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1 Einleitung

1.1 Maligne Gliome

Gliome sind Tumoren des Zentralen Nervensystems (ZNS), die histologische
Ahnlichkeiten mit Gliazellen aufweisen und mehr als die Halfte der
neuroepithelialen Tumoren ausmachen. Je nach histologischem Typ der
Tumorzellen werden die Gliome den astrozytaren, oligodendroglialen,
ependymalen Tumoren oder gemischten Gliomen zugeteilt. Die World Health
Organization (WHO) unterteilt die Tumoren des ZNS in Abh&angigkeit ihrer
Differenzierung oder Anaplasie in die WHO Grade | bis IV (Louis et al., 2007)
wie folgt: WHO Grad | (pilozytisches Astrozytom), WHO Grad Il (diffuses,
fibrillares, gemistozytisches, protoplasmatisches, pilomyxoides Astrozytom,
Oligodendrogliome, Oligoastrozytome), WHO Grad Il (anaplastische
Astrozytome, anaplastische Oligodendrogliome, anaplastische
Oligoastrozytome) und das Glioblastom mit dem WHO Grad IV. Die Einordnung
berticksichtigt hierbei die nukleare Atypie, die Anzahl der Mitosen, die
mikrovaskulére Proliferation und das Auftreten von Nekrosen, die von dicht
gepackten Tumorzellkernen (,Pseudopalisaden®) umgeben sind.

Mehr als die Halfte der Gliome z&hlen zu den hdher-gradigen Gliomen, welche
sich durch ihr stark migratorisches Verhalten, die sehr frihe und diffuse
Infiltration von benachbarten Hirnarealen und die Resistenz gegenlber
verschiedenen apoptotischen Stimuli auszeichnen (Ziegler et al., 2008). Der
Altersgipfel der Gliompatienten liegt zwischen dem 40. und 60. Lebensjahr mit
einer Inzidenz von 5-10/100.000. Eine populationsbasierte Studie zeigte, dass
Patienten mit Glioblastom nach Diagnosestellung im Median weniger als 6
Monate Uberleben (Ohgaki et al., 2005). Patienten mit niedrig-gradigen Gliomen
zeichnen sich durch eine deutlich bessere Prognose aus. Hier wurden 10-
Jahresuberlebensraten von tber 50% berichtet (CBTRUS, 2011). Allerdings
sind bis heute noch keine kurativen Behandlungsansatze mdglich. Die aktuelle
Therapie von Gliomen beinhaltet in Abhéangigkeit vom WHO-Grad,

verschiedene Kombinationen aus Tumorresektion, Bestrahlung und
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Chemotherapie. Die Entwicklung neuer Behandlungsformen bei Glioblastomen
ist Gegenstand intensiver praklinischer und klinischer Forschung.

1.2 Aktuelle Therapie maligner Gliome

1.2.1 Operative Therapie

Durch ihre Eigenschaft, sehr frih das umliegende gesunde Gehirngewebe zu
infiltrieren, ist es nicht maoglich, ein Gliom vollstindig zu resezieren.
Retrospektive Studien legen nahe, dass eine moglichst komplette
makroskopische Resektion einen Uberlebensvorteil darstellt (Lacroix et al.,
2001; Pichimeier et al., 2008). Neue Methoden beinhalten die Durchflihrung
MRT-gesteuerter Operationen und Wach-Kraniotomie. Zudem konnte durch
den Einsatz des Fluoreszenzmarkers 5-Aminolavulinsaure, durch welchen der
Tumor unter dem Operationsmikroskop besser dargestellt kann, die Rate an
kompletten Resektionen und das progressionsfreie Uberleben nach 6 Monaten
erhoht werden (Stummer et al., 2006). Wenn ein postoperatives neurologisches
Defizit zu erwarten ist, wird in den meisten Fallen nur eine partielle Resektion
oder eine stereotaktische Biopsie zur Diagnosesicherung durchgeftihrt (Hall et
al., 1998; McGirt et al., 2005).

1.2.2 Strahlentherapie

Schon vor mehr als 30 Jahren wurde in klinischen Studien die Wirksamkeit der
Strahlentherapie in der Behandlung maligner Gliome gezeigt. Dabei wurde
durch die Bestrahlung der erweiterten Tumorregion die mediane postoperative
Uberlebenszeit von 4 auf 9 Monate verlangert (Walker et al., 1978). Die damals
durchgefiihrte Ganzhirnbestrahlung fihrt bei Gliomen nicht zu einer
Verbesserung der Ergebnisse und ist wegen der zusatzlichen Nebenwirkungen
heute obsolet. Die Standardtherapie des Glioblastoms umfasst 60 Gy in 1,8 — 2
Gy Fraktionen (Laperriere et al., 2002). Eine Dosiserhéhung auf tber 60 Gy
hinaus brachte keinen zusatzlichen Uberlebensvorteil. Allerdings kann bei
schlechter Prognose die Gesamtbestrahlungsdauer durch eine Erhdhung der
Einzeldosis und Reduktion der Gesamtdosis bei gleicher biologischer
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Wirksamkeit verringert werden (Roa et al., 2004). Vor Behandlungsbeginn wird
mittels pra- und postoperativer Schnittbilddiagnostik das Zielvolumen festgelegt,
um mdglichst hohe Strahlendosen auf die Tumorregion (involved-field)
applizieren zu kénnen und das umliegende gesunde Gewebe zu schonen. Da
von einer umliegenden Tumorinfiltration auszugehen ist, umfasst die
Bestrahlung die erweiterte Tumorregion, d.h. das kontrastmittelaufnenmende
Tumorgewebe plus 2 cm Sicherheitsabstand im gesunden angrenzenden
Gewebe. Uber alle Schritte der Planung und der Durchfiihrung der Behandlung
muss auf eine exakte und reproduzierbare Lagerung des Patienten geachtet
werden. Dabei helfen u.a. Gesichtsmasken oder Bite-Blocks.

1.2.3 Chemotherapie

Seit 2005 besteht die Standardtherapie fur Glioblastome aus Strahlentherapie
und begleitender bzw. nachfolgender Behandlung mit Temozolomid. Die
Zulassungsstudie zeigte einen Anstieg des 2-Jahresiuberlebens von 10,4% auf
26,5% und einen Anstieg des medianen Uberlebens von 12,1 Monate ohne
Temozolomid auf 14,6 Monate unter Strahlentherapie und adjuvanter
Temozolomid-Therapie  (Stupp et al., 2005). Eine retrospektive
Begleituntersuchung ergab, dass Patienten, deren Tumoren eine Methylierung
der Promotorregion des O°-Methyl-Guanyl-Methyl-Transferase (MGMT)-Gens
aufweisen, besonders von der Chemotherapie profitierten. Hier betrug das
mediane Uberleben 21,7 Monate und das 2-Jahresiiberleben 46% (Hegi et al.,
2005). Im Vergleich dazu lag bei Patienten ohne Methylierung der MGMT-
Promotorregion das mediane Uberleben unter Strahlen- und Chemotherapie bei
nur 12,7 Monate und das 2-Jahresuberleben bei 13,8%.

MGMT ist ein Enzym, das Alkylgruppen von der Desoxyribonukleinsaure (DNS)
entfernt. Die Methylierung der Promotorregion dieses Gens verhindert die
Transkription und fiuhrt somit zu einer verminderten Proteinexpression.
Tumorzellen neigen dazu, verschiedene Gene durch DNS-Methylierung
abzuschalten oder dadurch deren Transkription zu verringern. Diese
epigenetische Regulierung des MGMT-Gens erklart die unterschiedliche
Sensitivitat gegeniber alkylierenden Chemotherapeutika wie Temozolomid. Bis
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auf vergleichsweise milde unerwiinschte Arzneimittelwirkungen wie Ubelkeit
und Obstipation, wird Temozolomid von dem Grof3teil der Patienten gut
vertragen. Wenn Temozolomid nicht in der Primartherapie verwendet wurde, ist
es beim Rezidiv ebenso indiziert. Eine erneute Temozolomid Therapie wird
auch empfohlen, wenn das Rezidiv nach einem mehrmonatigen
progressionsfreien Intervall wieder auftritt. Meistens werden im Rezidivfall
dosisintensivierte  Protokolle von Temozolomid verwendet, die der
Standarddosierung vielleicht Uberlegen sind, aber auch ein hoheres Risiko
unerwunschter Arzneimittelwirkungen mit sich bringen (Wick et al., 2007). In
klinischen Studien wird der Einsatz von MGMT-Inhibitoren wie O°-Benzylguanin
untersucht, welche dazu beitragen konnen, eine Chemoresistenz zu
Uberwinden (Quinn et al., 2009). Alternativ zu Temozolomid, besonders bei
Temozolomid vorbehandelten Patienten, kommen Nitrosoharnstoffe wie
Lomustin, Nimustin oder Carmustin zum Einsatz. Bei Patienten, fur die eine
systemische Chemotherapie nicht in Frage kommt, existiert die Moéglichkeit der
lokalen Therapie in Form von Carmustin-beschichteten ,Wafern®, die in die
Tumorregion implantiert werden. Ein positiver Effekt auf das Uberleben von
Glioblastompatienten konnte dadurch jedoch nicht gezeigt werden (Westphal et
al., 2006).

1.3 Experimentelle Therapieanséatze

Gegenstand reger Forschungstatigkeit sind experimentelle Therapieansatze,
die aufgrund ihres Umfanges in dieser Arbeit nur ansatzweise vorgestellt
werden kdnnen.

Ein Bestandteil der experimentellen Therapie ist der Einsatz von Antikorpern,
welche sich gegen Tumor-spezifische Antigene oder gegen Molekile, die
Tumoren Uberexprimieren, richten. Ein Beispiel hierfur ist der fir die Therapie
des Glioblastomrezidivs in den USA und der Schweiz offiziell zugelassene anti-
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) Antikorper Bevacizumab (Avastin),
welcher in Phase Il Studien vielversprechende Ergebnisse lieferte (Friedman et
al., 2009). Ein weiterer Angiogeneseinhibitor ist der Integrinantagonist
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Cilengitide, der bei Glioblastompatienten ebenfalls mit guten Resultaten in einer
Phase I/lla Studie erprobt worden ist (Stupp et al., 2010).

Zalutsky et al. (2008) veroffentlichten eine klinische Studie, bei welcher ein
Antitenascin-Antikérper mit dem a-Teilchen-emittierenden  Radionuklid
#astatine gekoppelt und nach maximaler Resektion in die Operationshéhle
appliziert wurde mit hoffnungsvollen Ergebnissen fur die zukinftige Behandlung
von malignen Tumoren des ZNS.

Auch die Anwendung von Impfstoffen, die auf dendritischen Zellen (DC)
basieren, welche das Immunsystem aktivieren sollen, sind Gegenstand
aktueller klinischer Forschung (Sampson et al., 2009; Wheeler, 2010). Im
Mausmodell wurde gezeigt, dass die intratumorale und/oder intrakutane
Injektion von mit Tumorlysaten gepulsten DC das Uberleben signifikant
verlangerte (Pellegatta et al., 2010).

Zu weiteren neuen Therapieansatzen zahlen unter anderem verschiedenste
niedermolekulare Inhibitoren, die in préklinischen (Roth et al., 2009) und auch in
diversen klinischen Studien (Prados et al., 2009) zum Einsatz kommen.

Diese Substanzen interferieren selektiv in bei der Onkogenese beteiligte
Signaltransduktionswege, wie zum  Beispiel des Zellzyklus, von
Wachstumsfaktoren oder Wachstumsfaktor-Rezeptoren und wirken somit
antitumoral (Clarke et al., 2010).

Ein weiterer Teil der experimentellen Therapieanséatze ist die Gentherapie.
Hierbei wird versucht, eine Krankheit durch das Einschleusen von Genen
mittels diverser Vektoren in eine (Tumor-)Zelle oder durch die Verdnderung von
Genen zu behandeln. In Gliomen wurden beispielsweise Viren als Vektoren
benutzt, um Suizidgene, proapoptotische Gene, p53, Zytokine oder Caspasen

in eine Zelle zu transduzieren (Germano et al., 2009).
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1.4 Semaphorine

Semaphorine  sind eine  heterogene  Gruppe von  sezernierten,
transmembrandésen und  Glykosylphosphatitylinositol ~ (GPI)-verankerten
Proteinen, die sich in 8 Klassen unterteilen lassen (Abb. 1). Semaphorine der
Klasse 1 und 2 kommen nur bei den Invertebraten vor. Die Klassen 3-7 sind
vertebrale Semaphorine. Zusatzlich ist ein virales Semaphorin beschrieben
(Goodman et al., 1999). Alle Semaphorine besitzen eine Sema-Domane, die ca.
500 Aminoséauren lang ist, sich am N-terminalen Ende dieser Proteine befindet
und fur die Semaphorin-Signaltransduktion essentiell ist (Yu et al., 1999;
Neufeld et al., 2008). In dieser Sema-Domane befindet sich eine 70
Aminosauren-lange 7-blattrige p-Propellerstruktur, die der B-Propellerstruktur
von a-Integrinen &hnelt (Love et al., 2003; Gherardi et al.,, 2004). Am C-
terminalen Ende befindet sich eine konservierte, ca. 54 Aminosauren-lange PSI
(Plexine, Semaphorine und Integrine) Domane (Bork et al., 1999; Comoglio et
al., 2003). In C-terminaler Richtung der Sema- und PSI-Doméanen findet sich bei
den Semaphorinen der Gruppe 2, 3, 4 und 7 eine Immunglobulin-dhnliche
Domane, wahrend die Semaphorine der Gruppe 5 mehrere
Thrombospondingruppen besitzen (Kruger et al., 2005). Semaphorine der
Gruppe 3 und die viralen Semaphorine werden sezerniert. Die Semaphorine der
Gruppen 4-7 sind in der Zellmembran verankert. Zudem wird das
membransténdige Semaphorine 4D proteolytisch abgespalten und dadurch in
eine aktive und I6sliche Form gebracht (Basile et al., 2007).

Semaphorine wurden erstmals im Zusammenhang mit axonalem Wachstum
beschrieben (Luo et al., 1993). Besonders wahrend der Entwicklung des ZNS
werden die meisten Semaphorine exprimiert (Fiore et al., 2003). Sie sind zudem
bei der Progression von Tumoren beteiligt, indem sie die Chemotaxis,
Zellviabilitdt, Tumorigenese, Metastasierung und Angiogenese beeinflussen
(Neufeld et al., 2005).

Die Methylierung der Promotorregion oder der Verlust der Heterozygotizitat des
Semaphorin 3B-Gens steht im Zusammenhang mit der Entstehung des
Bronchialkarzinoms, (Tomizawa et al., 2001; Kuroki et al., 2003),

hepatozellularen Karzinoms (Tischoff et al., 2005) und Neuroblastoms (Nair et
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al., 2007). Semaphorine der Gruppe 3 werden als Tumorsuppressoren bei der
Entstehung des Mammakarzinoms, des Ovarialkarzinoms und des
Prostatakarzinoms beschrieben (Neufeld et al., 2008). Im Gegensatz dazu ist
Semaphorin 3A auch bei der Tumorigenese des Pankreaskarzinoms und des
Kolonkarzinoms beteiligt (Nguyen et al., 2006; Mller et al., 2007). Semaphorin
4D soll die Progression von Gliomen férdern, indem es in den Hepatocyte
Growth Factor (HGF) Signalweg eingreift (Hu et al., 2007). In vitro Versuche
zeigten, dass eine verringerte Semaphorin 5B Expression die Viabilitat von
Nierenzellkarzinom-Zellen herabsetzt (Hirota et al., 2006).

Semaphorin 4D wurde als erstes Semaphorin mit immunregulatorischen
Eigenschaften beschrieben und ist bei der Aktivierung von B-Zellen und DC
beteiligt (Kumanogoh et al., 2000). Semaphorin 4A hat eine wichtige Funktion
bei der Aktivierung und Differenzierung von T-Zellen (Kumanogoh et al., 2005).
Durch die Sekretion von Semaphorin 3A durch Tumorzellen wird die
Proliferation und Zytokinproduktion von T-Zellen verhindert (Catalano et al.,
2006).

Klasse |1 2| |3 4 5 6 7I lVI
Invertebraten Vertebraten Viren
Mitglieder Sema-1a Sema-2a Sema3A Semad4A Sema5A SemabA Sema7A SemaVA
Sema-1b Sema-2b Sema3B Sema4B Sema5B Sema6B SemaVB
Sema3C Semad4C Sema5C Sema6C
Sema3D Sema4D Sema6D

Sema3E SemadE
Sema3F SemadF
Sema3G Sema4G

| |

extrazellular - q c (&)

intrazellular \ ‘

[] sema Domane I PSIDomine (| Ig Domane

[[] Basis Domzne [l Thrombospondin Domane [l GPI Anker

Abbildung 1 Schematische Darstellung der verschiedenen Semaphorinklassen und deren Mitglieder.
Modifiziert nach Yazdani U und Terman JR. The semaphorins. Genome Biol 2006;7:211.
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1.4.1 Semaphorin 7A

Semaphorin 7A ist membranstandig und als einziges der Semaphorine durch
einen GPI-Anker mit der Zellmembran verbunden. Es fordert das Wachstum
und die regelhafte Formation von Axonen des peripheren und zentralen
Nervensystems wahrend der embryonalen Entwicklung (Pasterkamp et al.,
2003a; 2003b). Semaphorin 7A, friher auch CDw108 oder Sema-K1 genannt,
wurde erstmals durch die Suche nach einem Homolog des viralen Semaphorin
A39R identifiziert (Lange et al., 1998; Xu et al., 1998; Yamada et al., 1999). Es
wird angenommen, dass viral kodierte Semaphorine von infizierten Zellen
exprimiert werden, um eine Immunantwort des betroffenen Organismus zu
verhindern (Kruger et al., 2005). Semaphorin 7A und die viralen Semaphorine
weisen eine groRe Homologie auf (Comeau et al., 1998; Liu et al., 2010). Dies
fuhrte zu der Uberlegung, dass auch Semaphorin 7A eine Rolle in der Funktion
des Immunsystems von Wirbeltieren spielt. Im Immunsystem wird Semaphorin
7A auf aktivierten T- und B-Zellen, auf Natirlichen Killer (NK)-Zellen und auf
Monozyten exprimiert (Holmes et al., 2002; Mine et al., 2000; Angelisova et al.,
1999; Yamada et al., 1999; Xu et al., 1998). Zudem schitten Monozyten auf
eine Stimulation mit Semaphorin 7A die Zytokine Interleukin (IL)-1f3, IL-6, IL-8
und Tumor Nekrose Faktor (TNF)-a aus und es kommt zu einem signifikanten
Anstieg der Produktion von Granulocyte macrophage colony-stimulating factor
(GM-CSF) (Holmes et al., 2002). Semaphorin 7A-defiziente Mause zeigen
pathologische Immunantworten. Diese Mause wiesen bei dem Versuch eine
Typ IV Immunreaktion (Aktivierung Allergen-spezifischer T-Zellen) oder eine
Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) auszulésen keine
Zeichen einer Entziindung auf (Suzuki et al., 2007). Im Gegensatz dazu wurde
berichtet, dass Semaphorin  7A auch ein negativer Regulator von
Immunzellantworten sein kann. Hier zeigten T-Zellen mit einer defizienten
Semaphorin 7A Expression eine verstarkte proliferative und homoostatische
Antwort auf eine Antigenstimulation, eine schwerwiegende EAE und eine
verstarkte Typ IV Immunreaktion. Die Semaphorin 7A-Defizienz fuhrte zu einer
Hyperreaktivitat der T-Zellen in vivo und in vitro (Czopik et al.,, 2006). Die

Widerspruchlichkeit dieser Daten bleibt bisher ungeklart.
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1.4.2 Rezeptoren von Semaphorin 7A

Plexin C1 ist einer der Semaphorin 7A-Rezeptoren (Tamagnone et al., 1999).
Plexin C1 (damals als Virus-Encoded Semaphorin Protein Receptor (VESPR)
bezeichnet) wurde erstmals im Zusammenhang mit dem viralen Semaphorin
A39R genannt (Comeau et al., 1998). Die Bindung von Semaphorin 7A an
Plexin C1, das auf DC exprimiert wird, verhindert die Zytokin-abhangige
Migration der DC zu Virus-infizierten Zellen und fihrt zu einer verminderten
Integrin-abhangigen Zellausbreitung und Dendritenausbildung (Walzer et al.,
2005).

Ein weiterer Rezeptor von Semaphorin 7A gehort zu der Gruppe der Integrine.
Integrine sind eine grof3e Familie von heterodimeren Proteinen, die aus a-und
B-Ketten bestehen. Sie werden in verschiedensten Geweben exprimiert und
dienen der Zellanhaftung und Zellmigration entlang von Proteinen der
extrazellularen Matrix (Danen et al., 2005). Bi-Integrin interagiert mit
Semaphorin 7A und férdert somit das Wachstum von zentralen und peripheren
Axonen und wird fur die korrekte Ausbildung von Nervenbahnen wéahrend der
embryonalen Entwicklung bendtigt (Pasterkamp et al., 2003a; 2003b). Durch
Versuche mit blockierenden Antikdrpern wurde nachgewiesen, dass bei T-Zell-
abhangigen Immunreaktionen und der Semaphorin 7A-abh&ngigen Stimulation
von Monozyten nicht nur Bi;-Integrin, sondern ein Heterodimer aus a;-Integrin
und B1-Integrin als Rezeptor fir Semaphorin 7A fungiert. Makrophagen, die aus
dem Knochenmark von aj-Integrin-defizienten Mausen stammen, zeigen bei
Kontakt zu einer Semaphorin 7A-beschichteten Oberflache eine signifikant
herabgesetzte Fahigkeit zur Adhéasion und Zytokinproduktion im Vergleich zu
Wildtyp Makrophagen (Suzuki et al.,, 2007). Auch weitere Immunzellen, wie
CD4+ T-Zellen, CD8+ T-Zellen und NK-Zellen exprimieren a;3;-Integrin (Richter
et al., 2007; Ray et al., 2004; Pérez-Villar et al., 1996).

Durch die Interaktion von Semaphorin 7A mit B;-Integrin kommt es zur
Aktivierung der Focal Adhesion Kinase (FAK) und Extracellular Regulated
Kinase (ERK) 1 und 2 (Pasterkamp et al., 2003b). In der Sema-Doméne des
Semaphorin 7A befindet sich ein bekanntes Integrin-bindendes Motiv, die RGD-
Sequenz (Arg-Gly-Asp) (Ruoslahti et al., 1996), Uber die B;-Integrin seinen
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Liganden Semaphorin 7A erkennt und bindet (Pasterkamp et al., 2003b).
Semaphorin 7A und seine Rezeptoren besitzen auch fir andere Zellarten eine
wichtige Bedeutung fir die Zellausbreitung und Zellmotilitat. Beispielsweise wird
durch die Expression von Semaphorin 7A auf menschlichen Melanozyten und
dessen Interaktion mit (Bi-Integrin die Zellausbreitung initiiert. Im Gegensatz
dazu scheint die Interaktion von Semaphorin 7A mit Plexin C1 zu einer
verminderten Zellausbreitung und Dendritenausbildung der Melanozyten zu
fuhren (Scott et al., 2008). Der Verlust der Plexin Cl Expression beim
metastasierten Melanom fihrte zusatzlich zu der Annahme, dass Plexin C1 die
Funktion eines Tumorsuppressors haben konnte (Lazova et al., 2009; Scott et
al., 2009).

Die Expression von Semaphorin 7A und seiner Rezeptoren Plexin C1 und -
Integrin wird in der murinen Lunge durch den Transforming Growth Factor
(TGF)-B1 induziert. Semaphorin 7A steht hier Uber einen Phosphatidylinositol 3-
Kinase (PI3K) und Protein Kinase B (PKB) abhangigen Signalweg in engem
Zusammenhang zur Pathogenese der Lungenfibrose (Kang et al., 2007).
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Rolle von Semaphorin 7A und
seiner Rezeptoren bezuglich der Entwicklung und Funktion des Nervensystems
bis zum jetzigen Zeitpunkt gut untersucht worden sind. Auch die Bedeutung von
Semaphorin 7A fir die Zellmotilitdit und —migration im Beispiel der humanen
Melanozyten wurde gut untersucht und verstanden. Umgekehrt bleibt es unklar,
welche Funktion Semaphorin 7A und seine Rezeptoren innerhalb des
Immunsystems besitzen, da sowohl Uber immuninhibitorische als auch uber

immunaktivierende Eigenschaften in der Literatur berichtet wurde.
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1.5 Fragestellung der vorliegenden Arbeit
Maligne Gliome zeichnen sich durch ein stark migratorisches Verhalten, die
diffuse Infiltration von benachbarten Hirnarealen und durch die Resistenz
gegenuber verschiedenen apoptotischen Stimuli aus. Zudem verschaffen sie
sich durch die Sezernierung und Expression von immunsupprimierenden
Zytokinen ein Milieu, das es ihnen erméglicht einer Erkennung und Bekampfung
durch das Immunsystem zu entgehen (Weller et al., 1995; Wiendl et al., 2003;
Albesiano et al., 2010).
Semaphorin  7A beeinflusst Prozesse, wie die Zellausbreitung oder die
Interaktion zwischen Zellen des Immunsystems.
Basierend auf diesem Hintergrund wurden in dieser Arbeit die folgenden
Fragestellungen untersucht:
- Exprimieren Gliomzellen Semaphorin 7A?
- Exprimieren Gliomzellen die Semaphorin 7A-Rezeptoren Plexin C1, a;-
Integrin und B1-Integrin?
- Welche Funktion besitzt Semaphorin 7A bei der Migration und Invasion
von Gliomzellen?
- Welche Bedeutung besitzt Semaphorin 7A fur die Immunogenitat von

Gliomzellen?
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Chemikalien Hersteller

e 10 x PCR-Mix Gibco BRL (Basel, CH)

e °Cr Natriumchromat Hartmann Analytic (Braunschweig,
D)

e Accutase PAA (Pasching, A)

e Acrylamid Roth (Karlsruhe, D)

e Agarose SeaKem® Lonza (Basel, CH)

e Ammoniumperoxidsulfat (APS) Roth (Karlsruhe, D)

e Aprotinin Sigma (Deisenhofen, D)

e Athylendiamintetraessigsaure(EDTA) Sigma (Deisenhofen, D)

e Bad Stabil Neo Lab (Heidelberg, D)

e Bradford-Reagenz Bio-Rad (Munchen, D)

e Bromphenolblau Serva (Heidelberg, D)

e BSA Merck (Darmstadt, D)

e Difko Skim Milk BD Biosciences (San Jose, CA,
USA)

e Dithiothreitol (DTT) Roth (Karlsruhe, D)

e dNTP-Mix Qiagen (Hilden, D)

e Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium  Gibco BRL (Basel, CH)
(DMEM), High Glucose

e Dulbecco’s PBS PAA (Pasching, A)
(phosphate buffered saline)

e Essigsaure Merck (Darmstadt, D)

e Athanol Merck (Darmstadt, D)

e Fetales Kalberserum (FCS) Biochrom KG (Berlin, D)

e First Strand Buffer Gibco BRL (Basel, CH)
12
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Gelatine

Gelelektrophorese, Langenmarker
100bp

Glycerin

Glycin

Hamalaun

Interleukin-2
Kaliumhydrogensulfat

Leupeptin
Lymphozytenseparationsmedium
Biocoll

Mercaptoathanol

Methanol

Mg
N,N‘-N‘-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

Natriumchlorid

NP-40 (Nonidet)

Penicillin / Streptomycin

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Pierce ECL Western Blotting Substrate

Ponceau-Rot S

Random hexamers

RNase freies Wasser

RPMI 1640

SDS-PAGE, Molecular Weight
Standard, Broad Range
Sodiumdodecylsulfatpolyacrylamid
(SDS)
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Merck (Darmstadt, D)

Boehringer (Mannheim, D)

Merck (Darmstadt, D)

Roth (Karlsruhe, D)

Merck (Darmstadt, D)

PeproTech (Hamburg, D)

Roth (Karlsruhe, D)

Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Biochrom KG (Berlin, D)

Roth (Karlsruhe, D)
Merck (Darmstadt, D)
Fluka (Neu-Ulm, D)
Roth (Karlsruhe, D)

Roth (Karlsruhe, D)
Fluka (Neu-Ulm, D)
Gibco BRL (Basel, CH)
Roth (Karlsruhe, D)
Thermo Fischer Scientific
(Waltham, MA, USA)
Merk (Darmstadt, D)
Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Quiagen (Hilden, D)
Lonza (Veviers, BE)
BioRad (Minchen, D)

Roth (Karlsruhe, D)
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e Superscript Il RNAse H Invitrogen (Paisley, UK)

o TrisHCI Applichem (Darmstadt, D)
e Trypsin Hyclone (Rogan, UT, USA)
e Tween Merck (Darmstadt, D)
e Xylenxyanol Fluka (Neu-Ulm, D)

2.2 Gerate

Gerat Hersteller

e ABI Prism 7000 Sequence Applied Biosystems (Foster City, CA, USA)
Detection System

e Bestrahlungsmaschine: MDS Nordion (Ottawa, CDN)
Gammacell 40 Exactor

e CO2-Inkubator Sanyo (Gunma, JP)

e Durchflusszytometer: Dako (Cambridge, UK)

Cyan ADP flow cytometer
e Elisa Reader Mithras LB 940 Berthold Technologies (Bad Wildbad, D)
e Eppendorf Pipetten Research ~ Eppendorf (Hamburg, D)

1000 pl, 200 pl, 20 yl, 10 pl

e Heizbad Haake Messtechnik (Karlsruhe, D)
e Mikroskop Eclipse TS100 Nikon (Tokio, JP)
e Mini-Protean 2 BioRad (Minchen, D)

Elektrophoresekammer
e NK-Zelllyse Messgerat: PerkinElmer Wallac (Freiburg, D)
1205 Betaplatte liquid
scintillation counter
e Photometer NanoDrop 2000 Thermo Fischer Scientific (Waltham, MA, USA)
e Pipettierhilfe, Pipetus-Akku Hirschmann (Eberstadt, D)
e Schittler Duomax 1030 Heidolph Instruments (Schwabach, D)

e Schwamme fur Western Blot BioRad Laboratories (Miinchen, D)
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e Sterilbank HeraSafe Heraeus (Hanau, D)

e Thermocycler: Biometra (G6éttingen, D)
Biometra TProfessional

e Thermomixer comfort Eppendorf (Hamburg, D)

e Waagen: Kern (Balingen, D)
Analysenwaage ABJ 320-4
Feinwaage PLJ2100-2M

e Zentrifugen:

Centrifuge 54AR Eppendorf (Hamburg, D)
Biofuge pico Hereaus (Hanau, D)
Multifuge 3S-R Hereaus (Hanau, D)

e Zentrifugenfilter Centricon® Millipore Corporation (Bedford, MA, USA)
YM-3

2.3 Verbrauchsmaterialien

Artikel Hersteller
e Deckglaschen 22x60mm Menzel (Braunschweig, D)
e Disposable Serological Pipette ~ Corning Costar (Bodenheim, D)
5ml, 15ml, 25ml
e ECL-Filme Amersham Pharmacia Biotech, (Freiburg, D)
Hyperfilmmw ECLw
e Eppendorf-Reaktionsgefale Eppendorf (Hamburg, D)
Safe-Lock Tubes
(0,5ml, 1,5 ml, 2,0 ml)

e Falcon Tubes 10 ml, 50 ml Becton-Dickinson (Heidelberg, D)
e Invasionskammer BD Bioscience (New York City, NY, USA)
e Luma Plates PerkinElmer (Waltham, MA, USA)
e Migrationskammer BD Bioscience (New York City, NY, USA)
¢ Nitrozellulosemembran Bio-Rad (Munchen, D)
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e Objekttrager 76x26mm
e PCR Tubes Pure Packs
e Pipettenspitzen Gilson
e Pipettenspitzen, gestopft,
1-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl

e (PCR Platten Micro Amp
e RoOntgenfilm
Hyperfilm ECL
e Trans Blot-Kammer
e Zellkulturflaschen
e Zellkulturplatten
24-Well, 6-Well, 12-Well

e Zellschaber

2.4 Komplettsysteme

Artikel
e (gPCR~Mastermix for
SYBRGreen |
e RNeasy Mini Kit

Menzel Glaser (Braunschweig, D)

Molecular BioProducts (San Diego, CA, USA)
Greiner Bio-One (Frickenhausen, D)

Biozym (Oldendorf, D)

Applied Biosystems (Foster City, CA,USA)
Amersham Biosciences (Freiburg,D)
BioRad (Munchen, D)

Nunc (Roskilde, DK)

Nunc (Roskilde, DK)

Corning Costar (Bodenheim, D)

Hersteller

Eurogentec (KéIn, D)

QIAgen (Hilden, D)
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2.5 Antikorper

2.5.1 Antikorper fur Analysen im Durchflusszytometer

Bezeichnung/ Organismus/ | Konjugat Hersteller Verdinnung

Spezifitat Typ der
Stocklésung

Anti-human- Maus 1gGyq,K R-Phycoerythrin | BD 2 pg/mi

Semaphorin7A Biosciences

(CD108)

Klon KS-2

Isotyp-Kontrolle | Maus 1gG,,,k R-Phycoerythrin | BD 25 pg/ml

Klon G155178 Biosciences

Anti-human- Maus IgG1,k R-Phycoerythrin | BD 2 pg/mi

a;-Integrin Biosciences

(CD49a)

Klon SR84

Anti-human- Maus 1gG1,k R-Phycoerythrin | BD 2 pg/ml

Bi-Integrin Biosciences

(CD29)

Klon MAR4

Isotyp-Kontrolle | Maus 1gG1,k R-Phycoerythrin | BD 25 pg/ml

Klon MOPC-21 Biosciences

Anti-human- Goat IgG R&D 2 pg/mi

Plexin C1 Systems

(CD232)

Zweitantikdrper | Maus IgG R-Phycoerythrin | Santa Cruz | 100 pug/ml

Anti-goat-lgG

Sc-53803

Isotyp- Kontrolle | Goat IgG R-Phycoerythrin | Santa Cruz | 100 pg/ml

Anti-human-IgG
Sc-3992

Tabelle 1 Antikorper fur Analysen im Durchflusszytometer

Material und Methoden
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2.5.2 Antikorper fir Analysen im Western Blot

Bezeichnung/ Organismus/ Firma Verdiinnung
Spezifitat Typ

Anti-human- Maus IgM,k BioLegend 1:500
Semaphorin 7A

(CD108)

Klon MEM-150

Zweitantikdrper Donkey IgG- Santa Cruz 1:3000
Anti-Maus Konjugat:HRP

Tabelle 2 Antikorper fur Analysen im Western Blot

2.6 Zelllinien und Zellkultur

Die humanen malignen Gliomzelllinien wurden bei 37°C und 5%
Kohlendioxidgehalt der Brutschrankinnenluft in modifiziertem Dulbecco’s
Medium (DMEM) kultiviert. Zusatzlich wurden dem Medium 10% fetales
Kalberserum (FCS), 100 IE/ml Penizillin und 100 pg/ml Streptomycin zugesetzt.
Die Zellen wurden als Monolayer kultiviert und alle 2 — 3 Tage bei Erreichen von
ca. 75% Konfluenz passagiert. Dazu wurden die Zellen nach vollstandigem
Absaugen des Mediums mit PBS gewaschen und fur 2 — 5 Minuten mit Trypsin
zur Ablésung inkubiert. AnschlieBend wurden sie in frischem Medium
aufgenommen und im Verhaltnis 1:5 bis 1:10 passagiert.

Die Gliomzelllinien US7MG, T98G, die murine Fibroblastenzelllinie NIH-3T3 und
die humane B-Zelllinie RPMI 8866 wurden bei der American Type Culture
Collection (Rockville, MD, USA) erworben. Die Gliomzelllinien LN-18, U138MG,
LN-428, D247MG, LN-319, LNT-229, A172, U251MG, U373MG und LN-308

wurden von Prof. Dr. N. de Tribolet (Lausanne, Schweiz) zur Verfigung gestellt.
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2.7 RNA-Isolierung und photometrische
Konzentrationsbestimmung der RNA
Die Zellen einer konfluenten, mittleren Zellkulturflasche (75 cm?2) wurden mit
PBS gewaschen, abtrypsiniert und in Vollimedium aufgenommen. Anschlie3end
wurden die Zellen bei 1200 rpm utber 5 Minuten pelletiert. Danach wurden das
Uberstehende Medium abgesaugt und die Zellpellets im Eisbad
zwischengelagert. Jeder Arbeitsschritt erfolgte mit autoklaviertem Material,
Handschuhen und gestopften Pipettenspitzen. Die RNA wurde mit Hilfe des
RNeasy Mini Kits der Firma Qiagen und gemal} der Herstelleranleitung ztgig
und auf Eis gekuhlt isoliert. Der DNA-Verdau erfolgte mit dem RNase-Free
DNase Set der Firma Qiagen gemald Herstelleranleitung. Zur Bestimmung der
RNA-Konzentration wurde 1 pl RNA-L6sung gegen 1 pl H20 als Leerwert bei
260 nm im Photometer gemessen. Die RNA-Proben wurden bis zur weiteren

Verwendung bei -80°C gelagert.

2.8 Umschreiben der RNA in cDNA - Reverse Transkriptase-PCR
(RT-PCR)
Fur die cDNA Erststrangsynthese wurden 2 pug RNA als Template in 11 pl
RNase-freiem Wasser gelost. Die cDNA-Synthese erfolgte durch reverse
Transkription der RNA. Den Poly(A)-Enden der mRNA wurden Random
Hexamer Primer angelagert, indem die Random-Primer und das RNA-Gemisch
fur zehn Minuten bei 70°C denaturiert und anschlieBend auf Eis abgekuhlt
wurden. Nach Zugabe von 4 pl 5 x First Strand Puffer, 2 pl 0,1 mol DTT und 1
pl 20 mmol dNTP Mix, wurde fir 2 Minuten bei 42°C inkubiert. Nach Zugabe
von 1 ul Superscript Il erméglichen die Random-Primer die Verlangerung des
cDNA-Strangs. Die Reverse Transkriptase-Reaktion wurde fir 50 Minuten bei
42°C inkubiert. Anschlielend wurden die Superscript Il RNase H Reverse
Transkriptase fur 15 Minuten bei 70°C hitzedenaturiert und der Ansatz
danach auf Raumtemperatur abgekihlt. Die cDNA wurde nun entweder
einer Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) =zugefihrt oder bei -20°C

eingefroren und fur weitere Versuche aufbewahrt.
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cDNA-Synthese-Ansatz: 2 pg RNA in 11pl H20
1 pl Random Primer
4 ul 5 x First Strand Buffer
2 ul 0,1 mol DTT
1 pl 20 mmol dNTP Mix
1 pl Superscript I

2.9 Amplifikation der cDNA und Bestimmung der mRNA
Konzentration
Die in der reversen Transkription hergestellte cDNA wurde nun in einer
nachfolgenden PCR-Reaktion eingesetzt, um die zu untersuchende
Zielsequenz zu amplifizieren. Zu Amplifikation und qualitativen Nachweis der
Zielnukleinsaure wurde die in Abschnitt 2.9.1 beschriebene konventionelle PCR
benutzt. FUr einen quantitativen Nachweis der Zielsequenz und einen dadurch
maoglichen Ruckschluss auf die Menge der vor der RT-PCR vorhanden mRNA,
wurde die cDNA einer quantitativen PCR (siehe Abschnitt 2.9.2) zugefuhrt. Um
die Qualitat der eingesetzten cDNA beurteilen zu kdnnen, wurde bei jedem
Versuch zusatzlich zur untersuchten Zielsequenz die Sequenz eines
Haushaltsgens amplifiziert und nachgewiesen. Zudem diente bei der
guantitativen PCR die Messung der Expression des Haushaltsgens der
relativen Quantifizierung der Genexpression der zu untersuchenden

Zielsequenz.
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2.9.1 Konventionelle PCR

Mittels einer PCR durch die Tag-Polymerase (temperaturstabile Polymerase

aus Thermus aquaticus) wurde die cDNA mit sequenzspezifischen Primern

amplifiziert.

Das Temperaturprogramm sah wie folgt aus:

Denaturierung:
Svynthesezyklen (34):

Nachsynthese:

PCR-Ansatz:

5 min bei 95°C
40 Sekunden bei 95°C (Denaturierung)

1 Minute bei 57°C fur Semaphorin 7A oder
1 Minute bei 50.5°C fur Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) (Primer-Annealing)

1 Minute bei 72°C (DNA-Synthese)

10 Minuten bei 72°C

40 pl H20

3 pl Mg

1 pl cDNA

0,5 uyl Tag-Polymerase
1 pl 10 mmol dNTP-Mix
0,25 pl forward Primer

0,25 ul reverse Primer

5ul 10 x PCR-Mix

Um das Ergebnis der PCR zu Uberprifen, wurde eine Gelelektrophorese der

PCR Produkte durchgefihrt. Hierbei wurden die DNA-Proben in einem 1%igen

Agarosegel, das Ethidiumbromid (EtBr) enthalt, der Grol3e nach aufgetrennt.

Das Agarosegel wurde hergestellt, indem 1g Agarose in 100 ml 1 x TAE-Puffer

thermisch in der Mikrowelle gel6st wurde. Nach Abkuhlen der Losung auf ca.

60°C wurde das EtBr (0,2 pg/ml) hinzugegeben. AnschlieRend wurde die

Ldsung in eine Gelkammer gegossen und ausgehartet. Die elektrophoretische
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Auftrennung wurde bei 100 V fur 20 Minuten durchgefihrt. Als LAngenstandard
diente ein Broad-Range Marker der Firma BioRad.

50 x TAE-Puffer : 242 g Tris
57,1 ml Essigsaure (100%)
100 ml 0,5 mol EDTA, pH =8

1 x TAE-Puffer : 10 ml 50 x TAE-Puffer mit dd H,O
ad 500 ml

DNA-Ladepuffer : 0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylenxyanol
7 ml dd H20

2.9.2 Quantitative PCR

In Anwesenheit eines DNA-bindenden Fluoreszenzfarbstoffes (SYBR Green ),
der mit doppelstrangiger DNA interkaliert, wird eine PCR-Reaktion
durchgefuhrt. Durch die Messung der Fluoreszenz nach jedem einzelnen
Reaktionszyklus, werden eine kontinuierliche Aufzeichnung der Produktbildung
Uber die Zeit ermdglicht und Ruckschlisse auf die Menge der eingesetzten
Zielnukleinsaure zugelassen. Dabei ist die gemessene Fluoreszenzintensitat
direkt proportional zur Produktmenge, welche mit dem ABI Prism 7000
Sequence Detection System mit angeschlossener ABI Prism 7000 SDS
Software (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) gemessen wurde. Die
PCR Reaktion wurde fir alle Experimente nach denselben Bedingungen

durchgefuhrt.
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Das Temperaturprogramm sah wie folgt aus:

40 Zyklen mit 95°C uber 15 Sekunden und 60°C uber 1 Minute.

Die relative Quantifizierung der Genexpression erfolgte durch die
Normalisierung der Expression des Zielgens mit der Expression eines nicht
regulierten Referenzgens, welche beide aus der gleichen cDNA-Probe
stammten und amplifiziert wurden. Als Referenzgen diente das Haushaltsgen
18S. Dieses Gen codiert die ribosomale Untereinheit 18S. Die Normalisierung
auf dieses ubiquitar vorkommende und homogen exprimierte Haushaltsgen
dient nicht der Bestimmung der absoluten Startkopienzahl oder
Startkonzentrationen der mRNA. Vielmehr wird die Expression des Zielgens zur
Expression des Haushaltsgens ins Verhaltnis gesetzt. Als Mal3 fur die
Quantifizierung der Startmenge werden die sog. CT(cycle threshold)-Werte
herangezogen. Der CT-Wert beschreibt den Zyklus, an dem die Fluoreszenz
erstmalig signifikant Gber die Hintergrundfluoreszenz ansteigt und ein konstant
definiertes Fluoreszenzniveau erreicht. Aus dem ermittelten Verhaltnis aus
Zielsequenz und endogenem Referenzgen kann nun die Genexpression
abgeleitet und die unterschiedliche Auspragungsmenge der Zielgenexpression
in verschiedenen Zellen quantifiziert werden. Die relative Expression des
Zielgens wird auf die Kontrollprobe, hier die cDNA der Gliomzelllinie D247 oder
cDNA von Monozyten, bezogen. Die Berechnung des
Expressionsunterschiedes erfolgte dann durch die sog. AA-CT Methode. Der
relative Expressionsunterschied (Ratio) eines Zielgens zwischen Tumorzellen
und nicht-Tumorzellen, normalisiert zum Referenzgen (hier 18S) und bezogen
auf eine Standardprobe, ergibt sich aus der arithmetischen Formel 2722 (Livak
et al., 2001).

Diese setzt sich wie folgt zusammen:

ACT = CT Zielgen — CT Referenzgen

AACT = ACT Tumorzellen — ACT nicht-Tumorzellen (Kontrolle)

Ratio = 2°44¢
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Die Ergebnisse werden als Vielfaches der zum endogenen Referenzgen
normalisierten Genexpression des Zielgens und relativ zur Kontrolle
angegeben. Anhand von Schmelzkurvenanalysen konnte zwischen
spezifischen PCR-Produkten und eventuell nicht spezifischen PCR-Produkten
oder gebildeten Primer-Dimeren, welche einen anderen bzw. niedrigeren
Schmelzpunkt aufweisen wuirden, unterschieden werden. Primer des
Referenzgens 18S lagen in einer 1 pumol Stocklésung vor und wurden im
Verhéltnis 1:100 mit dd H,O verdinnt. Die spezifischen Primer lagen in einer 5
pmol Stocklésung vor und wurden im Verhéaltnis 1:20 mit dd H,O verdinnt. Die
verwendeten cDNA Proben wurden im Verhaltnis 1:30 mit dd H,O verdinnt.
PCR Ansatz: 0,7 ul H,O

0,9 ul forward Primer

0,9 ul reverse Primer

7,5 ul SYBR Green Master Mix |

5 ul cDNA
2.9.3 Primer
Primer
quantitative PCR
Sequenz
Plexin C1 vorwarts 5-AGAAAACTGGCTGGATATTTCGT-3'
Plexin C1 rickwarts 5-GCTTCCCACCATAGTCACTGTA-3
Semaphorin 7A vorwarts 5-GGTGAATATCGGCTCCACAAA-3'
Semaphorin 7A rickwarts 5-CACTGCATACCAGCATGGCTT-3
18S vorwarts 5-GCTGGAATTACCGCGGCT-3'
18S rickwarts 5'-CGGCTACCACATCCAAGGAA-3

Tabelle 3 Primer fur die quantitative PCR. Diese wurden alle bei der Firma Sigma-Aldrich erworben.
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Primer

konventionelle PCR Sequenz

Plexin C1 vorwarts 5-TGAAAGAGTCCAACCAATCGC-3
Plexin C1 riickwarts 5-ACAGGATCAGGAACGAGTTTGTA-3
Semaphorin 7A vorwarts 5-ACGGTGAATATCGGCTCCAC-3
Semaphorin 7A rickwarts 5-CTCGTCCCCTTCAAACAGAAC-3
GAPDH vorwarts 5-ACGACAGTCCATGCCATCAC-3
GAPDH riuckwarts 5-TCCACCACCCTGTTCCTGTA-3

Tabelle 4 Primer fur die konventionelle PCR. Diese wurden alle bei der Firma Sigma-Aldrich erworben.

2.10 Durchflusszytometrie

Die Proteinexpression von Semaphorin 7A, Plexin C1, a;-Integrin und [31-
Integrin der 12 humanen Gliomzelllinien wurde mittels Durchflusszytometrie
bestimmt. (Antikbrper siehe Tabelle 1). Die Zellen einer mittleren
Zellkulturflasche, die zu 75% konfluent waren, wurden mit Accutase inkubiert,
bis eine homogene Zellsuspension entstand. Von dieser Zellsuspension wurden
200 pl mit 0,5 x 10° Zellen in eine 96-well-Platte mit rundem Boden pipettiert
und far 3 Minuten bei 1500 rpm zentrifugiert. Nach zweimaligem Waschen mit
PBS, das 2% FCS enthielt, wurden die Zellpellets durch kurzes Vortexen
aufgelockert und fur 30 Minuten bei 4 °C lichtgeschitzt mit dem spezifischem
Antikdrper (25 pg/ml) oder dem jeweiligen Isotyp-Kontrollantikbrper (25 pg/ml)
inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen nochmals mit PBS + 2%
FCS gewaschen und anschliel3end die Proteinspiegel im Durchflusszytometer
gemessen. Der spezifische Fluoreszenz-Index (SFI) wurde aus dem Quotienten
der durchschnittlichen Fluoreszenzintensitat der mit dem spezifischen
Antikorper gefarbten Zellen und der mit dem Kontrollantikorper gefarbten Zellen

errechnet.
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2.11 Herstellung von Proteinlysaten und Proteinbestimmung nach
Bradford
Um Proteinlysate herzustellen, wurden von jeder Zelllinie 2 x 10° Zellen
ausgesat. Nach 24 h waren die Zellen komplett adharent. Nach Absaugen des
Mediums und einmaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen auf Eis gekuhlt
und mit einem Zellschaber in kaltem PBS, das 1 mmol PMSF enthielt, vom
Boden der Zellkulturflasche abgeschabt. Anschliel3end wurden die Zellen fur 10
Minuten bei 1400 rpm und 4°C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in Lyse-Puffer
P resuspendiert und fir 10 Minuten auf Eis inkubiert. Nach einer weiteren
Zentrifugation fir 10 Minuten bei 13000 rpm und 4°C wurde der Uberstand

gewonnen und eine Proteinbestimmung nach Bradford angeschlossen.

Lyse-Puffer P: 1 mol TrisHCI
5 mol NaCl
0,5% NP-40 (Nonidet)
0,5 mmol EDTA pH8
Aqua dest ad 100ml

Zugabe von Proteinaseinhibitoren:
1 ml Lyse-Puffer P
10 pg/ml Aproptinin
10 pg/ml Leupeptin
5,7 ul PMSF

Die Proteinbestimmung nach Bradford wurde mit dem Protein Assay Dye
Reagent (BioRad) nach Herstellerangaben durchgefuhrt und fur die Kalibrierung
diente eine Standardreihe BSA. Alle Proben wurden als Tripletts pipettiert und
die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte photometrisch bei 595 nm im

Elisa Reader.

26
Material und Methoden



2.12 Aufkonzentrieren von Zelliberstanden

FiUr das Aufkonzentrieren von Zelliberstdanden wurden das Medium von Zellen
einer mittleren Zellkulturflasche, welche zu 75% konfluent waren, durch
serumfreies Medium ersetzt und die Zellen fur weitere 48 h im Brutschrank
kultiviert. AnschlieBend wurden der Zelliberstand aufgenommen, in
Zentrifugen-filter mit einer Trenngrenze von 3000 Da gegeben und 45 min bei
3000 rpm zentrifugiert. FlUr die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde

eine Bradford-Analyse wie in Abschnitt 2.11 beschrieben durchgefihrt.

2.13 SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese
Die Auftrennung der Proteine erfolgte durch eine diskontinuierliche SDS-Gel-
Elektrophorese unter reduzierenden und denaturierenden Bedingungen. Von
jeder Probe wurde 20 pg Protein eingesetzt. Vor dem Beladen der Taschen des
Sammelgels wurden die Proteinproben mit 10 pl 2 x La&mmli Puffer und 1 pl B-
Mercaptoethanol versetzt und fir 10 Minuten bei 95°C im Heizblock denaturiert.
AnschlieRend wurden die Proben bis zu Beginn der Elektrophorese auf Eis
gestellt. Die Durchfihrung der Elektrophorese erfolgte in einer Mini-Protean I
Elektrophorese-Kammer mit einer konstanten Spannung von 200 V und einem
10%igem Trenngel. Die Elektrophorese wurde beendet, wenn der mitgefihrte
Proteinstandard die gewilnschte Auftrennung anzeigte.
2 x Lammli-Puffer: 100 mmol Tris-HCI pH 6,8

4 % SDS

0,2 % Bromphenolblau
20 % Glycerol
mit H,0 ad 10 ml

Trenngel 10%: 2 ml dd H,0
1,7 ml 30%iger Acrylamid-Mix
1,3 ml 1,5 mol Tris-HCI, pH 8,8
0,05 ml 10%iges SDS
0,05 ml 10%iges APS
0,002 ml TEMED
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Sammelgel: 1,15 ml dd H»0
0,33 ml 30%igen Acrylamid-Mix
0,5 ml 0,5 mol Tris-HCI, pH 6,8
0,2 ml 10%iges SDS
0,02 ml 10%iges APS
0,002 ml TEMED

5 x Laufpuffer: 124 mmol Tris
960 mmol Glycin pH 8,7
0,5 % SDS

Vor Gebrauch wurde der 5 x Laufpuffer 1:5 mit H,0 verdinnt.

2.14 Western Blot und Immunodetektion

Nach der Gelelektrophorese wurden die aufgetrennten Proteine mittels einer
Blot-Kammer auf eine Nitrozellulosemembran tbertragen. Auf die Kathode der
Blotting-Klammer wurde ein Schwamm gelegt, darauf zwei Filterpapiere und
das der Gelelektrophorese entnommene Gel, wobei vorher das Sammelgel
abgetrennt wurde. Auf das Gel folgte die Nitrozellulose-Membran, dann weitere
2 Filterpapiere und ein Schwamm. Schwamme, Filterpapiere, Gel und die
Nitrozellulose-Membran wurden vor Zusammenbau der Klammer auf eine
Grol3e von 7,5 x 8,5 cm zugeschnitten und in 1 x Transferpuffer &quibrilliert. Die
Kathode der Blotting-Klammer wurde auf den zweiten Schwamm aufgelegt und
in die mit gekdhltem 1 x Transferpuffer gefillte Blot-Kammer gesteckt. Das
Blotting wurde mit einer konstanten Spannung von 100 V fur 60 min unter
gekuhlten Bedingungen durchgefiihrt. Im Anschluss folgte die Immunodetektion
mittels  spezifischer Antikorper (siehe Tab. 2). Hierfir wurde die
Nitrozellulosemembran nach dem Blot fir 30 min bei Raumtemperatur in
Blocking-Solution geschwenkt, um unspezifische Bindungen abzusattigen.
AnschlieBend wurde die Membran Uber Nacht bei 4 °C mit dem spezifischen
Erstantikdrper in TS-TMBSA inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit
PBS/Tween 20 fur jeweils 10 Minuten folgte die Inkubation mit einem HRP-
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konjugierten Zweitantikdrper der 1 : 3000 in 7 ml 5%iger Magermilch und 14 ml
PBS/Tween verdunnt wurde. Es folgte nochmal dreimaliges Waschen der
Membran mit PBS/Tween fir jeweils 10 Minuten. Danach wurde die Membran
mit Pierce ECL-L6sung fur 1-5 Minuten inkubiert und anschlie3end im Dunkeln

ein Rontgenfilm aufgelegt und entwickelt.

10 x Transferpuffer: 250 mmol Tris
1,92 mol Glycin

1 x Transferpuffer: 100 ml 10 x Transferpuffer
200 ml Methanol
700 ml dd H20

TS-TMBSA: 10 mmol TrisHCI, pH 7,4
100 mmol NaCl
0,1 % Tween 20
5 % Magermilch
2 % BSA
0,01 % Natriumazid
Ad 500 ml dd H,0

Blocking Solution: PBS

5% Magermilch
0.05% Tween 20
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2.15 Posttranskriptionelles Gene Silencing mittels RNA-Interferenz
Das Prinzip der RNA-Interferenz mittels siRNAs wurde erstmals 2001 von
Elbashir et al. beschrieben und hat in den letzten 10 Jahren enorm an
Bedeutung gewonnen. Seitdem hat sich das Gebiet der RNA-Interferenz stetig
weiterentwickelt bis hin zur Anwendung in klinischen Studien (Castanotto et al.,
2009; Behlke et al., 2008). Das Prinzip des Gene-Silencing mittels siRNAs
lehnt sich an einen naturlich vorkommenden Mechanismus zum Schutz des
Genoms an. Zu diesen Schutzmechanismen gehdren u.a. die antivirale
Verteidigung, wie man sie in Pflanzen findet (Voinnet et al., 2001) und der
Schutz vor Transposons (Tabara et al., 1999; Ketting et al., 1999).

Der postulierte siRNA-Mechanismus wird in Abb. 2 schematisch dargestellt.
Dabei wird doppelstrangige RNA (dsRNA) in eine Zelle eingeschleust, welche
intrazellular mit verschiedenen Proteinen den RNA-induced silencing complex
(RISC) bildet. Durch einen ATP-abhangigen Vorgang wird die doppelstrangige
siRNA entwunden und es entsteht ein Komplex, der die Zielsequenz der
komplementdren mRNA erkennt und somit deren Abbau einleitet.

Die Transfektion mit spezifischen Semaphorin7A siRNA und unspezifischer
non-target siRNA als Negativkontolle wurde in 6-well Gewebekulturplatten
durchgeflihrt. Hierzu wurden 300 000 der zu transfizierenden Zellen 24 h vor
der Transfektion ausgesat. Vor der Transfektion wurden die Zellen mit PBS
gewaschen und antibiotikafreies Vollmedium vorgelegt. Als
Transfektionsreagenz wurde Metafectene Pro gemal Herstellerangaben

verwendet. Die Konzentration der verwendeten siRNAs betrug 100 nm.

2.15.1siRNAs
SiRNA Sequenz
Semaphorin 7A siRNA 5-CUGAGAAUGAGGGCACCGA [dt] [dt]-3
5“UCGGUGCCCUCAUUCUCAG [dt] [dt]-3°
Sigma-Aldrich

siControl® Non-Target sSiRNA #4 | Dharmacon

Tabelle 5 siRNA
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Abbildung 2 Mechanismus der RNA Interferenz. Nachdem das Enzym Dicer eine lange dsRNA in viele
21-25mere Ribonukleotide (SiRNA) gespalten hat, interagieren diese siRNAs mit verschiedenen Proteinen
zur Ausbildung des so genannten ,RNA-induced silencing complex® (RISC). Die Helicaseaktivitdt des
RISC entwindet unter ATP-Verbrauch die doppelstrangige siRNA (siRNA-Duplex), so dass diese als
Einzelstrang siRNA an ihre einzelstrangige komplementdre mRNA in der Zelle binden kann. Die
Endonukleaseaktivitat des RISC spaltet nun die gebundene mRNA und leitet dadurch deren Abbau ein.

(modifiziert nach Bopp T, aus Gentechnische Methoden, 4.Auflage; 2007)
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2.16 Invasion und Migration

Das Migrations- und Invasionsverhalten der mit siRNA transfizierten Zellen
wurde mit Hilfe eines modifizierten Boyden-Kammer-Systems durchgefuhrt.
Dazu wurden zweikammerige Matrigel-Invasionskammern und
Migrationskammern  verwendet (Abb. 3). Zur Untersuchung des
Migrationsverhaltens sind beide Kammern durch eine PET-Membran mit 8 um
grof3en Poren voneinander getrennt. Zur Untersuchung des Invasionsverhaltens
waren die beiden Kammern zusatzlich durch eine kinstliche Basalmembran
(Matrigel) voneinander getrennt. Matrigel ist ein I6sliches Basalmembranextrakt,
welches aus dem Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) Sarkom der Maus gewonnen
wurde (Kleinmann et al., 1982) Dieser Tumor ist reich an Proteinen der
extrazellularen Matrix von Basalmembranen wie Laminin, Kollagen Typ 1V,
Heparan-Sulfat Proteoglykane und Entacin/Nidogen (Kleinmann et al., 1986).
Zu Beginn mussten die Invasionskammern von -20°C auf Raumtemperatur
gebracht werden. Die Migrationskammern konnten bei Raumtemperatur
gelagert werden. Die unteren Kammern und die oberen Kammern (Inserts)
wurden mit jeweils 500 pl serumfreiem Medium (SFM) befullt und fur 2 h bei
37°C im Brutschrank rehydriert. Wahrend dieser Zeit wurden die zu
untersuchenden Zellen mit Accutase inkubiert, bis eine homogene
Zellsuspension entstand. Die Zellen wurden in Vollmedium aufgenommen,
vorsichtig herunter zentrifugiert und wiederum in SFM aufgenommen und auf
die fur die Invasion bzw. Migration nétige Zellanzahl gebracht. Fir die Zelllinie
U87MG betrug die bendtigte Zellzahl 80 000 Zellen/Insert fur die Migration und
320 000 Zellen/Insert fur die Invasionsversuche. Das SFM wurde aus den Wells
und Inserts abgesaugt und die Kammern mit jeweils 750 pl des durch die
embryonale Mausfibroblastenzelllinie NIH/3T3 konditionierten Mediums befullt.
Das NIH/3T3-konditionierte Medium wurde dadurch gewonnen, dass 2 x 10°
NIH/3T3 Zellen in eine mittlere Zellkulturflasche ausgesat wurden und nach 24
h das Medium durch 7 ml SFM ersetzt wurde. Nach weiteren 48 h konnte das
SFM gewonnen werden und diente durch die im Medium befindlichen

chemotaktischen Substanzen der Induzierung der Migration bzw. Invasion. Die
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Inserts wurden eingesetzt und 500 pl Zellsuspension mit der gewinschten
Zellanzahl vorgelegt.

/ Insert

\ .-"I Chemoattraktant
~ s /

- -\_—;._,-{- - / Invasions-/Migrationskammer

\—‘ invadierte/migrierte Zelle

Biocoat Matrigel-/8 um PET-Membran

Abbildung 3 Schematische Darstellung einer Migrations-/Invasionskammer

Nach 16 h wurden die nicht invadierten/migrierten Zellen mit einem
Wattestabchen von der  Membranoberflache  entfernt und  die
invadierten/migrierten Zellen 10 Minuten mit Methanol fixiert. Anschliel3end
wurden die Zellen fir 10 Minuten mit Hamalaun gefarbt und in Leitungswasser
gewaschen. Die Membran wurde mit einem Skalpell aus dem Insert
geschnitten, mit der Unterseite nach oben auf einen Objekttrager gelegt und
das Deckglas mit Gelatine fixiert. Die Auszahlung der Zellen erfolgte am

Mikroskop bei 125-facher Vergrof3erung.

2.17 Chromfreisetzungsversuch

2.17.1 PBMC-Pré&paration

Fur die Gewinnung von PBMCs (peripheral blood mononuclear cells) wurden 50
ml vendses, heparinisiertes Blut von gesunden Spendern gewonnen und 1:2 mit
sterilem PBS verdunnt. Daraufhin wurden 15 ml eines
Lymphozytenseparationsmedium in 50 ml Falcon Tubes vorgelegt und
vorsichtig mit 35 ml Blut-PBS-Gemisch Uberschichtet. Dabei musste darauf
geachtet werden, dass sich die Phasen nicht miteinander vermischen.
Anschliel3end wurde fur 20 Minuten bei 600 rpm und Raumtemperatur ohne
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Bremse zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurden 10 — 15 ml der obersten
Fraktion, die Serum, PBS und Thrombozyten enthalt, abgenommen und
verworfen. Danach wurde nochmals fir 30 Minuten bei 1400 rpm und
Raumtemperatur  zentrifugiert, um die Trennung von Lymphozyten,
Granulozyten, Erythrozyten und toten Zellen zu erreichen. Aufgrund der
unterschiedlichen Dichte der einzelnen Fraktionen befanden sich von unten
nach oben Erythrozyten, Lymphozytenseparationsmedium, Lymphozyten und
dariiber Serum (Abb. 4).

Serum

Trennmittel

Erythrozyten

Abbildung 4 Schematische Darstellung des Dichtegradienten im Falcon-Tube

Die Lymphozyten wurden vorsichtig mit einer Pipette entnommen und in ein 50
ml Falcon-Tube Uberfuhrt, in PBS suspendiert und fir 8 Minuten bei 1500 rpm
zentrifugiert. Sofern ein deutliches Pellet zu sehen war, wurde der Uberstand
verworfen und das Pellet erneut in PBS resuspendiert und nochmals fir 8
Minuten bei 1000 rpm zentrifugiert. Anschlieend wurden die Lymphozyten in
RPMI-1640 Medium, das 10% FCS enthielt, resuspendiert und gezahlt. Im
Anschluss folgte eine Monozytendepletion durch Adherenz. Dazu wurden 8 —
10 Millionen PBMCs pro Well in eine 6-well Platte ausgesat und fir 90 min im
Brutschrank inkubiert. Dabei adharieren die Monozyten an der Plastikoberflache
der Wells, wéhrend sich die restlichen Zellpopulationen, jetzt PBLs (peripheral
blood lymphocytes) genannt, durch Spilen wieder in Suspension bringen
lassen. Bei erneuter Zahlung der Suspension lag der Anteil der durch Adhérenz

depletierten Zellen bei ca. 15 — 25%.
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2.17.2 Kokultivierung mit RPMI 8866 und Herstellung von NK-Zellklonen

Die PBLs wurden in RPMI-1640 Medium, das 10 % FCS enthielt, resuspendiert,
auf eine Konzentration von 0,8 x 10° gebracht und anschlieRend jeweils eine
Menge von 0,5 ml/Well in 24-Well Platten vorgelegt. Fur die Gewinnung von
NK-Zellklonen wurden die PBLs mit RPMI 8866 als feeder cells, die zuvor mit
30 Gy bestrahlt worden waren, in Kokultur genommen. Durch die Bestrahlung
wurde eine weitere Proliferation der feeder cells verhindert. Das Verhaltnis von
PBLs und feeder cells lag bei 4:1. Zur weiteren Aktivierung der NK-
Zellproliferation wurde einmalig 5000 U/ml Interleukin-2 der Zellkultur
hinzugegeben. Die NK-Zellklone konnten nach 8 bis 11 Tagen geerntet werden.

2.17.3 Chromfreisetzungsversuch mit definierten Effektor/Target
Verhaltnissen

Mit dem Chromfreisetzungsversuch wird die Zytotoxizitat von Effektorzellen,
hier NK-Zellen, tberpruft. Als Targetzellen dienten die Gliomzelllinien US7MG,
LNT-229 und LN-18, welche vorher mit Semaphorin 7A siRNA oder non-target
siRNA transfiziert und anschlieRend mit radioaktivem Chrom versetzt worden
waren. Der Erfolg des transienten Gen-Knockdowns wurde im
Durchflusszytometer mit spezifischen, fluoreszenzmarkierten Antikérpern
Uberpruft. Nach Koinkubation von Effektor und Targetzellen kam es zur Lyse
der Targetzellen und somit zur Freisetzung des radioaktiven Chroms, welches
im Uberstand gemessen werden konnte.

Vorbereitung der Targetzellen: Die Tumorzellen wurden mit Accutase
inkubiert, bis sich eine homogene Zellsuspension bildete. Anschlieend wurden
die Zellen in Vollmedium (VM) aufgenommen, gewaschen, gezahlt und 1 x 10°
der Targetzellen in 1 ml VM resuspendiert und anschlieBend mit 15 pl
radioaktivem °'Cr Natriumchromat Na,*CrO, fiir 90 Minuten bei 37°C und 5%
CO; im Brutschrank inkubiert. Wahrend dieser Zeit nehmen die Targetzellen
das Chrom aktiv auf. Nach dieser Inkubationszeit folgte nochmals 3-maliges
Waschen mit PBS, um nicht aufgenommenes Chrom zu entfernen.
AnschlieBend wurden die Targetzellen in 5 ml RPMI-1640 Medium

resuspendiert.
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Vorbereitung der Effektorzellen: Die NK-Zellen wurden wahrend der
Inkubation der Targetzellen in RPMI-1640 Medium aufgenommen, gezahlt und
auf eine Konzentration von 8 x 10° Zellen / ml gebracht. AnschlieRend wurden
jeweils 100 pl der Effektorzellen in eine 96-Well-Platte transferiert und eine
Verdunnungsreihe erstellt, wobei die Zellen in 5 Schritten jeweils 1:2 verdinnt
wurden und sich in der geringsten Verdinnung 12500 NK-Zellen pro Well
befanden.

Koinkubation der Effektor- und Targetzellen: Es wurden jeweils 50 ul der
vorbereiteten Targetzellen zu den Effektorzellen in der 96-Well-Platte gegeben.
Die dadurch erreichte Target-/Effektor-Ratio betrug 1:40 bis 1:1,25. Das
Endvolumen pro Well betrug 100 pl und es wurde 4 h bei 37°C und 5% CO,im
Brutschrank koinkubiert.

Um die Lyse der Zellen quantitativ erfassen zu kénnen, wurden Kontrollen mit
spontaner und maximaler Chromfreisetzung mitgefuhrt. Fur die Minimum-
Kontrolle, die die spontane Chromfreisetzung aufzeigen sollte, wurde zu den 50
pul der Targetzellsuspension 50 pl RPMI-1640 Medium addiert. Fur die
Maximum-Kontrolle, die die vollstandige Chromfreisetzung aufzeigen sollte,
wurde zu den 50 pl der Targetzellsuspension 50 ul Lyse-Puffer P pipettiert.
Lyse-Puffer P fuhrt zur kompletten Lyse der Zellen und somit zur maximalen
Freisetzung des aufgenommenen Chroms.

Nach der 4-stindigen Koinkubation wurden 35 pl pro Well des radioaktiven
Uberstandes vorsichtig mit einer Pipette aufgenommen und auf eine 96-Well
Luma Plate transferiert. Nach 24 h war der Uberstand vollstandig eingetrocknet
und die Luma-Plate konnte im beta-plate-counter ausgemessen werden. Der
prozentuale Anteil der durch die NK-Zellen erfolgten Lyse der Tumorzellen

wurde wie folgt berechnet:

100 x (Lyse im Versuchswell - spontane Chromfreisetzunq)
(Maximale Lyse - spontane Chromfreisetzung)

Alle Wells wurden in Tripletts pipettiert und ausgewertet.
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2.18 Statistik

Die folgenden statistischen Verfahren wurden angewandt:
e arithmetisches Mittel (Mittelwert)
e Standardfehler
e T-Test (Student's t-Test) fur unverbundene Stichproben mit
folgenden Signifikanzniveaus:
P > 0,05 = nicht signifikant und P* < 0,01 = signifikant
Die Versuchsergebnisse werden angegeben als Mittelwert + Standardfehler. In
den Grafiken sind die Signifikanzniveaus durch Symbole angegeben und in
einer Legende erortert. Alle Versuchsreihen wurden mindestens 3 mal unter
gleichen Versuchsbedingungen durchgefiihrt. Alle Berechnungen erfolgten mit
Excel (Microsoft, Redmond, WA, USA).

37
Material und Methoden



3 Ergebnisse

3.1 Expressionsanalyse von Semaphorin 7A und seinem Rezeptor
Plexin C1lin der PCR

Mittels konventioneller PCR wurde die Expression von Semaphorin 7A und die
Expression seines Rezeptors Plexin C1 auf mRNA-Ebene untersucht (Abb. 5).
Um die Qualitat der verwendeten RNA sicherzustellen, wurde bei jedem
Experiment zusatzlich die mRNA-Expression des Haushaltgens GAPDH
untersucht. Als Positivkontrolle diente ein Semaphorin 7A Plasmid, das uns von
Dr. Akira Yamada (Kurume, Jp) zur Verfugung gestellt wurde. Fur die Plexin C1
Positivkontrolle wurde cDNA von Monozyten verwendet, die Plexin C1 Plexin
C1 exprimieren (Comeau et al., 1998). Als GAPDH-Positivkontrolle diente ein
GAPDH-Plasmid.

Semaphorin7A

Plexin C1

GAPDH bt X X 2 X X T T KIS

Abbildung 5 Maligne Gliomzellen exprimieren Semaphorin 7A mRNA und Plexin C1 mRNA in vitro. Die
Semaphorin 7A und Plexin C1 Expression wurde mittels konventioneller PCR untersucht. Als Referenz
diente das Haushaltsgen GAPDH.
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In allen 12 Gliomzelllinien konnte Semaphorin 7A mRNA detektiert werden.
Besonders stark war dies bei US7MG, T98G, LNT-229 und U373MG:

Die Plexin C1 mRNA-Expression war bei LN-18, U138MG, T98G, LN-319, LNT-
229, A172, U251MG, U373MG und LN-308 deutlich vorhanden, bei LN-428
dagegen kaum. Bei U87MG und D247MG lag die Plexin C1 mRNA-Expression
unter der Nachweisgrenze.

Die als Ladekontrolle durchgefuhrte Amplifikation von GAPDH mRNA zeigte
eine vergleichbare Expression in allen Zelllinien. Ebenso konnte durch die
mitgefliihrte Wasserkontrolle eine unspezifische Amplifikation ausgeschlossen

werden.

3.2 Expressionsanalyse von Semaphorin 7A und seinem Rezeptor
Plexin C1 in der quantitativen PCR

3.2.1 Semaphorin 7A mRNA-Expression

Durch die quantitative real-time PCR konnte mit Hilfe des
Fluoreszenzfarbstoffes SybrGreen, der nur mit doppelstrangiger DNA
interkaliert, die Produktbildung in Echtzeit gemessen und dadurch die mRNA
Expression von Semaphorin 7A in den 12 Gliomzelllinien quantitativ ermittelt
werden. Die Semaphorin 7A Expression wurde dabei auf das ubiquitar
exprimierte Referenzgen 18S normalisiert und relativ zur Expression der
Gliomzelllinie D247 bestimmt, welche eine geringe Semaphorin 7A Expression
gezeigt hatte (Abb. 6).
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Abbildung 6 Maligne Gliomzellen exprimieren Semaphorin 7A in vitro. Die Semaphorin 7A Expression
wurde mittels quantitativer PCR unter Verwendung von 18S-RNA als Referenzgen untersucht. Die
quantitative Semaphorin 7A Expression wird relativ zur Semaphorin 7A RNA-Expression der Zelllinie D247
angegeben.

Die Gliomzelllinien LN-18, U87MG, T98G und Al72 zeigten eine sehr hohe
Semaphorin 7A mRNA-Expression, U138MG, LN-428, LNT-229, U251MG,
U373MG und LN-308 eine mittlere und LN-319 eine niedrige Semaphorin 7A
MRNA-Expression, verglichen mit der Semaphorin 7A mRNA-Expression in der
Gliomzelllinie D247.
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3.2.2 Plexin C1 mRNA-Expression

Auch die Plexin C1 mRNA-Expression wurde mittels quantitativer PCR
untersucht. Hierbei wurde die Plexin C1 Expression ebenfalls auf das ubiquitér
exprimierte Referenzgen 18S normalisiert und in Relation zur Plexin C1

Expression von Monozyten gesetzt (Abb. 7).
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Plexin C1 mRNA-Expression relativ zu
Monozyten

Abbildung 7 Maligne Gliomzellen exprimieren kaum Plexin C1 in vitro. Die Plexin C1 Expression wurde
mittels quantitativer PCR unter Verwendung von 18S RNA als Referenzgen untersucht. Die quantitative
Plexin C1 Expression wird relativ zur Plexin C1 RNA-Expression in Monozyten angegeben.

Hier zeigte sich im Gegensatz zur konventionellen PCR in allen Zelllinien eine
geringe Plexin C1 mRNA-Expression verglichen mit der Expression in

Monozyten.
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3.3 Proteinexpression im Durchflusszytometer
Mittels Durchflusszytometrie wurde die Expression von Semaphorin 7A und
seiner Rezeptoren Plexin C1 und aif;-Integrin auf der Zelloberflache maligner

Gliomzellen bestimmit.

3.3.1 Semaphorin 7A Expression auf Proteinebene
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Abbildung 8 Die in vitro Proteinexpression von Semaphorin 7A auf der Zelloberflache maligner Gliomzellen
wurde mittels Durchflusszytometrie untersucht und in Histogrammen dargestellt. Das schwarz umrandete,
unausgefilite Histogramm zeigt die unspezifische Bindung des Isotyp-Antikdrpers an. Das grau
ausgefillte Histogramm zeigt die spezifische Bindung des Semaphorin 7A-Antikorpers. Die jeweiligen SFI
Werte sind in den entsprechenden Darstellungen vermerkt.

Die Semaphorin 7A Proteinexpression (Abb. 8) zeigte ein sehr variables Bild,
das nur teilweise mit der mRNA-Expression Ubereinstimmte. Obwohl sich in
allen Zelllinien Semaphorin 7A mRNA nachweisen liel3 (Abb. 5 und 6), zeigten
nur die Zelllinien LN-18, U87MG und LNT-229 eine starke Proteinexpression im
Durchflusszytometer. Die Zelllinien U138MG, A172 und U373 zeigten eine

schwache, die tbrigen Zelllinien keine Proteinexpression.
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3.3.2 Plexin C1 Expression auf Proteinebene
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Abbildung 9 Maligne Gliomzellen exprimieren kein Plexin C1 auf ihrer Zelloberflache. Die in vitro
Proteinexpression von Plexin C1 auf der Zelloberflache verschiedener Gliomzelllinien wurde mittels
Durchflusszytometrie untersucht. Das schwarz umrandete, unausgefiilite Histogramm zeigt die
unspezifische Bindung des Isotyp-Antikdrpers an. Das grau ausgefillte Histogramm zeigt die spezifische
Bindung des Semaphorin 7A Antikdrpers. Die jeweiligen SFI Werte sind in den entsprechenden
Darstellungen vermerkt.

Alle 12 untersuchten Gliomzelllinien zeigten keine Plexin C1 Expression auf
ihrer Zelloberflache, was exemplarisch in Abbildung 9 dargestellt wird. Dieses
Ergebnis deckt sich auch mit den Daten aus der quantitativen PCR, bei welcher
Plexin C1-mRNA (Abb. 7) nur in auR3erst geringen Mengen nachgewiesen

werden konnte.
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3.3.3 as-Integrin / B1-Integrin Expression auf Proteinebene
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Abbildung 10 Die in vitro Proteinexpression von ai-Integrin auf der Zelloberflache maligner Gliomzellen
und wurde mittels Durchflusszytometrie untersucht und in Histogrammen dargestellt. Das schwarz
umrandete, unausgefillite Histogramm zeigt die unspezifische Bindung des Isotyp-Antikdrpers an. Das
grau ausgefullte Histogramm zeigt die spezifische Bindung des Semaphorin 7A Antikdrpers. Die jeweiligen
SFI Werte sind in den entsprechenden Darstellungen vermerkt.
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B1-Integrin:
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Abbildung 11 Die in vitro Proteinexpression von B1-Integrin auf der Zelloberflache maligner Gliomzellen
und wurde mittels Durchflusszytometrie untersucht und in Histogrammen dargestellt. Das schwarz
umrandete, unausgefiillte Histogramm zeigt die unspezifische Bindung des Isotyp-Antikdrpers an. Das
grau ausgefullte Histogramm zeigt die spezifische Bindung des Semaphorin 7A Antikdrpers. Die jeweiligen
SFI Werte sind in den entsprechenden Darstellungen vermerkt.

Die Zelllinien U138MG, U87MG, LN-428, D247, T98G, LNT-229, und LN-308
die

restlichen Zelllinien zeigten keine Proteinexpression (Abb. 10). Dagegen wiesen

zeigten eine positive a;-Integrin  Expression im Durchflusszytometer,

alle Gliomzelllinien, bis auf LN-18, eine starke B;-Integrin-Expression auf der
Zelloberflache auf (Abb. 11).
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3.4 Proteinexpression im Western Blot

Aufgrund fehlender Western Blot-tauglicher Antikorper, konnte zum Zeitpunkt
der Erstellung der Dissertation keine Semaphorin 7A Western Blot Analysen
durchgefuhrt werden. Eine Signaldetektion in Hohe der 60 kDa Bande in
aufkonzentrierten Zelliberstanden erwies sich als unspezifisch. Es wurden
hierbei Western Blot Analysen von Zelliberstdnden von zuvor mit Semaphorin
7A siRNA und non-taget siRNA behandelten Gliomzellen und wildtyp
Gliomzellen miteinander verglichen. Der Erfolg des transienten Samaphorin 7A
Gen-Knockdowns wurde zuvor im Durchflusszytometer tberprift und bestatigt.
Im Western Blot zeigte sich sowohl in den mit sSiRNA behandelten, als auch in
den Wildtypzellen ein eindeutiges Signal und kein Anhalt auf eine Suppression
der Semaphorin 7A Expression, sodass von einer unspezifischen
Antikorperbindung auszugehen ist und dieser fur die Darstellung der
Semaphorin 7A Proteinexpression im Western Blot nicht geeignet war.
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Abbildung 12 Nachweis unspezifischer Bindung des Semaphorin 7A Antikérpers. Western Blot Analysen
mit aufkonzentrierten Uberstanden der Zelllinien LN-18 und U87MG, behandelt mit non-target SiRNA,
Semaphorin 7A spezifischer siRNA oder unbehandelt (wildtyp).
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3.5 Posttranskriptionelles Gene Silencing mittels RNA-Interferenz

Um die funktionelle Bedeutung von Semaphorin 7A fir die Tumorigenitat und
Immunogenitat maligner Gliome naher untersuchen zu kénnen, wurde ein
Semaphorin 7A knock-down mittels RNA-Interferenz etabliert. Der Erfolg des
transienten Genknockdowns wurde nach 48 h im Durchflusszytometer mittels
eines Semaphorin 7A spezifischen Antikorpers Uberprift. Um unspezifische
Effekte der Semaphorin 7A siRNA ausschlielen zu kdnnen, wurde bei jedem
Experiment eine Negativkontrolle mitgefuhrt. Hierzu wurden die zu
untersuchenden Zelllinien mit einer unspezifischen non-target siRNA transfiziert

und unter identischen Bedingungen kultiviert.

non-target siRNA Semaphorin 7A siRNA
i1 162
Ere] SFI:3.2 7] SFI:1.1
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Abbildung 13 Posttranskriptionelles Semaphorin  7A-silencing mittels siRNA  untersucht im
Durchflusszytometer. Links: Semaphorin 7A Proteinexpression 48h nach Transfektion mit Kontroll-siRNA
(non-target). Rechts: Semaphorin 7A Proteinexpression 48h nach Transfektion mit Semaphorin 7A
spezifischer siRNA. Das schwarz umrandete, unausgefilite Histogramm zeigt die unspezifische Bindung
des Isotyp-Antikdrpers an. Das grau ausgefillte Histogramm zeigt die spezifische Bindung des
Semaphorin 7A Antikorpers. Die jeweiligen SFI Werte sind in den entsprechenden Darstellungen vermerkt.

Die Gliomzelllinien, welche mit non-traget siRNA transfiziert wurden, weisen mit
einem SFI von 3.2 fur LN-18 bzw. 3.3 fur U87MG eine eindeutige Semaphorin
7A Proteinexpression auf der Zelloberflache auf. Nach Transfektion mit

Semaphorin 7A siRNA zeigten sich deutlich niedrigere SFI Werte von 1.1 flr
LN-18 bzw. 1.2 fir US7MG (Abb. 13).
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3.6 Migration und Invasion

Da aufgrund der Eigenschaft von Semaphorin 7A als Membranprotein und
seiner Interaktion mit aif;-Integrin und Plexin C1 eine mdégliche Beeinflussung
der zellularen Motilitat vermutet wird, wurde in den nachsten Experimenten das
Migrations- und Invasionsverhalten in U87MG Wildtyp- und Semaphorin 7A-
defizienten Zellen untersucht. Dazu wurden Migrations- und Invasionsassays
mit einem modifizierten Boyden-Kammer-System in zweikammerigen Matrigel-
Invasionskammern und Migrationskammern durchgefuihrt. Es wurde die Zelllinie
U87MG untersucht, da diese auch in den vorhergehenden Experimenten
sowohl auf mRNA-Ebene (Abb. 5 und 6), als auch auf Proteinebene (Abb. 8)
eine starke Semaphorin 7A Expression gezeigt hatte. Als Kontrolle dienten
U87MG Zellen, welche mit unspezifischer non-traget siRNA transfiziert worden
waren. Der transiente Semaphorin 7A Knockdown wurde bei jedem Migrations-

und Invasionsversuch im Durchflusszytometer tUberpruift.

UB7MG
580 = Onon-target siRNA B Semaphorin 7A siRNA
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Abbildung 14 Eingeschrankte Migration und Invasion von Semaphorin 7A-defizienten U87MG Gliomzellen.
Migration und Invasion von U87MG unter transientem Semaphorin 7A Knockdown mittels spezifischer
Semaphorin 7A siRNA vs. U87MG Kontrollzellen behandelt mit non target siRNA. Die Ergebnisse sind als
Mittelwerte angegeben * Standardabweichung des Mittelwerts und représentieren 3 unabhé&ngige
Experimente (* p < 0.01; Students t-Test).
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In den Migrations- und Invasionsversuchen konnte fir die Gliomzelllinie UB7TMG
(Abb. 14) gezeigt werden, dass eine verminderte Semaphorin 7A Expression
auf der Zelloberflache mit einer eingeschrankten Migration und Invasion der

Zellen einhergeht.

3.7 Chromfreisetzungsversuch

Um herauszufinden, welche Bedeutung die Semaphorin 7A Expression fur die
Immunogenitat von Gliomen haben kénnte, wurde die NK-Zell-Zytotoxizitat in
einem 4-stiindigen **Chrom-Freisetzungsversuch bestimmt. Als Effektorzellen
dienten polyklonale NK-Zellen von gesunden Spendern. Die Gliomzelllinien
LNT-229, UB7MG und LN-18 dienten als Targetzellen und wurden zuvor mit
non-target siRNA oder spezifischer Semaphorin 7A siRNA behandelt und

anschlieRend mit **Chrom markiert.
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Abbildung 15 Semaphorin 7A hat keinen Einfluss auf die zytotoxische Aktivitdt von NK-Zellen in vitro.

A) LNT-229, B) U87MG und C) LN-18 Gliomzellen behandelt mit non-target siRNA oder spezifischer
Semaphorin 7A siRNA wurden als Targetzellen eingesetzt. Die Diagramme zeigen die Ergebnisse des
jeweiligen 51Chrom-Freisetzungsversuchs, mit dem Ausmald der Lyse in [%] auf der y-Achse und der
Effektorzellen : Targetzellen Ratio auf der x-Achse.
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Die Semaphorin 7A Expression auf den untersuchten Gliomzelllinien hatte
keinen Einfluss auf ihre Suszeptibilitat gegentuber NK-Zellen (Abb. 15, A-C). Die
prozentuale Lyse der Semaphorin 7A knockdown-Zellen unterschied sich nicht
signifikant von der prozentualen Lyse der Kontrollzellen, welche mit non-target

siRNA behandelt worden waren.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde zunachst untersucht, ob Gliomzellen
Semaphorin 7A und seine Rezeptoren Plexin C1, a;-Integrin und B;-Integrin
exprimieren. Dafur wurden konventionelle und quantitative PCR-Analysen
durchgefiihrt, um die Semaphorin 7A und Plexin C1 Expression auf mRNA
Ebene zu untersuchen. Des Weiteren wurde die Semaphorin 7A Expression
und die Expression seiner Rezeptoren auf Proteinebene bestimmt, indem
Analysen im Durchflusszytometer und im Western Blot durchgefiihrt wurden.
Anschlieend wurde der Frage nachgegangen, ob die Semaphorin 7A
Expression die Migration, Invasion und Immunogenitat der Gliomzellen

beeinflusst.

4.1 mRNA-Expression in der konventionellen und quantitativen
PCR

In den konventionellen PCR Analysen konnte in allen 12 untersuchten
Gliomzelllinien eine Semaphorin 7A Expression in vitro gezeigt werden (Abb. 5).
Durch die Verwendung eines Semaphorin 7A-Plasmids als Positivkontrolle
konnte die Spezifitait der verwendeten Primer bestéatigt werden. Die
Verwendung von H,O als Negativkontrolle diente zum Ausschluss einer
Kontamination der verwendeten Proben. In der vorliegenden Arbeit wurde
erstmals gezeigt, dass Gliomzellen Semaphorin 7A exprimieren. Eine
Beziehung zwischen Gliomen und Semaphorinen wurde bisher nur fir
Semaphorine der Gruppe 3 und Semaphorin 6B gezeigt (Correa et al., 2001,
Rieger et al., 2003; Nasarre et al., 2010).

Der Plexin C1 mRNA-Nachweis zeigte in der konventionellen PCR ein
heterogenes Bild. Hier konnte bei 9 der 12 untersuchten Gliomzelllinien ein
Plexin C1-Transkript nachgewiesen werden (Abb. 5). Da Plexin C1 von
Monozyten exprimiert wird (Comeau et al., 1998), diente cDNA von Monozyten
als Positivkontrolle. Dass Plexin C1 von Gliomzellen exprimiert wird, wurde

erstmals im Zusammenhang mit der Expression von Galectin-1 und brain

52
Diskussion



expressed x-linked gene 2 (BEX2) berichtet. Galectin-1 und BEX2 sollen einen
fordernden Einfluss auf die Chemoresistenz, Neoangiogenese und Migration
von Oligodendrogliomzellen haben. Das Herabsetzen der BEX2 Expression
fuhrte zu einer vermehrten Plexin C1 Expression, welche mittels PCR und
Western Blot untersucht worden war (Le Mercier et al., 2009). Durch die
Interaktion von Plexin C1 und Semaphorin 7A wurde eine vermindere
Dendritenausbildung bei Melanozyten beobachtet (Sott et al.,, 2008). Ebenso
wurde Plexin C1 die Funktion eines Tumorsuppressors zugeschrieben, da die
Plexin C1 Expression bei metastasierten malignen Melanomen verloren geht
(Lazova et al., 2009; Scott et al., 2009). Diese Beobachtungen kdnnten darauf
hinweisen, dass Plexin C1 die Bewegungsfahigkeit von Zellen kontrolliert und
eine verminderte Plexin C1 Expression mit der Tumorigenese oder
Tumorprogression von Malignomen einhergeht.

Fir den quantitativen mRNA-Nachweis wurden real-time PCR-Analysen
durchgefiihrt. Hierbei wurde die Genexpression des Zielgens mit der
Genexpression eines ubiquitar vorkommenden, nicht regulierten Referenzgens
normalisiert.

Die quantitative PCR mit Semaphorin 7A als Zielgen, 18S als Referenzgen
ergab eine bis hundertfach erhdhte Semaphorin 7A Expression relativ zur
Semaphorin 7A Expression der Gliomzelllinie D247, welche in allen Versuche
gering ausgefallen ist (Abb. 6).

Es wurde ebenso eine quantitative PCR mit Plexin C1 als Zielgen, 18S als
Referenzgen und Monozyten cDNA als Kontrolle durchgefuhrt. Im Gegensatz
zur konventionellen PCR, in der eine Plexin C1 mRNA-Expression in allen 12
getesteten Zelllinien nachgewiesen werden konnte (Abb. 5), zeigte die
quantitative PCR eine sehr geringe bis keine mRNA-Expression (Abb. 7). Im
Vergleich zur Plexin C1 mRNA-Expression der Monozyten lag die Plexin C1
MRNA-Expression der 12 getesteten Gliomzelllinien um mehrere
Zehnerpotenzen niedriger ( 107 bis 10°-fach). Bei den Zelllinien U87MG und
LN-428 lag die Plexin C1 mRNA-Expression in der quantitativen PCR unter der

Nachweisgrenze.
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Eine Erklarung fur die Diskrepanz zwischen der Plexin C1 mRNA-Expression in
der konventionellen PCR und der quantitativen PCR ware, dass die
konventionelle PCR einen rein qualitativen mRNA Nachweis liefert und schon
geringste Mengen an Template cDNA fur einen Nachweis gentigen. Dagegen
kann man bei der quantitativen PCR aus der Menge an amplifiziertem PCR-
Produkt auf die Menge an eingesetzter cONA-Template schlief3en.

Ein Schwachpunkt der relativen Quantifizierung mittels der AA-CT Methode ist,
dass von einer Verdoppelung der DNA-Menge in jedem PCR-Zyklus
ausgegangen wird. Dies wurde einer optimalen PCR-Effizienz von 2,0 in jeder
Probe entsprechen. Die tatsachliche Effizienz liegt aber wahrscheinlich
zwischen 1,5 und 2 und geringe Schwankungen der Effizienz zwischen Zielgen
und Referenzgen konnten zu erheblichen Unterschieden in den

Expressionsdaten fuhren.

4.2 Proteinexpression im Durchflusszytometer

Die Proteinexpression von Semaphorin 7A und seiner Rezeptoren Plexin C1,
as-Integrin und B1-Integrin wurde mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Wie in
Abbildung 8 fiir die Semaphorin 7A Proteinexpression auf der Zelloberflache
dargestellt, zeigten die Zelllinien LN-18, U138MG, U87MG, LNT-229, A172 und
U373MG einen SFI = 1.2. Dieses Ergebnis deckt sich nur teilweise mit den
Ergebnissen der konventionellen und quantitativen PCR, in welcher alle
getesteten Gliomzelllinien eine im Vergleich zur geringen Expression der
Gliomzelllinie D247 erhOhte Semaphorin 7A Expression auf mRNA-Ebene
gezeigt hatten. Zu bedenken ist, dass die konventionelle PCR priméar der
qualitativen Detektion des entsprechenden mRNA-Transkript dient und die
quantitative PCR nur einen Expressionsunterschied zum endogenen
Referenzgen und relativ zur Expression der entsprechenden mRNA von D247
Gliomzellen angibt.

Die Proteinexpression von Plexin C1 wurde ebenfalls im Durchflusszytometer
bestimmt. Abbildung 9 zeigt exemplarisch, dass keine Plexin C1
Proteinexpression auf der Zelloberfliche nachgewiesen werden konnte. Dieses
Ergebnis deckt sich mit den Ergebnissen der quantitativen PCR (Abb. 7),
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welche zeigte, dass Plexin C1 mRNA im Vergleich zur Plexin C1 mRNA in
Monozyten nur in &ul3erst geringen Mengen detektiert werden konnte.
Allerdings war es nicht moglich, eine geeignete Positivkontrolle fur die Plexin
C1 Proteinexpression im Durchflusszytometer herzustellen, was die Spezifitat
des verwendeten Antikorpers in Frage stellen konnte. Die konventionelle PCR
(Abb. 5) zeigte eine deutliche Plexin C1 mRNA Expression in den Zelllinien LN-
18, U138MG, T98G, LN-319, LNT-229, A172, U251MG, U373MG und LN-308.
Bei US7TMG und D247 lag die Plexin C1 mRNA-Expression unter der
Detektionsgrenze. Wie schon beschrieben, kann die konventionelle PCR nur als
qualitativer Nachweis einer mRNA-Expression dienen und ein mRNA Nachweis
bedeutet nicht gleichzeitig, dass auch eine Expression auf Proteinebene bzw.
auf der Zelloberflache stattfindet. Eine Plexin C1 Expression auf Proteinebene
konnte fur Gliomzellen bisher nur mittels Western Blot nachgewiesen werden
(Le Mercier et al., 2009),

Die Proteinexpression von ai-Integrin und B;-Integrin, welche als Heterodimer
a;Bi-Integrin auch unter very late antigen (VLA)-1 bekannt sind, wurde auch
mittels Durchflusszytometrie untersucht. Ein Antikbrper, welcher nur das
humane Hetreodimer a;B1-Integrin erkennt, war zum Zeitpunkt der Experimente
nicht verfugbar. a;fi-Integrin wird auf mesenchymalen Vorlauferzellen des
Knochenmarks und auf verschiedensten ausdifferenzierten mesenchymalen
Zellen exprimiert (Ben-Horin et al., 2004). Im Immunsystem wird a;p:-Integrin
auf aktivierten T-Zellen, NK-Zellen, NK-T-Zellen und Makrophagen (Hemler et
al., 1995; Dietl et al., 1992; Pérez-Villar et al., 1996; Rubio et al., 1995)
exprimiert. Zudem soll aif;-Integrin Expression die (Tumor-)Angiogenese
fordern (Senger et al.,, 1997; Senger et al., 2002; Pozzi et al., 2000; Hynes,
2002). Gliome weisen eine Uberexpression der Bi-Untereinheit der Integrin
Rezeptoren auf und der Einsatz von blockierenden Antikdrpern fuhrt zur
Inhibition der in vitro Adh&sion, Motilitdt und Invasion von Gliomzellen (Paulus
et al., 1996; Rooprai et al., 1999; Delamarre et al., 2009). Eine Expression der
a;-Untereinheit von Integrin  Rezeptoren oder eine Expression des
Heterodimers aif3;-Integrin wurde fur Gliomzellen bisher nicht beschrieben. In

den untersuchten Gliomzelllinien konnte mittels Durchflusszytometer auf

55
Diskussion



U138MG, U87MG, LN-428, D247MG, T98G, LNT-229 und LN-308 eine
Proteinexpression von a;-Integrin auf der Zelloberflache nachgewiesen werden
(Abb. 10). Bis auf die LN-18 Zellen zeigten alle untersuchten Gliomzelllinien
eine starke [i-Integrin Proteinexpression (Abb. 11). aif;-Integrin interagiert
nicht nur mit Semaphorin 7A (Suzuki et al.; 2007), sondern unter anderem auch
mit Kollagen IV (Briesewitz et al., 1993), Kollagen XIII (Nykvist et al., 2000) und
Galectin-1(Moiseeva et al., 1999; Moiseeva et. al., 2003) und bestimmt dadurch
seine Bedeutung fir Zellmotilitat, Zelladhasion und immunologische
Entziindungsprozesse (Ben-Horin et al., 2004). Die Bedeutung von a;f31-
Integrin fur Gliomzellen bleibt noch unklar.

4.3 Posttranskriptionelles Gene-Silencing mittels RNA-Interferenz
Fur funktionelle Experimente wurden die Gliomzelllinien LN-18 und U87MG,
welche in den vorherigen Versuchen die hochste Semaphorin 7A Expression
auf mRNA- und Proteinebene gezeigt hatten, mittels spezifischer Semaphorin
7A siRNA und unspezifischer non-target siRNA als Negativkontrolle transfiziert.
Der Erfolg der transienten Suppression der Proteinexpression (knock-down)
wurde im Durchflusszytometer tberprift. Sowohl die spezifische Semaphorin
7A siRNA, als auch die unspezifische non-target siRNA wurden in einer
Konzentration von 100 nm eingesetzt. Durch die Anwendung von strikten
Transfektionsprotokollen wurde eine optimale Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse erreicht, sodass stets eine zuverlassige Transfektionseffizienz und
Suppression der Semaphorin 7A Proteinexpression im Durchflusszytometer
(Abb. 13) erzielt wurde.
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4.4 Migration und Invasion

Die schlechte Prognose von Gliomen begriindet sich unter anderem damit,
dass Gliomzellen die Fahigkeit besitzen, aktiv in das sie umgebende gesunde
Gewebe zu migrieren und dieses diffus zu infiltrieren. Eine komplette Resektion
ist daher nicht moglich und es kommt immer zu einem Rezidiv (Claes et al.,
2007; Giese et al., 2003)

In den in dieser Arbeit durchgefiihrten Boyden-Kammer Migrations- und
Invasionsversuchen wurde gezeigt, dass eine Suppression der Semaphorin 7A
Proteinexpression die Migrations- und Invasionsfahigkeit der Gliomzelllinie
U87MG signifikant herabsetzt (Abb. 14). Es zeigen sich Parallelen zu den
Ergebnissen der Arbeit von Pasterkamp et al. (2003b). Hier wurde durch die
Interaktion von Semaphorin 7A mit B;-Integrin die intrazellulare Proteinkinase
FAK und weitere Tyrosinkinasen wie die Mitogen-activated protein kinase
(MAPK) und ERK 1 und 2 aktiviert und somit das Wachstum von Axonen
gefordert. FAK ist eine Rezeptor-unabhangige Proteintyrosinkinase, welcher
eine wichtige Bedeutung fur die Zellmigration und Zellinvasion zugeschrieben
wird (Hauck et al., 2002). Glioblastome und anaplastische Astrozytome weisen
eine Uberexpression von FAK auf und der Phosphorylierungsgrad von FAK
(aktivierte FAK) korreliert mit der Invasivitat verschiedener Tumorarten (Obarra
et al., 2002; Zagzag et al., 2000; Natarajan et al., 2003). Zudem soll die (Uber)-
Expression von FAK in Gliomen mit einem reduzierten Gesamtuberleben in
Zusammenhang stehen (Ding et al., 2010).

Durch die Reduktion der Semaphorin 7A Expression ist es also mdglich, dass
es zu einer Reduktion der FAK Aktivitat gekommen ist und in Folge dessen
Signalkaskaden fur Migrations- und Invasionsprozesse unterbunden worden
sind. Detaillierte Untersuchungen dieser Signalkaskaden wurden im Rahmen
dieser Dissertation nicht durchgefuihrt. Semaphorin 7A und seine Rezeptoren
besitzen auch fur andere Zellarten eine wichtige Bedeutung fir die
Zellausbreitung und Zellmotilitat. Beispielsweise wird durch die Expression von
Semaphorin 7A auf menschlichen Melanozyten und dessen Interaktion mit 3;-
Integrin die Zellausbreitung und die Ausbildung von Dendriten initiiert. Im

Gegensatz dazu scheint die Interaktion von Semaphorin 7A mit Plexin C1 zu
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einer verminderten Zellausbreitung und Dendritenausbildung der Melanozyten
zu fuhren (Scott et al., 2008). Auch das Wachstum und die regelhafte Formation
von Axonen des peripheren und zentralen Nervensystems wahrend der
embryonalen Entwicklung wird durch Semaphorin 7A geférdert (Pasterkamp et
al., 2003a; 2003b).

Zusammenfassend ist davon auszugehen, dass Semaphorin 7A bei diversen
Prozessen, welche die Migration und Invasion von Zellen betreffen, eine
wichtige Rolle spielt und eine verminderte Semaphorin 7A Expression oder die
Blockierung der Semaphorin 7A-abhéngigen Signalkaskade zu einer

verminderten Zellmotilitat fihrt.

4.5 Chromfreisetzungsversuch

NK-Zellen sind zytotoxische Effektozellen des angeborenen Immunsystems
(Trapanai und Smyth, 2002) und haben die Féahigkeit, maligne korpereigene,
wie auch kdrperfremde Zellen und virusinfizierte Zellen als Zielzellen zu
erkennen und zu lysieren (Trinchieri et al., 1989; Medzhitov und Janeway,
2002). Zudem hat eine 11 Jahre dauernde epidemiologische
Verlaufsuntersuchung gezeigt, dass ein Mangel an NK-Zellen bzw. NK-Zell-
Aktivitat mit einem erhdhten Krebsrisiko verbunden ist (Imai et al., 2000).
Glioblastome kdnnen mittels verschiedener Strategien einer Erkennung und
Bekampfung durch das Immunsystem entgehen. Beispielsweise wird durch die
Freisetzung des immunsuppressiven Zytokins TGF-B die Aktivierung von
Bestandteilen der angeborenen Immunitét, als auch der erworbenen Immunitat
zur Tumorbekdmpfung supprimiert (Weller und Fontana, 1995; Gorelik et al.,
2002). Beispielsweise bewirkt TGF-B bei der Bekampfung von Gliomzellen
durch NK-Zellen eine Funktionseinschrankung, indem die Expression des
aktivierenden Rezeptors NKG2D (NK group 2, member D) auf NK-Zellen
herunter reguliert wird (Friese et al., 2004; Crane et al., 2010) und auch die
Expression seiner Liganden MHC Class I-chain related molecule A (MICA) und
UL-16-binding protein 2 (ULBP2) auf Gliomzellen verringert wird (Eisele et al.,
2006)
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Die Expression von Semaphorin 7A und seiner Rezeptoren ai-Integrin und 31-
Integrin wird durch TGF-3 induziert (Kang et al., 2007) und es existieren
widerspruchliche Berichte bezlglich Semaphorin 7A und seiner Funktion in der
T-Zell-vermittelten Immunantwort (Suzuki et al., 2007; Czopik et al., 2006). NK-
Zellen exprimieren nach Aktivierung mit Interleukin-2 die Semaphorin 7A
Rezeptoren aj-Integrin und Bi-Integrin auf ihrer Zelloberflache (Pérez-Villar et
al., 1996). Aus diesen Grunden und den oben erwahnten Mechanismen der
Umgehung der angeborenen Immunitat wurde die zytotoxische Aktivitat von
NK-Zellen gegen Gliomzellen in Abhangigkeit ihrer Semaphorin 7A Expression
mittels eines Chromfreisetzungsversuches untersucht. Als Targetzellen dienten
hierfir die Gliomzelllinien LNT-229, U87MG und LN-18, welche mit Semaphorin
7A spezifischer siRNA transfiziert wurden. Die Negativkontrollen wurden mit
unspezifischer non-target siRNA transfiziert. Polyklonale NK-Zellen von
gesunden Spendern dienten als Effektorzellen.

Wie die Abbildung 15 A-C zeigt, hatte die Semaphorin 7A Expression auf den
Gliomzellen LNT-229, U87MG und LN-18 keinen Einfluss auf die zytotoxische
Aktivitat der NK-Zellen in einem 4-stindigen in vitro Lyseassay.
Zusammenfassend scheint Semaphorin zumindest unter den hier gewahlten
Bedingungen keinen Einfluss auf die NK-Zellaktivitdt gegentber Gliomzellen zu

haben.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Semaphorin 7A ist ein Oberflachenprotein, das bei der Entwicklung des ZNS
eine wichtige Rolle einnimmt, indem es die Ausbildung und Wegfindung von
Axonen lenkt und die Migration von Neuronen steuert (Pasterkamp et al. 2003a;
2003b; 2007). Bei Regenerationsprozessen und Glianarbenbildung nach
spinalen Verletzungen kommt es zur Einwanderung von aktivierten Astrozyten,
welche sich durch eine vermehrte Semaphorin 7A Expression auszeichnen.
Somit ist Semaphorin 7A auch bei pathophysiologischen Prozessen des adulten
ZNS beteiligt (Kopp et al. 2010).

Auch bei der Interaktion zwischen Nervensystem und Immunsystem scheint
Semaphorin 7A eine wichtige Funktion zu haben. Diese Bedeutung von
Semaphorin 7A bleibt bis heute noch nicht abschlielend geklart (Suzuki et al.
2007; Czopik et al. 2006).

Das Ziel dieser Arbeit war es, herauszufinden, ob Gliomzellen Semaphorin 7A
exprimieren und welche Bedeutung dieses Oberflachenprotein fur die
Tumorigenitat und Immunogenitéat von malignen Gliomen besitzt.

Die Expression von Semaphorin 7A und seiner Rezeptoren Plexin C1, a;-
Integrin und Bi-Integrin auf Gliomzellen wurde auf mRNA- und Proteinebene
mittels konventioneller PCR, quantitativer PCR, Western Blot und
Durchflusszytometrie untersucht. Auf funktioneller Ebene wurde mittels Boyden-
Kammern die  Migrations- und  Invasionsfahigkeit —und  mittels
Chromfreisetzungsversuchen die Immunogenitdit von Gliomzellen als
Targetzellen fur die Zytotoxizitat von NK-Zellen untersucht. Hierfir wurde durch
die Transfektion der Gliomzellen mit Semaphorin 7A-spezifischer siRNA die
Semaphorin 7A Expression transient supprimiert. Es zeigte sich, dass alle 12
getesteten Gliomzelllinien Semaphorin 7A auf mMRNA Ebene exprimieren (Abb.
5 und 6). Die mRNA-Expression des Rezeptors Plexin C1 konnte in der
konventionellen PCR ebenso in fast allen Gliomzelllinien nachgewiesen werden
(Abb. 5). Dagegen war die quantitative Plexin C1 mRNA-Expression im
Vergleich zur physiologischen Plexin C1 mRNA-Expression in Monozyten

aulRerst gering (Abb. 7). Mittels Western Blot wurde auf Proteinebene keine
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Semaphorin 7A Expression festgestellt. In weiteren Untersuchungen stellte sich
heraus, dass der verwendete Antikdrper unspezifisch bindet und zum Zeitpunkt
der Durchfihrung dieser Arbeit existierten keine geeigneten Antikérper fur
Western Blot-Untersuchungen. Im Durchflusszytometer zeigten die Zelllinien
LN-18, LNT-229 und U87MG die htchste Semaphorin 7A Proteinexpression.
Hier wurde auch auf fast allen untersuchten Gliomzelllinien eine
Proteinexpression des Semaphorin 7A Rezeptors ajlntegrin und Bi- Integrin,
aber keine Plexin C1 Proteinexpression nachgewiesen.

Auf funktioneller Ebene konnte gezeigt werden, dass die Migrations- und
Invasionsfahigkeit von U87MG Gliomzellen durch eine Suppression der
Semaphorin 7A Proteinexpression mittels siRNAs herabgesetzt wird. Diese
Zelllinie migrierte und invadierte nach Herunterregulation der Semaphorin 7A
Expression schlechter als die Kontrolltransfektanten. Glioblastome zeichnen
sich u.a. durch eine diffuse Einwanderung und Infiltration in das umliegende,
gesunde Hirngewebe aus, wodurch eine kurative Behandlung durch Resektion
unmdglich ist. Eine vermehrte Semaphorin 7A Expression kénnte eine Ursache
des Migrations- und Invasionsverhalten von Gliomzellen sein. In den NK-
Zelllyseassays hatte die Semaphorin 7A Expression auf Gliomzellen keinen
Einfluss auf die Zytotoxizitdt von NK-Zellen. Daher scheint Semaphorin 7A die
Erkennung von Gliomzellen als Targetzellen und die Aktivierung der NK-Zellen
als zytotoxische Effektorzellen in diesem Paradigma nicht zu beeinflussen. Hier
konnten folgende Arbeiten zum Zusammenhang zwischen Semaphorin 7A
Expression und der Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen weitere
Erkenntnisse Uber eine mdgliche Beeinflussung der Tumorimmunologie
maligner Gliome durch Semaphorin 7A erméglichen. Aufgrund dieser Arbeit ist
anzunehmen, dass sich durch die Antagonisierung von Semaphorin 7A die
Migration und Invasion maligner Gliome hemmen lasst, was Gegenstand

zukunftiger Studien sein sollte.
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6 Abbildungen und Tabellen

Abb. 1: Schematische Darstellung der verschiedenen Semaphorinklassen

Abb. 2: Schematische Darstellung des Mechanismus der RNA-Interferenz

Abb. 3: Schematische Darstellung einer Invasions- / Migrationskammer

Abb. 4: Schematische Darstellung des Dichte Gradienten im Falcon Tube

Abb. 5: Semaphorin 7A und Plexin C1 in vitro mRNA-Expression in der konventionellen
PCR
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb. 10: a;- Integrin in vitro Proteinexpression im Durchflusszytometer

: Semaphorin 7A in vitro mRNA-Expression in der quantitativen PCR
: Plexin C1 in vitro mRNA-Expression in der quantitativen PCR
: Semaphorin 7A in vitro Proteinexpression im Durchflusszytometer
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: Plexin C1 in vitro Proteinexpression im Durchflusszytometer

Abb. 11: B;- Integrin in vitro Proteinexpression im Durchflusszytometer

Abb. 12: Nachweis der unspezifischen Bindung des Semaphorin 7A Antikérpers

Abb. 13: Posttranskriptionelles Semaphorin 7A-silencing mittels RNA-Interferenz

Abb. 14: Migration und Invasion von Semaphorin 7A defizienten U87MG Gliomzellen
Abb. 15 A-C: Chromfreisetzungsversuch mit LN-18, U87MG und LNT-229 Gliomzellen

Tab. 1: Verwendete Antikoérper im Durchflusszytometer
Tab. 2: Verwendete Antikérper im Western Blot

Tab. 3: Verwendete Primer in der quantitativen PCR
Tab. 4: Verwendete Primer in der konventionellen PCR
Tab. 5: Verwendete siRNAs
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8 Abkulrzungsverzeichnis

Mg
ATP

cDNA
CDw
cm

Da

DC
DMEM
DNA
dNTP
dsRNA
DTT
EAE
EDTA
EHS-Sarkom
ELISA
ERK
EtBr
FAK
FCS
GM-CSF
GPI

Gy
HGF
IE
MAPK
MGMT
mi
mmol
MRNA

Mikrogramm

Adenosintriphosphat

complementary DNA

Cluster of Differentiation wildtyp

Zentimeter

Dalton

Dendritische Zellen

Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium
Desoxyribonukleinséure (von engl.: deoxyribonucleic acid)
Desoxynukleotidtriphosphat

doppelstrangige Ribonukleinséaure
Dithiothreitol

Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis
Athylendiamintetraessigsaure
Engelbreth-Holm-Swarm Sarkom

Enzyme Linked Immunosorbent Assay
Extracellular-signal Regulated Kinase
Ethidiumbromid

Focal Adhesion Kinase

Fetales Kéalberserum

Granulocyte macrophage colony-stimulating factor
Glykosylphosphatidylinositol

Gray

Hepatocyte Growth Factor

Internationale Einheiten

Mitogen-activated protein kinase
Methyl-Guanyl-Methyl-Transferase

Milliliter

Millimol

messenger Ribonukleinséaure
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NK-Zellen Naturliche Killerzellen

nmol Nanomol

PBL peripheral blood lymphocytes

PBMC peripheral blood mononuclear cells

PBS phosphatgepufferte Salzlésung (von engl.: phosphate
buffered saline)

PCR Polymerase-Kettenreaktion (von engl.: Polymerase Chain
Reaction)

PET Polyethylenterephthalat

PI3K Phosphatidylinositol-3-Kinase

PKB Protein-Kinase B

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

PSI Plexin-Semaphorin-Integrin

RGD Arginin-Glycin-Asparaginsaure

RISC RNA-induced silencing complex

RNA Ribonukleinsaure (von engl.: ribonucleic acid)

rpm Umdrehungen pro Minute (von engl.: revolutions per
minute)

RPMI Roswell Park Memorial Institute

SDS Sodiumdodezylsulfat

SFI spezifischer Fluoreszenzindex

SFM serumfreies Medium

SiRNA small interfering Ribonukleinsdure

TAE-Puffer Tris-Azetat-EDTA-Puffer

TGF-B Transforming Growth Factor-3

TNF Tumor Nekrose Faktor

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

U Units

vV Volt

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor

VESPR Virus-encoded Semaphorin Protein Receptor

VLA Very Late Antigen

VM Vollmedium

WHO World Health Organization

ZNS Zentrales Nevensystem
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