegt um unspezifische 

Proteinbindungsstellen zu blockieren. Anschließend erfolgte die Inkubation mit 

den primären Antikörpern gegen RFP, ID1 und IkB-a. Anti-RFP wurde dabei 

1:1000 in Magermilch verdünnt, Anti-Id1 im Verhältnis 1:2500 und Anti-IkB-a im 

Verhältnis von 1:200 in Magermilch verdünnt.  

Die Membran wurde über Nacht bei 4°C auf einem Plattformschüttler mit den 

primären Antikörpern inkubiert.  

Um Reste der Primärantikörper zu entfernen folgte am nächsten Tag ein 

dreimaliges 10-minütiges Waschen der Membran mit PBST. Im Anschluss daran 
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wurde die Membran für eine Stunde mit dem sekundären Antikörper auf einem 

Plattformschüttler inkubiert und danach 3 x 10 min gewaschen.  

Die Darstellung der Proben erfolgte mittels verbesserter Chemolumineszenz-

Lösung (ECL). Hierzu wurde die ECL-Lösung 1:1 verdünnt und anschließend ein 

ml von ihr auf die Membran gegeben. Im Dunklen wurde die Membran nun eine 

Minute inkubiert. Anschließend wurden an verschiedenen Zeitpunkten mittels 

des Chemidox MP Imaging System Bilder aufgenommen. 

 

2.2.12 RNA-Extraktion 

Zur Durchführung einer CAGE wird die RNA der Zellen benötigt, weswegen diese 

zunächst extrahiert werden musste. Dazu werden die Zellen zunächst lysiert und 

homogenisiert, wonach die RNA extrahiert werden kann. Die RNA-Extraktion 

erfolgte mithilfe des RNeasy Mini Kit der Firma Qiagen. 

Hierzu wurden 106 Zellen in ein Falcon gegeben, für 5 Minuten bei 300 rpm 

zentrifugiert und anschließend der Überstand abgesaugt. Nun wurde ihnen 350 

µl Puffer RLT zugesetzt und vermischt. Zur weiteren Lysierung wurden die Zellen 

nun mindestens 5-mal durch eine G20 Kanüle gezogen. Anschließend erfolgte 

die Homogenisierung der Lysate mittels Zugabe von 70%igem Ethanol. Hiermit 

wurde das Zellpellet gut gemischt, jedoch nicht zentrifugiert. 700 µl der Probe 

wurden in ein RNeasy Drehsäule überführt, welches in einem 2 ml 

Sammelröhrchen platziert wurde.   

Nun wurde die RNA gebunden. Hierzu folgte eine Zentrifugation für 15 Sekunden 

bei 10.000 rpm. Der entstandene Durchfluss wurde entfernt. Anschließend 

wurden 700 µl des Puffers RW1 dem RNeasy Drehsäule hinzugegeben und 

dieses für weitere 15 Sekunden bei 10.000 rpm zentrifugiert. Nun wurde der eine 

Menge des Puffers RPE mit der vierfachen Menge von Ethanol vermischt und 

von diesem verdünnten Puffer 500µl der RNeasy Drehsäule beigemischt. Die 

Probe wurde nun für 2 Minuten bei 10.000 rpm zentrifugiert. Im letzten Schritt 

wurde die RNeasy Drehsäule in ein neues 1,5 ml Sammelröhrchen platziert und 

50µl RNAse freies Wasser direkt auf die Drehsäulen-Membran gegeben und 

anschließend für eine Minute bei 10.000 rpm zentrifugiert um die RNA 

auszuwaschen. 
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2.2.13 Cap analysis gene expression (CAGE): 
CAGE ist eine Methode um die 5´-Enden einer mRNA aus einer Probe zu 

analysieren und mit ihrer Hilfe ein Rückschluss auf die Genexpression zu 

erlangen. Dazu werden diese 5´-mRNA Enden aus einer Probe extrahiert, mittels 

reverser Transkriptase in cDNA umgesetzt, durch PCR amplifiziert und 

anschließend sequenziert. 

So werden kurze Nukleotidsequenzen gewonnen die anschließend mit einem 

Referenzgenom abgeglichen werden, sodass ein Rückschluss auf die originale 

mRNA und damit auf die abgelesenen Gene möglich ist.  

Die Abfolge der wichtigsten Schritte ist bei Kodzius et al. ausführlich beschrieben 

[305]. 

Zunächst wird aus einer mRNA mittels reverser Transkriptase ein erster Strang 

cDNA hergestellt, welcher im Anschluss mit Proteinase K behandelt wird um 

Proteine in der Probe aufzulösen. Nun wird der cDNA Strang von 

Polysacchariden und anderen Abbauprodukten der Proteinolyse gereinigt. 

Anschließend werden die Diol-Gruppen der RNA oxidiert um diese für die 

Reaktion mit Biotin-Hydrazin vorzubereiten. Die Biotinylation dient dem 

Abschluss der cDNA Enden. Anschließend erfolgt mittels RNase I eine Spaltung 

von Einzelstrang RNA, nicht jedoch der Doppelstrang RNA-cDNA Stränge. Der 

RNA-cDNA Hybridstrang wird nun gereinigt und die Einzelstrang cDNA von der 

RNA gelöst, an einen CAGE Linker gebunden und anschließend der zweite DNA 

Strang synthetisiert. Mittels der Restriktionsendonuklease MmeI erfolgt nun eine 

Spaltung des DNA-Doppelstranges. Der so erhalten bleibende Rest der dsDNA 

wird nun mithilfe eines zweiten Linkers abgeschlossen und anschließend mittels 

Chromatographie und RNase I Behandlung aufgereinigt. Nun folgt die 

Polymerasekettenreaktion (PCR) und Aufreinigung der so entstehenden kurzen 

DNA Fragmente, der so genannten CAGE Tags. Diese werden zuletzt 

miteinander verbunden und anschließend mithilfe eines Vergleichsgenoms 

analysiert.  
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3. Ergebnisse 
3.1. Immunzytochemie (ICC) der LN229 Zelllinie 
Mittels Immunzytochemie sollte zunächst die Wirksamkeit der Virustransduktion 

erfasst werden und anschließend die Auswirkungen der Doxycyclin-Induktion auf 

die Proteinverteilung zwischen Zytoplasma und Nukleus der verschiedenen 

Proteine untersucht werden. 

48 Stunden nach Doxycyclin-Induktion wurden die Zellen angefärbt. Mittels DAPI 

wurden die DNA-Bestandteile sichtbar gemacht. Sichtbar in Abbildung 11 in Bild 

B. Dies zeigt eine starke Fluoreszenz in den klar begrenzten Zellkernen und 

keinerlei Anfärbung im Zytoplasma. In Bild D sichtbar ist die Färbung mit 

Phalloidin, welche Aktinfilamente zeigt. Diese zeigen die einzelnen Zellen mit 

ihrer Zellstruktur und sind in Nukleus und Zytoplasma zu finden. In Bild C der 

Abbildung 11 wurde ID1 angefärbt. Dieses findet sich ebenfalls in Zytoplasma 

und Nukleus, jedoch deutlich vermehrt im Zellkern, wo es an die DNA bindet. Bild 

E zeigt die Anfärbung von RFP, welches mit dem Transkriptionsfaktor E47 zur 

Sichtbarmachung desselben fusioniert wurde. RFP zeigt sich leicht im 

Zytoplasma, jedoch primär im Zellkern. In Bild A wird die Überlagerung aller 

Anfärbungen gezeigt. 

 

 
Abbildung 11: Immunzytochemie Bild der LN229 RFP-Zellen 48 Stunden nach Doxycyclin 
Gabe. A: Zusammenfassendes Bild aller Färbungen. B: Blaue DAPI Färbung zeigt DNA 



 70 

Lokalisation im Zellkern. C: ID1 Färbung (violett) zeigt eine schwache Expression im 

Zytoplasma und eine deutlich stärkere Expression im Nukleus. D: Grüne Phalloidin Färbung 
von Aktinfilamenten zeigt Verteilung in der gesamten Zelle. E: Rote RFP Färbung zeigt starke 

Expression im Zellkern und schwache Expression im Zytoplasma. 

 

 
Abbildung 12: Immunzytochemie Bild der LN229 dnE47-Zellen 48 Stunden nach Doxycyclin 

Gabe. A: Zusammenfassendes Bild aller Färbungen. B: Blaue DAPI Färbung zeigt die 
angefärbte DNA im Zellkern. C: Violette ID1 Färbung zeigt verstärkte Expression im Zellkern, 
sowie Expression im Zytoplasma. D: Grüne Phalloidin Färbung zeigt Aktinfilamente in den 

gesamten Zellen. E: Rote RFP Färbung zeigt extranukleäres Vorkommen. 

Abbildung 12 zeigt die immunzytochemischen Anfärbungen 48 Stunden nach 

Doxycyclin Induktion bei dnE47 Zellen der LN229 Zelllinie. Bild A zeigt das 

fusionierte Bild der einzelnen Färbungen. Bild B zeigt die Färbung mit DAPI, zur 

Sichtbarmachung von DNA. Es zeigt sich eine starke Färbung in den Zellkernen 

ohne eine Fluoreszenz innerhalb des Zytoplasma. Bild D zeigt die Anfärbung mit 

Phalloidin und somit der Aktinfilamente. Diese zeigen sich innerhalb der 

gesamten Zelle. Bild C zeigt die Anfärbung von ID, welches sich im Zytoplasma 

und Nukleus befindet. Im Vergleich zu Abbildung 11 zeigt sich eine deutlich 

stärkere Anfärbung im Zytoplasma. Dies resultiert aus der Heterodimerisierung 

von ID1 mit dnE47. DnE47 kann aufgrund des fehlenden NLS nicht in den Kern 

gelangen, weswegen auch die gebildeten Heterodimere nicht in den Zellkern 

gelangen können. Aufgrund zeigt sich eine stärkere ID1-Expression im 
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Zytoplasma als dies in Abbildung 11 der Fall ist. In Bild E wurde RFP angefärbt. 

Dieses wurde mit dnE47 fusioniert und zeigt eine starke Expression im 

Zytoplasma, jedoch nicht in den Zellkernen, da dnE47 aufgrund des fehlenden 

NLS nicht in den Zellkern gelangen kann.  

Im Vergleich von Abbildung 12 zu Abbildung 11 zeigt sich somit bei den dnE47 

Zellen nach Doxycyclin-Induktion ein Verbleiben des Fusionsproteins 

dnE47:RFP im Zytoplasma. Das Fehlen des NLS bewirkt, dass ein Transport des 

Proteins in den Nukleus nicht möglich ist. Die stärkere Expression von ID1 bei 

den dnE47 Zellen nach Doxycyclin-Induktion zeigt, dass auch die 

Bindungspartner von dnE47 von diesem Effekt betroffen sind. Die mit dnE47 

gebildeten Heterodimere können aufgrund des fehlenden NLS von dnE47 nicht 

in den Zellkern gelangen und akkumulieren im Zytoplasma. Die Darstellung der 

DNA und der Aktinfilamente diente als Kontrolle. Beides bleibt bei Doxycyclin-

Induktion bei RFP und dnE47 Zellen unverändert. Insgesamt zeigt sich bei den 

dnE47 Zellen nach Doxycyclin-Induktion im Vergleich zu den RFP Zellen ein 

veränderter Zellphänotyp. 

 

3.2. Western Blot der LN229 Zelllinie 
Mithilfe des Western Blots sollten die Zellen weiter phänotypisiert werden. So 

sollte die Proteinverteilung von dnE47 und dessen Bindungspartnern nach 

Doxycyclin-Induktion untersucht werden. Als Vergleich diente hierbei das 

normale E47 Molekül in den RFP Zellen, sowie IkBa als zytoplasmatische 

Kontrolle. 
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Abbildung 13: Western Blot der LN299 dnE47 und LN299 RFP Zellen 0, 4, 8 und 24 Stunden 
nach Doxycyclin-Induktion. Auftrennung der Zellen nach nukleärem und zytoplasmatischem 

Lysat. Darstellung von RFP (27kD) und IkBa (35-41 kD) als zytoplasmatische Kontrolle. Das 

Molekulargewicht von RFP im fusionierten Zustand mit dnE47 beträgt 80-100 kD. Es zeigt 

sich, dass IkBa sich nur bei den zytoplamatischen Lysaten darstellt. RFP wird nach 

Doxycyclin-Induktion bei den dnE47 Zellen deutlich stärker im Zytoplasma als im Nukleus 
gefunden. Ohne Doxycyclin-Induktion findet es sich weder im Zytoplasma, noch im Nukleus. 

Mit zunehmender Zeit wird die Expression im Nukleus stärker. 
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Abbildung 14:Western Blot der LN229 dnE47 und LN229 RFP Zellen 24, 48, und 72 Stunden 
nach Doxycyclin-Induktion. Auftrennung der dnE47 und RFP Zellen nach nukleärem und 

zytoplasmatischem Lysat. Darstellung von RFP (27kD) und IkBa (35-41 kD) als 

zytoplasmatische Kontrolle. Das Molekulargewicht von RFP im fusionierten Zustand mit 

dnE47 beträgt 80-100 kD. Es zeigt sich, dass IkBa sich nur bei den zytoplasmatischen 

Lysaten darstellt. RFP wird nach Doxycyclin-Induktion bei den dnE47 Zellen deutlich stärker 

im Zytoplasma als im Nukleus gefunden. Ohne Doxycyclin-Induktion findet es sich im 
Zytoplasma und im Nukleus in nur geringer Konzentration. Mit zunehmender Zeit wird die 

Expression im Nukleus stärker. 

In Abbildung 13 und Abbildung 14 stellt sich der Western Blot der LN229 dnE47 

und RFP Zellen 0,4,8,24,48 und 72 Stunden nach Doxycyclin-Induktion dar. 

Angefärbt wurden RFP und IkBa. IkBa dient als Protein des Zytosol als 

zytoplasmatische Kontrolle. Direkt nach Doxycyclin-Induktion zeigt sich RFP im 

Nukleus und Zytoplasma. Mit zunehmender Zeit steigt bei den dnE47 Zellen die 

RFP-Konzentration im Zytoplasma, während sie bei den RFP Zellen unverändert 

bleibt. Nach 72 Stunden scheint der Effekt bei den dnE47 Zellen am stärksten zu 

sein. Ohne Doxycyclin-Induktion zeigt sich weder bei den RFP noch bei dnE47 

Zellen eine Veränderung. 

Nach Darstellung des Einflusses der Doxycyclin-Induktion auf die veränderte 

Lokalisation von E47:RFP und dnE47:RFP in LN229 dnE47 und RFP Zellen, 

sollten die Folgen der veränderten Proteinlokalisation auf die Bindungspartner 
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von E47/dnE47 genauer untersucht werden. Dazu wurde die Lokalisation von 

ID1 als Heterodimerisierungspartner von E47 und dnE47 in einem Western Blot 

untersucht. Es sollte untersucht werden, ob die primär zytoplasmatische 

Lokalisation von dnE47 nach Doxycyclin-Induktion auch bei dessen potenziellen 

Bindungspartnern eine verstärkte Lokalisation im Zytoplasma bewirkt. 

 
Abbildung 15: Western Blot der LN229 dnE47 und LN299 RFP Zellen 0, 4 und 8 Stunden 
nach Doxycyclin-Induktion. Direkt nach Doxycyclin-Induktion zeigt sich die erwartbare 

Expression von ID-1 (15-22 kD) im Nukleus aller Zellen. Bereits nach 4 Stunden zeigt sich 
bei den dnE47 Zellen eine starke Expression von ID-1 im Zytoplasma. Diese Expression 

nimmt nach 8 Stunden zu. IkBa (35-41 kD) und b-Tubulin (55 kD) dienen als Kontrolle und 

zeigen ihre normale Expression im Zytoplasma, nicht jedoch im Nukleus. Diese Verteilung 

ändert sich bei einer Doxycyclin-Induktion nicht. 
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Abbildung 16: Western Blot der LN299 dnE47 und LN229 RFP Zellen 24, 48 und 72 Stunden 

nach Doxycyclin-Induktion. Mit zunehmender Zeit zeigt sich bei den dnE47 Zellen eine 
stärkere Expression von ID-1 (15-22 kD) im Cytoplasma und eine schwächere Expression 

im Nukleus. Ohne Doxycyclin-Induktion oder bei RFP Zellen zeigt sich diese Verteilung nicht. 

IkBa (35-41 kD) und b-Tubulin (55 kD) dienen als Kontrolle und zeigen ihre normale 

Expression im Zytoplasma, nicht jedoch im Nukleus. Diese Verteilung ändert sich bei einer 
Doxycyclin-Induktion nicht. 

In Abbildung 15 und Abbildung 16 zeigt sich der Western Blot der LN229 dnE47 

und RFP Zellen 0,4,8,24,48 und 72 Stunden nach Doxycyclin-Induktion mit 

Darstellung von ID1 (15-22 kD), IkBa (35-41 kD) und b-Tubulin (55 kD). IkBa und 

b-Tubulin dienen als zytoplasmatische Kontrolle. Direkt nach Doxycyclin-

Induktion ist ID1 primär im Nukleus lokalisiert. Ab 4 Stunden nach Doxycyclin-

Induktion zeigt sich (rot markiert) bei den dnE47 Zellen eine Expression von ID-

1 im Zytoplasma. Diese zeigt sich mit zunehmender Zeit stärker als die 

Expression von ID-1 im Nukleus. Der Effekt in den dnE47 Zellen zeigt sich nach 

72 Stunden am stärksten ausgeprägt. Bei den RFP Zellen zeigt sich nur eine sehr 

geringe Expression von ID-1 im Zytoplasma. IkBa und b-Tubulin bleiben bei allen 

Zellen nur im Zytoplasma exprimiert. Ohne Doxycyclin-Induktion zeigt sich weder 

bei den RFP noch bei dnE47 Zellen eine Veränderung mit der Zeit. 

Mithilfe der Western Blots konnten die dnE47 Zellen weiter phänotypisiert 

werden. So zeigte sich bei den dnE47 Zellen im Vergleich zu den RFP Zellen, 
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wie auch in der Immunzytochemie, deutliche Unterschiede in der 

Proteinverteilung. RFP:dnE47 kann aufgrund des fehlenden NLS nicht in den 

Kern gelangen und akkumuliert deswegen mit der Zeit im Zytoplasma der dnE47 

Zellen nach Doxycyclin-Induktion. Sein Bindungspartner ID1 bildet mit dnE47 

Heterodimere, welche aufgrund des fehlenden NLS von dnE47 jedoch ebenfalls 

nicht in den Nukleus gelangen können. Dies bewirkt neben einer Akkumulation 

von dnE47, auch eine Akkumulation von ID1 im Zytoplasma. Damit kann ID1 

nicht an seinen Wirkort im Zellkern gelangen. 

 

3.3. Einzeltherapien Klonogenitäts Assay der LN229 
Zelllinie 
Mithilfe der Einzeltherapietestung in den Klonogenitäts Assays sollte die Wirkung 

des dnE47 Ansatzes auf das Zellwachstum getestet werden. Zum Vergleich 

sollte zudem der Einfluss von Chemo- und Strahlentherapie auf das 

Zellwachstum untersucht werden. Mithilfe von Kombinationen des dnE47 

Ansatzes mit Strahlen- oder Chemotherapie sollten zudem eventuell vorliegende 

synergistische oder additive Effekte getestet werden.  

Die Auswertung erfolgte mittels Graphpad 6 der Firma Prism. Für jeden Versuch 

wurden drei biologische und drei technische Replikate erstellt. 

 

3.3.1 Klonogenitäts Assay mit Bestrahlung und Doxycyclin-Induktion 
Abbildung 17 und Abbildung 18 zeigen die Klonogenitäts Assays mit erfolgter 

Bestrahlung mit 1 und 2 Gy +/- Doxycyclin-Induktion. Bei den Kontrollen erfolgte 

24 Stunden nach Aussaat die Behandlung mittels Bestrahlung oder die 

Doxycyclin-Induktion. Bei den Kombinationen von Bestrahlung und Doxycyclin-

Induktion erfolgte die Doxycyclin-Induktion 24 Stunden nach Bestrahlung.  
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Abbildung 17: Klonogenitäts Assay der LN229 Zellen nach Radiotherapie und Doxycyclin 

Gabe. Es zeigt sich eine deutliche Abnahme der Koloniezahl der dnE47 Zellen nach 
Doxycyclin Gabe. Außerdem zeigt sich eine Wachstumsreduktion von RFP und dnE47 

Zellen bei Bestrahlung mit 2 Gy. Eine Behandlung mit 1 Gy zeigt keine signifikante 
Reduzierung der Koloniezahl. Die Sterne geben die Signifikanzniveaus an. Ein Stern steht 

für ein, mit einer Irrtumswahrscheinlicheit von unter 5 %, signifikantes Ergebnis. Zwei Sterne 
geben ein, mit einer Irrtumswahrscheinlicheit von kleiner 1 %, sehr signifikantes Ergebnis 

an. Drei Sterne zeigen ein, mit einer Irrtumswahrscheinlicheit von kleiner 0,1%, höchst 
signifikantes Ergebnis an. Mittelwerte +/- SD mit n=9 aus drei unabhängigen Experimenten. 

Statistische Testung mittels ANOVA. 

Beim Vergleich der RFP und dnE47 Zellen bei Behandlung mit Radiotherapie 

und +/- Doxycyclin zeigt sich eine erhebliche Wachstumsreduktion der dnE47 

Zellen nach Doxycyclin-Induktion im Vergleich zu den RFP Zellen. Fehlt die 

Doxycyclin-Induktion zeigen beide Zellarten eine vergleichbare Kolonieanzahl.  

Bei den Therapieformen 0 Gy + Dox, 1 Gy + Dox und 2 Gy + Dox zeigt sich 

jeweils ein signifikanter Unterschied der Koloniezahlen zwischen dnE47 und 

RFP. Die dnE47 Zellen reagieren auf Doxycyclin mit einem stark reduzierten 
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Zellwachstum, wohingegen die RFP Zellen ein ähnliches Wachstum zu der 

jeweiligen Therapieform ohne Doxycyclin zeigen. Zudem zeigt sich mit 

steigender Intensität der Strahlentherapie eine zunehmende 

Wachstumsrestriktion bei beiden Zelllinien. 

Insgesamt zeigt sich somit eine Wachstumsreduktion durch die Behandlung mit 

2 Gy, sowie eine sehr starke Koloniezahlreduzierung bei dnE47 durch die 

Doxycyclin-Induktion. 

 
Abbildung 18: Klonogenitäts Assay mit singulärer Radiotherapie und Doxycyclin Gabe zur 

internen Kontrolle. Es zeigt sich bei RFP und dnE47 Zellen eine Kolonieanzahlreduzierung 
mit zunehmender Stärke der Bestrahlung. Außerdem zeigt sich bei den dnE47 Zellen unter 

Doxycyclin Gabe eine deutliche Reduzierung der Koloniezahl. Die Sterne geben die 
Signifikanzniveaus an. Ein Stern steht für ein, mit einer Irrtumswahrscheinlicheit von unter 5 

%, signifikantes Ergebnis. Zwei Sterne geben ein, mit einer Irrtumswahrscheinlicheit von 
kleiner 1 %, sehr signifikantes Ergebnis an. Drei Sterne zeigen ein, mit einer 

Irrtumswahrscheinlicheit von kleiner 0,1%, höchst signifikantes Ergebnis an. Mittelwerte +/- 
SD mit n=9 aus drei unabhängigen Experimenten. Statistische Testung mittels ANOVA. 

Zur Kontrolle wurden die beiden Zelllinien unter einer jeweilig singulären 

Therapie mit Radiotherapie und Doxycyclin vergleichen. Es zeigte sich bei beiden 

Zellarten eine Reduktion der Kolonieanzahl bei Bestrahlung, sowie bei  
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dnE47 eine deutliche Wachstumsreduktion bei Doxycyclin-Induktion. Es zeigt 

sich vor allem ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Zelllinien bei 

Therapieinduktion mit Doxycyclin. So zeigen die dnE47 Zellen eine starke 

Reduzierung ihres Wachstums, wohingegen die RFP Zellen eine ähnliche 

Kolonieanzahl wie ohne Doxycyclin-Induktion zeigen.  

 

3.3.2 Klonogenitäts Assay mit Chemotherapie und Doxycyclin-Induktion 
Abbildung 19 und Abbildung 20 zeigen die Klonogenitäts Assays mit 

Chemotherapie +/- Doxycyclin-Induktion. Bei den Kontrollen erfolgte 24 Stunden 

nach Aussaat die Behandlung mittels TMZ-Gabe oder die Doxycyclin-Induktion. 

Bei den Kombinationen von Chemotherapie und Doxycyclin-Induktion erfolgte 

die Doxycyclin-Induktion 24 Stunden nach Bestrahlung. Da TMZ in DMSO gelöst 

verabreicht wurde, erfolgte eine DMSO Kontrolle um einen 

wachstumsreduzierenden Effekt durch DMSO auszuschließen. 

 

 
Abbildung 19: Klonogenitäts Assay mit Kombination aus TMZ und Doxycyclin Gabe. Es zeigt 

sich jeweils bei Doxycyclin Gabe eine deutliche Wachstumsreduktion der dnE47 
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Zellen, nicht aber der RFP Zellen. Des Weiteren zeigt sich eine leichte Reduktion der 

Koloniezahl unter Chemotherapie bei beiden Zelltypen. Die Sterne geben die 
Signifikanzniveaus an. Ein Stern steht für ein, mit einer Irrtumswahrscheinlicheit von unter 5 

%, signifikantes Ergebnis. Zwei Sterne geben ein, mit einer Irrtumswahrscheinlicheit von 
kleiner 1 %, sehr signifikantes Ergebnis an. Drei Sterne zeigen ein, mit einer 

Irrtumswahrscheinlicheit von kleiner 0,1%, höchst signifikantes Ergebnis an. Mittelwerte +/- 
SD mit n=9 aus drei unabhängigen Experimenten. Statistische Testung mittels ANOVA. 

Unter Therapie mit TMZ und +/- Doxycyclin zeigte sich wie bei der Radiotherapie 

eine deutliche Wirkung der Doxycyclin-Induktion auf die dnE47, nicht aber auf die 

RFP Zellen. Außerdem zeigt sich eine leichte Wachstumsrestriktion beider 

Zelllinien unter TMZ Behandlung, es zeigt sich jedoch kein deutlicher Unterschied 

zwischen 1 und 2 µM TMZ. 

Die drei signifikanten Wachstumsreduktionen zeigen sich unter der 

Therapieinduktion mit Doxycyclin beim Vergleich von dnE47 und RFP Zellen. So 

zeigt sich bei 0µM TMZ + Dox eine deutliche Wachstumsverringerung bei den 

dnE47 Zellen, jedoch nicht bei den RFP Zellen. Ohne Therapie (0µM TMZ – Dox) 

zeigen beide Zelllinien ein ähnliches Wachstum.  

Auch bei der Kombination von 1µM TMZ + Dox zeigt sich eine signifikante 

Wachstumsreduktion bei den dnE47 Zellen im Vergleich zu den RFP Zellen. Bei 

einer reinen Chemotherapie mit 1 µm TMZ – Dox zeigen beide Zelllinien wieder 

ein ähnliches Wachstum. Auch bei der Kombination von 2 µM TMZ +Dox zeigt 

sich eine signifikante Wachstumsreduzierung bei den dnE47 Zellen im Vergleich 

zu den RFP Zellen. Bei einer Therapie mit 2 µM TMZ – Dox zeigt sich wieder ein 

ähnliches Koloniewachstum. Es zeigt sich somit bei allen Versuchen mit 

Doxycyclin eine starke Wachstumsrestriktion der dnE47 Zellen, nicht jedoch bei 

den RFP Zellen. Ohne Doxycyclin weisen beide Zelllinien ein ähnliches 

Wachstum auf. Zudem zeigen beide Zelllinien unter einer zunehmenden 

Chemotherapie ein verringertes Wachstum. 
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Abbildung 20: Klonogenitäts Assay mit singulärer TMZ und Doxycyclin Gabe zur internen 
Kontrolle. TMZ wird in DMSO gelöst, wodurch die Zytotoxizität von DMSO getestet werden 

muss. Es zeigt sich jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen DMSO und dem reinen 

Zellwachstum ohne TMZ Gabe (0µ TMZ). Es zeigt sich weiter eine Koloniezahlreduktion 

unter TMZ Therapie, wodurch kein deutlicher Unterschied zwischen 1 und 2 µM TMZ Gabe 

deutlich wird. Eine Doxycyclin Gabe führt bei dnE47 Zellen zu einer signifikanten 
Wachstumsreduzierung, nicht jedoch bei RFP Zellen. Die Sterne geben die 

Signifikanzniveaus an. Ein Stern steht für ein, mit einer Irrtumswahrscheinlicheit von unter 5 
%, signifikantes Ergebnis. Zwei Sterne geben ein, mit einer Irrtumswahrscheinlicheit von 

kleiner 1 %, sehr signifikantes Ergebnis an. Drei Sterne zeigen ein, mit einer 
Irrtumswahrscheinlicheit von kleiner 0,1%, höchst signifikantes Ergebnis an. Mittelwerte +/- 

SD mit n=9 aus drei unabhängigen Experimenten. Statistische Testung mittels ANOVA. 

Innerhalb der Kontrolle der beiden Zelllinien zeigte sich kein signifikanter 

Unterschied zwischen der DMSO und der 0 µM TMZ Therapie. Es zeigte sich 

weiterhin eine leichte Zellzahlreduktion unter Temozolomidtherapie, wobei sich 

kein signifikanter Unterschied zwischen 1 und 2 µM TMZ offenbarte. Des 

Weiteren zeigte sich der gleiche signifikante Effekt der Doxycyclin-Induktion auf 

dnE47. 
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Da Temozolomid in DMSO gelöst wird, musste die Wirkung von DMSO auf die 

Zellen ebenfalls untersucht werden um eine eventuelle Zytotoxizität 

auszuschließen 

Insgesamt zeigt sich in den Klonigenitäts Assays also eine deutliche Reduzierung 

des Zellwachstums von dnE47 unter Doxycyclin Gabe, wohingegen RFP keine 

solche Reaktion zeigt. Die Reaktion von dnE47 und RFP auf eine Bestrahlung 

und eine zytotoxische Chemotherapie mit TMZ ist vergleichbar. Außerdem 

konnte gezeigt werden, dass die Zellzahlreduktion unter TMZ Gabe nicht auf das 

Lösungsmittel DMSO zurückzuführen ist. Somit konnten die 

Einzeltherapietestungen mittels Klonogenitäts Assay zeigen, dass der dnE47 

Ansatz einen sehr starken Einfluss auf das Zellwachstum hat. Dieser Effekt 

scheint stärker zu sein, als der Effekt von Strahlen- oder Chemotherapie. Bei der 

Kombination von dnE47 Ansatz und den beiden bisherigen Therapieformen 

zeigte sich keine synergistischen Effekte. 

 

3.4. Kombinationstherapie Klonogenitäts Assay der 
LN229 Zelllinie 
Mithilfe der Kombinationstherapietestung in Klonogenitäts Assays sollte die 

Frage nach möglichen synergistischen oder additiven Effekten zwischen Chemo-

/Strahlentherapie und dnE47 Ansatz genauer untersucht werden. 

Abbildung 21 zeigt den Klonogenitäts Assay der Kombinationen von Strahlen- 

und Chemotherapie mit Doxycyclin-Induktion. Beim Therapieregime Dox-RT/CT 

erfolgte 24 Stunden nach Aussaat die Doxycyclin-Induktion. 48 Stunden nach 

Aussaat erfolgte die Behandlung mit Bestrahlung und TMZ, sowie eine weitere 

Doxycyclin-Induktion. Nach 72 Stunden erfolgte eine letzte Doxycyclin-Induktion 

mit dem Mediumwechsel.  

Beim Therapieregime RT/CT-Dox erfolgte 24 Stunden nach Aussaat die 

Behandlung mit Bestrahlung und Chemotherapie. Nach 48 und 72 Stunden 

erfolgte die Doxycyclin-Induktion. 
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Abbildung 21: Kombinationstherapien beim Klonogenitäts Assay. Bei Doxycyclin-Induktion 

zeigt sich unabhängig von der Therapieabfolge eine starke Wachstumsrestriktion (rot 
markiert). Chemo- und Radiotherapie zeigen zusammen oder einzeln eine geringere 

Wachstumsrestriktion. Mittelwerte +/- SD mit n=9 aus drei unabhängigen Experimenten. 
Statistische Testung mittels ANOVA. 

 

Bei der Kombination von Doxycyclin-Induktion mit Bestrahlung und 

Chemotherapie zeigte sich bei den Schemata Dox-RT/CT und RT/CT-Dox eine 

ähnlich starke Wachstumsrestriktion. Insbesondere zeigt sich bei beiden 

Therapieabfolgen die gleiche starke Wachstumsrestriktion wie bei den zur 

Kontrolle durchgeführten Monotherapien. Wie in Abbildung 21 rot markiert zeigen 

die dnE47 Zellen nach Doxycyclin-Induktion ein, im Vergleich zu den RFP Zellen, 

stark verringertes Wachstum. Nach Doxycyclin-Induktion zeigen die dnE47 

Zellen auch bei Strahlen- oder/und Chemotherapie ein ähnliches Wachstum.  

Es zeigte sich somit ein sehr starker Effekt auf das Zellwachstum durch die 

dnE47 Induktion, jedoch kein additiver oder synergistischer Effekt.  
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3.5. Zytotoxizitäts Assay der LN229 Zelllinie 
Da die Kombinationstherapietestung mittels Klonogenitäts Assay keinen Hinweis 

auf synergistische oder additive Effekte zwischen dnE47 Ansatz und Strahlen- 

beziehungsweise Chemotherapie zeigte, sollte dieser Frage mittels Zytotoxizitäts 

Assay nochmals nachgegangen werden.  

Abbildung 22 zeigt den Zytotoxizitäts Assay der Kombinationen von Strahlen- 

und Chemotherapie mit Doxycyclin-Induktion. Beim Therapieregime Dox-RT/CT 

erfolgte 24 Stunden nach Aussaat die Doxycyclin-Induktion. 48 Stunden nach 

Aussaat erfolgte die Behandlung mit Bestrahlung und TMZ, sowie eine weitere 

Doxycyclin-Induktion. Nach 72 Stunden erfolgte eine letzte Doxycyclin-Induktion 

mit dem Mediumwechsel.  

Beim Therapieregime RT/CT-Dox erfolgte 24 Stunden nach Aussaat die 

Behandlung mit Bestrahlung und Chemotherapie. Nach 48 und 72 Stunden 

erfolgte die Doxycyclin-Induktion. 

 

 
Abbildung 22: Kombinationstherapien der Zytotoxizitäts Assays. Nach Doxycyclin-Induktion 
zeigen sich in der Monotherapie und bei den Kombinationstherapien bei den dnE47 Zellen 
ein deutlich geringeres Wachstum. Dieses ist jedoch bei Kombination mit Strahlen- oder/und 

Chemotherapie beim Therapieregime Dox-RT/CT nahezu unverändert. Beim 
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Therapieregime RT/CT-Dox lässt sich die starke Wachstumsrestriktion durch Doxycyclin-

Induktion bei den dnE47 Zellen nicht reproduzieren. Mittelwerte +/- SD mit n=9 aus drei 
unabhängigen Experimenten. Statistische Testung mittels ANOVA. 

 

In den zur Kontrolle durchgeführten Monotherapien zeigt sich bei Doxycyclin-

Induktion bei den dnE47 Zellen eine starke Wachstumsrestriktion. Diese lässt 

sich auch bei der Therapieabfolge Dox-RT/CT reproduzieren, wobei die 

Kombination mit Strahlen- und/oder Chemotherapie diese Wachstumsrestriktion 

nur leichtgradig verstärkt. Bei der Therapieabfolge RT/CT-Dox hingegen zeigt 

sich keine Wachstumsrestriktion nach Doxycyclin-Induktion bei den dnE47 

Zellen. In den Zytotoxizitäts Assays zeigte sich somit in den Einzeltherapien und 

auch in der Therapieabfolge Dox-RT/CT ein deutlicher Effekt bei dnE47 

Induktion, jedoch keine synergistischen oder additiven Effekte. Dies bestätigt die 

Ergebnisse der Klonogenitäts Assays. Das Ergebnis der Therapieabfolge RT/CT-

Dox zeigt jedoch widersprüchliche Daten ohne einen starken Effekt durch dnE47 

Induktion.  

 

 

3.6. Cap Analysis Gene Expression (CAGE) der LN229 
Zelllinie 
Um die Auswirkungen des dnE47 Ansatzes nach Doxycyclin genauer zu 

untersuchen wurde eine sogenannte CAGE durchgeführt. Diese diente dazu, die 

molekularen Veränderungen nach Doxycyclin-Induktion zu quantifizieren. 
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Abbildung 23: CAGE Expressionsprofil der Promotor Stellen 24 Stunden nach Doxycyclin-
Induktion. Die untere X-Achse zeigt den Zelltyp und Behandlungsform. Die obere X-Achse 

zeigt die in 4 Cluster eingeteilten Promotoren. Die Cluster beinhalten dabei jene Promotoren 
mit einem ähnlichen Expressionsprofil. Die Y-Achse zeigt die Expression der als Cluster 

zusammengefassten Transkriptionsstartpunkten (TSS). Nach Gabe von Doxycyclin zeigen 
die dnE47 Zellen eine verminderte Expression der Cluster 0 und 3 und eine verstärkte 
Expression der Cluster 2 Transkriptionsstartpunkte. Es zeigt sich somit eine veränderte 

Genexpression nach Doxycyclin-Induktion bei dnE47 Zellen. 

Mittels der sogenannten Cap analysis gene expresion (CAGE) konnten die 

dnE47 und RFP Zellen auf die Aktivität ihrer Transkriptionsstartpunkte untersucht 

werden. Wie in Abbildung 23 dargestellt, zeigten sich Unterschiede zwischen den 

dnE47 Zellen unter Doxycyclin Gabe und den RFP Zellen, aber auch den dnE47 
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Zellen ohne Doxycyclin Gabe. So zeigten dnE47 Zellen 24 Stunden nach 

Doxycyclin Gabe eine erhöhte transkriptionelle Aktivität der Cluster 2, jedoch eine 

verringerte Transkription der Transkriptionsstartpunkte die in Cluster 0 und 3 

zusammengefasst wurden.  

Die deutlichen Unterschiede in den Transkriptionsstartpunkten spricht für eine 

veränderte Genexpression nach Doxycyclin-Induktion bei den dnE47 Zellen. 

Somit zeigt sich, dass der dnE47 Ansatz nicht nur Auswirkungen auf die 

Proteinverteilung in den Zellen, sondern ebenfalls auf molekularer Ebene 

deutliche Veränderungen bewirkt.  

4. Diskussion 
Aufgrund der beschränkten mittleren Überlebenszeit von knapp 18-19 Monaten 

unter der konventionellen Behandlung mit Operation, Temozolomid und 

Bestrahlung ist es beim Glioblastom nötig, neue Ansätze zu finden, um dieses zu 

therapieren. Zunächst vielversprechende Ansätze, die beispielsweise einen 

überexprimierten Wachstumsfaktor wie EGFR fokussieren, zeigten sich im 

Verlauf oft enttäuschend [30,306]. Ziel dieser Arbeit war es, mittels der E-

Proteine einen neuen molekularen Ansatz bei der Therapie des Glioblastoms 

aufzuzeigen.  

Es konnte unter anderem bei verschiedenen Lymphomarten gezeigt werden, 

dass mutierte E-Proteine eine Rolle bei der Tumorgenese spielen [225,227]. Eine 

Wiederherstellung der E-Proteinfunktion konnte das Wachstum von 

Leukämiezellen reduzieren und ihre Apoptoserate steigern [229]. Dass Klasse I 

bHLH-Transkriptionsfaktoren wie die E-Proteine zur Heterodimerisierung mit den 

Klassen der anderen bHLH Transkriptionsfaktoren wie ID1 und OLIG2 vonnöten 

sind, konnte ausreichend gezeigt werden [201,202,244,245,246]. 

Beide Proteine sind beim Glioblastom in erhöhtem Maße exprimiert 

[48,189,243,276,277] und müssen für einen anti-tumoralen Effekt gemeinsam 

ausgeschaltet werden [189]. Da die E-Proteine auf OLIG2 und ID1 wirken, bieten 

sie eine gute Möglichkeit, nicht nur mittels Antikörper ein einzelnes Protein zu 

fokussieren, sondern stattdessen ein größeres Netzwerk zu beeinflussen.  
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Beyeler et al. [189] konnten bereits bei vergleichenden Arbeiten mit den Zelllinien 

LNT-229 und LN308 zeigen, dass der bHLH Transkriptionsfaktor OLIG2 die 

Zellproliferation der Tumorzellen und ihr Überleben stark beeinflusst und eine 

Überexpression von OLIG2 die Tumorproliferation verstärkte. Wie in Abbildung 

24 sichtbar, kann das von ihnen dafür erzeugte Fusionsprotein dnE47:RFP durch 

das fehlende NLS nicht in den Nukleus gelangen und akkumulierte somit im 

Zytoplasma, wo es seine Dimerisierungspartner wie ID1 und OLIG2 bindet und 

mit diesen sequestriert wird.  

So führte eine Überexpression von dnE47 bei LNT-229 Zellen zu einem 

vermehrten Zelltod und im Vergleich zu einer Überexpression von E47 zu einer 

deutlich erhöhten Apoptoserate, was bei Tierexperimenten zu einer deutlichen 

Verzögerung der klinischen Tumorsymptomatik führte. Eine Überexpression von 

dnE47 zeigte sich außerdem in einer deutlichen Geninduktion der am Zellzyklus 

und an der Apoptose beteiligten Gene. 

Somit konnten Beyeler et al. zeigen, dass die Neutralisation von Klasse II und V 

bHLH Transkriptionsfaktoren durch mutierte Klasse I bHLH 

Transkriptionsfaktoren wie dnE47 möglich ist und starke Auswirkungen auf die 

Zellproliferation der Zellen hat, sodass dieser Ansatz eventuell neue 

Therapieoptionen aufwerfen könnte [189]. 

Wie Beyeler et al. konnten auch Fischer et al. mithilfe einer mutierten E47 Form 

ohne NLS bereits zeigen, dass dies nach einer Überexpression zu einer 

Sequestrierung der E47-Bindungspartner und einer Blockade der 

Zelldifferenzierung führt [199]. Im Gegensatz dazu zeigte sich jedoch bei Beyeler 

et al. nur ein geringer Einfluss auf die Differenzierung der Zellen [189].  
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Abbildung 24: Darstellung der verschiedenen Abläufe bei Vorliegen von E47 und dnE47. Bei 

Vorliegen von E47 bindet OLIG2 an E47, gelangt so in den Nukleus und kann seine 
proliferative Wirkung entfalten. Außerdem bindet ID an Rb und verhindert so dessen Wirkung 
als Tumorsuppressor. Bei Vorliegen von dnE47 bindet OLIG2 an dieses, kann dadurch 

jedoch nicht in den Nukleus gelangen und wird im Proteasom abgebaut. dnE47 bindet 
außerdem an ID und sorgt ebenfalls für dessen Sequestrierung. So ist Rb ungebunden und 

kann seine Wirkung als Tumorsuppressor entfalten.  

Mithilfe der Immunzytochemie und der Western Blots konnte die LN229 Zelllinie 

charakterisiert und phänotypisiert werden. Abbildung 24 zeigt die theoretischen 

Vorgänge in den RFP und dnE47 Zellen, welche sich in Abbildung 11 und 

Abbildung 12 in den ICC Versuchen gezeigt haben.  

So zeigte sich bei den E47:RFP Zellen eine deutliche Akkumulation des Proteins 

im Nukleus, was der normalen Proteinverteilung entspricht, da das Protein nach 

Dimerisierung mittels NLS in den Kern gelangen kann. Bei dnE47:RFP fehlt diese 

Möglichkeit, sodass es nur im Zytoplasma sichtbar sein sollte. Genau dies zeigt 

sich bei den dnE47:RFP Zellen 48 Stunden nach Doxycyclin-Induktion. Es zeigt 

sich eine deutliche rote Färbung im gesamten Zytoplasma mit klarer Aussparung 

der Zellnukleoli. Außerdem zeigt sich bei diesen Zellen im Vergleich zu E47:RFP 

Zellen eine stärkere ID1-Färbung im gesamten Zytoplasma. Somit zeigt sich 
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zunächst, dass die Virustransduktion funktioniert hat und die Wirkweise von 

dnE47 derjenigen aus der Theorie entspricht. Es kann somit durch das fehlende 

NLS nicht mehr in den Kern gelangen und akkumuliert mit seinen 

Dimerisierungspartnern im Zytoplasma. 

Wie in Abbildung 13, Abbildung 14, Abbildung 15 und Abbildung 16 sichtbar 

zeigen die Western Blots, dass mit zunehmender Zeit nach Doxycyclin-Induktion 

RFP und ID1 in den dnE47 Zellen im Zytoplasma an Konzentration zunimmt. In 

den RFP Zellen bleibt die Verteilung von ID1 und RFP unverändert.  

Somit konnte mithilfe der Western Blot und ICC Versuche gezeigt werden, dass 

die in der Theorie vermuteten Vorgänge und Effekte zutreffen und sich die 

Verteilung von ID1 und RFP durch ein Eingreifen in das bHLH-

Transkriptionsfaktorsystem verändern lässt. Offen bleibt weiterhin die Frage nach 

dem Einfluss auf die Zelldifferenzierung, welche bei Beyeler und Fisher et al. 

unterschiedliche Ergebnis erbrachte.  

Mittels der Klonogenitäts Assays wurde nun der Einfluss dieser veränderten 

Proteinlokalisation auf das Zellwachstum untersucht. Aufgrund der Arbeiten von 

Beyeler et al. [189] und den theoretischen Überlegungen sollte das Zellwachstum 

nach Doxycyclin-Induktion beim Ausfall von E47 als Dimerisierungspartner von 

ID1 und OLIG2 reduziert werden.  Wie in Abbildung 17, Abbildung 18, Abbildung 

19 und Abbildung 20 ersichtlich, zeigte sich bereits in den Einzeltherapien ein 

deutlich reduziertes Wachstum der dnE47 Zellen nach Doxycyclin-Induktion. 

Dies fiel deutlich stärker aus, als die Wachstumsrestriktion durch die bisherige 

Standardtherapie des Glioblastoms, welche seit Stupp et al. [27] aus TMZ und 

Bestrahlung besteht. 

Um die Wirkung der Behandlung weiter zu untersuchen, sollte mithilfe der 

Kombinationstherapien untersucht werden, ob es zwischen der Standardtherapie 

und dem dnE47 Ansatz synergistische oder additive Effekte beim Einfluss auf 

das Zellwachstum gibt. Außerdem stellte sich die Frage, ob die Reihenfolge der 

Therapieformen eine Auswirkung auf das Zellwachstum hat. Hierzu wurden die 

Therapieregime Dox-RT/CT und RT/CT-Dox in Klonogenitäts und Zytotoxizitäts 

Assays untersucht.  
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Abbildung 21 zeigt, wie in den Einzeltherapien, dass die Doxycyclin-Induktion bei 

den dnE47 Zellen einen sehr großen Effekt auf das Zellwachstum hat. Dieser 

Effekt ist bei beiden Therapieregimen gleich stark ausgeprägt. Eine 

unterschiedliche Abfolge der Therapien scheint somit keine Rolle zu spielen. Bei 

einer Reduzierung des Zellwachstums fast auf 0 durch die Doxycyclin-Induktion 

bei den dnE47 Zellen und einer fast gleichbleibenden Wachstumsreduzierung bei 

Kombination mit Strahlen- und/oder Chemotherapie scheinen keine additiven 

oder synergistischen Effekte zwischen den verschiedenen Therapieformen 

vorzuliegen. 

Wie in Abbildung 22 dargestellt, zeigen auch die Zytotoxizitäts Assays denselben 

starken Effekt der Doxycyclin-Induktion bei dnE47 Zellen. Dieser erscheint 

jedoch weniger stark als bei den Klonogenitäts Assays und zeigt sich nur bei der 

Therapieabfolge Dox-RT/CT. Beim Therapieregime RT/CT-Dox zeigt sich bei 

den Zytotoxizitäts Assays im Gegensatz zu den Klonogenitäts Assays keine 

deutliche Wachstumsreduktion durch die Doxycyclin-Induktion bei den dnE47 

Zellen. Dieser Unterschied verbleibt unklar. Ebenfalls unklar bleibt die Frage, 

wieso der Effekt durch Doxycyclin auf die dnE47 Zellen bei den Klonogenitäts 

Assays deutlich stärker ausgeprägt ist als bei den Zytotoxizitäts Assays. Wie 

oben beschrieben zeigte sich in den Western Blots der stärkste Effekt der 

Doxycyclin-Induktion nach 72 Stunden, was eine zeitliche Komponente bei der 

Wachstumsreduzierung impliziert. Da die Zytotoxizitäts Platten jedoch auch nach 

der Doxycyclin-Induktion bis Tag 10 noch mehr als 72 Stunden Wirkungszeit 

hatten, ist dies als Grund für den fehlenden Effekt unwahrscheinlich. Wenn es 

ein rein zeitlich bedingter Effekt ist, müsste die Wachstumsreduzierung bei den 

Klonogenitäts Assays beim Therapieregime RT/CT-Dox außerdem ebenfalls 

geringer ausfallen, was nicht der Fall ist. Möglich sind menschliche Fehler 

während der Versuchsdurchführung, wobei die geringe Fehlerbreite bei den 

Ergebnissen gegen Fehler menschlicher Art spricht. Somit bleibt der 

ausbleibende Doxycyclin Effekt bei den dnE47 Zellen im Therapieregime RT/CT-

Dox bei den Zytotoxizitäts Assays unklar. 

Durch die Ergebnisse der Klonogenitäts- und Zytotoxizitäts Assays kann somit 

davon ausgegangen werden, dass es zwischen der bisherigen Standardtherapie 
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des Glioblastoms, bestehend aus Bestrahlung und Temozolomid-Chemotherapie 

und dem dnE47 Ansatz keine additiven oder synergistischen Effekte gibt. Die 

Versuche zeigen jedoch eine sehr starke Wachstumsreduzierung durch die 

Doxycyclin-Induktion bei den dnE47 Zellen. Die Frage nach der 

Therapiereihenfolge kann durch die unterschiedlichen Ergebnisse beim 

Therapieregime RT/CT-Dox nicht eindeutig beantwortet werden. Sicher ist 

jedoch, dass die Therapieabfolge mit einer beginnenden Doxycyclin-Induktion 

und darauffolgender Bestrahlung und/oder Chemotherapie in den Klonogenitäts- 

und Zytotoxizitäts Assays einen sehr starken Effekt durch die Doxycyclin-

Induktion zeigte. Mit der Therapieabfolge Dox-RT/CT scheint somit ein 

wachstumsreduzierender Effekt sicher zu sein.  

Es zeigt sich somit, dass das Vorliegen von dnE47 nicht nur in einer veränderten 

Lokalisation bestimmter Proteine resultiert, sondern dass dieser Effekt auch 

deutlichen Einfluss auf das Wachstum der Tumorzellen hat. Dies bestätigt, dass 

der die bHLH Transkriptionsfaktoren der Klasse II und V einen starken Einfluss 

auf die Tumorproliferation haben und dass es möglich ist, diese mit mutierten 

Klasse I bHLH Transkriptionsfaktoren zu reduzieren.  

Mithilfe dieser Arbeit kann gezeigt werden, dass der dnE47 Ansatz auf andere 

Gliomzelllinien übertragbar ist und auch in diesen Zellen einen deutlichen 

wachstumsreduzierenden Effekt hat. Theoretisch denkbare Interaktionen 

zwischen dnE47 Ansatz und den bisherigen Standardtherapien des 

Glioblastoms, Temozolomid-Gabe und Bestrahlung, im Rahmen von additiven 

oder synergistischen Effekten konnten nicht gezeigt werden. Die Frage der 

Therapieabfolge bei der Kombination dieser verschiedenen Therapieformen 

kann aufgrund der Ergebnisse der Zytotoxizitäts Assays nicht abschließend 

beantwortet werden. Die Therapieabfolge Dox-RT/CT scheint jedoch 

vielversprechend zu sein. 

Beyeler et al. zeigten bereits, dass eine dnE47 Überexpression zu einer 

veränderten Gentranskription führt. So waren bei ihnen eine erhöhte 

Transkription der Apoptose- und Zellzyklusgene gezeigt worden [189]. 

Um die genetischen Veränderungen bei dnE47 Zellen zu untersuchen wurde ihre 

RNA extrahiert und mittels CAGE untersucht. Es zeigten sich im Vergleich zu 
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E47:RFP  und dnE47:RFP ohne Doxycyclin-Induktion eine verringerte 

Transkription der als Cluster zusammengefassten Transkriptionsfaktoren 

Initiationsorte 0 und 3, sowie eine verstärkte Transkription der Cluster 2 bei 

dnE47:RFP Zellen nach Doxycyclin-Induktion. Dies zeigt, dass die zellulären 

Veränderungen durch das fehlende NLS auch zu epigenetischen Veränderungen 

in den Zellen führen. Um die Auswirkungen des dnE47 Ansatzes und eventuelle 

Ausweich-Mechanismen des Tumors aufzudecken und zu verstehen, bedarf es 

hierbei einer genaueren Untersuchung der Transkriptionscluster mit den an ihnen 

beteiligten Gene. Hierzu würden sich beispielsweise RNA-Sequenzierung und 

Protein-Profiling als Methoden anbieten. 

Die Prognose von Glioblastompatienten ist beschränkt und die Ergebnisse bei 

neuen Therapien sind oft enttäuschend [30,306]. Die Versuche dieser Arbeit 

zeigen jedoch, dass neue Therapieansätze zumindest auf zellulärer Ebene 

signifikante Ergebnisse erbringen können. Bis diese jedoch bei den Patienten 

ankommen wird viel Zeit vergehen. Ausweichmechanismen, wie sie bei anderen 

Tumoren und Therapieformen beobachtet werden [307,308], müssen zunächst 

untersucht werden. Damit einhergehend, müssen die langfristigen Folgen einer 

Manipulation der für viele Prozesse [201,204,205,206,207] wichtigen Klasse I 

bHLH Transkriptionsfaktoren untersucht werden. Mittels CAGE konnte gezeigt 

werden, dass eine Manipulation mittels dnE47 molekulare Effekte in den Zellen 

hat. Um diese Veränderungen und damit einhergehenden Auswirkungen weiter 

zu untersuchen sollten weitere Untersuchungen der molekularen Folgen 

durchgeführt werden. Dies ist ebenfalls nötig, um die langfristigen Effekte dieses 

Therapieansatzes besser einschätzen und verstehen zu können.  

Die Versuche dieser Arbeit zeigen deutliche Effekte auf die zelluläre Verteilung 

von verschiedenen Proteinen wie RFP oder ID1, eine starke 

Wachstumsreduzierung und eine veränderte DNA-Transkription nach 

Doxycyclin-Induktion bei dnE47 Zellen. Offen bleibt die Umsetzung in die 

klinische Routine und die Anwendungsmöglichkeit an den Patienten.  
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5. Zusammenfassung 
Mithilfe der Versuche konnte gezeigt werden, dass es möglich ist einen 

Zellphänotyp zu erschaffen, bei dem der Transkriptionsfaktor E47 durch eine 

mutierte Form ohne nukleäres Lokalisationssignal ersetzt wird. Dieser Eingriff in 

das System der bHLH Transkriptionsfaktoren resultierte in einer veränderten 

zellulären Verteilung des mutierten E47 Proteins sowie seiner Bindungspartner, 

beispielsweise ID1.  Diese veränderte zelluläre Verteilung, die dazu führte, dass 

weder E47 noch seine Bindungspartner in den Zellkern gelangen konnten und im 

Zytoplasma akkumulierten, zeigte in Versuchen ein deutlich reduziertes 

Zellwachstum, jedoch leider keine Synergismen mit weiteren Therapieformen wie 

Chemo- oder Strahlentherapie. Mittels CAGE konnte zudem festgestellt werden, 

dass es beim vorliegenden Phänotyp im Vergleich zum Wildtyp zu einer 

veränderten Genexpression kommt, die in weitergehenden Versuchen genauer 

differenziert und untersucht werden sollte.  
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