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Tab. 1: Kodierung der 20 kanonischen Aminosauren

Symbol Abkiirzung Bezeichnung Acyl-Gruppe
(Einbuchstabenkode) (Dreibuchstabenkode)

A Ala Alanin Alanyl-
C Cys Cystein Cysteinyl-
D Asp Asparaginsdure a-Aspartyl-
E Glu Glutaminsaure a-Glutamyl-
F Phe Phenylalanin Phenylalanyl-
G Gly Glycin Glycyl-
H His Histidin Histidyl-
I Ile Isoleucin Isoleucyl-
K Lys Lysin Lysyl-
L Leu Leucin Leucyl-
M Met Methionin Methionyl-
N Asn Asparagin Asparaginyl-
P Pro Prolin Prolyl-
Q Gln Glutamin Glutaminyl-
R Arg Arginin Arginyl-
S Ser Serin Seryl-
T Thr Threonin Threonyl-
\ Val Valin Valyl-
w Trp Tryptophan Tryptophyl-
Y Tyr Tyrosin Tyrosyl-

(Zusammenstellung nach: iupac.gmul.ac.uk/AminoAcid/, letzter Zugriff am 15.07.2024)
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1. Einleitung

1.1. Intrakranielle Neoplasien

Epidemiologisch stellen intrakranielle Neoplasien mit ca. 20 % die zweithdufigste maligne
Tumorerkrankung im Kindesalter dar, im Erwachsenenalter betrdgt der Anteil ca. 2 % (Louis et al.,
2016; Ostrom et al., 2020). Die Klassifizierung erfolgt gemaR den Leitlinien der
Weltgesundheitsorganisation (WHO), die zuletzt 2021 angepasst wurden (Louis et al., 2021). Dabei
werden sowohl histopathologische Kriterien als auch molekulare Marker fir die Zuordnung zu den
Tumorentitdten und WHO-Graden genutzt. Daneben spielen die Tumorlokalisation und -groRRe, das
Patientenalter, der allgemeine Gesundheitszustand und andere klinische Befunde eine Rolle (Ohgaki
& Kleihues, 2013). Wahrend z. B. ein pilozytisches Astrozytom (Gliom, WHO-Grad 1) mit einer 10-
Jahres-Uberlebensrate von > 95 % einhergeht, betrigt die mittlere Uberlebenszeit im Fall eines

Glioblastoms (Gliom, WHO-Grad IV) nur wenige Monate (Ohgaki & Kleihues, 2013).

Gliome stellen eine Untergruppe der neuroepithelialen Tumoren dar. Diese Tumoren des
zentralen Nervensystems entstehen entweder aus differenzierten glialen Zellen (Astrozyten,
Oligodendrozyten) oder aus deren Vorlauferzellen. Neben adulten neuralen Stammzellen und adulten
neuralen Progenitoren kommen auch Ependymzellen als Ursprungzellen fiir die Entstehung von
Gliomzellen infrage (Huse & Holland, 2010; Ostrom et al., 2020). Astrozytome, die sich von Astrozyten
oder deren Vorlauferzellen ableiten, werden in pilozytische Astrozytome (WHO-Grad 1), diffuse
Astrozytome (WHO-Grad Il), anaplastische Astrozytome (WHO-Grad Ill) und Glioblastome (WHO-Grad
IV) eingeteilt (Ohgaki & Kleihues, 2013; Louis et al.,, 2016). Pilozytische Astrozytome treten
typischerweise im Kindesalter auf, sind durch ein langsames Wachstum gekennzeichnet und kénnen
in der Regel vollstandig reseziert und somit kurativ behandelt werden (Burkhard et al., 2003). Gliome
des WHO-Grades Il und lll, wie das diffuse bzw. anaplastische Astrozytom, treten im Mittel im 35. bzw.
37. Lebensjahr auf und lassen sich haufig nicht mehr kurativ therapieren (Ohgaki & Kleihues, 2013).
Unter der Standardtherapie, die eine Resektion und Bestrahlung umfasst, betrdgt die mediane
Uberlebenszeit 11 bzw. 9 Jahre (Ostrom et al., 2020). Dariiber hinaus kénnen diese Gliome als maligne
Tumoren des WHO-Grades IV rezidivieren, die daraufhin als sekundare Glioblastome klassifiziert

werden (Louis et al., 2016).

Als Risikofaktoren gelten hereditdare Tumorsyndrome wie z. B. die Neurofibromatose Typ 1
(Defekt im Tumorsuppressor Neurofibromin 1, NF1) und das Li-Fraumeni-Syndrom (Defekt im
Tumorsuppressor p53) (Melin et al., 2017). Die Wahrscheinlichkeit, an einem malignen Gliom zu

erkranken, erhoht sich zudem um den Faktor 2-4, sofern die Diagnose bereits in erstgradiger
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Verwandtschaft besteht (Hemminki et al., 2009). Mit Ausnahme ionisierender Strahlung wurden bisher

keine eindeutigen Belege fiir eine Bedeutung exogener Karzinogene festgestellt (Wen et al., 2020).

1.2. Das Glioblastom

Das Glioblastom, auch als Glioblastoma multiforme (GBM) bezeichnet, ist ein Astrozytom des
WHO-Grades IV (Louis et al., 2016). Mit ca. 20 % handelt es sich dabei um die haufigste hirneigene
Neoplasie (Ostrom et al., 2020). Das GBM ist der dritthaufigste Tumor bei Kindern unter zwei Jahren,
die hochste Inzidenz verteilt sich jedoch auf die Altersgruppen um das 45. bzw. 62. Lebensjahr (Louis
et al., 2016; Ostrom et al., 2020). 90 % aller Glioblastome sind primar und entstehen de novo, ohne
sich aus einem Astrozytom eines geringeren Grades zu entwickeln. Diese als primare GBM
bezeichneten Neoplasien sind durch einen Isocitratdehydrogenase(IDH)-Wildtyp und das Auftreten im
hoheren Lebensalter gekennzeichnet. Das sekundadre GBM ist mit einem relativen Anteil von 10 %
seltener und entsteht aus rezidivierenden Zellen eines diffusen bzw. anaplastischen Astrozytoms. Es
tragt die fur zweit- bzw. drittgradige Astrozytome charakteristische Mutation im IDH1-Gen (seltener
im IDH2-Gen) und manifestiert sich im mittleren Lebensalter (Louis et al., 2016, 2021). Durch eine
Punktmutation in einer definierten Region der zytoplasmatischen IDH1 (oder seltener der
mitochondrialen IDH2) kommt es zu einer verdnderten Enzymaktivitdt. Statt der Umsetzung von
Isocitrat zu a-Ketoglutarat katalysiert die IDH1 (IDH2) unter NADPH-Verbrauch die Bildung des
Onkometaboliten 2-Hydroxyglutarat. Dies hat einen drastischen Einfluss auf die Redox-Bilanz und das
Epigenom der Zellen (Cairns et al., 2011; Islam et al., 2018). Die Bestimmung des IDH-Status ist in
diagnostischer und prognostischer Hinsicht bedeutsam, da diffuse Astrozytome mit IDH-Mutation eine
bessere Prognose aufweisen als solche ohne IDH-Mutation (Ohgaki & Kleihues, 2013). GBM mit einem
IDH-Wildtyp sind typischerweise im Marklager der GroRhirnhemisphére lokalisiert, GBM mit IDH-
Mutation primar frontotemporal (Lai et al., 2011). Abgesehen von der obligaten Bestimmung des IDH-
Status werden auch molekulare Marker wie der p53- und PTEN(Phosphatase und Tensin Homolog)-
Status, die Chromosom 1p/19g-Kodeletion oder die EGFR(Epidermaler-Wachstumsfaktor-Rezeptor)-
Uberexpression fiir die Diagnose und Prognose herangezogen (Louis et al., 2016). So zeigen 27 % der
primaren, aber 81 % der sekundaren GBMs eine Mutation des Tumorsuppressors p53. Primdre GBM
weisen zu 36 % eine Amplifikation des EGFR-Gens und zu 24 % den Verlust des Tumorsuppressors PTEN

auf, wahrend diese Verdanderungen in sekundaren GBM selten sind (Louis et al., 2016).

Die Anamnese der Patient/-innen umfasst aufgrund des rapiden Tumorprogresses nur einige
Wochen. Es werden unspezifische Symptome wie diffuse Kopfschmerzen, Wesensveranderungen und
generalisierte Krampfanfille beobachtet. Daneben kénnen auch Symptome wie z. B. fokal-

neurologische Defizite auftreten, die mit der Lokalisation des Tumors assoziierbar sind. Durch die
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Kompression des umliegenden Hirnparenchyms und dessen Reaktion in Form eines perifokalen Odems
kann es zudem zu einer ausgedehnten Raumforderung kommen. Dies wirde sich durch
Hirndruckzeichen wie bspw. eine Vigilanzstérung und/oder Nichternerbrechen duBern. Eine Blutung
kann zusatzlich einen hamorrhagischen Infarkt induzieren, im Falle einer kompromittierten
Liquorzirkulation kénnen Symptome eines Hydrozephalus vorliegen. Ebenso ist jedoch auch eine

vollstandige Symptomfreiheit moglich (Herrlinger et al., 2017).

Diagnostisch fluhrend ist die radiologische Bildgebung. In der Magnetresonanztomographie
zeigt das Glioblastom mit IDH-Wildtyp typischerweise eine inhomogene Raumforderung mit
unregelméRiger Begrenzung, perifokalem Odem, Nekrosen und girlandenférmiger Anreicherung von
Kontrastmittel (KM), durch die sich ggf. die Mittellinie verlagert. Im Gegensatz dazu zeigt das IDH-
mutierte GBM tendenziell geringer ausgepragte Nekrosen, weniger KM-Enhancement und vermehrt
zystische Areale (Lundy et al., 2020). Histologisch sind atypische Kernmorphologien, eine
Hyperzellularitat sowie eine mikrovaskuldre Proliferation im Sinne einer Kolliquationsnekrose mit

pallisadenartigem Randwall zu beobachten (D’Alessio et al., 2019).

Das Glioblastom infiltriert die funktionellen Gewebe des Gehirns, aber auch meningeale
Strukturen. Breitet sich der Tumor per continuitatem iber das Corpus callosum auf die kontralaterale
Seite aus, entsteht das seltene (ca. 5 %) Bild eines sog. Schmetterlingsglioms (Herrlinger et al., 2017).
Eine Metastasierung ist generell selten, es kdnnen aber in < 0,5 % der Falle Fernmetastasen (meist sog.
Abtropfmetastasen) auftreten (Lah et al., 2020). Aufgrund des stark infiltrierenden Wachstums ist eine
kurative Resektion des GBM nicht moglich. Sofern ein chirurgischer Eingriff voraussichtlich keine neuen
neurologischen Defizite erzeugt sowie die bestehende Symptomatik lindert und die Prognose
verbessert, wird eine Teilresektion angestrebt. Darliber hinaus umfasst die GBM-Standardtherapie
eine adjuvante Radiochemotherapie bestehend aus fraktionierter Bestrahlung und oraler Applikation
des Alkylans Temozolomid (TMZ) (Stupp et al., 2005). Im Gegensatz zu vielen anderen Zytostatika kann
TMZ die Blut-Hirn-Schranke tGberwinden (Newlands et al., 1997). TMZ ist ein Prodrug, das im Korper
bei physiologischem pH nicht-enzymatisch in den aktiven Metaboliten 5-(3-Monomethyl-1-
triazeno)imidazol-4-carboxamid (MTIC) umgewandelt wird (Hegi et al., 2005). Die zusatzliche Gabe von
TMZ steigerte im Vergleich zur alleinigen, fraktionierten Bestrahlung die 5-Jahres-Uberlebensrate von
1,9 % auf 9,8 % (Stupp et al., 2009). Zur Verminderung perifokaler Odeme, deren Auftreten auch unter
der Standardbehandlung moglich ist, kénnen z. B. Mannitol oder Glucocorticoide verabreicht werden

(Esquenazi et al., 2017).

Im Fall eines GBM mit IDH-Wildtyp hangt die adjuvante Applikation von TMZ vom
Patientenalter ab. Wurde ein Alter von 65 Jahren noch nicht Gberschritten, erfolgen Radiatio und

Chemotherapie. In allen anderen Féllen ist die Methylierung des Promotors des 06-Methylguanin-
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DNA-Methyltransferase(MGMT)-Gens entscheidend (Wick et al., 2014). Das Protein MGMT ist ein
Reparaturenzym, das die von TMZ (bertragene Methylgruppe von den Guanosylresten in der DNA
abspaltet (Hegi et al., 2005). Die Expression der MGMT nimmt mit einer zunehmenden Methylierung
des MGMT-Promotors ab. Etwa 50 % aller Glioblastome weisen eine MGMT-Promotor-
Hypermethylierung auf, was in einem besseren Ansprechen auf TMZ resultiert und damit die
Uberlebenszeit verldngert (Wick et al., 2014). Daher kommt in diesem Fall TMZ kombiniert mit Radiatio
oder in Monotherapie zum Einsatz. Bei einer Hypomethylierung des MGMT-Promotors erfolgt lediglich

eine Bestrahlung (Malmstrom et al., 2012; Wick et al., 2012).

Eine weitere therapeutische Option stellen Tumortherapiefelder (TTF) dar. Es wird
angenommen, dass die elektromagnetischen Wechselfelder die Polymerisierung der Mikrotubuli des
Spindelapparats wahrend der Mitose beeinflussen und intrazellulare Makromolekiile und Organellen
wahrend der Zytokinese dislozieren, sodass es konsekutiv mindestens zu einer Stérung der Zellteilung
kommt (Kirson et al., 2007). Die adjuvante Kombination aus TTF und TMZ war der alleinigen
Applikation von TMZ in einer randomisierten Phase IlI-Studie (iberlegen (Stupp et al., 2017). Die TTF-
Therapieadhdrenz der Patient/-innen ist aufgrund der assoziierten Konditionen (Entfernung der
Kopfhaare, Mitflihren des Gerates, Applikation Giber 18 h/d) jedoch vermindert (Bublak & Wick, 2016).
Zudem besteht die Indikation aufgrund der Position notwendiger Klebepads nur bei supratentorieller

Lage des Tumors (Kirson et al., 2007).

Trotz umfangreicher klinischer und experimenteller Studien hat sich die Therapie des GBM seit
2005 nur geringfligig verandert und die Prognose ist noch immer infaust (Ohgaki & Kleihues, 2013).
Eine Rezidivfreiheit ist nahezu ausgeschlossen. Im Falle eines Rezidivs betrdgt die mittlere
Uberlebenszeit weniger als 6 Monate (Seystahl et al., 2016). Die schlechte Therapie-Responsivitit
sowie die hohe Rezidivrate des Glioblastoms sind u. a. auf die ausgepragte molekulare und zellulare
Heterogenitat zurlickzufiihren. Dabei kommt einer Subpopulation von GBM-Zellen, den sog. Stem-like

Glioma Cells (SLGC), eine entscheidende Rolle zu (Lan et al., 2017; Gimple et al., 2022).

1.3. Stem-like Glioma Cells

Die Initiation und Progression von Tumoren werden durch eine verhaltnismaRig kleine
Subpopulation von Zellen vorangetrieben, die in der in Literatur als Brain Tumor initiating Cells (BTIC),
Cancer Stem Cells (CSC), Brain Tumor Stem Cells (BTSC), Glioma Stem Cells (GSC) oder Stem-like Glioma
Cells (SLGC) bezeichnet werden (Dirks, 2010; Van Meir et al., 2010; Choschzick et al., 2014; Schonberg
et al., 2014). Diese Zellen besitzen Eigenschaften von normalen, adulten neuralen Stammzellen

(adNSC) oder Progenitoren (adNPC) und bilden wie diese eine zelluldre Hierarchie aus, die die
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Stammzelle und weiter differenzierte Progenitorzellen umfasst (Abb. 1; Chen et al., 2010; Gimple et
al., 2022). Dieser Sachverhalt wird am besten durch den Begriff der SLGC umschrieben (Choschzick et
al., 2014), weshalb dieser in der vorliegenden Arbeit verwendet wird. SLGC besitzen die Fahigkeit zur
Selbsterneuerung sowie zur Proliferation, Differenzierung und Trans-Differenzierung (Schonberg et al.
2014; Gimple et al., 2022). Obwohl SLGC Eigenschaften von adNSC aufweisen und adNSC-Marker
exprimieren, resultiert die Differenzierung von SLGC in der Entstehung von Zellen der Tumormasse
(Nicht-SLGC, sog. Bulk Tumor Cells), nicht aber in der Bildung funktioneller Neuronen oder Gliazellen
(Chen et al., 2010; Gimple et al., 2022). Die Transdifferenzierung tragt zur Vaskularisierung bei, da aus
SLGC Zellen mit Ahnlichkeiten zu endothelialen Zellen und Perizyten entstehen kénnen, die das
Wachstum des GBM foérdern (Lobo et al., 2007; Ward & Dirks, 2007; Ricci-Vitiani et al., 2010; Cheng et
al., 2013). Uberdies wird vermutet, dass SLGC an der Therapieresistenz, der Entstehung eines Rezidivs

sowie dem Umgehen einer ausgepragten Immunantwort beteiligt sind (Beier et al., 2011).
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Abb. 1: Modell der zelluliren Hierarchie von SLGC. Dargestellt sind die Stammzelle (Typ 1), die beiden
Progenitorstadien (Typ Il und Ill) sowie die Expression ausgewdhlter Marker. Die Expression des Intermediar-
filaments Nestin und des Transkriptionsfaktors Sox2 (SRY[Sex-determining Region Y]-Box 2), die in allen drei
Stadien nachweisbar ist und mit zunehmender Differenzierung abnimmt, wurde in der Abbildung weggelassen.
Gerade Pfeile symbolisieren die Fahigkeit zur Differenzierung, gebogene Pfeile die Fahigkeit zur
Selbsterneuerung. Bei der Differenzierung von Typ-llI-Zellen in die Tumorzellmasse (griines Symbol) verlieren die
Zellen die Fahigkeit zur Selbsterneuerung. Alle drei SLGC-Subtypen generieren in der Maus orthotope Tumoren,
mit verschiedenen Zellzusammensetzungen. CD133: Cluster of Differentiation 133; DLX2: Distal-less Homoobox-
Protein 2; FABP7: Fettsdure-bindendes Protein 7; TBR2: T-Box Brain Protein 2. (Chen et al., 2010, modifiziert)
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Bei der Differenzierung durchlaufen die Tumorstammzellen des GBM mehrere Progenitor-
Stadien. Nach dem von Chen et al. (2010; Abb. 1) erstellten Modell der zelluldren Hierarchie
differenziert die Gliomstammazelle (Typ-I-Zelle) zunachst in einen frilhen Progenitor (Typ-Il-Zelle), der
durch eine weitere Differenzierung zum spaten Progenitor (Typ-lll-Zelle) wird. Eine gemeinsame
Eigenschaft aller drei SLGC-Subtypen ist, dass sie nach einer Xenotransplantation in das Gehirn
immundefizienter Mause orthotope Tumoren generieren, die sich jedoch in ihrer Aggressivitat
unterscheiden. Dabei schienen Praparationen von Typ-I-Zellen die orthotopen Tumoren mit der
hochsten Invasivitat zu generieren (Chen et al., 2010); ein Ergebnis, das in spateren Studien unserer

AG widerlegt wurde (Zechel et al., 2024).

Wie oben kurz erwahnt, exprimieren SLGC Proteine, die als adNSC- und/oder adNPC-Marker
gelten. Analog zu den normalen Zellen erfolgt die Expression der Marker in den SLGC in Abhdngigkeit
davon, in welchem AusmaR die Zelle Stammzelleigenschaften (sog. Stemness) besitzt (Gimple et al.,
2022; Zechel et al., 2024). Bedeutsame Marker sind das Intermediarfilament Nestin, das Zellen
neuralen Ursprungs auszeichnet sowie das Intermediarfilament GFAP (Saures Gliafaserprotein), das in
reifen Astrozyten und in den adNSC der subventrikularen Zone exprimiert wird (Chen et al., 2010; Yang
& Wang, 2015). GFAP kann als Marker fir differenzierende SLGC genutzt werden (Yuan et al., 2004).
Allerdings tritt in humanen GBM auch die Situation auf, dass die Typ-I-Zelle GFAP-positiv ist und die
Differenzierung mit einer Herunterregulierung von GFAP einhergeht (Glnther et al., 2008; Choschzick
et al., 2014). Das Vorhandensein GFAP-positiver Typ-I-Zellen tritt Patient/-innen-spezifisch auf, ist
weniger haufig als der umgekehrte Fall und kénnte ein Hinweis darauf sein, dass sich die SLGC des
betreffenden Individuums von adNSC ableiten (Zechel et al., 2024). Ein universeller SLGC-Marker ist
selbst nach nunmehr 15-jahriger Forschung nicht bekannt, was auf die ausgesprochene Heterogenitat
der Tumoren und der SLGC zuriickzufiihren ist (Gimple et al., 2022). Allerdings weisen alle SLGC die
Expression des Transkriptions- und Pluripotenzfaktors Sox2 (SRY[Sex-determining Region Y]-Box 2) auf.
Dabei ist die Sox2-Expression in der Typ-l-Zelle am hdchsten, nimmt mit der zunehmenden
Differenzierung ab und ist in Nicht-SLGC nicht mehr nachweisbar. Diese Beobachtungen wurden in
vitro getatigt und treffen ebenfalls auf die Situation in vivo zu (Chen et al., 2010; Zechel et al., 2024).
Die Schlussfolgerung, dass Sox2 der fiir den Stammzellcharakter entscheidende Faktor ist, wird auch
durch die Arbeiten von Alonso et al. (2011) gestitzt, die zeigten, dass eine starke Verminderung der

Sox2-Expression zum Verlust des Stammzellcharakters der SLGC fiihrte.

Problematisch ist die Bedeutung des Glykoproteins CD133 (Cluster of Differentiation 133;
synonym: Prominin-1 [PROM1]), das liber einen langen Zeitraum als Bona-Fide-Marker flr SLGC galt.
So wurden wihrend langer Phasen der SLGC-Forschung Antikérper gegen PROM1/CD133 zur
Isolierung von SLGC aus GBM-Biopsien eingesetzt und mit diesen Zellen Analysen zur Therapie-

Responsivitdt von SLGC durchgefiihrt. Obwohl Beier et al. bereits 2007 Hinweise darauf erhielten, dass
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auch CD133-negative Zellen Eigenschaften von SLGC aufweisen, wurde der Sachverhalt erstmals 2010
durch Chen et al. deutlich formuliert. Nach deren Modell der zellularen Hierarchie (Abb. 1) ist die Typ-
I-Zelle eine Sox2-positive, CD133-negative Zelle, die durch Differenzierung zur Sox2-positiven, CD133-
positiven Typ-lI-Zelle wird, die wiederum in eine Sox2-positive, CD133-negative Typ-lll-Zelle
differenziert. Wahrend sich dieser Sachverhalt in Zellkulturen gut nachvollziehen lasst, ist dies in vivo
nicht moglich. So zeigten Vibratom-Schnitte von GBM-Biopsien keine CD133-Expression in den Sox2-
positiven Bereichen, obwohl diese hinsichtlich der Sox2-Expression eindeutig die Kriterien der
zellularen Hierarchie erfiillten (Zechel et al., 2024). Da eine Selektion auf SLGC mithilfe des
Kulturmediums erfolgen kann, das urspriinglich fir die Kultivierung von adNSC/adNPC entwickelt
wurde (Dirks, 2010), ist die FACS(Fluorescence-activated Cell Sorting)-vermittelte Sortierung von GBM-
Zellen mit CD133-Antikorpern verzichtbar. SLGC werden in Serum-freiem Medium mit Serum-Ersatz
und den Wachstumsfaktoren EGF (Epidermaler Wachstumsfaktor) und bFGF (basischer Fibroblasten-
Wachstumsfaktor) kultiviert. Darin sterben Nicht-SLGC, wahrend die SLGC die ihnen eigene Hierarchie
und Wachstumsform entwickeln, die zwischen vollstiandiger Adharenz, adharenten Zellaggregaten
oder frei schwimmenden Sphéaroiden variiert (Lee et al., 2006; Choschzick et al., 2014; Raju et al.,

2015).

Da fiir die meisten In-vitro-Analysen FACS-sortierte Populationen CD133-positiver Zellen der
Bestrahlung und/oder TMZ-Applikation ausgesetzt wurden (Beier et al., 2011; Schonberg et al., 2014),
sind die Aussagen dieser Arbeiten limitiert. Diese Daten legten u. a. die Schlussfolgerung nahe, dass
SLGC eine hohere Radio- und TMZ-Resistenz als Nicht-SLGC zeigen und dafiir die raschere Aktivierung
von DNA-Reparatursystemen ausschlaggebend ist (Bao et al., 2006). Beier et al. (2008) zeigten jedoch,
dass CD133-positive Zellen empfindlicher auf TMZ reagierten als CD133-negative Zellen aus humanen
GBM. Fir die Resistenz gegeniiber TMZ kdnnten in SLGC und Nicht-SLGC neben dem MGMT-Status
Transmembranproteine der ATP-bindende-Kassette(ABC)-Transporter-Familie eine Rolle spielen,

indem sie Arzneistoffe aus der Zelle zu transportieren vermaogen (Bleau et al., 2009).

In vivo, d. h. im Microenvironment des GBM spielt die bidirektionale Kommunikation zwischen
SLGC und den benachbarten Tumor- und Nicht-Tumorzellen eine maRgebliche Rolle (Heddleston et al.,
2009; Hjelmeland et al., 2011). Der Begriff Microenvironment beschreibt jenes anatomische Areal, das
durch einen bestimmten Sauerstoffgehalt, die Verfligbarkeit von Nahrstoffen und die Kommunikation
zwischen Tumorzellen und Immunzellen charakterisiert ist. Weiterhin sind SLGC in sog. Nischen,
dreidimensionalen Strukturen bestehend aus Zellen und Komponenten der extrazelluldren Matrix,
lokalisiert. Solche Nischen wurden in der Nadhe von BlutgefalRen (sog. perivaskulare Nische), aber auch
an der invasiven Front des GBM (sog. hypoxische Nische) identifiziert (Lathia et al., 2011). Sowohl die
perivaskuladre als auch die hypoxische Nische tragen zur Therapieresistenz bei (Rosen & Jordan, 2009).

Fir die in perivaskularen Nischen lokalisierten SLGC wurde die Synthese und das Freisetzen von VEGF
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(Vaskularer Endothelialer Wachstumsfaktor) beschrieben, wodurch die Vaskulo- und Angiogenese des
Tumors geférdert werden (Lathia et al., 2011). Die bisherigen klinischen Erfahrungen mit dem VEGF-
Inhibitor Bevacizumab (Gilbertson & Rich, 2007) ergaben jedoch keinen positiven Einfluss auf das
Gesamtiiberleben (Gilbert et al., 2014). Somit stellte sich die Frage, ob die Aktivierung von
Signalwegen, die einen Einfluss auf Proliferation, Differenzierung oder Stoffwechsel haben, eine

Optimierung der Standardtherapie ermdglichen kénnte.

1.4. Der Retinoid-X-Rezeptor

Der Retinoid-X-Rezeptor (RXR) gehort zur Familie der nukledren Rezeptoren (NR). Diese Familie
umfasst eine heterogene Gruppe von Transkriptionsfaktoren, die in die Regulation der Embryo- und
Organogenese, der Homoostase sowie von Metabolismus, Inflammation und Reproduktion involviert
sind (Zhang et al., 2004; Weikum et al., 2018). NR lassen sich anhand ihrer Homologie oder ihres
Aktivierungsmechanismus vier Klassen zuordnen, wobei der RXR und der Retinsdure-Rezeptor (RAR)
Mitglieder der Gruppe Il sind (Evans & Mangelsdorf, 2014). Fiir die Mehrzahl der NR wurden Liganden
identifiziert, die die Aktivitat dieser Transkriptionsfaktoren regulieren (Gronemeyer & Laudet, 1995;
Petkovich & Chambon, 2022, und Referenzen darin). Dabei handelt es sich typischerweise um lipophile
Substanzen, darunter Hormone (z. B. Steroid- oder Schilddriisenhormone), aber auch Vitamine (z. B.
Vitamin A oder Vitamin D3) (Xu & Lambert, 2003). Ein endogener Ligand fir den RXR ist das Vitamin-
A-Derivat 9-cis-Retinsdure (9cRA). Daneben kénnen jedoch auch freie Fettsduren an den RXR binden
(Dawson & Xia, 2012), darunter u. a. die Arachidonsaure (Calderon & Kim, 2007). Ein hinsichtlich dieser
Arbeit bedeutsamer synthetischer, RXR-spezifischer Ligand ist das Retinoid-Analogon Bexaroten. Dabei
handelt es sich um einen RXR-pan-Agonisten (Rexinoid), der einerseits fiir die Therapie des kutanen T-
Zell-Lymphoms zugelassen ist !, andererseits aber auch neuroprotektive Effekte zeigte (Tanaka & De
Luca, 2009; Dheer et al., 2018). Der RAR kann aufgrund differenter geometrischer Eigenschaften seiner
Ligandenbindetasche sowohl 9cRA als auch all-trans-Retinsdure (atRA) binden und durch diese
aktiviert werden (Klaholz et al., 1998). Das Rexinoid Bexaroten kann den RAR weder binden noch

dessen Aktivitat beeinflussen (Boehm et al., 1994).

! www.ema.europa.eu/de/documents/overview/targretin-epar-medicine-overview_de.pdf
(letzter Zugriff am 15.07.2024)
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Nukledre Rezeptoren der Gruppe Il regulieren die Transkription in Form von Homodimeren
oder bilden Heterodimere mit anderen NR (Lefebvre et al., 2010; Sever & Glass, 2013). Der RXR kann
Uber verschiedene Heterodimere einen Einfluss auf die Proliferation und Differenzierung, aber auch
den Stoffwechsel nehmen (Aranda & Pascual, 2001). Die Aktivitdt des RXR hdngt dabei sowohl vom
Dimerisierungspartner als auch von dem Hormonresponsiven Element (HRE) ab, das von dem
jeweiligen Heterodimer erkannt und gebunden wird. Als HRE wird ein kurzer DNA-Sequenzabschnitt
innerhalb der Promotor- und/oder Enhancer-Regionen eines Gens bezeichnet, der fir jeden Partner
im Rezeptordimer eine Bindestelle enthadlt. Diese Sequenzen sind zueinander in einem definierten
Abstand und einer definierten Orientierung (Direct Repeat [DR], Inverted Repeat [IR] oder Everted

Repeat [ER]) angeordnet (Details diesbezliglich auf den folgenden Seiten).

RXR-Heterodimere sind fur den RXR, genauer den RXR-Agonisten, entweder permissiv oder
nicht-permissiv (Abb. 2). Zu den nicht-permissiven Heterodimeren gehoren die RXR/RAR-,
RXR/TR(Thyroidhormon-Rezeptor)- und RXR/VDR(Vitamin-D3-Rezeptor)-Heterodimere. Permissive
Heterodimere bildet der RXR z. B. mit dem PPAR (Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor), LXR
(Leber-X-Rezeptor), FXR (Farnesoid-X-Rezeptor) und Nurrl (Nuclear Receptor-related 1 Protein)
(Aranda & Pascual, 2001; Dawson & Xia, 2012; Evans & Mangelsdorf, 2014). Wahrend permissive
Heterodimere sowohl vom RXR-Liganden als auch vom Liganden des Dimerisierungspartners allein
aktiviert werden kénnen, missen nicht-permissive Heterodimere zunachst durch den Liganden des
RXR-Partners aktiviert werden, bevor der RXR-Ligand eine Wirkung austiben kann (Aranda & Pascual,
2001; Dawson & Xia, 2012). Im Fall eines permissiven Heterodimers kann somit die Anwesenheit jedes
Liganden eine transkriptionelle Aktivitat auslosen und die Aktivitdt des aktivierten Partners verstarken.
Ist die Aktivitdt nach der Bindung beider Liganden hoher als die Summe der beiden isolierten
Aktivitaten, ist eine synergistische Aktivierung anzunehmen. Im nicht-permissiven Heterodimer kann
der RXR-Ligand die Aktivitat des Partners verstdrken, sobald dieser einen Agonisten gebunden hat

(Abb. 2; Evans & Mangelsdorf, 2014).
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Abb. 2: Permissive und nicht-permissive RXR-Heterodimere. Je nach Typ des Dimerisierungspartners kann der
RXR-Ligand allein zur Transaktivierung beitragen (permissives Heterodimer) oder nicht (nicht-permissives
Heterodimer). >->: Responsives Element vom DR-Typ; +, +++: Starke der transkriptionellen Aktivitat; weitere
Erlauterungen im Text. RAR: Retinsdure-Rezeptor; VDR: Vitamin-D3-Rezeptor; TR: Thyroidhormon-Rezeptor;
PPAR: Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor; LXR: Leber-X-Rezeptor; FXR: Farnesoid-X-Rezeptor; Nurrl:
Nuclear Receptor-related 1 Protein. (Aranda & Pascual, 2001, modifiziert)

Ein weiterer Unterschied, der zwischen permissiven und nicht-permissven RXR-Heterodimeren
auffallt, sind die Dissoziationskonstanten (Kp) der Liganden. So liegen die Kp fiir die Agonisten sowohl
des RAR als auch des TR und VDR im nanomolaren Bereich; dies gilt ebenso fiir die Bindung von 9cRA
und Bexaroten an den RXR. Die Kp fir PPAR, LXR und FXR liegen hingegen im mikromolaren Bereich,
was damit zusammenhdngt, dass permissive RXR-Heterodimere haufig als Sensoren fiir Metabolite
oder Gifte fungieren und verschiedene Stoffwechselprozesse beeinflussen. Dagegen agieren nicht-
permissive RXR-Heterodimere haufig als Regulatoren von Zellproliferation, -differenzierung und
Apoptose (Dawson & Xia, 2012, und Referenzen darin). Uberdies ist der RXR iiber die Aktivierung der
Mikroglia und Remyelinisierung flir verschiedene neurologische Erkrankungen, u. a. Morbus
Alzheimer, Morbus Parkinson und Multiple Sklerose von Bedeutung (Natrajan et al., 2015; Spathis et
al., 2017; Wang et al., 2019).

Ungeachtet ihrer funktionellen Heterogenitdt zeigen NR eine hochkonservierte modulare
Struktur, die sich in der Anwesenheit von fiinf (im Fall des RAR sechs) Dom&dnen manifestiert, die mit
A-E (im Fall des RAR A-F) bezeichnet werden (Abb. 3A; Gronemeyer & Laudet, 1995). Die N-terminale
Doméane (NTD) A/B beinhaltet die ligandenunabhingige Aktivierungsfunktion 1 (AF1), die mit
verschiedenen Ko-Regulatoren interagiert und durch posttranslationale Modifikation reguliert wird
(Rochette-Egly, 2003). Der N-terminale Bereich der A-Domane kann durch die Nutzung verschiedener
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Promotoren oder differenzielles Spleilen unterschiedlich lang sein, wodurch verschiedene Isoformen
ein- und desselben NR entstehen (Gronemeyer & Laudet, 1995; Orlov et al., 2012). Im Gegensatz zur
A/B-Domane ist die DNA-bindende Doméne (DBD, Domane C), die die Bindung des HRE ermaglicht,
hochkonserviert (Orlov et al., 2012). Die DBD umfasst zwei Zinkfinger vom Cys-Cys-Typ und eine als P-
Box bezeichnete Aminosduresequenz. Die P-Box liegt im C-terminalen Bereich des ersten Zinkfingers
und ist flr die Erkennung und Bindung des Konsensusmotivs (PUGGTCA) in den HRE notwendig. Jeder
der beiden Partner in permissiven und nicht-permissiven RXR-Heterodimeren bindet an ein PUGGTCA-
Motiv (Lee et al., 1993). In der RXR-DBD und den DBD seiner Partner befindet sich im N-terminalen
Bereich des zweiten Zinkfingers die sog. D-Box. Ihre Funktion liegt in der Ausbildung eines (schwachen)
Dimerisierungs-Interfaces zwischen den DBD der beiden Partner, das es den Heterodimeren
ermoglicht, zwischen z. B. einem RARE, TRE, VDRE oder PPARE zu differenzieren. Diese Response-
Elemente enthalten jeweils zwei Kopien des Konsensusmotivs in identischer Ausrichtung (Direct
Repeat [DR]), wobei sich zwischen beiden Motiven ein Abstand (Spacer) von einem (DR1, PPRE), zwei
(DR2, RARE), drei (DR3, VDRE), vier (DR4, TRE) oder funf (DR5, RARE) Nukleotiden befindet
(Gronemeyer & Laudet, 1995; Rastinejad et al., 2000; Zhao et al., 2000). Da fir die Bindung eines
Rezeptordimers an das zugehdrige HRE ein gewisses Mal? an Flexibilitat erforderlich ist, sind die DBD
und die ebenfalls hochkonservierte Liganden-bindende Domane (LBD) lber ein ,,Scharnier”, die sog.
Hinge-Region, miteinander verknipft (Orlov et al., 2012). Die LBD faltet sich in allen NR in ein sog.
helikales Sandwich, in dessen Inneren somit eine hydrophobe Tasche fiir die Bindung des Liganden
entsteht (Le Maire & Bourguet, 2014; Petkovich & Chambon, 2022, und Referenzen darin). Weiterhin
weist die LBD eine starke Dimerisierungsoberfliche fir die Interaktion mit der LBD des
Dimerisierungspartners und die ligandenabhangige Aktivierungsfunktion 2 (AF2) auf (Le Maire &
Bourguet, 2014). Ein wesentlicher Teil der AF2 ist die Helix 12 (H12), die in der Abwesenheit von
Agonisten von der LBD wegorientiert ist, wodurch eine Oberflache fir die Bindung von Ko-Repressor-
Komplexen entsteht. Nach der Bindung eines zugehdrigen Agonisten kommt es zu drastischen
Konformationsanderungen und einer Umlagerung der H12, sodass eine Oberflache fiir die Bindung von

Ko-Aktivator-Komplexen entsteht, die die Transkription ermdglichen (Abb. 3; De Lera et al., 2007).
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Abb. 3: Struktur und Rolle des RXR in Transaktivierung und -repression. (A) Schematische Darstellung der 5
Domanen (A-E) des RXR. Die N-terminale Domidne (NTD) A/B enthilt die Aktivierungsfunktion 1 (AF1); die
Domane C ist die DNA-bindende Domane (DBD) und umfasst zwei Zinkfinger; die Domane D fungiert als
»Scharnier” (Hinge) zwischen C und E; die Doméne E ist die Liganden-bindende Doméne (LBD), umfasst eine
Dimerisierungs-Domane und enthalt die Aktivierungsfunktion 2 (AF2). (B) Beteiligung des RXR an der
Rekrutierung eines Ko-Repressor-Komplexes (Histon-Deacetylase [HDAC] und Silencing Mediator for Retinoid
and Thyroid Hormone Receptors / Nukledrer-Rezeptor-Ko-Repressor [SMRT/N-Cor]) in Abwesenheit eines
Liganden. NR: nukledrer Rezeptor. (C) Beteiligung des RXR an der Rekrutierung eines Ko-Aktivator-Komplexes
(Histon-Acetyltransferase [HAT] und Steroid-Rezeptor-Ko-Aktivator der p160-Familie [P160/SRC]) in
Anwesenheit eines Liganden. (Sharma et al., 2022, modifiziert)

Der RXR existiert in Saugern in Form von 3 verschiedenen Proteinen, die von drei
verschiedenen Genen kodiert werden. Um diese von den oben erwadhnten Isoformen der Proteine
differenzieren zu konnen, werden die drei kodierten Rezeptortypen RXRa, B und vy als Isotypen
bezeichnet (Gronemeyer & Laudet, 1995). Welche Isoformen dieser drei RXR-Isotypen vorliegen, ist
vom Gewebe abhdngig und wird durch Faktoren bedingt, die ein alternatives SpleiRen oder eine
alternative Promotorennutzung determinieren (Lefebvre et al, 2010; Dawson & Xia, 2012).
Hinsichtlich des RXRa-Isotyps wird in den meisten Geweben, aufgrund von alternativem SpleiRen, die
RXRa1-Isoform exprimiert, wahrend der RXRo. in der Leber, Niere und dem Hirngewebe die
vorherrschende Isoform ist. RXRa.2 und a3 wurden im Hoden identifiziert, RXRa4 wurde bis dato nicht

weiter funktionell charakterisiert. Die Expression von RXR[ erfolgt vor allem in Endothelzellen und
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Monozyten, wurde jedoch auch in mehreren Tumorzelllinien nachgewiesen. Im Mausmodell zeigte
sich eine hohe Expression von RXRyl in Muskel- und Hirngewebe, wohingegen RXRy2 vorrangig in
Skelett- und Herzmuskulatur exprimiert wird. Die hohe Expression von RXRy im Mausgehirn beschrankt
sich allerdings nur auf wenige umschriebene Areale wie das Striatum, den Hippocampus, die Amygdala
und vereinzelte Zellen im frontalen und entorhinalen Cortex (Sharma et al., 2022, und Referenzen
darin). Der Einfluss post-translationaler Modifikationen ist bisher unklar (Macoritto et al., 2008). Da
auch die diversen Dimerisierungspartner des RXR in mehreren Isotypen und -formen in Saugern
vorkommen (Gronemeyer & Laudet, 1995), ergibt sich ein pleiotropes Wirkungsspektrum, das fir
zahlreiche physiologische Prozesse, aber auch Erkrankungen des menschlichen Organismus eine

Bedeutung haben kann.

1.5. Fragestellung

Wie sich aus den obigen Darstellungen ergibt, tragt die Anwesenheit von SLGC entscheidend zur
schlechten Prognose des GBM bei. Die Vorarbeiten unserer AG ergaben Hinweise darauf, dass in SLGC,
die aus Patient/-innenbiopsien isoliert wurden, RAR-abhéngige und RAR-unabhingige RXR-regulierte
Signalwege eine Rolle spielen (Choschzick et al., 2014; Dabrock et al., 2023). Um die Bedeutung des
RXR hinsichtlich Proliferation und Differenzierung oder metabolischer Prozesse zu untersuchen,
wurden im Vorfeld dieser Arbeit zwei experimentelle Konzepte realisiert: Einerseits wurden SLGC aus
verschiedenen malignen Gliomen mit RAR-pan-Agonisten und RAR-pan-Antagonisten sowie RAR-
Isotyp-selektiven Agonisten und RXR-pan-Agonisten behandelt und die Effekte auf Zellproliferation
und Differenzierung untersucht. Da die Stabilitdt und die Selektivitdt der Retinoide limitiert sind,
wurden weiterhin in einer ausgewdhlten SLGC-Linie die drei Gene funktionell inaktiviert, die fiir die
drei RAR-Isotypen kodieren. Dieselbe Strategie wurde auf die drei Gene angewandt, die fiir die RXR-
Isotypen kodieren (Dabrock et al., 2023). Die Inaktivierung erfolgte mittels CRISPR/Cas9 (Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats / CRISPR-assoziiertes Protein 9) (Jinek et al., 2012).
Bei der editierten SLGC-Linie handelte es sich um T1338-1, die eine gute Retinoid- und Rexinoid-
Responsivitat aufwies. Die vorliegende Arbeit ist eine Fortsetzung der von meiner Kollegin Amanda
Dabrock begonnen Arbeiten zur Editierung von RXR-Isotypen in T1338-1-Zellen und umfasst 5

Teilprojekte.

1) Zunéachst sollten Zellklone, die mittels Limiting Dilution Assay (LDA) aus einem RXR-
Editierungsansatz isoliert worden waren, auf Editierungen im RXRB- bzw. RXRG-Gen
untersucht werden. Dabei war bereits bekannt, dass in den Zellklonen LV,-sgRXRaf3-[T1338-
1]-C5 und LV,-sgRXRay-[T1338-1]-H6 RXRB- bzw. RXRG-Editierungen vorliegen, diese Zellklone

jedoch heterogene Zellpopulationen mit Anteilen an Wildtypsequenzen darstellen.
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2)

Insbesondere sollte geklart werden, ob LV,-sgRXRa-[T1338-1]-C5- und LV,-sgRXRory-[T1338-
1]-H6-Subklone existieren, die bi-allelische Editierungen in den RXRA/RXRB-Genen (C5-
Subklone) bzw. RXRA/RXRG-Genen (H6-Subklone) tragen. Die bi-allelische Editierung im RXRA-
Gen war vor Beginn der vorliegenden Arbeit verifiziert worden.

Im zweiten Schritt sollten mehrere editierte Zellklone einer phanotypischen Charakterisierung
unterzogen werden. Hierfir wurden neben den in der vorliegenden Arbeit isolierten
Zellklonen auch solche eingesetzt, die den Arbeiten von Amanda Dabrock entstammten.
Zunachst galt es, mittels immunzytochemischer Analysen (ICC) die Expression und subzellulare
Lokalisation der Rezeptor-lsotypen RXRa, RXRB und RXRy zu ermitteln. Weiterhin sollten
neben der Expression von Sox2 auch Marker wie Nestin und GFAP erfasst werden.

Daruber hinaus sollten die editierten Klone mit Bexaroten in An- und Abwesenheit von
Temozolomid behandelt und deren Einfluss auf die Proliferation ermittelt werden. Ziel der
Experimente war es, zu Uiberpriifen, ob Bexaroten die Aktivitdt von TMZ modulieren kann und
welcher RXR-Isotyp dabei eine Rolle spielen kdnnte.

Im nachsten Schritt sollte Gberprift werden, ob sich der Anteil von Typ-I-, Typ-II- oder Typ-IIl-
Zellen nach der TMZ- und/oder Bexaroten-Behandlung verandert. Dazu wurden dieselben
Klone wie fiir die Proliferationsanalysen eingesetzt und die Expression von Sox2 und CD133
immunzytochemisch erfasst.

Parallel zu den in (4) beschriebenen Experimenten sollte immunzytochemisch die
Phosphorylierung der Histonvariante H2AX (yH2AX) untersucht werden, die als ein MaR fir die
Induktion von DNA-Doppelstrangbriichen betrachtet werden kann (Turinetto & Giachino,

2015).
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2. Material & Methoden

2.1. Material

Tab. 2: Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller/Bezugsquelle (Sitz)

96-Loch-Platten

(Mikrotiterplatten fir Zellkulturen)

Greiner Bio-One (Frickenhausen, DE)

Deckglas

Epredia (Braunschweig, DE)

Einmalplastikpipetten
(2 ml, 2 ml, 5ml, 10 ml, 25 ml)

Greiner Bio-One (Frickenhausen, DE)

Einmalplastikréhrchen mit Rundboden (12 ml)

Greiner Bio-One (Frickenhausen, DE)

Einmalplastikrohrchen, skaliert (15 ml, 50 ml)

Greiner Bio-One (Frickenhausen, DE)

Kammerobjekttrager (Chamber Slides)

0,2-0,5 ml Lab-TekTM I

Thermo Fisher Scientific (Schwerte, DE)

Pasteurpipetten (mit/ohne Watte)

Carl Roth (Karlsruhe, DE)

PCR-Reaktionsgefilie (0,2 ml)

Biozym Scientific (Oldendorf, DE)

Petrischalen

Greiner Bio-One (Frickenhausen, DE)

Pipettenspitzen (fuir 8-Kanal-Pipetten)

Starlab (Ahrensburg, DE)

Pipettenspitzen (fur Gilson P20, P100, P1000)

Greiner Bio-One (Frickenhausen, DE)

ReaktionsgefdRe mit Sicherheitsverschluss

(0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml)

Eppendorf (Hamburg, DE)

sterile Plastikrohrchen mit Schubdeckel (12 ml)

Sarstedt (Nimbrecht, DE)

Zahnstocher (nach Erwerb autoklaviert, steril)

Edeka (Hamburg, DE)

Zellkulturflaschen (25 cm? [T25])

Greiner Bio-One (Frickenhausen, DE)

DE: Deutschland; PCR: Polymerasekettenreaktion.
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Tab. 3: (Bio-)Chemikalien und Reagenzien

Bezeichnung

Hersteller/Bezugsquelle (Sitz)

6x DNA Loading Dye

BioRad (Muinchen, DE)

6x Orange DNA Loading Dye

Thermo Fisher Scientific (Schwerte, DE)

6x TriTrack DNA Loading Dye

Thermo Fisher Scientific (Schwerte, DE)

Agarose LE

Biozym Scientific (Oldendorf, DE)

all-trans-Retinsaure (atRA)

Sigma-Aldrich (Miinchen, DE)

Ampicillin-Stammldsung (100 mg/ml)

Invitrogen (Carlsbad, USA)

Bexaroten

(Ko [RXRa] = 33 nM; Ko [RXRB] = 24 nM; Ko [RXRy] = 25 nM)

Tocris Bioscience (Bristol, UK)

Chloroform (p. a.)

Merck (Darmstadt, DE)

DAPI (4‘,6-Diamidin-2-phenylindol; 50 ug/ml)

Carl Roth (Karlsruhe, DE)

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Sigma-Aldrich (Miinchen, DE)

dNTP-Mix (10 mM)

Roche (Mannheim, DE)

EDTA (Ethylendiamintetraacetat)

Sigma-Aldrich (Miinchen, DE)

Eisessig

Sigma-Aldrich (Miinchen, DE)

Ethanol (100 % und 70 %, p. a.)

J.T. Baker (Deventer, NL)

Ethanol (70 % , technisch)

Sigma-Aldrich (Minchen, DE)

Ethidiumbromid (10 mg/ml)

BioRad (Miinchen, DE)

FCS (fetales Kalberserum)

Gibco (Karlsruhe, DE)

Fibronektin (1 mg/ml)

PromoCell (Heidelberg, DE)

Fluoromount-G™

Southern Biotech (Birmingham, USA)

GeneRuler (1 kb Plus DNA-Leiter)

Thermo Fisher Scientific (Schwerte, DE)

HCI (Salzsaure)

Sigma-Aldrich (Minchen, DE)

HiDi™ Formamid

Thermo Fisher Scientific (Schwerte, DE)

LB Broth Agar (Lennox)

Thermo Fisher Scientific (Schwerte, DE)

LB Broth Pulver (Lennox)

Thermo Fisher Scientific (Schwerte, DE)

L-Glutamin

PromoCell (Heidelberg, DE)

Methanol (100 %)

Merck (Darmstadt, DE)

NaOH (Natriumhydroxid)

Merck (Darmstadt, DE)

Natriumazid (0,2%-ige Losung)

Merck (Darmstadt, DE)

Nuklease-freies Wasser

Ambion (Darmstadt, DE)

Penicillin/Streptomycin

PromoCell (Heidelberg, DE)

RIVAL Me Nagellack

Dirk Rossmann (Burgwedel, DE)
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Roti®-Phenol Carl Roth (Karlsruhe, DE)

SDS (Natriumdodecylsulfat) Merck (Darmstadt, DE)
Temozolomid (Temodal®) Essex Pharma (Miinchen, DE)
TRIS-Base (Tris[hydroxymethyl]aminomethan) Sigma-Aldrich (Minchen, DE)
Trypan-blau (0,4 %) Fluka Analytical (Seelze, DE)
Trypsin/EDTA (0,05 %) Gibco (Karlsruhe, DE)

X-Gal (10 %) Invitrogen (Carlsbad, USA)

DE: Deutschland; DNA: Desoxyribonukleinsdure; dNTP: Desoxyribonukleotid; kb: Kilobase; LB: Luria-Bertani; LE:
Low Electroendosmosis; NL: Niederlande; p. a.: zur Analyse; UK: Vereinigtes Konigreich GroRbritannien und
Nordirland; USA: Vereinigte Staaten von Amerika; X-Gal: 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galactopyranosid.
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Tab. 4: Puffer und Lésungen

Bezeichnung Zusammensetzung

1x BrdU-Waschpuffer 5 % (v/v) 20x BrdU-Waschpuffer; 95 % (v/v) H20 (Milli-Q®)

1x PBS 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 6,5 mM Naz;HPOgs; 1,5 mM KH,POy4;
in H,0 (Milli-Q®); autoklaviert

1x TBE 89 mM TRIS-Base; 1 mM EDTA (pH 8,0); 89 mM Borat-Salz;
in H,0 (Milli-Q®)
Ix TE 10 mM TRIS-HCI (pH 7,5); 1 mM EDTA (pH 8,0);

in H,O (Milli-Q®); autoklaviert

Farbeldsung fur ICC 10 % FCS; 0,04 % Na-Azid in 1x PBS

Fibronectin-Losung 0,1 % (v/v) Fibronectin (1 mg/ml); 99,9 % (v/v) 1x PBS
ICC-Fixiergemisch 95 % (v/v) Ethanol; 5 % (v/v) Essigsdure; auf -20 °C temperiert
Sol | 50 mM Glukose; 25 mM TRIS-HCI (pH 8,0); 10 mM EDTA (pH 8,0);

in H,O (Milli-Q®); steril gefiltert

Sol Il 0,2 M NaOH; 1 % SDS; in H,0 (Milli-Q®);

vor jeder Anwendung frisch angesetzt

Sol IlI 60 ml 5 M Kaliumacetat; 11,5 ml eiskalte Essigsaure;

28,5 ml H,O (pH 4,8); steril gefiltert

TE/RNase 0,5 % (v/v) RNase Cocktail™ Enzymgemisch (20 ug/ml; Tab. 6)
in1 ml 1x TE (pH 7,5)

X-Gal Losung 10 % (w/v) X-Gal in DMSO

BrdU: 5-Brom-2‘-desoxyuridin; DMSO: Dimethylsulfoxid; EDTA: Ethylendiamintetraacetat; FCS: fetales
Kalberserum; H>0: Wasser; HCIl: Salzsdure; ICC: Immunzytochemie; KCl: Kaliumchlorid; KH2POas:
Kaliumdihydrogenphosphat; Na: Natrium; Na2HPOa: Dinatriumhydrogenphosphat; NaCl: Natriumchlorid; PBS:
Phosphatgepufferte Salzlosung; RNase: Ribonuklease; SDS: Natriumdodecylsulfat; Sol: Solution; T(B)E: TRIS-
(Borat-)EDTA; TRIS: Tris(hydroxymethyl)aminomethan; X-Gal: 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galactopyranosid.

Tab. 5: Kits fiir die Aufreinigung von DNA

Bezeichnung Hersteller/Bezugsquelle (Sitz)
DNeasy® Blood & Tissue Kit Qiagen (Hilden, DE)
NucleoSEQ® Kit Macherey-Nagel (Diren, DE)
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kit Macherey-Nagel (Diren, DE)

DE: Deutschland; PCR: Polymerasekettenreaktion.
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Tab. 6: Kits mit bzw. ohne Enzym-Komponente

Bezeichnung

Hersteller/Bezugsquelle (Sitz)

BigDye®Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit

Thermo Fisher Scientific (Schwerte, DE)

BrdU Cell Proliferation Assay Kit #6813

Cell Signaling Technology (Massachusetts, USA)

EcoR1 (12 U/ul) mit 10x Puffer

Promega (Madison, USA)

Proteinase K (600 U/ml)

Roche Applied Science (Mannheim, DE)

RNase Cocktail™ Enzymgemisch

Thermo Fisher Scientific (Schwerte, DE)

Tag-Polymerase (5 U/ul) mit 10x Puffer

VWR International (Pennsylvania, USA)

TOPO™ TA Cloning™ Kit

Thermo Fisher Scientific (Schwerte, DE)

BrdU: 5-Brom-2‘-desoxyuridin; DE: Deutschland; EcoR1: erste aus Escherichia-coli-Stamm RY13 isolierte

Restriktionsendonuklease; PCR: Polymerasekettenreaktion; RNase: Ribonuklease; Taq: Thermus aquaticus; TE:

TRIS-EDTA; TOPO: Topoisomerase |; U: Enzymeinheit; USA: Vereinigte Staaten von Amerika.

Tab. 7: Primare Antikérper fiir die Immunzytochemie

Bezeichnung Verdiinnung  Hersteller (Sitz)

mouse-anti-CD133 1:200 MACS Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, DE)
(W6B3C1, #130-092-395)

mouse-anti-human-Nestin 1:100 Merck Millipore (Temecula, CAN)
(#MAB5326)

mouse-anti-RXRo 1:200 Thermo Fisher Scientific (Schwerte, DE)
(K8508, #433900)

rabbit-anti-GFAP 1:250 Merck Millipore (Temecula, CAN)
(#AB5804)

rabbit-anti-RXR[} 1:100 Thermo Fisher Scientific (Schwerte, DE)
(#PA5-111571)

rabbit-anti-RXRy 1:100 Thermo Fisher Scientific (Schwerte, DE)
(#PA5-110337)

rabbit-anti-Sox2 1:100 Merck Millipore (Temecula, CAN)
(#3579)

rabbit-anti-yH2AX 1:200 Cell Signaling Technology (Danvers, USA)

(#9718)

CAN: Kanada; CD133: Cluster of Differentiation 133; DE: Deutschland; GFAP: Saures Gliafaserprotein; RXR:
Retinoid-X-Rezeptor; Sox2: SRY(Sex-determining Region Y)-Box 2; UK: Vereinigtes Konigreich GroRbritannien und

Nordirland; USA: Vereinigte Staaten von Amerika; YH2AX: phosphorylierte Histonvariante H2AX.
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Tab. 8: Sekundare Antikérper fiir die Inmunzytochemie

Bezeichnung Verdiinnung Hersteller (Sitz)

goat-anti-mouse DyLight® 1:300 Abcam (Cambridge, UK)

(#96871)

goat-anti-rabbit Cy3 1:300 Jackson Immuno-Research (Newmarket, Suffolk, UK)

(#111-165-003)

Cy3: Cyanin 3; UK: Vereinigtes Konigreich GroBbritannien und Nordirland.

Tab. 9: Gerate und Hilfsmittel

Bezeichnung Hersteller (Sitz)

8-Kanal-Pipetten (5-50 ul, 50-300 pl) Starlab (Ahrensburg, DE)

Applied Biosystems 3130 Genetic Analyser Thermo Fisher Scientific (Schwerte, DE)
Brutschrank Galaxy 170S Eppendorf New Brunswick (Hamburg, DE)
DYKEM® TEXPEN® Markierstift (1,5 mm) neolab (Berlin, DE)

EasyPhor Midi Gelelektrophorese-Kammer Biozym Scientific (Oldendorf, DE)

mit Zubehor

Fluoreszenzmikroskop Biozero 8000 Keyence (Neu-Isenburg, DE)
GeneTouch Thermal Cycler Bioer Technology (Hangzhou, CN)
Heizblock HB-LS1 VLM (Bielefeld, DE)

Heracell™ VIOS 160i CO,-Inkubator Thermo Fisher Scientific (Schwerte, DE)
Heraeus™ Heracell™ 150 CO,-Inkubator Thermo Fisher Scientific (Schwerte, DE)
Heraeus™ Pico 17 Zentrifuge Thermo Fisher Scientific (Schwerte, DE)
Inkubator UNE 400 Memmert (Schwabach, DE)

Leica DMl Lichtmikroskop Leica Microsystems (Wetzlar, DE)

LKB UV-Transilluminator LKB (Stockholm, SE)

Micro-Zentrifuge ROTILABO® Carl Roth (Karlsruhe, DE)
Mikroliter-Pipette (0,2-0,5 pul) Starlab (Ahrensburg, DE)
Mikroliter-Pipetten (P20, P200, P1000) Gilson (Middletown, USA)

Milli-Q® Direct Wasseraufbereitungssystem Merck (Darmstadt, DE)

Molecular Imager ChemiDoc XRS BioRad (Miinchen, DE)
Neubauer-Zdhlkammer Karl Hecht (Sondheim, DE)

New Brunswick™ Galaxy® 170 S Eppendorf New Brunswick (Hamburg, DE)

high capacity CO,-Inkubator

New Brunswick™ Innova® 42 Incubator Shaker Eppendorf New Brunswick (Hamburg, DE)
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Sunrise™ Absorbance Microplate Reader

Tecan (Mannedorf, CH)

T100™ Thermal Cycler

BioRad (Miinchen, DE)

Vortex Genie 2™

Bender & Hobein (Zirich, CH)

VX-65 Autoklav

Systec (Linden, DE)

Wasserbad

Kottermann (Uetze, DE)

Zellkultur-Werkbank Safe 2020 S2

Thermo Fisher Scientific (Schwerte, DE)

Zentrifuge 5418R

Eppendorf (Hamburg, DE)

Zentrifuge ROTINA 380 R

Hettich (Tuttlingen, DE)

CH: Schweiz; CN: China; CO2: Kohlenstoffdioxid; DE: Deutschland; S2: Biologische Sicherheitsstufe 2; SE:
Schweden; USA: Vereinigte Staaten von Amerika; UV: Ultraviolett.

Tab. 10: Software

Bezeichnung

Hersteller (Sitz)

BZ-9000 Observation Application

Keyence (Neu-Isenburg, DE)

Chromas (Version 2.6.6)

Technelysium (City of Gold Coast, AUS)

CorelDRAW Graphics Suite X8

Corel Corporation (Ottawa, CAN)

ENSEMBL Genome Browser
(Release 106)

EMBL-EBI (Cambridge, UK)

ExPASy Translate Tool

Swiss Institute of Bioinformatics (Lausanne, CH)

GraphPad Prism 9

GraphPad Software (San Diego, USA)

Magellan™ Reader Control

and Data Analysis Software

Tecan (Mannedorf, CH)

Microsoft Office (2021)

Microsoft Corporation (Redmond, USA)

Quantity One (Version 4.6.2)

BioRad (Miinchen, DE)

QuPath, Open-Source-Software

(Versionen 0.2.3 bis 0.4.8)

QuPath-Entwickler (Bankhead et al., 2017),
University of Edinburgh (Edinburgh, UK)

Sequencing Analysis Software (Version 5.2)

Applied Biosystems (Foster City, USA)

AUS: Australien; CAN: Kanada; CH: Schweiz; DE: Deutschland; UK: Vereinigtes Konigreich GroRbritannien und

Nordirland; USA: Vereinigte Staaten von Amerika.
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2.1.1. Zelllinie

Bei den in der vorliegenden Arbeit verwendeten Zellen handelt es sich um verschiedene Klone
bzw. Subklone der SLGC-Linie T1338-1, die sich von der Primarkultur (T1338) eines primaren GBM eines
57-jahrigen mannlichen Patienten ableitet und in der AG Zechel etabliert wurde. Fir die Arbeiten mit
humanem Tumormaterial liegt der AG ein positives Votum der Ethikkommission der Universitat zu
Libeck vor (Aktenzeichen 08-070, 27.06.2008 und 18.03.2009; Kap. 7.2). Nach der arztlichen
Aufklarung erteilen die Patient/-innen schriftlich ihre Einwilligung zur Verwendung von Gewebeproben
in der Forschung. Die Tumorresektion erfolgt stets im Rahmen der Standardtherapie durch die Klinik
fir Neurochirurgie des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein (UKSH), Campus Libeck. Die
histopathologische Beurteilung des Tumorgewebes erfolgt gemall WHO-Klassifikation (Louis et al.,
2016, 2021) durch das Institut fir Neuropathologie des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf
(UKE). Die im Forschungslabor verwendeten humanen Gliomgewebe werden vor der Verwendung

durch Zuordnung einer fortlaufenden 4-stelligen Nummer mit vorangestelltem ,,T“ anonymisiert.

Die in dieser Arbeit verwendeten T1338-1-Klone bzw. -Subklone (Tab. 11) wurden von der
med. Doktorandin Amanda Dabrock isoliert (Dabrock et al., 2023). Die Zellklone entstammen
mehreren Limiting Dilution Assays (LDA), die nach der CRISPR/Cas9-vermittelten Editierung der Gene
RXRA, RXRB und RXRG auf 96-Loch-Platten durchgefiihrt wurden. Bei der Benennung symbolisieren
die griechischen Buchstaben af3, ay, B undy jeweils die Herkunft aus den Editierungsansatzen, die
Kombination aus Buchstabe und Zahl die Position auf der korrespondierenden 96-Loch-Platte und die
griechischen Buchstaben dahinter die nachweislich editierten Gene. Es sei angemerkt, dass die
Charakterisierung beider Subklone des Klons LV,-sgRXRay-[T1338-1]-H6 und eingeschrankt des
Subklons LV,-sgRXRay-[T1338-1]-C5E11 in der vorliegenden Arbeit erfolgte.
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Tab. 11: Klone der SLGC-Linie T1338-1

Bezeichnung: targtierter RXRa- RXRpB- RXRy-  Kurzbezeichnung:
LV: - sgRXR... RXR-Isotyp Status Status Status

of} - [T1338-1] - B11 mock o, p WT WT WT B11 mock
off - [T1338-1] - C5 (?) o,p mut ? WT C5

off - [T1338-1] - C5E11 (?) o,p mut # WT C5E11
of - [T1338-1] - C5H6 (?) o, p mut # WT C5H6
aff - [T1338-1]-E9 B o,p WT mut WT E9 B
oy -[T1338-1]-E6 o a,y mut WT WT E6 a
ay-[T1338-1]-E8 o o,y mut WT WT ES a
oy -[T1338-1] - F4 a o,y mut WT WT F4 o
oy - [T1338-1] - H6 (?) o,y mut WT ? H6

oy - [T1338-1] - H6C4 (?) o,y mut WT # H6C4
ay - [T1338-1] - H6C9 (?) o,y mut WT # H6C9
B-[T1338-1]-E5f3 B WT mut WT E5 B
B-[T1338-1]-G3 B B WT mut WT G3pB
y-[T1338-1] - D7y y WT WT mut D7y
v-[T1338-1]- D12y Y WT WT mut D12y

LVa: lentivirales System, das zur Editierung eingesetzt wurde; sgRXR: Single-Guide-Ribonukleinsdure fir ein
Retinoid-X-Rezeptor-kodierendes Gen; [T1338-1]: Editierungsansatz der SLGC-Linie T1338-1; mut: mutiert; WT:
Wildtyp; ?: Editierungsstatus vor Beginn der vorliegenden Arbeit unklar; #: in der vorliegenden Arbeit untersucht.

Tab. 12: Zellkulturmedien

Bezeichnung Zusammensetzung

Hersteller (Sitz)

Basismedium 80 % DMEM/Ham’s F12

Biochrom (Berlin, DE)

2 % (v/v) L-Glutamin

Sigma-Aldrich (Steinheim, DE)

1 % Penicillin/Streptomycin

PromoCell (Heidelberg, DE)

1 % (v/v) Amphotericin B

PromoCell (Heidelberg, DE)

N-Medium 80 % Basismedium

20 % (v/v) BIT

Biochrom (Berlin, DE)

Human r-EGF (20 ng/ml)

PromoCell (Heidelberg, DE)

Human r-bFGF (20 ng/ml)

Gibco (Karlsruhe, DE)

bFGF: basischer Fibroblasten-Wachstumsfaktor; BIT: Gemisch aus bovinem Serumalbumin/Insulin/Transferrin;
DE: Deutschland; DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium; EGF: Epidermaler Wachstumsfaktor; r:

rekombinant.
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2.1.2. Bakterienstamm

Als Wirtszellen fiir rekombinante pCR™2.1-TOPO™-Plasmide aus der TOPO-TA-Klonierung
dienten kompetente Escherichia-coli-K12-Bakterien des Stammes DH5a (Thermo Fisher Scientific,
Schwerte, DE). Der Genotyp lautet: F- $80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17(rK-,
mK+) phoA supE44 A- thi-1 gyrA96 relAl tonA.

Der Locus lacZAM15 ermoglicht die Blau-weil3-Selektion auf OJA-Platten (Tab. 13). Weiterhin
sei angemerkt, dass die recAl-Mutation durch die Ausschaltung von Rekombinasen die homologe
Rekombination unterbindet; die endA1-Mutation resultiert in der Inaktivierung einer intrazelluldren

Endonuklease, wodurch die Degradation von transfizierten Plasmiden verhindert wird.

Tab. 13: Medien fiir Bakterienkulturen und Agarplatten

Bezeichnung Zusammensetzung

LB-Medium 20 g LB-Pulver (Lennox) pro 1 1 H,O (Milli-Q®);

autoklaviert

LB/Amp-Medium 1 ml Ampicillin-Stammlésung (Tab. 3) zu 1 | LB-Medium
(Ampicillin-Konzentration: 100 pg/ml) geben

LB/Amp-Agar-Platten 20 g LB-Agar (Lennox) in 1 | LB-Medium autoklavieren;
(OJA-Platten) nach dem Abkiihlen auf 50 °C 1 ml X-Gal-Lésung (Tab. 3)

und 1 ml Ampicillin-Stammldsung zugeben

Amp: Ampicillin; H20: Wasser; LB: Luria-Bertani; OJA: Orange Juice Agar; X-Gal: 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-

galactopyranosid.
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2.1.3. pCR™2.1-TOPO™-Vektor

Zur TA-Klonierung (Green & Sambook, 2012) des Exons 4 der fur die Proteine RXRa, RXR[3 und
RXRy kodierenden Gene wurde das pCR™2.1-TOPO™-Plasmid (Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE)
verwendet. Es ermdglicht nach Transformation von DH5a-Bakterien (Kap. 2.1.2) eine Blau-weiR-
Selektion auf OJA-Platten. Das Plasmid besitzt zwei Restriktionsstellen fiir EcoR1, die unmittelbar 5°
und 3‘ der TOPO-Klonierungsstelle liegen. Weiterhin tragt der Vektor die Information fir eine
Ampicillin-Resistenz und weist eine Bindungsstelle fiir den M13-Primer (Tab. 14) zur Sanger-

Sequenzierung auf (Abb. 4).

M132 Revarse p.imerIEGZTATG Hmld 1 Kpn | Sa? | BlsmHI S‘Fe |
G GARR ACA GCT ATG RCE ATG ATT ACG CCA AGC TIG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA
CTT TGT CGA

TAC TG TAC TRR TGC GGT TCG ARARC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT

Bz | FeoR | EeoR |

]
GTR ACG GCC GCC AGT GTGICTG GJ."-“_E-‘: TTC GCC CTTSY-EeReey 1 GGC Gah TTC TGC
CAT TGC CGG CGG TCR CAC GRC CTT ARG CGG GREN TTC CCG CTT RAG RCG

Ech'R W E’slfx 1 N?:I X."IJG | N.sn'll )|<I:|a | Apla I

AGE TAT CCA TCR CRC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCR TCT AGAR GGG CCC RAT TCG |CCC TAT

TCT ATR GGT AGT GTG RACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGR TCT CCC GGG TTA AGC |GGG ATA
+

T7 Promaoter M13 Forward (-20) Primer
AGT GAG TCG TAT TEC RAT TCA|CIG GLC GIC GIT TIA AR CGT CGT GAC TGG GRA ARC
TCh CTC AGC ATR K TTA AGT (GRC OG5 CAG CAR RRT GTT GCA GCR CTG ACC CIT TIG

Comments for pCR®2.1-TOPO®
3931 nucleotides

LacZa fragment. bases 1-547

M13 reverse priming site: bases 205-221
Multiple cloning site: bases 234-357

T7 promoter/priming site: bases 364-383

13 Forward (-20) priming site: bases 391-406
f1 origin: bases 548-985

Kanamycin resistance ORF: bases 1319-2113
Ampicillin resistance ORF: bases 2131-2991
pUC origin: bases 3136-3809

Abb. 4: pCR™2.1-TOPO™-Plasmid. Der linearisierte Vektor besitzt 3‘-T-Uberhidnge sowie eine kovalent
gebundene Topoisomerase |, was die Ligation mit PCR-Produkten der Tag-Polymerase ermdglicht. Die
Bindungsstellen fiir den M13-Primer (forward und reverse) flankieren die Multiple Klonierungsstelle (MCS),
welche zwei EcoR1-Restriktionsstellen beinhaltet und innerhalb des lacZa-Locus liegt. Der Vektor tragt zudem
die Gene fiir eine Ampicillin- und Kanamycin-Resistenz. f1 ori: Replikationsursprung der f1-Phage; kb: Kilobase;
ORF: Offener Leserahmen; Plac: lac-Promotor; pUC ori: Replikationsursprung des pUC-Plasmids; T7 promoter:
Erkennungssequenz fiir die T7-RNA-Polymerase. (Herstellerangaben)
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2.1.4. Oligonukleotide (Primer)

Alle Oligonukleotide wurden von der Firma MWG Eurofins Genomics (Ebersberg, DE) bezogen.
Die Konzentration der Stammlosung betrug stets 100 uM, die Konzentration der fiir Experimente

eingesetzten Primer-Verdliinnungen 10 pM.

Tab. 14: Primer fiir PCR oder Sequenzierung

Bezeichnung Sequenz Ta[°C] Fragmentlinge
hu_RXRp_DBD_F 5‘- GGT GAA GGT GTCTCCATG C - 3¢ 58 Linge des Wildtyp-
hu_RXRB_DBD_R 5'- GTG GGA TAA GGG AGA AGG G - 3 PCR-Produkts: 289 bp
hu_RXRy_DBD_F 5°- GCT TTC TGT CCC AAT GCC C - 3* 58 Lénge des Wildtyp-
hu_RXRy_DBD_R 5‘-CCCTTG CCT AGG AAATGCC -3’ PCR-Produkts: 369 bp
M13_62_ex_F 5‘- GTT GTA AAA CGA CGG CCA GTG - 3¢ 62 *

A/C/G/T: Basen der DNA, Adenin/Cytosin/Guanin/Thymin; bp: Basenpaar; DBD: DNA-bindende Domane; F:
forward; hu: human; M13: M13-Bakteriophagen-Sequenz; R: reverse; RXR: Retinoid-X-Rezeptor; Ta: Annealing-
Temperatur. *: nur fiir Sanger-Sequenzierungen eingesetzt; der M13_62_ex_F-Primer bindet im pCR™2.1-
TOPO™-Vektor 95 bp 5° der Klonierungsstelle.
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2.2. Methoden
2.2.1. Zellkultur

Die SLGC-Klone wurden im Zellkultur-Inkubator (Tab. 9) in serumfreiem N-Medium (Tab. 12) in
einer wasserdampfgesattigten Atmosphére bei 37 °C und unter kontinuierlicher CO»-Begasung (5 %)
kultiviert. Da alle Klone und die fiir Kontrollexperimente genutzte T1338-1-Mutterkultur ein
spharoidales Wachstum aufwiesen, dienten die GréRe und die Farbe der Spharoide sowie die Farbe
des Kulturmediums als Kriterien fiir die Notwendigkeit, eine Passage der Zellen durchzufihren. So
zeigte die zunehmend gelbliche Farbung des urspriinglich rétlichen Mediums eine Verschiebung des
pH-Werts vom neutralen in den sauren Bereich an.? GroRe und mittelgroRBe Sphiroide entwickeln eine
braunliche Verfarbung im Inneren der Aggregate, die auf einen zunehmenden Mangel an Nahrstoffen
und Sauerstoff hinweist und bei den Abkémmlingen der SLGC-Linie T1338-1 innerhalb eines Tages eine
Induktion des Zelltods auslésen kann (empirische Daten des Labors, personliche Mitteilung von PD Dr.

rer. nat. C. Zechel).

Passagieren und Ernten

Wie oben erlautert, zeigen die Klone der Zelllinie T1338-1 ein spharoidales Verhalten. Daher
handelt es sich beim Passagieren dieser Zellen primdr um ein enzymatisches und mechanisches
Dissoziieren der Aggregate und erst sekunddr um ein Aussden der Zellen in einer gewinschten
Verdinnung. Um die Zellen zu passagieren oder zu ernten, wurde die Zellsuspension in ein steriles
Einmalplastikréhrchen mit Rundboden (Tab. 2) transferiert und darin fiir 3 min bei 250 xg und
Raumtemperatur zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand vorsichtig entfernt und das
Zellpellet mit 1x PBS gewaschen, wobei erneut wie oben angegeben zentrifugiert wurde. Danach
wurde das Pellet mittels einer sterilen Pasteurpipette in 1 ml Trypsin/EDTA (Tab. 3) so lange bei
Raumtemperatur resuspendiert, bis eine homogene Einzelzellsuspension entstanden war. Die
enzymatische Reaktion wurde mit einem aquivalenten Volumen an N-Medium gestoppt. Abschlielend
wurde fir 5 min bei 500 xg und Raumtemperatur zentrifugiert und die Zellen, je nach weiterem
Vorhaben, in 1x PBS (Zahlen und Plattieren) oder N-Medium (Passagieren) resuspendiert.
Uberschiissige Zellen wurden mit 1x PBS gewaschen, in ein 1,5ml-ReaktionsgefaR tiberfiihrt, fiir 1 min
bei 1000 xg und Raumtemperatur pelletiert und nach Entfernen des Uberstandes bei -20 °C gelagert.
Weiterhin wurden Zellen in T25-Zellkulturflaschen (Tab. 2) expandiert und von diesen Zellpellets

angefertigt, um Material fir die Analysen von Biomolekilen zu gewinnen.

2 www.binder-world.com/de-de/wissen/detail/schluesselfaktor-in-der-zell-und-gewebekultur-der-ph-wert
(letzter Zugriff am 15.07.2024)
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Bestimmung der Zellzahl

Fir die diversen Experimente wurden die Zellen stets in einer definierten Zellzahl plattiert. Um
die Anzahl an geernteten Zellen in der Einzelzellsuspension zu ermitteln, wurde die Neubauer-
Zahlkammer (Tab. 9) eingesetzt. Hierzu wurden 20 ul der enzymatisch und mechanisch dissoziierten
Zellen in ein 1,5ml-ReaktionsgefaR transferiert und dort mit 20 pl Trypan-Blau-Losung (Tab. 3)
gemischt. Ein Tropfen dieser Suspension wurde nach Herstellerangaben in die Zahlkammer Gberfiihrt
und unter dem Lichtmikroskop je zweimal 16 Felder ausgezahlt. Der Faktor der Neubauer-Zahlkammer

betrdgt 1 x 10%,

2.2.2. Extraktion genomischer DNA

Um die genomische DNA (gDNA) aus Zellpellets zu isolieren, kam das DNeasy®Blood & Tissue
Kit (Tab. 5) nach Herstellerangaben zum Einsatz. Es wurden jedoch einige Modifizierungen des
Protokolls vorgenommen, die im Folgenden geschildert werden: So erfolgte das Durchmischen von
Komponenten in den Reaktionsgefdllen ausschlieBlich durch Schnippen und Invertieren, um das
Scheren der hochmolekularen DNA zu vermeiden. Uberdies wurde nach Zugabe des AL-Puffers und
der Proteinase K die Inkubationszeit bei 56 °C auf 1 h verlangert, um das Verdauen der Histone zu
optimieren. Weiterhin wurden im Fall von kleinen Zellpellets 50 pl statt 200 pl AE-Puffer fiir die Elution
eingesetzt und der Puffer vor der Elution flir 10 min bei Raumtemperatur auf der lonenaustauschsaule
inkubiert, um die Ausbeute an gDNA zu erhéhen. Durch diese Anderungen wurden die Qualitdt und
die Quantitat der gDNA-Extraktion deutlich verbessert. Um das Ergebnis der gDNA-Extraktion zu
prifen, wurden 5 pl des Eluats auf einem 0,5%-igen TBE-Agarose-Gel analysiert (Kap. 2.2.3). Die

Lagerung der extrahierten gDNA erfolgte bei 4 °C.

2.2.3. Agarose-Gelelektrophorese

Zur Analyse der Produkte aus der gDNA-Extraktion (Kap. 2.2.2), den PCR-Ansatzen (Kap. 2.2.4),
Plasmid-Praparationen und Restriktionsverdauen (Kap. 2.2.7) wurden diese auf TBE-Agarosegelen
elektrophoretisch aufgetrennt. Dabei wurde die Konzentration der Agarose im Gel an die GroR3e des zu

analysierenden Fragments angepasst.
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Tab. 15: TBE-Agarosegele

Anteil der Agarose im Gel (w/v) Anwendung
0,5% gDNA
1,0% Plasmide
1,6 % PCR-Produkte, Plasmide nach Restriktionsverdau

gDNA: genomische Desoxyribonukleinsaure; PCR: Polymerasekettenreaktion.

Je nach Fragestellung wurde die entsprechende Menge an Agarose (Tab. 3) abgewogen und in einem
250ml-Erlenmeyerkolben mithilfe einer handelsiblichen Mikrowelle in 50 ml 1x TBE-Puffer (Tab. 4)
geldst. Nach dem Abkiihlen auf ca. 50 °C wurde 1 pl Ethidiumbromid-Lésung (Tab. 3) hinzugefiigt und
die Losung in die vorbereitete Gelkiivette gegossen. Nach dem Polymerisieren wurde das Gel in der
EasyPhor Midi Gelelektrophorese-Kammer (Tab. 9) platziert und vollstandig mit 1x TBE-Puffer bedeckt.
Im Fall von praparativen Gelen (Kap. 2.2.5) wurden die Kammern vor der Elektrophorese gereinigt und
frischer 1x TBE-Puffer eingesetzt. Fiir analytische Gele konnte derselbe TBE-Puffer mehrfach genutzt
werden. Die zu analysierenden DNA-Proben wurden, je nach Fragestellung, mit verschiedenen DNA-

Gel-Ladepuffern versetzt, wobei die finale Konzentration stets 1x Loading Dye (Tab. 16) betrug.

Tab. 16: DNA-Gel-Ladefarbstoffe

Bezeichnung Anwendung

6x DNA Loading Dye (Tab. 3) gDNA

6x Orange DNA Loading Dye (Tab. 3) PCR-Produkte, Restriktionsverdaue
6x TriTrack DNA Loading Dye (Tab. 3) unverdaute Plasmide

(g)DNA: (genomische) Desoxyribonukleinsdure; PCR: Polymerasekettenreaktion.

Die Gelelektrophorese erfolgte fiir 25-30 min bei 100 V und Raumtemperatur. Die Detektion der DNA-
Banden erfolgte mithilfe des Molecular Imager ChemiDoc XRS (Tab. 9) unter Verwendung der Software

Quantity One (Tab. 10).

2.2.4. Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktionen (PCR) wurden nach Standard-Protokoll (Green & Sambrook,
2012) durchgefiihrt. Dabei wurde stets die Tag-Polymerase (Tab. 6) eingesetzt. Die Methode der PCR

wurde verwendet, um das Exon 4 des Gens RXRB bzw. RXRG aus gDNA zu amplifizieren. Weiterhin
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wurde nach der TA-Klonierung (Kap. 2.2.6) und Plasmid-Miniprdparation die Anwesenheit der

gewlnschten Insertion in den TOPO-Vektoren mittels PCR Uberpruft. Flr die PCR-Ansdtze wurden nach

dem in Tabelle 17 dargestellten Pipettierschema Mastermixes hergestellt. Je 19 ul Mastermix wurden

in je ein PCR-Reaktionsgefal pipettiert, auf 4 °C gekihlt und danach 1 pl Template (gDNA oder Plasmid-

DNA) hinzugefiigt. Fiir jede PCR wurden eine Negativ- und eine Positiv-Kontrolle mitgefiihrt, die mit

demselben Mastermix angesetzt wurden.

Tab. 17: PCR-Mastermix

Komponente Volumen der Komponenten pro 20 pl Reaktionsvolumen
H,0 (steril, Nuklease-frei) 12,5 ul

Forward-Primer (10 uM) 2 ul

Reverse-Primer (10 uM) 2 ul

dNTP (je 10 mM) 0,4 pl

10x Tag-Puffer 2 ul

Tag-Polymerase (5 U/ul) 0,2 ul

dNTP: Desoxyribonukleotide; H20: Wasser; Taq: Thermus aquaticus; U: Enzymeinheit.

Die PCR wurde im GeneTouch Thermal Cycler (Tab. 9) unter Verwendung des in Tabelle 18

dargestellten Cycler-Programms durchgefiihrt. Die Annealing-Temperatur sowie die erforderliche

Anzahl an Zyklen sind Primer-spezifisch und wurden dementsprechend angepasst.

Tab. 18: Cycler-Programm fiir die PCR

Schritt Temperatur [°C] Dauer [min] Anzahl der Zyklen
initiale Denaturierung 94 3 1
Denaturierung 94 0,5

Annealing # 0,5 40
Synthese 72 0,5

finale Synthese 72 7 1
Kihlung 4 oo 1

#: fiir die Annealing-Temperaturen siehe Tab. 14; <: andauernd.
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AnschlieBend wurden die Proben mit jeweils 4 ul des 6x Orange DNA Loading Dye (Tab. 16)
versetzt und auf einem 1,6%-igen TBE-Agarosegel (Tab. 15) aufgetrennt. Im Fall von prdparativen PCR-
Ansdtzen wurden zunidchst 1/10 des PCR-Ansatzes auf einem analytischen TBE-Agarosegel
aufgetrennt. Die Ubrigen 9/10 der Reaktion wurden spater fir praparative Gele verwendet. PCR-

Proben ohne Ladepuffer wurden bei -20 °C gelagert, PCR-Proben mit Ladepuffer bei 4 °C.

2.2.5. Reinigung von PCR-Fragmenten

Um PCR-Produkte fiir TOPO-TA-Klonierungen oder Sanger-Sequenzierungen nutzen zu
kénnen, wurden diese auf préparativen TBE-Agarosegelen (Tab. 15) aufgetrennt und anschlieRend
mithilfe des NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kit (Tab. 5) nach Herstellerangaben gereinigt. Dabei
wurde das Arbeitsprotokoll durch einige Modifizierungen optimiert: Zunachst wurde die gewtlinschte
DNA-Bande mithilfe eines Skalpells auf dem LKB UV-Transilluminator (Tab. 9) ausgeschnitten, in ein
steriles 1,5ml-Reaktionsgefal} transferiert und das Gewicht des Gel-Fragments bestimmt. Pro 100 mg
Gel wurden 200 ul NTI-Puffer (Kit-Komponente) hinzugefligt und bei 50 °C inkubiert, bis das Gel
vollstandig geschmolzen war. Nach dem Abkihlen auf Raumtemperatur wurde die Lésung auf eine
NucleoSpin-Saule transferiert. Alle Zentrifugationen der NucleoSpin-Saulen (Beladen, Waschen,
Eluieren) erfolgten fiir 1 min bei 20.000 xg und Raumtemperatur. Darliber hinaus wurden stets zwei
Waschschritte mit jeweils 600 pl NT3-Puffer (Kit-Komponente) durchgefiihrt. Nach dem
Trockenzentrifugieren der NucleoSpin-Saulen wurde die DNA mit 15-30 pl NE (Kit-Komponente)
eluiert, wobei das Volumen des Puffers der eingesetzten Menge an zu reinigendem PCR-Produkt
angepasst wurde. Um die Effizienz der Elution zu erhéhen, wurde der NE-Puffer vor Zentrifugation fir
10 min auf der Sdule inkubiert. Um den Erfolg der Reinigung zu prifen und die Menge an eluierter DNA
abzuschatzen, wurden 2 pl des Eluats auf einem 1,6%-igen TBE-Agarosegel (Tab. 15) aufgetrennt. Die

Lagerung der gereinigten DNA erfolgte bei -20 °C.

2.2.6. TOPO-TA-Klonierung und Transformation kompetenter Bakterien

Die gereinigten PCR-Fragmente wurden mittels TA-Klonierung (Green & Sambrook, 2012) in
den Vektor pCR™2.1-TOPO™ (Kap. 2.1.3) kloniert. Hierflir wurde das TOPO™ TA Cloning™ Kit (Tab. 6)
nach Herstellerangaben eingesetzt (Tab. 19), wobei die Inkubationszeit auf 30 min erh6ht wurde. Das
im Kit enthaltene Plasmid pCR™2.1-TOPO™ (kurz: TOPO-Vektor) besitzt einen 3‘-T(Desoxythymidin)-
Uberhang, an den kovalent die Topoisomerase | des Vacciniavirus gebunden ist (Herstellerangabe).
PCR-Produkte, die mithilfe der Tag-Polymerase synthetisiert wurden, besitzen einen komplementéaren

A(Desoxyadenosin)-Uberhang. Die Topoisomerase kann eine Phosphodiester-Bindung zwischen dem
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3‘-A-Uberhang des PCR-Fragments und dem 3‘-T-Uberhang des TOPO-Vektors bilden, wobei

gleichzeitig die Topoisomerase vom Vektor gel6st wird (Green & Sambrook, 2012).

Tab. 19: Reaktionsvolumina bei der TA-Klonierung

Komponente Volumen

gereinigtes PCR-Produkt 0,5 - 2 ul (abhéngig von der DNA-Konzentration)
Salt Solution (Kit-Komponente) 1l

pCR™2.1-TOPO™-Vektor 1l

H,0 (Nuklease-frei, Kit-Komponente) A

Gesamtvolumen 6 ul

A: Differenz aus Gesamtvolumen und der Summe der Volumina der anderen Komponenten; DNA:
Desoxyribonukleinsdure; H20: Wasser.

Auf die Rekombination von TOPO-Vektor und Ziel-DNA erfolgte die Transformation von DH5a.-
Bakterien. Dazu wurde pro Reaktion ein 100ul-Aliquot chemisch kompetenter DH5o-Bakterien (Kap.
2.1.2) auf Eis aufgetaut. Diese Aliquots wurden mir freundlicherweise von der Arbeitsgruppe zur
Verfligung gestellt. Das Reaktionsgemisch aus der Topoisomerase-Reaktion wurde auf Eis vollstandig
in das Reaktionsgefal mit den Bakterien transferiert und durch Schnippen gemischt. Es schloss sich
eine Inkubation fiir 30 min auf Eis an. Danach erfolgte ein Hitzeschock fiir 90 sec bei 42 °C, gefolgt von
einer weiteren Inkubation fir 5 min auf Eis. AnschlieBend wurde die Suspension in ein steriles
Plastikrohrchen mit Schubdeckel (Tab. 2) Gberfihrt, welches zuvor mit 500 ul LB-Medium (ohne
Antibiotikum; Tab. 13) beflllt worden war. Es folgte eine Inkubation im Schittel-Inkubator (Tab. 9) flr
45 min bei 200 rpm und 37 °C. AbschlieBend wurde die Bakteriensuspension vollstandig auf zwei OJA-

Platten (Tab. 13) ausplattiert und diese (iber Nacht bei 37 °C im Inkubator UNE 400 (Tab. 9) inkubiert.

2.2.7. Plasmid-Minipraparation und Nachweis von Insertionen

Um die Plasmide aus den transformierten Bakterien zu isolieren, wurde eine Plasmid-
Miniprdparation nach dem Prinzip der Alkaline Lysis durchgefihrt (Green & Sambrook, 2012). Dazu
wurden zunachst 10-12 Minikulturen (je 3 ml LB/Amp-Medium [Tab. 13] in sterilen Plastikrohrchen mit
Schubdeckeln [Tab. 2]) mit je einer weillen Bakterienkolonie beimpft. Dies erfolgte mithilfe eines
sterilen Zahnstochers (Tab. 2). Da eine a-Komplementation bei kurzen In-Frame-Insertionen im TOPO-

Vektor in DH5a-Bakterien moglich ist (Green & Sambrook, 2012), wurden auch 2-4 Minikulturen mit
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blauen Bakterienkolonien beimpft. AnschlieRend wurden die Kulturen fiir 16 h im Bakterienschittler

(Tab. 9) bei 37 °Cinkubiert.

Am Folgetag wurden je 1,5 ml der Minikulturen in jeweils ein 1,5ml-Reaktionsgefald transferiert
und fiir 1 min bei 20.000 xg und Raumtemperatur zentrifugiert. Nach dem Entfernen des Uberstandes
wurde das Pellet durch Vortexen in 100 ul Sol | (Tab. 4) resuspendiert. Nach einer Inkubation tber 5
min bei Raumtemperatur wurden 200 pl frisch angesetzte Sol Il (Tab. 4) hinzugefiigt. Die
ReaktionsgefdRe wurden so lange durch Invertieren gemischt, bis die Lyse der Bakterien durch das
Aufklaren der Losung angezeigt wurde. Danach wurde fur 10-15 min auf Eis inkubiert, bevor 150 pl
eisgekihlte Sol lll (Tab. 4) hinzugefligt wurden. Im Anschluss wurden die ReaktionsgefdRe so lange
durch Vortexen gemischt, bis die Viskositat deutlich vermindert war und sich ein weilles Prazipitat
ausgebildet hatte. Es folgte eine Inkubation fir mindestens 10 min auf Eis. Die Prazipitate wurden
durch eine Zentrifugation fiir 15 min bei 20.000 xg und Raumtemperatur pelletiert. AnschliefSend
wurden 400 pl des klaren Uberstandes in ein neues ReaktionsgefaR tiberfiihrt, 200 pl Roti®-Phenol-
Losung (Tab. 3) hinzugefiigt und durch Vortexen vermischt. Nachfolgend wurden 200 pul Chloroform
(Tab. 3) hinzugegeben und erneut gevortext. Die Phasentrennung erfolgte durch Zentrifugation fir 8
min bei 10.000 xg und Raumtemperatur. Die wassrige Phase mit der Plasmid-DNA wurde mit 850 pl
Ethanol (100 %, p. a.) vermischt. Die Ausfallung der DNA wurde durch eine Inkubation fir 30 min bei
-20 °C vervollstandigt. Durch die anschlieRende Zentrifugation fiir 15 min bei 20.000 xg und
Raumtemperatur wurde das DNA-Prazipitat pelletiert. Der Uberstand wurde abgegossen, 800 pl
Ethanol (70 %, p. a.) hinzugefiigt und fiir 10 min bei 20.000 xg und Raumtemperatur zentrifugiert. Der
alkoholhaltige Uberstand wurde danach méglichst vollstandig entfernt und die Plasmid-DNA fiir 10-20
min luftgetrocknet. AnschlieRend wurde das Pellet in 50 pl TE/RNase (Tab. 4) gelost. Um den Verdau
von ko-prazipitierten RNA-Molekiilen zu férdern, wurde fiir 30 min bei 37 °C im Heizblock (Tab. 9)
inkubiert. Abschliefend wurde der Erfolg der Minipraparation mittels Elektrophorese auf einem 1%-
igen TBE-Agarosegel (Tab. 15) Gberprift. Dazu wurden 5 pl Plasmid-haltige Losung und der 6x TriTrack
DNA Loading Dye (Tab. 16) eingesetzt. Die Plasmid-DNA wurde bei -20 °C gelagert.

Um auf eine erfolgreiche Insertion von DNA-Fragmenten in den TOPO-Vektor zu testen, wurde
zundchst ein analytischer Restriktionsverdau mit EcoR1 durchgefiihrt. Diese Restriktionsendonuklease
wurde gewahlt, da der TOPO-Vektor zwei EcoR1-Schnittstellen besitzt, welche 11 bzw. 6 Basen 5‘ bzw.
3 der Insertionsstelle liegen (Abb. 4). Die Restriktionsverdaue erfolgten fiir 90 min bei 37 °C. Die

Zusammensetzung der Reaktionsgemische ist in Tabelle 20 dargestellt.
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Tab. 20: Zusammensetzung der Ansatze fiir Restriktionsverdaue

Komponente Volumen
Plasmid-DNA 1,5-4ul
10x EcoR1-Puffer 2 ul
EcoR1 (12 U/ul) 0,5 ul
H,O (destilliert, Nuklease-frei) A
Gesamtvolumen 20 pl

A: Differenz aus Gesamtvolumen und der Summe der Volumina der anderen Komponenten; DNA:
Desoxyribonukleinsdure; EcoR1: erste aus Escherichia-coli-Stamm RY13 isolierte Restriktionsendonuklease.

Nach der Inkubation bei 37 °C wurden die Proben mit 4 ul 6x Orange Loading Dye (Tab. 16)
versetzt und gut gemischt. Die Halfte der Probe wurde in eine Geltasche pipettiert und
gelelektrophoretisch aufgetrennt (Kap. 2.2.3). Zum Vergleich wurde in der benachbarten Geltasche
eine Probe des unverdauten Plasmids platziert. Die Auftrennung erfolgte auf 1,6%-igen TBE-
Agarosegelen (Tab. 15). Der verbliebene Rest der Restriktionsverdaue wurde fir eine Wiederholung

der Analyse asserviert.

Jene Plasmide, die sich aufgrund des EcoR1-Verdaus als rekombinant herausgestellt hatten,
wurden zusatzlich einer analytischen PCR unterzogen. Hierbei wurden die RXR-spezifischen Primer
(Tab. 14) eingesetzt, um die Identitdt der Insertion zu verifizieren. Fiir diese PCR wurde jeweils 1 pl
Plasmid als Template verwendet und ansonsten wie in Kapitel 2.2.4 beschrieben vorgegangen. Die

Analyse der PCR-Produkte erfolgte auf 1,6%-igen TBE-Agarosegelen (Kap. 2.2.3).

2.2.8. Sequenzierung

Die Sequenzierung der rekombinanten Plasmid-DNA erfolgte mit dem BigDye®Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (Tab. 6). Dieses Kit nutzt die von F. Sanger entwickelte Didesoxy-/Kettenabbruch-
Methode (Green & Sambrook, 2012) und enthalt sowohl Desoxy- als auch Didesoxy-Nukleotide in
einem vorgegebenen Verhaltnis. Die Anwendung des Kits erfolgte nach Herstellerangaben mit kleinen
Modifizierungen, die die eingesetzten Volumina an Puffer und BigDye® betrafen. Die Anpassungen
basierten auf empirischen Werten, die von der AG Hiort/Werner (Experimentelle Padiatrische
Endokrinologie und Diabetes, UKSH, Campus Liibeck) erhoben worden waren. Das Reaktionsvolumen
von 20 pl enthielt die in Tabelle 21 dargestellten Komponenten. Die Reaktionen erfolgten in PCR-

ReaktionsgefdalRen im GeneTouch Thermal Cycler (Tab. 9) mit dem in Tabelle 22 notierten Programm.
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Um die vollstandige Sequenz der Insertionen erfassen zu kénnen, wurde der Primer M13_62 ex F

(Tab. 14) eingesetzt, der im TOPO-Vektor bindet (Abb. 4).

Tab. 21: Pipettierschema fiir die Sequenzierungsreaktion

Komponente Volumen pro Reaktion

Primer (10 puM) 1l

5x SB-Puffer (BigDye®-Puffer) 3,5 ul

Plasmid 2 - 5 ul (abhangig von der Plasmidkonzentration)

BigDye®Terminator v3.1 Reagenz 1l

H,0 (Nuklease-frei) A

Gesamtvolumen 20 pl

A: Differenz aus Gesamtvolumen und der Summe der Volumina der anderen Komponenten.

Tab. 22: Cycler-Programm fiir die Sanger-Sequenzierung

Schritt Temperatur [°C] Dauer [min] Anzahl der Zyklen
initiale Denaturierung 96 3 1
Denaturierung 98 1/6

Annealing 62 1,5 25
Synthese 50 1,5

finale Synthese 50 1 1
Kihlung 4 oo 1

oo: andauernd.

Nach dem Abschluss der Sequenzierungsreaktion wurden die Proben durch Gelfiltrations-
Chromatographie mittels des NucleoSEQ® Kits (Tab. 5) gereinigt. Das Herstellerprotokoll wurde dabei
leicht modifiziert, um die Effizienz zu erhéhen: Zunachst wurden die Saulen fiir 5 min bei 3.000 rpm
und Raumtemperatur in einer Pico-Tischzentrifuge (Tab. 9) im Standard-Rotor fur 1,5ml-
ReaktionsgefdaRe zentrifugiert. Danach wurde das Zuckerpolymer in 600 pl nukleasefreiem Wasser
aufgenommen. Durch Klopfen wurden Luftblasen zwischen den Beads des Zuckerpolymers entfernt.
Es folgte eine Inkubation Gber Nacht bei Raumtemperatur und ein erneutes Entfernen von Luftblasen
durch Klopfen. Die Beads wurden anschlieBend durch Zentrifugation fir 5 min bei 3.000 rpm und
Raumtemperatur in einer Pico-Tischzentrifuge konzentriert. Die Sdule wurde danach in einem 1,5ml-

Reaktionsgefal platziert, die 20 ul aus der Sequenzierungsreaktion mittig aufgetragen und fiir 10 min
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bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde wie oben beschrieben zentrifugiert, um die Probe zu
eluieren. Im Anschluss daran wurden zu jeder gereinigten Probe 20 pl HiDi™ Formamid (Tab. 3)
hinzugefigt, fiir 2 min bei 92 °C inkubiert und auf Raumtemperatur abgekiihlt. Die Proben wurden
entweder bei -20 °C gelagert oder unmittelbar mittels Kapillarelektrophorese im Applied Biosystems
3130 Genetic Analyser (Tab. 9) analysiert. Bedient wurde der Sequenzierer durch die Mitarbeiter der
AG Hiort/Werner. Die Analyse der Sequenzen erfolgte mithilfe der Software Chromas und dem
BLAST/BLAT Tool der ENSEMBL-Datenbank (Tab. 10). Fur die Ableitung von Aminosduresequenzen

wurde das ExPASy Translate Tool (Tab. 10) eingesetzt.

2.2.9. Immunzytochemie

Fir die immunzytochemischen Untersuchungen wurden die Klone, wie in Kapitel 2.2.1
beschrieben, in N-Medium (Tab. 12) expandiert, geerntet und die Zellen gezahlt. Danach wurden die
Zellen in einer Dichte von 1 x 10* Zellen/cm? auf Kammerobjekttragern (Chamber Slides; Tab. 2)
plattiert. Pro Kammer wurden 500 pl N-Medium eingesetzt. Am Folgetag schloss sich die Behandlung
der Zellen mit DMSO, Bexaroten, Temozolomid (TMZ) oder einer Kombination aus Bexaroten und TMZ
(Tab. 3) an. Jeweils zwei Kammern wurden identisch behandelt. Bexaroten wurde in einer
Konzentration von 0,1 uM, TMZ in einer Konzentration von 25 uM eingesetzt; die Konzentration an
DMSO betrug in allen Ansdtzen 1 %. Fiinf Tage nach der Behandlung (d5) wurden die Zellen zunachst
einmal mit 1x PBS gewaschen. Danach erfolgte die Fixierung mit dem auf -20 °C temperierten ICC-
Fixiergemisch (Tab. 4) fiir exakt 7 min bei -20 °C. Danach wurden die Kammerobjekttrager einmalig
zligig mit 1x PBS gewaschen, gefolgt von zwei weiteren Waschschritten mit 1x PBS fiir jeweils 10 min
bei Raumtemperatur. AbschlieBend wurden die Zellen mit 1x PBS liberschichtet und bis zur weiteren

Bearbeitung bei 4 °C gelagert.

Die immunzytochemischen Analysen erfolgten stets in Form von Doppelfarbungen mit zwei
verschiedenen Primarantikérpern und umfassten eine Gegenfarbung des Zellkerns mit DAPI (Tab. 3).
Zunachst wurde der Kunststoffaufsatz der Chamber Slides behutsam vom glasernen Objekttrager
abgetrennt. AnschlieRend wurden die Grenzbereiche zwischen den Arealen mit den Zellen mithilfe
eines hydrophoben Markierstiftes (Tab. 9) umrandet, um ein AbflieRen der Farbeldsung zu vermeiden.
Nachdem eventuell vorhandene PBS-Reste vorsichtig entfernt worden waren, wurden jeweils 25 pl
Farbelosung pro Areal aufgebracht und homogen verteilt. Diese Farbeldsung beinhaltete die beiden
primdren Antikorper (Tab. 7) sowie 10 % FCS und 0,04 % Natriumazid (Tab. 3). Die Objekttrager wurden
danach in einer Feuchtkammer fir 16 h bei 4 °C inkubiert. Am Folgetag erfolgten zunéachst drei
Waschschritte mit 1x PBS fiir jeweils 10 min bei Raumtemperatur. Daraufhin wurden erneut pro Areal
jeweils 25 pl Farbel6sung aufgebracht, homogen verteilt und 1h bei Raumtemperatur inkubiert. Diese
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Farbelosung enthielt die beiden sekundaren Antikorper (Tab. 8) sowie 10 % FCS und 0,04 %
Natriumazid. Dieser Farbeschritt sowie die weiteren Schritte wurden unter stark gedimmtem Licht
durchgefiihrt. Danach wurden die Objekttrager erneut dreimal fir jeweils 10 min bei Raumtemperatur
mit 1x PBS gewaschen. Fir die Kernfarbung mittels DAPI wurde eine Losung (1:200) mit 1x PBS
hergestellt. 25 pl dieser Losung wurden analog zu den vorherigen Farbeschritten auf jedes Areal
aufgebracht. Die DAPI-Farbung erfolgte fir 10 min bei Raumtemperatur, gefolgt von einem
dreimaligen Waschen mit 1x PBS fiir jeweils 10 min. AbschlieBend wurden die Objekttrager mit einem
Tropfen Fluoromount-G™ (Tab. 3) pro Areal und einem Deckglas (Tab. 2) abgedeckt und mit

kommerziellem Nagellack (Tab. 3) versiegelt.

Die sich anschlieRende mikroskopische Auswertung wurde mithilfe des Fluoreszenzmikroskops
Biozero 8000 (Tab. 9) und der Software BZ-9000 Observation Application (Tab. 10) durchgefiihrt. Dabei
wurden von zwei identisch behandelten Arealen insgesamt zehn reprasentative Mikrophotographien
angefertigt. Zudem wurden Spharoide aufgrund ihrer Dreidimensionalitat mithilfe der Z-Stack-
Technologie fotografiert. Die eingesetzten Belichtungszeiten fur die Sox2/CD133- und Nestin/yH2AX-
Doppelfarbungen waren zuvor in der AG empirisch ermittelt worden. Die Sox2- und yH2AX-Signale
wurden mithilfe der Open-Source-Software QuPath (Tab. 10) quantifiziert, was fur die CD133- und
Nestin-Signale aufgrund der geringen Signalstdrke (CD133) bzw. der sehr heterogenen Zellmorphologie
(Nestin) nicht moglich bzw. nicht sinnvoll war. Die Anzahl von Zellen mit deutlicher CD133-Expression

wurde durch hdndisches Auszdhlen ermittelt.

Die Ermittlung der Belichtungszeiten fir die Farbungen mit den Antikérpern gegen RXRa, RXR[3
und RXRy waren Bestandteil von Vorexperimenten der vorliegenden Arbeit. Dabei wurden stets
Kontrollpraparate angefertigt, die nur mit dem primaren oder sekundaren Antikorper inkubiert
wurden. Eine Quantifizierung mittels der QuPath-Software war aufgrund der geringen Signalstarken
und der inhomogenen Verteilung der Signale in den Zellkernen nicht moéglich. Weiterhin wurden zum
Teil zytoplasmatische Signale detektiert, was durchaus der Biologie von nukledren Rezeptoren
entspricht (Gronemeyer & Laudet, 1995; Petkovich & Chambon, 2022, und Referenzen darin), mit einer

zuverldssigen Quantifizierung jedoch nicht vereinbar ist.

2.2.10. BrdU-ELISA

Das BrdU Cell Proliferation Assay Kit (Tab. 6) fand Anwendung, um die Auswirkungen der
Behandlungen mit Bexaroten und/oder TMZ auf die Proliferation der Zellklone zu untersuchen. Dieses
kolorimetrische Immunassay (Enzyme-linked Immunosorbent Assay [ELISA]) ermoglicht eine

Quantifizierung der Proliferation, indem die Inkorporation des Basenanalogons 5-Brom-2‘-
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desoxyuridin (BrdU) wahrend der DNA-Replikation gemessen wird. Dabei wird BrdU anstelle von
Thymidin in die DNA eingebaut (Wojtowicz & Kee, 2006) und kann nachfolgend mithilfe eines
spezifischen Antikoérpers detektiert werden. Der Nachweis erfolgt kolorimetrisch mithilfe der
Meerrettichperoxidase (HRP), die kovalent an einen sekunddren Antikdrper gekoppelt ist
(Herstellerangabe). Auf der Basis von umfangreichen Vorarbeiten einer Kollegin in der AG (cand. M.Sc.
Jana Nielsen) wurde das Herstellerprotokoll modifiziert, wobei lediglich die eingesetzten Volumina der
Antikorper-Verdlinnungen sowie von Detektions- und Stopp-Reagenz verringert wurden. Samtliche

Ablaufe, Arbeitsschritte und Inkubationsbedingungen blieben unverandert.

Die Analysen erfolgten auf 96-Loch-Platten. Diese wurden am Tag vor dem Ausplattieren der
Zellen mit einer Fibronectin-Losung (1:1000 in 1x PBS) beschichtet (Tab. 4), Gber Nacht in einem
Zellkultur-Inkubator (Tab. 9) inkubiert und vor dem Benutzen dreimal mit 100 ul 1x PBS pro Vertiefung
gewaschen. Die Zellen wurden in einer Dichte von 2 x 10 Zellen/cm? plattiert, wobei stets zwei
identische Platten parallel angefertigt wurden. Die jeweils erste und letzte Spalte einer Platte blieben
Zell-frei und wurden wahrend des ELISA fiir die Erhebung der Leerwerte genutzt. Einen Tag nach dem
Plattieren wurden die Zellen behandelt. Jeweils eine komplette Spalte wurde mit DMSO (1 %), drei
verschiedenen Bexaroten-Konzentrationen (1 puM; 0,1 puM; 0,01 uM), zwei verschiedenen TMZ-
Konzentrationen (25 uM, 50 uM) oder der Kombination von Bexaroten (1 uM; 0,1 uM; 0,01 uM) mit
25 UM TMZ behandelt. Eine weitere Reihe erhielt 1 uM all-trans-Retinsaure (atRA) (Tab. 3) und diente
als Referenz bei der spateren Auswertung. Die BrdU-Stammlésung (Kit-Komponente, Tab. 6) wurde
1:1000 in Medium verdiinnt und 2 h nach Beginn der Behandlung wurden pro Vertiefung 10 ul dieser

Verdinnung hinzugefiigt.

Im Einklang mit den Empfehlungen des Herstellers und frilheren Erfahrungen der AG wurde
der ELISA funf Tage nach der Behandlung (d5) durchgefiihrt. Zunachst wurde das Medium mithilfe
einer Pasteurpipette (Tab. 2) und einer elektrischen Pumpe aus den Vertiefungen aspiriert. Es folgte
die Fixierung der Zellen mit 50 pl Fixierlosung (Kit-Komponente) pro Vertiefung, wobei 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert wurde. Anschliefend wurde gewaschen und nachfolgend die vorbereitete
Antikorper-Verdiinnung (1:100-Verdinnung des Anti-BrdU-Antikdrpers im zugehdérigen Diluenten [Kit-
Komponenten]) zugegeben. Es wurden 50 pl pro Vertiefung pipettiert und fir 1 h bei Raumtemperatur
inkubiert. Danach wurde die Antikorper-Losung vorsichtig entfernt und die Platten dreimal mit 50 pl
1x Waschpuffer (Kit-Komponente) pro Vertiefung gewaschen. AnschlieBend wurde der
Sekundarantikorper (Anti-Mouse-lgG, HRP-konjugierter Antikorper) im Verhaltnis 1:100 mit dem
zugehorigen Diluenten (Kit-Komponente) verdiinnt. Pro Vertiefung wurden 50 pl Verdiinnung
pipettiert und fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurde erneut dreimal wie zuvor
gewaschen. Schlieflich wurden in jede Vertiefung 50 pl des Substrats TMB (3,3°5,5'-

Tetramethylbenzidin, Kit-Komponente) pipettiert, woraufhin sich eine Farbanderung von farblos zu
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blaulich zeigte. Diese Reaktion wurde nach 10 min durch das Hinzufligen von 50 ul Stopp-Lésung (Kit-
Komponente) beendet. Die relative optische Dichte (OD) wurde innerhalb von 30 min nach dem
Beenden der Reaktion am Sunrise™ Absorbance Microplate Reader (Tab. 9) bestimmt. Gemessen
wurde bei einer Wellenldnge A = 450 nm (Referenzwellenldange A = 490 nm). Die Messdaten wurden in
tabellarischer Form als Excel-Dateien (Tab. 10) exportiert und eine statistische Auswertung (Kap.

2.2.11) durchgefiihrt.

2.2.11. Statistik

Die BrdU-ELISA wurden mittels einfaktorieller Varianzanalyse (One-Way-ANOVA) und des
Programms GraphPad Prism 9 (Tab. 10) analysiert. Die Analyse erfolgte auf 96-Loch-Platten, auf denen
10 Spalten mit Zellen eines einzigen Klons mit einem Retinoid, TMZ oder einer Kombination aus diesen
behandelt wurden. Jede Spalte umfasste jeweils 8 voneinander unabhangige Einzelwerte. Es wurden
ausschlieBlich die Werte derselben 96-Loch-Platte untereinander verglichen, obwohl parallel ein
technisches Replikat der betreffenden Platte hergestellt und bearbeitet wurde. Dabei wurden fir jede
Spalte (= 8 unabhéangige Werte) jeweils der arithmetische Mittelwert sowie die Standardabweichung
ermittelt. Es wurde graphisch verifiziert, dass die Messwerte einer Normalverteilung unterlagen.
Danach erfolgte der Vergleich der drei Behandlungsgruppen: (1) absteigende Bexaroten-
Konzentrationen, (2) aufsteigende TMZ-Konzentrationen, (3) absteigende Bexaroten-Konzentrationen
in Anwesenheit von 25 pM TMZ. Weiterhin wurden im Vergleich zur DMSO-Kontrolle die Anderungen
durch TMZ (25 puM und 50 uM), 25 uM TMZ / 1 uM Bexaroten und 1 uM Bexaroten ermittelt. Somit
wurden insgesamt 7 Tests durchgefiihrt. Das globale Signifikanzniveau von 0,05 wurde entsprechend
der Bonferroni-Korrektur fir multiples Testen und mit 0,05/7 = 0,0071 definiert. Alle p-Werte mit p <
0,0071 wurden mit einem Asterisk als statistisch signifikant gekennzeichnet. Uber die Zellklone hinweg,

die als unabhdngige Experimente zu werten sind, wurde nicht fiir multiples Testen adjustiert.

Eine statistische Auswertung der immunzytochemischen Analysen (ICC) erfolgte nur in Teilen.
Fir die ICC mit den Anti-RXR-Antikérpern erfolgte keine statistische Bewertung, da die Signale
teilweise nur schwach waren. Im Hinblick auf die Doppelfarbung mit Antikérpern gegen Nestin und
YH2AX wurden die Gesamtzellzahlen und die Anzahl der yH2AX-positiven Zellen ermittelt; die
Detektion von Nestin hatte allein den Zweck, den Nachweis einer Zelle nach Ausblendung des DAPI-
Kanals zu erméglichen. Hinsichtlich der Doppelfarbung mit Antikérpern gegen CD133 und Sox2 wurden
die Gesamtzellzahlen und die Anzahl der Sox2-negativen Zellen ermittelt; das CD133-Signal war meist
sehr schwach und nicht in allen Membranbereichen erkennbar. Fir die statistische Auswertung
wurden die verblindet ermittelten Gesamtzellzahlen von 2 unabhangigen technischen Replikaten mit

je 10 reprasentativen Mikrophotographien miteinander verglichen. Nachdem graphisch verifiziert
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worden war, dass die Datenpunkte eine Normalverteilung aufwiesen, erfolgte hierzu ein statistischer
Vergleich der Gesamtzellzahlen zwischen den Behandlungen (DMSO-Kontrolle, Bexaroten, TMZ,
Bexaroten/TMZ; insgesamt 6 Tests) mittels One-Way-ANOVA. Unter Berlicksichtigung des multiplen
Testens bei der Durchfiihrung der paarweisen Vergleiche in den Zellgruppen wurde das
Signifikanzniveau von 0,05 Bonferroni-korrigiert und auf 0,05/6 = 0,0083 gesetzt. In den Graphen (Abb.
20, 25) wurde aus Griinden der Ubersichtlichkeit angegeben, ob die Unterschiede innerhalb der
Gruppe signifikant waren. Der jeweilige Anteil Sox2-negativer (Abb. 20) bzw. yH2AX-positiver (Abb. 25)
Zellen wurde in entsprechender Relation in den Graphen dargestellt; eine vergleichende statistische
Bewertung der Anteile Sox2-negativer bzw. yH2AX-positiver Zellen erfolgte nicht. Die Griinde hierfiir
sind die haufig sehr geringen Anteile dieser Zellen, die morphologische Heterogenitat der Zellkerne

sowie die Inhomogenitét einiger Praparate.

Es erfolgte Uberdies eine biometrische Beratung durch Frau Univ.-Prof. Dr. rer. biol. hum. Inke
R. Konig (Leitung des Institutes fiir Medizinische Biometrie und Statistik, Universitat zu Libeck), um die

Validitat der in der vorliegenden Arbeit angewandten statistischen Methoden sicherzustellen.
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3. Ergebnisse

Die Ergebnisse umfassen die molekularbiologischen Analysen (TA-Klonierung, Sequenzierung)
von insgesamt vier verschiedenen T1338-1-Subklonen aus zwei verschiedenen Doppel-
Editierungsansatzen (Kap. 3.1), gefolgt von den immunzytochemischen Analysen zur RXR-Isotyp-
Expression (Kap. 3.2.1). Wie bereits in der Fragestellung angesprochen, wurden fir die
Behandlungsexperimente mit TMZ und Bexaroten (Kap. 3.2.2) auller den in dieser Arbeit untersuchten
Subklonen mehrere Klone mit Editierungen in RXR-Genen eingesetzt, die aus friiheren Analysen

stammten.

3.1. Eine gleichzeitige Editierung in zwei verschiedenen RXR-Genen ist moglich

Wie oben beschrieben, wurden im Vorfeld dieser Arbeit die Zellklone LV,-sgRXRa3-[T1338-1]-
C5 (im Folgenden als C5 bezeichnet) und LV,-sgRXRay-[T1338-1]-H6 (im Folgenden als H6 bezeichnet)
einem Limiting Dilution Assay (LDA) unterzogen, da es sich um heterogene Zellpopulationen handelte,
die Zellen mit verschiedenen Kombinationen von Editierungen und Wildtypsequenzen enthielten. Von
diesen Zellklonen war bekannt, dass sie im RXRA-Gen editiert sind (Abb. 27 in Kap. 7.1) und zudem
Editierungen im RXRB- (C5-Klone) oder RXRG-Gen (H6-Klone) vorliegen konnten. Einige der mittels LDA
isolierten Subklone wurden in der vorliegenden Arbeit auf ihren Editierungsstatus untersucht. Dabei
sollte insbesondere geklart werden, ob Klone mit bi-allelischen Editierungen in zwei verschiedenen

RXR-Genen vorhanden waren.

Die mittels des CRISPR/Cas9-Systems durchgefihrten Editierungen erfolgten fir alle drei RXR-
Gene im Exon 4, das in allen drei Fallen fiir die DBD des jeweiligen Transkriptionsfaktors kodiert. Dabei
war die sgRNA jeweils derart designt, dass genau die Region targetiert wurde, die fiir den ersten
Zinkfinger kodiert. Dieser ist fir die selektive Erkennung und Bindung des PUGGTCA-Motivs im HRE
essenziell (Gronemeyer & Laudet, 1995). Eine Mutation in dieser Region sollte daher mit hoher

Wahrscheinlichkeit zu einem funktionellen Knockout des betreffenden RXR fuhren.

Zunachst werden am Beispiel eines Subklons (LV,-sgRXRay-[T1338-1]-H6C4, im Folgenden als
H6C4 bezeichnet) kurz die essenziellen Zwischenergebnisse vorgestellt. Danach werden die Ergebnisse
zum Editierungsstatus der C5-Subklone (Kap. 3.1.1) und H6-Subklone (Kap. 3.1.2) beschrieben. Wie in
den friheren Arbeiten der Kollegin Amanda Dabrock wurde mithilfe der in Tabelle 14 gelisteten Primer
das Exon 4 des RXRB- bzw. RXRG-Gens aus der gDNA der untersuchten Zellklone amplifiziert. Die
Abbildung 5 zeigt beispielhaft ein TBE-Agarosegel, auf dem die nach der TA-Klonierung und Plasmid-

Minipraparation erhaltenen rekombinanten TOPO-Vektoren aufgetrennt wurden. Jeweils rechts der
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isolierten Plasmid-DNA wurde eine EcoR1-verdaute Probe aufgetrennt. Die Abbildung belegt die
Anwesenheit einer Insertion, die im Gel an der Position zwischen den Markerbanden von 300 und 400
Basenpaaren (bp) migriert. Dies entspricht der erwarteten Lange der klonierten DNA, die im Fall des
RXRG-Wildtyp-Exons 4 369 bp betragt, zuziglich der 5 und 3 der Klonierungsstelle gelegenen
Vektorsequenzen von ca. 15 bp (Abb. 4 in Kap. 2.1.3). Weiterhin wird deutlich, dass sich die

Fragmentlangen der mit EcoR1 herausgeschnittenen Insertionen geringfligig unterscheiden.

5000 bp — [

500 bp — [ —|

100 bp—
~— RNA

Abb. 5: Analyse von EcoR1-verdauten und unverdauten Plasmiden auf einem 1,6%-igen TBE-Agarosegel. Die
untersuchten Plasmide leiten sich von der TA-Klonierung des RXRG-Exons 4 des Zellklons H6C4 ab. Gezeigt ist die
Gegenlberstellung der Plasmide vor (-) und nach dem EcoR1-Verdau (r). Die Auftrennung erfolgte parallel zu
dem Marker GeneRuler (Tab. 3), die Markerbanden mit Langen von 100, 500 und 5000 bp sind hervorgehoben.
Die Nummern geben die Nummerierung der Plasmid-Prdparationen an. V: Vektor; |: Insertion; RNA:
Ribonukleinsdure.

Um zu priifen, ob es sich bei den Insertionen der Plasmide um die gewiinschten RXR-
Amplifikate handelte, wurden mit den rekombinanten Plasmiden und den RXRB- bzw. RXRG-Primer-
Paaren Polymerasekettenreaktionen (PCR) durchgefiihrt. Abbildung 6 zeigt ein typisches Beispiel einer
gelelektrophoretischen Auftrennung von Produkten einer solchen PCR. Ebenso wie nach dem EcoR1-
Verdau wird deutlich, dass sich die Amplifikate einiger Insertionen geringfligig in der Lange

unterscheiden (Abb. 6).

5000 bp— |

500 bp —

o) W ) W U N e e

100 bp—

Abb. 6: Analyse von PCR-Produkten auf einem 1,6%-igen TBE-Agarosegel. Die Amplifikate entstammen PCR-
Reaktionen mit dem Primer-Paar hu_RXRy_DBD_F/R und rekombinanten TOPO-Plasmiden. Es wurden dieselben
Plasmide wie in Abbildung 5 eingesetzt sowie vier weitere Plasmide, die aus demselben Klonierungssansatz
stammten und sich vom Zellklon H6C4 ableiteten. Die Auftrennung erfolgte parallel zu dem Marker GeneRuler
(Tab. 3), die Markerbanden mit Langen von 100, 500 und 5000 bp sind hervorgehoben. K: PCR-Kontrolle ohne
Template; *: die schwachen Hintergrundbanden korrespondieren mit den als Template eingesetzten Plasmiden.
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Fiir die nachfolgende Sanger-Sequenzierung wurden nur solche Plasmide eingesetzt, die eine
Insertion trugen und deren Insertion mit den RXRB- bzw. RXRG-Primern amplifiziert werden konnte.
Pro Klonierungsansatz wurden zwolf Plasmide analysiert. Die Chromatogramme der Sanger-

Sequenzierungen wurden auf Eindeutigkeit Gberprift, Chromatogramme mit Doppel-Peaks wurden

von den weiteren Analysen ausgeschlossen.
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3.1.1. Editierungsstatus in LV,-sgRXRaf3-[T1338-1]-C5-Subklonen

Im Fall des Subklons LV,-sgRXRa3-[T1338-1]-C5H6 (im Folgenden als C5H6 bezeichnet) wurden
in zehn von vierzehn Plasmiden Insertionen mit der RXRG-Wildtyp-Sequenz nachgewiesen; vier
Plasmide trugen keine Insertion. Die bi-allelische Editierung im RXRA-Gen wurde vor Beginn der

vorliegenden Arbeit durch Kolleg/-innen im Labor bestatigt (Abb. 27 in Kap. 7.1).

Die Analyse des Subklons LV,-sgRXRa3-[T1338-1]-C5E11 (im Folgenden als C5E11 bezeichnet)
ergab in sechs von elf Plasmiden die Wildtyp-Sequenz; vier von elf Plasmiden trugen keine Insertion.
Die Insertion eines Plasmids (und im Verlauf dreier weiterer Plasmide) zeigte die Transversion eines
Thymidin-Rests (T - G), der vier Nukleotide 5 der Protospacer-adjacent-Motif(PAM)-Sequenz liegt
(Abb. 7A). Diese Transversion wiirde zur Substitution eines der beiden Cysteinyl-Reste in der P-Box des
ersten Zinkfingers fihren (Abb. 7B/C). Fir den Subklon C5E11 kdnnte somit neben der bi-allelischen
Editierung im RXRA-Gen in einigen Zellen ebenfalls eine Editierung im RXRB-Gen vorliegen, die zu einer

Inaktivierung des RXRf flihren kénnte.

A NT 33197941
Human RXRGWT GCAAACACTACGGGGTTTACAGCTGTGAGGGTTGCAAGGGCTTCTTCAA

C5E11: p6 GCAAACACTCCGGGGTTTACAGCTGTGAGGGTGGCAAGGGCTTCTTCAA

B AS 205

Human RXRS WT CAICGDRSSGKHYGVYSCEGCKGFFKRTIRKDLTYSCRDNKDCTVDKRQRNRCQYCRYQKCLATGM

C5E11: p6 CAICGDRSSGKHSGVYSCEGGKGFFKRTIRKDLTYSCRDNKDCTVDKRQRNRCQYCRYQKCLATGM
C
(¥}
)
%QC
(®) (V)
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Abb. 7: Editierung von RXR[B im Klon C5E11. (A) Nukleotidsequenz des RXRB (Exon 4) und Vergleich mit der
Insertion des Plasmids p6, die sich nachfolgend in drei weiteren Plasmiden einer zweiten Klonierungsrunde
nachweisen lieR. Die sgRNA-bindende Region ist fett gedruckt, die PAM-Sequenz ist in blau angegeben.
Abweichungen von der Wildtypsequenz (WT) sind rot dargestellt und unterstrichen. (B) Aminosauresequenz
(Einbuchstabencode) der RXRB-DBD im Vergleich mit der abgeleiteten Aminosduresequenz der Plasmid-
Insertion. Die Sequenzen der beiden Zinkfinger sind grau markiert, die vier das Zink-lon (Zn?*) komplexierenden
Cysteinyl-Reste sind jeweils in griin dargestellt und fett gedruckt. Die Bereiche der P-Box (CEGCKG) und D-Box
(CRDNKD) sind ebenfalls fett gedruckt. Abweichungen von der Wildtypsequenz sind rot eingefdrbt und
unterstrichen. (C) Schematische Darstellung der RXRB-Wildtyp-DBD und der ermittelten potenziellen
Anderungen. Die Symbole und farblichen Markierungen entsprechen denjenigen im Teil B.
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3.1.2. Editierungsstatus in LV,-sgRXRay-[T1338-1]-H6-Subklonen

Es wurden zwei verschiedene LV,;-sgRXRay-[T1338-1]-H6-Subklone untersucht, die im
Folgenden als H6C4 und H6C9 bezeichnet werden. Das Vorliegen einer bi-allelischen Editierung im
RXRA-Gen wurde fir beide Zellklone vor Beginn der vorliegenden Arbeit durch Kolleg/-innen im Labor

verifiziert (Abb. 27 in Kap. 7.1).

Im Fall von H6C4 wurden neun Plasmide sequenziert. Die Insertionen von drei Plasmiden (p4,
p5, p10) zeigten eine In-Frame-Deletion von 9 Nukleotiden, unter Einbezug der PAM-Sequenz (Abb.
8A). Diese wiirde zur Deletion eines Cysteinyl-Rests sowie zweier weiterer Aminosaurereste in der P-
Box des ersten Zinkfingers fihren (Abb. 8B, 9). Die Plasmide p1 und p7 wiesen eine sog. Indel-Mutation
(kombinierte Deletion/Insertion; Chang et al., 2017) ohne Leserasterverschiebung auf. Dabei wurden
5 des PAM 20 Nukleotide deletiert und ein aberrantes Dinukleotid (AA) eingefligt (Abb. 8A). Diese
Indel-Mutation fihrte zur Deletion von drei Aminosaureresten der P-Box, unter Einbezug des N-
terminalen Cysteinyl-Rests und weiterer sechs N-terminal gelegener Aminosaurereste. Weiterhin
wirden drei aberrante Aminosaurereste (N™-QKG-C*") eingefiigt (Abb. 8B, 9). Durch diese
Veranderungen wirde nicht nur die P-Box, sondern auch weitere Bereiche des ersten Zinkfingers
substanziell geschadigt (Abb. 9). Die Insertion des Plasmids p6 zeigte eine Indel-Mutation ohne
Leserasterverschiebung. Unter Einbezug des PAM wurden 17 Nukleotide deletiert und 8 aberrante
Nukleotide eingefligt. Diese Mutation resultierte in einer vollstandigen Deletion der P-Box und von
sechs flankierenden Aminosdureresten. Zusatzlich kime es zu einer Insertion eines aberranten
Pentapeptids (N*"-GYGCLGI-C*"; Abb. 8B, 9). Die Insertion des Plasmids p3 ergab drei Nukleotide 5‘ des
PAM eine Verdanderung an 4 Positionen der Nukleotidsequenz zuziiglich einer In-Frame-Insertion von
3 Nukleotiden (Abb. 8A). Diese Mutation wiirde zu Veranderungen im N-terminalen Bereich der P-Box

und dem Verlust des hier lokalisierten Cysteinyl-Rests fiihren (Abb. 8B, 9).
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A NT 165417220

Human RXRy WT GAAAGCACTACGGGGTATACAGTTGTGAAGGCTGCAAAGGG

H6C4: p1,7 GAAAGCAAA- - - - -———-m oo - - AAGGCTGCAAAGGG
H6C4: p4,5,10 GAAAGCACTACGGGGTATACAGTT--------- GCAAAGGG
H6C4: pb GAAAGCACTACGGGGGATACGGGTGCTA--~------~ AGGG

NT 165417220
Human RXRy WT GAAAGCACTACGGGGTATACAGTTG- - - TGAAGGCTGCAAAGGG

H6C4: p3 GAAAGCACTACGGGGTATACAAACCCTTTGAAGGCTGCAAAGGG

B AS 139

Human RXRy WT CAICGDRSSGKHYGVYSCEGCKGFFKRTIRKDLIYTCRDNKDCLIDKRQRNRCQYCRYQKCLVM

H6C4: p1,7 CAICGDRSSGKQKG------ CKGFFKRTIRKDLIYTCRDNKDCLIDKRQRNRCQYCRYQKCLVM

H6C4: p4,5,10 CAICGDRSSGKHYGVYS-- -CKGFFKRTIRKDLIYTCRDNKDCLIDKRQRNRCQYCRYQKCLVM

H6C4: p6 CAICGDRSSGKHYGGYGCLGI - - -FKRTIRKDLIYTCRDNKDCLIDKRQRNRCQYCRYQKCLVM
AS 139

Human RXRy WT CAICGDRSSGKHYGVYSC-EGCKGFFKRTIRKDLIYTCRDNKDCLIDKRQRNRCQYCRYQKCLVM

H6C4: p3 CAICGDRSSGKHYGVYKPFEGCKGFFKRTIRKDLIYTCRDNKDCLIDKRQRNRCQYCRYQKCLVM

Abb. 8: Editierung von RXRy im Klon H6C4. (A) Nukleotidsequenz des RXRG (Exon 4) und Vergleich mit den
Insertionen der untersuchten Plasmide. Die sgRNA-bindende Region ist fett gedruckt, die PAM-Sequenz ist in
blau angegeben. Abweichungen von der Wildtypsequenz (WT) sind rot dargestellt und unterstrichen; deletierte
Nukleotide bzw. ,Platzhalter” im WT werden durch ,-“ symbolisiert. (B) Aminosduresequenz
(Einbuchstabencode) der RXRy-DBD im Vergleich mit den abgeleiteten Aminosduresequenzen der Plasmid-
Insertionen. Die Sequenzen der beiden Zinkfinger sind grau markiert, die vier das Zink-lon komplexierenden
Cysteinyl-Reste sind jeweils in griin dargestellt und fett gedruckt. Die Bereiche der P-Box (CEGCKG) und D-Box
(CRDNKD) sind ebenfalls fett gedruckt. Abweichungen von der Wildtypsequenz sind rot eingefdrbt und
unterstrichen; deletierte Aminosaurereste bzw. ,Platzhalter” im WT werden durch ,,-“ symbolisiert.
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Abb. 9: Konsequenzen der Editierungen auf die RXRy-DBD im Klon H6C4. Schematische Darstellung der RXRy-
Wildtyp-DBD und der potenziellen Anderungen. Aminosduresequenz (Einbuchstabencode) der RXRy-DBD im
Vergleich zu den von den Insertionen der Plasmide abgeleiteten Aminosauresequenzen. Die Sequenzen der
beiden Zinkfinger sind grau markiert, die vier das Zink-lon (Zn?*) komplexierenden Cysteinyl-Reste sind jeweils in
grin dargestellt und fett gedruckt. Die Bereiche der P-Box (CEGCKG) und D-Box (CRDNKD) sind ebenfalls fett
gedruckt. Abweichungen von der Wildtypsequenz sind rot eingefarbt und unterstrichen.

Im Fall des Subklons H6C9 wurden 23 Plasmide sequenziert. Dabei wurden sieben
verschiedene Mutationen identifiziert, darunter vier Indel-Mutationen. Die Insertionen der Plasmide
pl und p2 zeigten eine Verdanderung im Bereich des PAM und der angrenzenden sgRNA-bindenden
Region. Dabei wurde auRer einer In-Frame-Insertion von 3 Nukleotiden der Austausch von 4
Nukleotiden unmittelbar 5‘ des PAM festgestellt. Dies wiirde zur Substitution des Cysteinyl-Rests der
P-Box und des benachbarten Seryl-Rests sowie dem Einbau eines zusatzlichen Aminosaurerests fiihren
(Abb. 10A/B, 11). Im Plasmid p3 wurde eine Indel-Mutation identifiziert, die 28 Nukleotide umfasste
und keinen Einfluss auf das Leseraster hatte (Abb. 10A). Dabei wurden das komplette PAM und ca. die
Halfte der sgRNA-Bindungsstelle durch 10 neue Nukleotide ersetzt und 18 downstream gelegene
Nukleotide deletiert (Abb. 10A). Diese Mutation fiihrte zur Deletion der P-Box und zum Austausch von
sechs Aminosdureresten, die N-terminal der P-Box im ersten Zinkfinger lokalisiert sind (Abb. 10B, 11).
Plasmid p4 zeigte eine &hnliche Indel-Mutation wie Plasmid p3 (23 Nukleotide wurden durch 5
aberrante Nukleotide substituiert), bei der ebenfalls keine Leserasterverschiebung erfolgte. Im

Unterschied zu p3 blieb bei p4 das PAM erhalten und die Deletion erstreckte sich iber den kompletten
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Bereich der sgRNA-bindenden Region. Dies wiirde zum Verlust des N-terminalen Bereichs der P-Box
sowie der angrenzenden sieben Aminosdurereste des ersten Zinkfingers flihren und in der
Anwesenheit von drei aberranten Aminosaureresten resultieren (Abb. 10A/B, 11). Die Insertionen von
zwei weiteren Plasmiden (p91, p95) zeigten eine In-Frame-Deletion von 9 Nukleotiden, unter Einbezug
der PAM-Sequenz (Abb. 10A). Diese Deletion wiirde zum Verlust von drei Aminosaureresten der P-Box,

inklusive des N-terminalen Cysteinyl-Rests fiihren (Abb. 108, 11).

Finf Plasmide (p92-94, p96, p98) wiesen Insertionen mit einer Deletion von 57 Nukleotiden
auf, die auch das PAM umfasste (Abb. 10A). Dadurch wirde die gesamte P-Box zuzlglich zweier N-
terminal davon gelegener Aminosauren sowie aller Aminosadurereste zwischen der P-Box und der D-
Box deletiert (Abb. 10B, 11). Eine nahezu identische Deletion wurde in neun weiteren Plasmiden (p97,
p111-118) detektiert. Diese umfasste 58 Nukleotide und war lediglich am 3‘-Ende um ein zusatzliches
Nukleotid langer (Abb. 10A). Der Verlust dieses zusatzlichen Nukleotids resultierte jedoch in einer
Leserasterverschiebung und einem pramaturen Stopp-Codon. In der abgeleiteten Aminosauresequenz
kdme es daher zum Verlust der P-Box und ab dem Valyl-Rest an Position 153 (V153) zu einem
aberranten C-Terminus, der 31 Aminosdurereste umfasste (Abb. 10B, 11). Im Plasmid p10 wurde
ebenfalls eine Mutation identifiziert, bei der 58 Basenpaare (inklusive des PAM) deletiert waren und
die 3 an derselben Position endete, wie es hinsichtlich p97 und p111-118 der Fall war (Abb. 10A).
Allerdings wurden in p10 13 neue, aberrante Nukleotide nachgewiesen, sodass es nicht zu einem
Frame-Shift kdame. Entsprechend bliebe der zweite Zinkfinger mit der D-Box erhalten, wahrend die P-

Box und die Verbindung zwischen den beiden Zinkfingern deletiert wiirde (Abb. 10B, 11).
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A NT 165417220
Human RXRy WT GAAAGCACTACGGGGTATACAGTTG- - -TGAAGGCTGCAAAGGG

H6C9: p1,2 GAAAGCACTACGGGGTATACAAACCCTTTGAAGGCTGCAAAGGG

NT 165417220
Human RXRy WT GAAAGCACTACGGGGTATACAGTTGTGAAGGCTGCAAAGGG

H6C9: p3 GAAAGCAAAAAGGGTGG---~-~----~---------~- AAAGGG

H6C9: p4 GAAAGCAAA--- - - - - - - -~ - ——————- AAGGCTGCAAAGGG

NT 165417220
Human RXRy WT GAAAGCACTACGGGGTATACAGTTGTGAAGGCTGCAAAGGG
TTCTTCAAGAGGACGATAAGGAAGGACCTCATCTACACGTG
H6C9: p91,95 GAAAGCACTACGGGGTATACAGTT--------- GCAAAGGG
TTCTTCAAGAGGACGATAAGGAAGGACCTCATCTACACGTG

H6C9: p92-94,96,98 GAAAGCACTACGGGGTA-------------------—----

--------------------------------- TACACGTG
H6C9: p97,111-118 GAAAGCACTACGGGGTA-------------------—-----
---------------------------------- ACACGTG
H6C9: p10 GAAAGCACTACGGGGTAGTGCTGCAACTGC----------~
---------------------------------- ACACGTG

B AS139

Human RXRy WT CAICGDRSSGKHYGVYSC-EGCKGFFKRTIRKDLIYTCRDNKDCLIDKRQRNRCQYCRYQKCLVM

H6C9: p1,2 CAICGDRSSGKHYGVYKPFEGCKGFFKRTIRKDLIYTCRDNKDCLIDKRQRNRCQYCRYQKCLVM

AS139

Human RXRy WT CAICGDRSSGKHYGVYSCEGCKGFFKRTIRKDLIYTCRDNKDCLIDKRQRNRCQYCRYQKCLVM

H6C9: p3 CAICGDRSSGKOKGWK--~--~ GFFKRTIRKDLIYTCRDNKDCLIDKRQRNRCQYCRYQKCLVM
H6C9: p4 CAICGDRSSGNOK------ GCKGFFKRTIRKDLIYTCRDNKDCLIDKRQRNRCQYCRYQKCLVM
AS 139

Human RXRy WT CAICGDRSSGKHYGVYSCEGCKGFFKRTIRKDLIYTCRDNKDCLIDKRQRNRCQYCRYQKCLVM
H6C9: p91,95 CAICGDRSSGKHYGVYSC - - -KGF FKRTIRKDLIYTCRDNKDCLIDKRQRNRCQYCRYQKCLVM

H6CS: p92-94,96,98 CAICGDRSSGKHYGV------------------- YTCRDNKDCLIDKRQRNRCQYCRYQKCLVM

H6CS: p97,111-118 CAICGDRSSGKHYGVTRVGIIKTASLTSVSATAASTVAIRSALSWA*

H6C9: p10 CAICGDRSSGKHYGVVLQLH--------------- TCRDNKDCLIDKRQRNRCQYCRYQKCLVM

Abb. 10: Editierung von RXRy im Klon H6C9. (A) Nukleotidsequenz des RXRG (Exon 4) und Vergleich mit den
Insertionen der sequenzierten Plasmide. Die sgRNA-bindende Region ist fett gedruckt, die PAM-Sequenz ist in
blau angegeben. Abweichungen von der Wildtypsequenz (WT) sind rot dargestellt und unterstrichen; deletierte
Nukleotide bzw. ,Platzhalter” im WT werden durch ,-“ symbolisiert. (B) Aminosauresequenz
(Einbuchstabencode) der RXRy-DBD im Vergleich mit den abgeleiteten Aminosduresequenzen der Plasmid-
Insertionen. Die Sequenzen der beiden Zinkfinger sind grau markiert, die vier das Zink-lon komplexierenden
Cysteinyl-Reste sind jeweils in griin dargestellt und fett gedruckt. Die Bereiche der P-Box (CEGCKG) und D-Box
(CRDNKD) sind ebenfalls fett gedruckt. Abweichungen von der Wildtypsequenz sind rot eingefdrbt und

“

unterstrichen; deletierte Aminosdurereste bzw. ,Platzhalter” im WT werden durch ,-“ symbolisiert, die

Anwesenheit eines pramaturen Stopp-Codons durch *.
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H6C9: p97,111-118

Abb. 11: Konsequenzen der Editierungen auf die RXRy-DBD im Klon H6C9. Schematische Darstellung der RXRy-
Wildtyp-DBD und der potenziellen Anderungen. Aminosduresequenz (Einbuchstabencode) der RXRy-DBD im
Vergleich zu den von den Insertionen der Plasmide abgeleiteten Aminosauresequenzen. Die Sequenzen der
beiden Zinkfinger sind grau markiert, die vier das Zink-lon (Zn?*) komplexierenden Cysteinyl-Reste sind jeweils in
grun dargestellt und fett gedruckt. Die Bereiche der P-Box (CEGCKG) und D-Box (CRDNKD) sind ebenfalls fett
gedruckt. Abweichungen von der Wildtypsequenz sind rot eingefarbt und unterstrichen. Die Anwesenheit eines
pramaturen Stopp-Codons wird durch * symbolisiert.

3.1.3. Fazit der Analysen zum Editierungsstatus von LV.-sgRXRa3-[T1338-1]-C5- und LV,-sgRXRay-
[T1338-1]-H6-Subklonen

Flr die beiden untersuchten C5-Subklone wurden nur im Fall des Klons C5E11 Hinweise auf
eine Editierung im RXRB-Gen erhalten. Diese betraf die P-Box und sollte somit in einem funktionellen
Knockout des RXRPB resultieren. Da in der Mehrheit der sequenzierten Plasmide RXRB-

Wildtypsequenzen nachgewiesen wurden, sollte von einer mono-allelischen Editierung des RXRB-Gens
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in einer Subpopulation von Zellen ausgegangen werden. Der Klon wurde dennoch fiir weitere Analysen

eingesetzt und wird im Folgenden als C5E11 o bezeichnet.

Im Fall der beiden H6-Subklone wurden fiir beide Klone multiple Verdnderungen
nachgewiesen, was auf eine heterogene Zellpopulation hinweist. Im Fall von H6C4 wurden vier
verschiedene Typen von Mutationen im RXRG-Gen ermittelt, im Fall von H6C9 sogar sieben (Tab. 23).
Zwei Typen von Editierungen, (1) die In-Frame-Deletion von 9 bp und (2) die Kombination von 3bp-In-
Frame-Insertion und 4bp-Substitution, wurden in beiden Zellklonen nachgewiesen. Da in beiden
Klonen keine RXRG-Wildtypsequenzen detektiert wurden, kann bei beiden Klonen von einer
vollstandigen bi-allelischen Editierung ausgegangen werden. Welche Kombinationen von Editierungen
in einzelnen Zellen der Klonkulturen vorkommen, kann nicht auf Grundlage der Haufigkeiten der
identifizierten Mutationen definiert werden. Entscheidend ist jedoch, dass alle nachgewiesenen
Mutationen in Defekten der P-Box resultierten, wobei in der Regel der N-terminale Cysteinyl-Rest
deletiert oder durch einen anderen Aminosaurerest ersetzt ware. Im Klon H6C9 war die Deletion von
57 bp, die als In-Frame-Deletion oder durch Kombination mit zusatzlichen, kleinen Verdanderungen in
Form einer In-Frame-Indel oder Frame-Shift-Deletion vorkam, die haufigste Veranderung. Im Kontext
der In-Frame-Deletion und In-Frame-Indel kdme es zu einem Verlust der P-Box und der Region
zwischen erstem und zweiten Zinkfinger, im Fall der Frame-Shift-Deletion zum kompletten

funktionellen Verlust der gesamten DBD.

Beide H6-Subklone wurden fiir weitere Analysen eingesetzt und werden im Folgenden als

H6C4 oy und H6C9 oy bezeichnet.

Tab. 23: Editierungen im RXRG-Gen der H6-Subklone

Zellklon Mutation der Nukleotidsequenz Effekte auf die RXRy-DBD
[Anzahl Plasmide/Gesamtzahl Plasmide]

H6C4 In-Frame-Deletion: 9 bp [3/9] # Defekte: P-Box
In-Frame-Indel: 18 bp (A: 20 bp; Ins: 2 bp) [2/9] Defekte: P-Box/ZF1
In-Frame-Indel: 9 bp (A: 17 bp; Ins: 8 bp) [1/9] Defekte: P-Box/ZF1
In-Frame-Insertion: 3 bp & Substitution: 4 bp [1/9] # Defekte: P-Box/ZF1

H6C9 In-Frame-Insertion: 3 bp & Substitution: 4 bp [2/23] # Defekte: P-Box/ZF1
In-Frame-Deletion: 9 bp [2/23] # Defekte: P-Box
In-Frame-Deletion: 57 bp [5/23] Defekte: P-Box/ZF1/ZF1-2
Frame-Shift-Deletion: 58 bp [9/23] Verlust: P-Box, ZF1-2, ZF2
In-Frame-Indel: 45 bp (A: 58 bp; Ins: 13 bp) [1/23] Defekte: P-Box/ZF1/ZF1-2
In-Frame-Indel: 18 bp (A: 28 bp; Ins: 10 bp) [1/23] Defekte: P-Box/ZF1
In-Frame-Indel: 18 bp (A: 23 bp; Ins: 5 bp) [1/23] Defekte: P-Box/ZF1

bp: Basenpaar; A: Deletion; Ins: Insertion; #: identische Mutation wurde fir beide Subklone identifiziert; ZF1:
erster Zinkfinger; ZF1-2: Bereich zwischen erstem und zweitem Zinkfinger; ZF2: zweiter Zinkfinger.
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3.2. Charakterisierung von Stem-like Glioma Cells (SLGC) mit spezifischer RXR-Editierung

Im Folgenden werden die Eigenschaften ausgewahlter editierter SLGC-Klone und -Subklone
naher beschrieben und mit nicht editierten T1338-1-Zellen, darunter der mock-editierte Klon B11,
verglichen. Die Auswahl der Zellklone fiir diese Experimente erfolgte anhand ihrer Editierung. Es
wurden Klone mit bi-allelischen Editierungen ausschlieBlich im RXRA-, RXRB- oder RXRG-Gen (Tab. 11)
sowie drei (Sub-)Klone mit partieller bzw. vollstandiger Editierung in zwei RXR-Isotyp-Genen (Kap. 3.1)
analysiert. Als Kontrolle fiir die Experimente wurde der mock-editierte Klon B11 und nicht die T1338-
1-Mutterkultur eingesetzt, da dieser Klon denselben experimentellen Prozeduren ausgesetzt war wie
die editierten Klone. Aus Griinden der Verfligbarkeit von Zellmaterial sowie des Wachstumsverhaltens

der Klone wurden nicht alle Zellklone jeder Untersuchung zugefihrt.

3.2.1. Effekte der Editierung auf die Expression des Rezeptors

Zunachst sollten die Expression und die subzelluldre Lokalisation der RXR-Isotypen RXRa, RXRf3
und RXRy in editierten und nicht editierten SLGC-Klonen untersucht werden. Dazu wurden zunachst
Testfarbungen mit den Antikorpern auf Chamber Slides mit jeweils acht Kammern durchgefiihrt, wobei
je vier verschiedene SLGC-Klone im Duplikat plattiert wurden. Fiir die Antikérperfarbungen wurden die
von den Herstellern vorgeschlagenen Bedingungen eingesetzt. Weiterhin erfolgten Kontrollfarbungen

ohne Primar- und ohne Sekundarantikorper.

Die Testfarbungen erfolgten mit den Anti-RXR-Antikérpern allein oder als Doppelfarbungen
mit Primarantikdrpern gegen ein im Zytoplasma lokalisiertes Intermediarfilament (Nestin oder Saures
Gliafaserprotein [GFAP]). Eine Auswahl der Testfarbungen ist in den Abbildungen 29-31 (Kap. 7.1)
zusammengefasst. Es zeigte sich, dass mit dem monoklonalen Anti-RXRa-Antikdrper, der gegen die
A/B-Domine des RXRa-Proteins (Aminosaurereste 2-133) gerichtet ist (Herstellerangabe), Signale im
Zellkern detektiert wurden, die eine unregelmaRige Verteilung aufwiesen und in der Regel schwach
ausgepragt waren (Abb. 29A). Die Farbungen mit dem polyklonalen Antikérper, der gegen ein
synthetisches Peptid eines unbekannten Teils des RXRB-Proteins gerichtet ist (die Information ist
Eigentum des Herstellers), ergaben ein vergleichbares Ergebnis wie diejenigen mit dem Anti-RXRa-
Antikorper (Abb. 30A). Der polyklonale Anti-RXRy-Antikdrper, der gegen den N-Terminus des RXRy-
Proteins (A/B-Domane, Aminosdurereste 1-137) gerichtet ist (Herstellerangabe), detektierte unter den
drei Antikorpern die starksten Signale, die sich ausnahmslos im Zellkern befanden (Abb. 31A). Die
Kontrollfarbungen zur Ermittlung eventuell vorhandener Hintergrundsignale ergaben keine relevanten
Signale, womit unspezifische Farbungen ausgeschlossen waren (Abb. 29-31, jeweils B, C). Da die

Hersteller eine Kreuzreaktion der Antikorper gegen die jeweils anderen RXR-Isotypen ausschlieBen,
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belegten die Testfarbungen, dass die gewahlten Bedingungen fir den Nachweis geeignet waren. Da
die Hersteller keine Informationen zu den Dissoziationskonstanten der Antikorper zur Verfligung
stellen und die Angaben zu den detektierten Regionen vage bzw. nicht verfiigbar sind, ist die

Interpretation der immunzytochemischen Farbungen (ICC) eingeschrankt.

Dennoch wurden mit diesen Antikérpern im Weiteren ICC an den editierten Klonen
durchgefiihrt. Diese Untersuchungen erfolgten als Doppelfarbungen, wobei neben einem Antikdrper
gegen RXRa, RXRP oder RXRy gleichzeitig ein Antikdrper gegen das Intermediarfilament Nestin oder
GFAP zur Anwendung kam. Dabei wurde jeder Zellklon drei Doppelfarbungen unterzogen und jede
Doppelfarbung im Duplikat, mit anschlieBender Kernfiarbung mit DAPI, durchgefihrt. Die
Darstellungen der Farbungen in den Abbildungen 12-14 fassen jeweils alle Farbungen gegen einen RXR-
Isotyp zusammen, um eine bessere Vergleichbarkeit zu ermdglichen. Dabei zeigen die Abbildungen
jeweils eine von zehn reprasentativen Mikrophotographien. Da bei diesen Farbungen auf eine

Fibronectin-Beschichtung der Kammerobjekttrager verzichtet wurde, zeigten die T1338-1-Zellklone

primar ein Wachstumsmuster mit zum Teil grolRen, adharenten Aggregaten (Abb. 12-14).

B ---

Abb. 12: Expression von RXRa in editierten Klonen der SLGC-Linie T1338-1. Immunzytochemische Analyse. Die

zur Farbung verwendeten Antikdrper richteten sich gegen RXRa (griin) und GFAP (rot). Die Gegenfarbung des
Zellkerns mit DAPI (4‘,6-Diamidin-2-phenylindol) wurde in den Mikrophotographien ausgeblendet, da diese die
ohnedies schwachen RXRa-Signale Giberdeckte. Balken: 50 um. GFAP: Saures Gliafaserprotein.
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Der nicht editierte SLGC-Klon B11 mock zeigte in den ICC mit dem Antikdrper gegen RXRa ein
schwaches Signal, das homogen im Zellkern verteilt war. Die ICC der drei T1338-1-Klone mit bi-
allelischer Editierung im RXRA-Gen (E6 o, E8 o, F4 o) ergaben ein dhnliches Bild (Abb. 12). Der Klon
C5E11 a3, bei dem es sich um einen vollstdndigen RXRA- und partiellen RXRB-Knockout handelt, zeigte
eine vergleichbare RXRa-Farbung. Da die Editierung im ersten Zinkfinger des Rezeptors erfolgt war und
der Antikorper die A/B-Domane detektiert, legen diese Experimente die Vermutung nahe, dass eine
rxro-mRNA gebildet und ein mutiertes RXRa-Protein in den Zellen exprimiert wird. Die ICC der Klone

mit Editierungen im RXRB-Gen (E5 [3, E9 3, G3 [3) und RXRG-Gen (D7 y, D12 y) entsprachen denen der

B11-mock-Kontrolle (Abb. 12).

i / ;

E5 B / E9 B / G3p
D7y / /

D12y

Abb. 13: Expression von RXRp in editierten Klonen der SLGC-Linie T1338-1. Immunzytochemische Analyse. Die
zur Farbung verwendeten Antikdrper richteten sich gegen RXRp (rot) und Nestin (griin). Die Gegenfarbung des
