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1 Zusammenfassung 

Das Proteoglykan nerve/glial antigen (NG)2 wird unter physiologischen Bedingungen unter 

anderem von Perizyten exprimiert und ist maßgeblich an angiogenen Prozessen beteiligt. 

Unter pathologischen Bedingungen exprimieren auch einige Subpopulationen von Tumoren, 

wie das Glioblastoma multiforme (GBM), dieses Proteoglykan, wodurch deren Proliferations- 

und Migrationsfähigkeit deutlich erhöht ist. Daher ist NG2 ein vielversprechendes Target für 

neue anti-angiogene und anti-kanzerogene Therapieansätze. Allerdings sind die molekularen 

Regulationsmechanismen der NG2-Expression bislang weitestgehend unbekannt.  

Perizyten zählen zu den perivaskulären Zellen, welche in die Basalmembran des 

Gefäßendothels eingebettet sind und durch ihren direkten Kontakt mit Endothelzellen die 

Angiogenese regulieren. Weiterhin ist bekannt, dass das Oberflächenprotein NG2 sowohl 

unter physiologischen als auch unter pathologischen Bedingungen eine pro-angiogene 

Wirkung hat und der Verlust von NG2 in Perizyten die Angiogenese hemmt. In Endothelzellen 

konnte bereits mehrfach gezeigt werden, dass die Proteinkinase CK2 angiogene Signalwege 

reguliert und CK2-Inhibitoren eine anti-angiogene Wirkung ausüben. Daher wurde im 1. Teil 

der vorliegenden Arbeit untersucht, ob die CK2 auch einen Einfluss auf den NG2-Proteingehalt 

und die angiogene Aktivität von Perizyten hat. Dazu wurden primäre humane Perizyten mit 

den CK2-Inhibitoren TBB und CX-4945 sowie siRNAs gegen die katalytische CK2α- und 

CK2α‘-Untereinheit behandelt und der Proteingehalt sowie die Genexpression von NG2 

detektiert. Zudem wurde die putative NG2-Promotorregion und der Effekt einer CK2-Inhibition 

auf deren transkriptionelle Aktivität mittels Reportergen- und in silico-Analysen untersucht. 

Abschließend wurden die Auswirkungen einer CK2-Inhibition auf die angiogene Aktivität von 

Perizyten in vitro mittels scratch, sprouting, transmigration und tube formation assay sowie ex 

vivo mittels aortic ring assay und in vivo mittels matrigel plug assay analysiert. Sowohl eine 

Inhibition als auch ein knockdown (KD) der CK2 in Perizyten reduzierten den Proteingehalt 

von NG2 signifikant. Durch die Analysen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die CK2 

die Genexpression von NG2 reguliert und in der NG2-Promotorregion Bindestellen von CK2-

abhängigen Transkriptionsfaktoren lokalisiert sind. Sowohl in vitro, ex vivo als auch in vivo 

konnte in Folge der Reduktion des NG2-Proteingehalts nach CK2-Inhibition eine signifikante 

Reduktion von angiogenen Prozessen beobachtet werden. Folglich konnte die CK2 als neuer 

Regulator der NG2-Expression und der angiogenen Aktivität von Perizyten identifiziert werden.  

Im 2. Teil der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob eine CK2-Inhibition auch in humanen 

GBM-Zellen die NG2-Expression reduziert. Dazu wurden die beiden humanen GBM-Zelllinien 

A1207 und U87 mit CX-4945 behandelt sowie zusätzlich mittels CRISPR/Cas-Methode ein 

CK2α-knockout (KO) generiert und der Proteingehalt und die Genexpression von NG2 

detektiert. Zudem wurde der Effekt einer CK2-Inhibition auf die transkriptionelle Aktivität der 
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putativen NG2-Promotorregion mittels Reportergen-Analysen untersucht. An Hand von 

scratch und transmigration assay wurde der Effekt einer CK2-Inhibition auf die Proliferations- 

und Migrationsfähigkeit der Zellen untersucht. Mit Hilfe der Plattform cBioPortal wurde in silico 

die Expression von NG2 und den CK2-Untereinheiten in Patientenproben aus Gliomen und 

GBMs analysiert. Abschließend wurden primäre Zellen aus humanen GBM-Tumoren mit dem 

CK2-Inhibitor CX-4945 behandelt und der NG2-Proteingehalt untersucht. 

Eine Inhibition und ein KO der CK2 in humanen GBM-Zellen reduzierten den Proteingehalt 

von NG2 signifikant. Es konnte auch für GBM-Zellen nachgewiesen werden, dass die CK2 

über einen genregulatorischen Mechanismus NG2 reguliert. Zudem war die Proliferation und 

Migration in Folge eines reduzierten NG2-Proteingehalts nach CK2-Inhibition signifikant 

reduziert. Die Expression von NG2 und den CK2-Untereinheiten waren in GBMs im Vergleich 

zu anderen Gliomen signifikant erhöht. Darüber hinaus wiesen die in silico-Analysen auch auf 

einen den genregulatorischen Mechanismus zwischen CK2 und NG2 hin. Abschließende 

Experimente mit Patientenproben bestätigten die Zelllinien-basierten Ergebnisse. Daher kann 

geschlussfolgert werden, dass die CK2 auch in GBM-Zellen ein wichtiger Regulator der NG2-

Expression und der assoziierten Prozesse, wie Migration und Proliferation ist. 

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass NG2 ein 

nachgeordnetes Signalmolekül der CK2 ist. Daher könnte der in klinischen Phase I und II 

Studien befindliche CK2-Inhibitor CX-4945 besonders in NG2-positiven Tumoren, wie dem 

GBM, auf Grund seiner anti-angiogenen Wirkung im vaskulären Kompartiment und der anti-

kanzerogenen Wirkung im Tumorkompartiment einen vielversprechenden Therapieansatz 

darstellen.   
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2 Summary 

Protein kinase CK2: A new regulator of the surface protein nerve/glial 

antigen (NG)2 

The proteoglycan NG2 is expressed under physiological conditions by pericytes, among others, 

and is significantly involved in angiogenic processes. Under pathological conditions, some 

subpopulations of tumors, such as glioblastoma multiforme (GBM), also express this 

proteoglycan, significantly increasing their proliferation and migration capacity. Thus, NG2 is a 

promising target for novel anti-angiogenic and anti-carcinogenic therapeutic approaches. So 

far, the molecular regulatory mechanisms of NG2 expression are largely unknown.  

Pericytes are perivascular cells that are embedded in the basement membrane of the vascular 

endothelium and regulate angiogenesis through direct contact with endothelial cells. 

Furthermore, the surface protein NG2 is known to have a pro-angiogenic effect under both 

physiological and pathological conditions, whereas loss of NG2 in pericytes inhibits 

angiogenesis. In endothelial cells, the protein kinase CK2 is known to regulate angiogenic 

signaling pathways, and CK2 inhibitors exert an anti-angiogenic effect. Therefore, in a first part 

of this thesis, it was investigated whether CK2 also has an effect on NG2 protein levels and 

the angiogenic activity of pericytes. For this purpose, primary human pericytes were treated 

with the CK2 inhibitors TBB and CX-4945 and siRNAs against the CK2α and CK2α' catalytic 

subunit, and protein levels as well as gene expression were analyzed. In addition, the putative 

NG2 promoter region and the effect of CK2 inhibition on its transcriptional activity were 

examined by reporter gene and in silico analyses. Finally, the effects of CK2 inhibition on 

angiogenic activity of pericytes were analyzed in vitro by scratch, sprouting, transmigration, 

and tube formation assays as well as ex vivo by aortic ring assays and in vivo by matrigel plug 

assays. Both inhibition and knockdown (KD) of CK2 in pericytes significantly reduced the 

protein level of NG2. It was further demonstrated that CK2 regulates NG2 gene expression 

and that binding sites of CK2-dependent transcription factors are localized in the NG2 promoter 

region. In vitro, ex vivo and in vivo, a significant reduction of angiogenic processes was 

observed as a consequence of the reduction of the NG2 protein level after CK2 inhibition. 

Consequently, CK2 was identified as a novel regulator of NG2 expression and angiogenic 

activity of pericytes.  

In a second part of this thesis, it was investigated whether CK2 inhibition also reduces NG2 

expression in human GBM cells. For this purpose, the human GBM cell lines A1207 and U87 

were treated with CX-4945 and, in addition, a CK2α-knockout (KO) was generated by 

CRISPR/Cas method and the protein level and gene expression of NG2 were analyzed. 

Moreover, the effect of CK2 inhibition on the transcriptional activity of the putative NG2 
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promoter region was investigated by reporter gene analyses. Using scratch and transmigration 

assays, the effect of CK2 inhibition on cell proliferation and migration was investigated. The 

cBioPortal platform was used to analyze in silico the expression of NG2 and the CK2 subunits 

in patient samples from gliomas and GBMs. Finally, primary cells from human GBM tumors 

were treated with the CK2 inhibitor CX-4945 and NG2 protein levels were examined. 

Inhibition and KO of CK2 in human GBM cells significantly reduced the protein level of NG2. It 

was also demonstrated for GBM cells that CK2 regulates NG2 via a gene regulatory 

mechanism. Moreover, proliferation and migration were significantly decreased as a result of 

the reduced NG2 protein level after CK2 inhibition. The expression of NG2 and the CK2 

subunits were significantly increased in GBMs compared with other gliomas. Moreover, in silico 

analyses indicated a gene regulatory mechanism between CK2 and NG2. Final experiments 

with patient samples confirmed the cell line-based results. Therefore, it can be concluded that 

CK2 is also an important regulator of NG2 expression and associated processes, such as 

migration and proliferation, in GBM cells. 

In summary, it could be demonstrated in the present thesis that NG2 is a downstream signaling 

molecule of CK2. Thus, the CK2 inhibitor CX-4945, which is in phase I and II clinical trials, may 

represent a promising therapeutic approach, particularly in NG2-positive tumors, such as GBM, 

due to its anti-angiogenic effect in the vascular compartment and anti-carcinogenic effect in 

the tumor compartment.  
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3 Einleitung  

Eine eukaryotische Zelle muss ihr Expressionsmuster kontinuierlich an die bestehenden 

extrazellulären Gegebenheiten anpassen. Dafür benötigt die Zelle spezifische, auf der 

Plasmamembran lokalisierte Proteine. Einige dieser sogenannten Oberflächenproteine 

können physikalische oder chemische Stimuli wahrnehmen, andere wiederum interagieren mit 

benachbarten Oberflächenproteinen oder mit Proteinen der extrazellulären Matrix (EZM). 

Basierend auf der Assoziation mit der Plasmamembran kann zwischen peripheren 

Membranproteinen, die in der Membran verankert sind, und integralen Membranproteinen, 

welche die Lipiddoppelschicht durchdringen, unterschieden werden (Abbildung 1). Letztere 

werden auch als Transmembranproteine bezeichnet und können beispielsweise als 

Rezeptoren, Transporter und Zelladhäsionsmoleküle fungieren [1-4].  

3.1 Das Proteoglykan nerve/glial antigen (NG)2 

In den frühen 1980er Jahren wurde ein neues Oberflächenprotein auf humanen 

Melanomzellen entdeckt [6-8], welches daher als melanoma cell surface proteoglycan (MCSP) 

oder high molecular weight-melanoma associated antigen (HMW-MAA) bekannt wurde [9]. Es 

handelt sich um ein Proteoglykan mit einer Transmembrandomäne [10], das auf Grund seiner 

Chondroitinsulfat-Seitenkette in die Gruppe der Chondroitinsulfat-Proteoglykane (CSPG) 

eingeordnet wird [11]. Phylogenetische Analysen ergaben zahlreiche Orthologe des 

kodierenden humanen Gens CSPG4 in anderen Spezies, wie beispielsweise AN2 in der Maus 

oder NG2 in der Ratte [11,12]. Die Nomenklatur dieses Transmembranproteins ist in der 

Literatur bis heute nicht einheitlich. Basierend auf dem von Stallcup et al. [7] entdeckten 

Protein auf Gliazellen in Rattengehirnen wird das Proteoglykan häufig und entsprechend auch 

 

Abbildung 1: Schematische Darstellung von Oberflächenproteinen. Grundlegend können 
Oberflächenproteine an Hand ihrer Assoziation mit der Zellmembran in 2 unterschiedliche Gruppen unterteilt 
werden: Integrale Proteine, die mindestens eine Transmembrandomäne besitzen und die Lipiddoppelschicht 
durchdringen (orange), und periphere Proteine, die lediglich in der Membran verankert sind (blau). Modifiziert nach 
Cornell [5]. 

Integrale Proteine Periphere Proteine



Einleitung 

6 
 

in der vorliegenden Arbeit als NG2 bezeichnet [13]. Das NG2-Kernprotein (Abbildung 2) ist 

etwa 300 Kilodalton (kDa) groß, wobei posttranslationale Glykosylierungen in Form von 

Glykosaminoglykan-Ketten das Molekulargewicht auf bis zu 500 kDa erhöhen können [13-15]. 

Der intrazelluläre C-terminale Bereich beinhaltet nicht nur einige Bindungsdomänen, wie das 

postsynaptic density 95/discs large/zonula-occludens-1 (PDZ) Motiv, welches an der 

Signaltransduktion beteiligt ist, sondern auch Phosphorylierungsstellen, die proliferative und 

migratorische Prozesse regulieren [16]. Der extrazelluläre Teil stellt den größten Bereich des 

Proteins dar und wird in 3 unterschiedliche Domänen unterteilt. Domäne 1 hat eine hohe 

Affinität, Disulfidbrücken auszubilden, Domäne 2 wird in der Regel posttranslational 

glykosyliert und in Domäne 3 befinden sich 2 proteolytische Schnittstellen. Die Interaktion der 

extrazellulären Domäne sowohl mit Proteinen der EZM als auch mit verschiedenen 

benachbarten Oberflächenproteinen, wie Integrin β-1, induziert eine Vielzahl von Signalwegen 

[17-20].  

NG2 wird nicht ubiquitär exprimiert und kann daher unter physiologischen Bedingungen als 

Markerprotein für bestimmte Zellen, wie NG2-Gliazellen, Oligodendrozyten-Progenitorzellen 

(OPZ) und Perizyten, verwendet werden [21]. Letztere zählen zusammen mit glatten 

Muskelzellen und Fibroblasten zu den perivaskulären Zellen, die das Gefäßendothel umgeben 

und maßgeblich an der Aufrechterhaltung und Funktionalität der Blutgefäße beteiligt sind [22-

24]. Perizyten sind in die Basalmembran von Arteriolen, Kapillaren und Venolen eingebettet 

und regulieren dort mitunter den Gefäßdurchmesser und die Gefäßpermeabilität. Sie stehen 

in direktem Kontakt zu den Endothelzellen und besitzen somit auch eine übergeordnete Rolle 

bei der Angiogenese [25]. So wandern Perizyten in Folge von wachstumsfördernden Stimuli 

von Mikrogefäßen ab und initiieren durch parakrine Mechanismen angiogene Prozesse [25,26]. 

Sie fördern beispielsweise die Proliferation von Endothelzellen durch die Sekretion des 

platelet-derived growth factor (PDGF) und des transforming growth factor (TGF)-β [27-30]. 

Interessanterweise ist NG2 auch an der Regulation von angiogenen Prozessen beteiligt. 

Studien zeigten, dass NG2 an Kollagen V und VI der EZM bindet und dadurch die Angiogenese 

begünstigt [17-19]. Zudem interagiert das Proteoglykan mit Integrin β-1 auf Endothelzellen, 

was für die Aufrechterhaltung der endothelialen Barriere essenziell ist [31-35]. 

Mehrere Studien untersuchten die Expression von NG2 unter pathologischen Bedingungen 

und konnten zeigen, dass verschiedene Tumorentitäten, wie das Melanom oder das 

Glioblastoma multiforme (GBM), NG2 exprimieren [36-38]. Das GBM ist der häufigste primäre 

Hirntumor bei Erwachsenen mit einer Inzidenz von ~3 Neuerkrankungen pro 100.000 

Personen jährlich. Die mittlere Lebenserwartung beträgt ~15 Monate und die 1-Jahres-

Überlebensrate ist unter 25 %. Bei ~90 % der GBMs handelt es sich um primäre Astrozytome 

mit der world health organization (WHO)-Einstufung Grad IV, die sich de novo ausbilden [39-



Einleitung 

7 
 

41]. Lediglich 10 % sind sekundäre GBMs, die sich durch Progression aus Gliomen mit WHO 

Grad II oder III, wie einem anaplastischen Oligodendrogliom oder Astrozytom, entwickeln. 

Histologisch lässt sich ein primäres GBM bisher noch nicht von einem sekundären GBM 

unterscheiden. Allerdings konnten Abweichungen zwischen den Genotypen der beiden GBM-

Subgruppen identifiziert werden. So ist beispielsweise eine Mutation des Gens isocitrat 

dehydrogenase (IDH)1 an der Stelle Arginin132 typisch für sekundäre GBMs, während primäre 

GBMs in der Regel keine Mutation aufweisen [42-44]. Charakteristisch für alle GBMs sind die 

unkontrollierte Zellproliferation, lokale Infiltration, hohe genomische Instabilität, Tendenz zur 

Nekrose, gesteigerte Angiogenese und Chemoresistenz [45]. Zudem zeichnen sich GBMs 

durch eine außergewöhnlich heterogene Zellpopulation aus [40,44-47]. So sind nicht alle 

Tumorzellen positiv für NG2, sondern lediglich eine Subpopulation ist in der Lage, das 

Proteoglykan zu exprimieren [48]. Diese NG2-positive Subpopulation besitzt ein besonders 

 

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Proteoglykans NG2. Der extrazelluläre, N-terminale Bereich wird 
in 3 Domänen unterteilt. In Domäne 1 (D1) sind 2 Disulfidbrücken lokalisiert, die zur Tertiärstruktur beitragen. In 
Folge von multiplen Glykosylierungen finden sich in Domäne 2 (D2) Glykosaminoglykan (GAG)-Ketten. In Domäne 
3 (D3) sind 2 proteolytische Schnittstellen lokalisiert. Der intrazelluläre C-terminale Bereich des Typ-1 
Transmembranproteins beinhaltet 2 Threonine, deren Phosphorylierungsstatus über die Initiation von 
Zellproliferation und -migration entscheidet. Zudem sind im C-Terminus Bindedomänen, wie das PDZ-Motiv 
lokalisiert, die cytoplasmatische Proteine binden können und somit die intrazelluläre Signalwegweiterleitung 
vermitteln.  

GAG-Ketten

proteolytische
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hohes Potential zu proliferieren und zu migrieren, weshalb GBMs mit einem hohen Anteil an 

NG2-positiven Zellen mit einer schlechten Prognose assoziiert sind [36-38,48]. Dies wird vor 

allem durch NG2-abhängige und wachstumsfördernde Signalwege hervorgerufen. So 

stimuliert das Proteoglykan beispielsweise die Aktivität der mitogen-activated protein kinase 

(MAPK), der extracellular signal-regulated kinase (ERK)1/2 und focal adhesion kinase (FAK) 

[28,34,39,49-52]. Daher wird gegenwärtig verstärkt daran geforscht, NG2 nicht nur als 

therapeutisches Zielmolekül für die Behandlung von NG2-positiven GBMs zu nutzen, sondern 

auch die Expression von NG2 selbst zu inhibieren [53,54]. Allerdings sind die molekularen 

Regulationsmechanismen der humanen NG2-Expression weitestgehend unbekannt. Bislang 

konnten lediglich einige wenige Faktoren identifiziert werden, die Einfluss auf den zellulären 

NG2-Gehalt nehmen (Abbildung 3). So steigern beispielsweise Hypoxie oder Zytokine, wie 

tumor necrosis factor (TNF)-α und TGF-β, die Expression von NG2 [55]. Auf 

genregulatorischer Ebene konnten Transkriptionsfaktoren wie early growth response (Egr)1, 

paired box (Pax)3 und specificity protein (Sp)1 bestimmt werden, welche die Genexpression 

des Proteoglykans beeinflussen [56]. 

Sp1 ist in eine Vielzahl von zellulären Prozessen involviert, wie Proliferation, Apoptose und 

Angiogenese [57]. In zahlreichen Tumoren wird Sp1 überexprimiert und geht mit einem 

invasiven Phänotyp und einer gesteigerten Metastasierung einher [58]. Interessanterweise 

zeigen auch Gliome eine erhöhte Sp1-Expression, die mit steigendem WHO-Schweregrad 

signifikant zunimmt [59]. Die Aktivität von Sp1 wird hauptsächlich durch posttranslationale 

Modifikationen, wie Glykosylierungen oder Phosphorylierungen reguliert, welche die 

deoxyribonucleic acid (DNA)-Bindungskapazität von Sp1 sowohl erhöhen als auch reduzieren 

können [60-63]. Es sind bereits mehrere Kinasen bekannt, die den Transkriptionsfaktor 

phosphorylieren und dadurch das Expressionsmuster verändern [64]. Hierzu zählt auch die 

konstitutiv aktive und ubiquitär exprimierte Serin/Threonin-selektive Proteinkinase CK2 [65]. 

3.2 Die Proteinkinase CK2 

Die CK2 phosphoryliert eine minimale Konsensus-Sequenz, bestehend aus der Aminosäure 

Serin (S) oder Threonin (T) gefolgt von 2 weiteren beliebigen Aminosäuren (X) und Glutamin- 

(E), Asparaginsäure (D) oder einem phosphorylierten (p) Serin (S/T-XX-E/D/pS) [66]. Das 

Holoenzym (Abbildung 4) besteht aus je 2 katalytischen CK2α- oder CK2α‘-Untereinheiten, die 

über ein Dimer aus 2 regulatorischen CK2β-Untereinheiten interagieren. Das Heterotetramer 

kann sich auf verschiedene Arten zusammensetzen: α2β2, α’2β2 oder αα’β2 [46,67]. Die 

katalytischen Untereinheiten können auch in ihrer monomeren Form Proteine phosphorylieren 

und unabhängig voneinander spezifische Funktionen ausüben, während die CK2β-

Untereinheiten das Holoenzym stabilisieren und dessen Substratspezifität beeinflussen [67-
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70]. In der Embryogenese übt die CK2 essentielle Funktionen aus. Entsprechend ist sowohl 

eine Deletion von CK2α als auch von CK2β in Mäusen embryonal letal, wohingegen eine 

Deletion von CK2α’ zu lebensfähigen aber infertilen männlichen Mäusen führt [71]. 

 

Abbildung 3: Regulatorische Faktoren der humanen NG2-Expression. Der Proteingehalt von NG2 nimmt 
sowohl durch Zytokine als auch durch hypoxische Bedingungen zu. Die Transkriptionsfaktoren Sp1, Egr1 und Pax3 
binden an den humanen NG2-Promotor und beeinflussen dessen Genexpression. Modifiziert nach Ampofo et al. 
[55]. 

Aus bioinformatischen Analysen geht hervor, dass die CK2 über 500 putative Substrate 

besitzt, wovon ~300 Substrate bislang experimentell bestätigt werden konnten [72,73]. Damit 

ist die CK2 für ~10 % des humanen Phosphoproteoms verantwortlich. Hierunter befinden sich 

neben Strukturproteinen und Membranproteinen auch eine große Zahl von 

Transkriptionsfaktoren, wie cAMP response element-binding protein (CREB), p65, signal 

transducer and activator of transcription (STAT)3 und das zuvor erwähnte Sp1 [60,66,67,74-

77]. Basierend auf diesem überaus großen Substratspektrum wird ersichtlich, dass die CK2 

an zahlreichen biologischen Vorgängen beteiligt ist. So ist sie zum Beispiel in Signalwege wie 

wingless/integrated (Wnt), hedgeghog, Januskinase (JAK)/STAT, Phosphatidylinositol-3-

Kinase (PI3K)/AKT oder nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells (NFκB) 

involviert und fördert so die Proliferation und Migration von Zellen und wirkt gleichzeitig der 

Apoptose entgegen [39,46,65,76,79-87]. Die Hyperaktivität der Kinase führt zu einer 

Dysregulation von diversen Signalkaskaden und ist daher mit einer Vielzahl von Erkrankungen 

assoziiert. Zudem zeichnen sich zahlreiche Tumorentitäten durch eine erhöhte CK2-Aktivität 

aus [46,80,81,88]. Beispielsweise konnte in GBM-Zellen eine gain in gene mutation von CK2α 

auf dem Chromosom 20 nachgewiesen werden [89]. 

NG2

ATG

Promoter

5’ 3’
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Es ist daher nicht verwunderlich, dass die Inhibition der Kinase in Tumorzellen die Apoptose 

fördert und der Proliferation und Migration entgegenwirkt [90-92]. Darüber hinaus ist die CK2 

auch in den Prozess der Angiogenese involviert [85]. So reguliert die Kinase vascular 

endothelial growth factor (VEGF)-induzierte Signalwege wie PI3K/AKT und MAPK/ERK, die 

von Tumorzellen aktiviert werden, um das Einwachsen von neuen Mikrogefäßen in Tumoren 

zu initiieren. Die Inhibition der CK2 reprimiert daher auch die Tumorangiogenese [80,92-94]. 

Letzteres wird durch eine reduzierte Aktivität von angiogenen Signalwegen in Endothelzellen 

hervorgerufen [79,95].  

Während der letzten 20 Jahre wurden vielversprechende Hemmstoffe gegen die CK2 

identifiziert und synthetisiert. Darunter befinden sich auch die beiden kompetitiven Inhibitoren 

4,5,6,7-Tetrabromobenzotriazol (TBB) und CX-4945, welche die Adenosintriphosphat (ATP)- 

oder Guanosintriphosphat (GTP)-Bindestellen der katalytischen CK2α- und CK2α‘-

Untereinheiten blockieren [79,96]. CX-4945 besitzt mit 0,38 nM einen deutlich niedrigen Ki-

Wert als TBB (0,4 µM) und damit eine bessere Effektivität [97]. Zudem zeichnet sich CX-4945 

durch eine gute Bioverfügbarkeit aus, weshalb sich dieser kompetitive Inhibitor als orales 

Medikament aktuell in klinischen Phase 1 und 2 Studien befindet (NCT01199718, 

NCT02128282, NCT03897036, NCT03904862) [90,98]. Neben CX-4945 wird lediglich noch 

ein weiterer CK2-Inhibitor in klinischen Studien getestet. Dabei handelt es sich um CIGB-300, 

ein synthetisches Peptid, das intravenös oder intratumoral injiziert wird (NCT01639625, 

NCT01639638) [99]. 

 

Abbildung 4: Bändermodell des CK2-Holoenzyms. Gezeigt ist die CK2 als heterotetrameres Molekül, bestehend 
aus 2 katalytischen α-Untereinheiten (gelb und rot) und 2 regulatorischen β-Untereinheiten (blau und grün). Die 
regulatorischen Untereinheiten bilden ein Dimer und jede β-Untereinheit bindet jeweils eine katalytische α-
Untereinheit. Das nicht-hydrolysierbare Adenosintriphosphat (ATP)-Analog Adenosin 5´-(β,γ-imido)Triphosphat 
(AMPPNP) ist in der ATP-Bindetasche einer katalytischen CK2α-Untereinheit gebunden. Modifiziert nach Nienberg 
et al. [78]. 
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3.3 Zielsetzung 

Das Proteoglykan NG2 ist maßgeblich an der Regulation der angiogenen Aktivität von 

Perizyten beteiligt. Weiterhin zeichnen sich NG2-positive Tumore durch einen stark 

proliferativen und hoch-invasiven Phänotyp aus. Daher wird gegenwärtig daran geforscht, 

NG2 als Target für anti-angiogene und anti-kanzerogene Therapiestrategien nutzen zu können. 

Allerdings ist über den molekularen Mechanismus der NG2-Expression bislang nur wenig 

bekannt. Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass der Transkriptionsfaktor Sp1, ein 

Substrat der CK2, an der Genexpression von NG2 beteiligt ist. Die anti-angiogenen und anti-

kanzerogenen Effekte einer CK2-Inhibition sind bereits gut untersucht und beschrieben. 

Jedoch lag bei den bisherigen Studien der Fokus weder auf perivaskulären Zellen, noch auf 

NG2-positiven Tumor-Zellen. Daher war es das Ziel dieser Arbeit zu untersuchen, ob eine 

CK2-Inhibition eine geeignete Strategie zur Reduktion von NG2 in humanen primären 

Perizyten und in humanen GBM-Zellen darstellt.  

Im 1. Teil dieser Arbeit wurden humane primäre Perizyten mit 2 unterschiedlichen CK2-

Inhibitoren oder siRNA gegen CK2 behandelt. Für den 2. Teil dieser Arbeit wurden humane 

GBM-Zellen mit dem in klinischen Studien eingesetzten CK2-Inhibitor CX-4945 behandelt. 

Zusätzlich wurden humane CK2α-knockout (KO)-GBM-Zellen mit Hilfe der clustered regularly 

interspaced short palindromic repeats (CRISPR)/Cas-Methode generiert. Wie in Abbildung 5 

dargestellt, wurden an den Perizyten und GBM-Zellen die folgenden Fragestellungen 

bearbeitet: 

 

 Reduziert eine CK2-Inhibition den Proteingehalt und die Genexpression von NG2? 

 

 Reguliert die CK2 die Genexpression von NG2 über den Transkriptionsfaktor SP1? 

 

 Reduziert eine CK2-Inhibition über NG2 die Proliferations- und Migrationsfähigkeit 

sowie die angiogene Aktivität von Perizyten? 

 

 Reduziert eine CK2-Inhibition über NG2 die Proliferations- und Migrationsfähigkeit von 

GBM-Zellen? 
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der in der vorliegenden Arbeit bearbeiteten Fragestellungen. In 
Perizyten wird die CK2 mittels Inhibitoren und small interfering (si)RNA gehemmt. In GBM-Zellen wird die CK2 mit 
Hilfe eines Inhibitors gehemmt und mittels der CRISPR/Cas-Methode ein CK2α-knockout (KO) generiert. 
Anschließend wird der Proteingehalt und die Genexpression von NG2 (NG2-Gehalt), die Proliferations- und 
Migrationsfähigkeit der Zellen sowie deren angiogenes Potential analysiert. Zudem wird der Effekt einer CK2-
Inhibition auf die transkriptionelle Aktivität des humanen NG2-Promotors untersucht. 
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4 Material und Methoden 

4.1 Labormaterialien 

Für diese Arbeit wurden Plastik- und Glaswaren von der BD GmbH (Heidelberg, Deutschland), 

Eppendorf (Hamburg, Deutschland), Greiner Bio-One (Frickenhausen, Deutschland), Sarstedt 

(Nümbrecht, Deutschland) und der Schott AG (Mitterteich, Deutschland) sowie von Corning 

Incorborated (Kennebunk, USA) bezogen. 

Die benötigten Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, bei Carl Roth (Karlsruhe, 

Deutschland), Merck (Darmstadt, Deutschland), Roche (Mannheim, Deutschland), Sigma-

Aldrich (München, Deutschland) sowie VWR (Darmstadt, Deutschland) gekauft. Für das 

Ansetzen von Pufferlösungen wurde steriles und pyrogenfreies Wasser (Ampuwa, Fresenius 

Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg, Deutschland) verwendet. 

4.2 Zellbiologische Techniken 

4.2.1 Zellkultur und Zelllinien 

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgeführt. Das Kultivieren der 

verwendeten Zelllinien und der primären Zellen erfolgte bei 37 °C, 5 % Kohlenstoffdioxid (CO2) 

und 95 % relativer Luftfeuchtigkeit. Die Zellen wurden bei einer Konfluenz von 80 % im 

Verhältnis 1:3 passagiert. Für humane Perizyten aus dem Plazentagewebe, humane 

Endothelzellen aus der Nabelschnurvene (human ubilical vein endothelial cells (HUVEC)) und 

humane Fibroblasten (normal human dermal fibroblasts (NHDF)) von PromoCell (Heidelberg, 

Deutschland) wurde das vom Hersteller empfohlene Medium mit dem Zusatz von 1 % Penicillin 

(100 units (U)/ml) sowie 1 % Streptomycin (100 µg/ml) verwendet. Die Kultivierung der 

restlichen Zellen erfolgte mit dem jeweilig angegebenen Medium mit dem Zusatz von 10 % 

fetalem Kälberserum (FKS) und Penicillin/Streptomycin (P/S). Die humane embryonale 

Nierenzelllinie (human embryonic kidney (HEK)-293) sowie die humane GBM-Zelllinie U87MG 

(U87) stammen von ATCC (Manassas, USA) und wurden in Dulbecco’s modified eagle’s 

medium (DMEM)/FKS/P/S kultiviert. Die humane Glioblastom-Zelllinie A1207 (Symbiotec 

GmbH, Saarbrücken, Deutschland) wurde in Roswell Park Memorial Institute (RPMI)/FKS/P/S 

kultiviert. Die Primärzellen (T8399, T8470, T8475, T8478) aus humanem GBM-Gewebe 

wurden freundlicherweise von der Neurochirurgie des Universitätsklinikums des Saarlandes 

(Prof. Dr. Oertel und Prof. Dr. Urbschat) zur Verfügung gestellt, in DMEM/FKS/P/S kultiviert 

und bis Passage 2 für die Untersuchungen verwendet.  
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4.2.2 CK2-Inhibitoren: CX-4945 und TBB 

In der vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungen von CX-4945 und TBB auf biologische 

Prozesse in vitro, ex vivo und in vivo untersucht. In der Literatur werden beide Substanzen als 

Inhibitoren der CK2 beschrieben [79,96]. CX-4945 blockiert kompetitiv die ATP-Bindestelle der 

katalytischen Untereinheiten CK2α und α‘. Für die Verwendung in der Zellkultur wurde eine 

Stocklösung mit einer Konzentration von 10 mM in Dimethylsulfoxid (DMSO) mit CX-4945-

Puder von ActivateScientific (Reinheit > 95 %, Prien, Deutschland) hergestellt. TBB blockiert 

kompetitiv die ATP-und GTP-Bindestelle der katalytischen Untereinheiten CK2α und α‘. Der 

kristalline Feststoff von Cayman Chemical (Reinheit >98 %, Ann Arbor, USA) wurde mit einer 

Konzentration von 50 mM in DMSO gelöst. Beide Stocklösungen wurden bei -20 °C gelagert 

und für die Verwendung in der Zellkultur unmittelbar vor Gebrauch 1:1000 in Medium verdünnt. 

Sofern nicht anders angegeben wurden die Zellen für 24 h, 48 h und 72 h mit DMSO (Vehikel), 

CX-4945 (10 µM) oder TBB (50 µM) behandelt und in Abhängigkeit der darauffolgenden 

Experimente und Analysen verwendet oder geerntet. 

4.2.3 Analyse der Zellproliferation 

Die Proliferation ist ein Prozess, der sich aus dem Wachstum und der Teilung von viablen 

Zellen zusammensetzt [100]. Daher wurden die Auswirkungen der beiden CK2-Inhibitoren CX-

4945 und TBB auf die Zellproliferation mit unterschiedlichen Methoden analysiert, um die 

Viabilität, das Wachstum und die Teilung der Zellen detektieren zu können. 

4.2.3.1 Water-soluble tetrazolium (WST)-1 assay 

Die Viabilität von Zellen kann durch deren metabolische Aktivität bestimmt werden. In dieser 

Arbeit wurde der WST-1 assay (Roche Applied Science) verwendet, um die metabolische 

Aktivität der Succinat-Tetrazolium-Dehydrogenase zu detektieren. Pro Vertiefung einer 96-

Well Platte wurden 3.500 Perizyten, 3.000 A1207- oder 4.000 U87-Zellen in 100 µl 

Kulturmedium ausgesät. Zum jeweiligen Analysezeitpunkt wurden pro Vertiefung 10 µl       

WST-1 Reagenz zugegeben und 30 min inkubiert (37 °C). Anschließend wurde der Umsatz 

von Tetrazoliumsalz zu Formazan bei 450 nm spektralphotometrisch mit dem PHO MO 

Photometer (anthos Mikrosysteme GmbH, Friesoythe, Deutschland) detektiert (Referenz 

620 nm).  

4.2.3.2 Bromdesoxyuridin (BrdU) assay 

BrdU (Roche Applied Science) wird von viablen Zellen während der Mitose bei der Replikation 

als Analogon des Nukleosids Thymidin in die DNA eingebaut. BrdU-positive Zellen werden 

anschließend durchflusszytometrisch analysiert und geben Aufschluss über den Anteil von 

wachsenden und sich teilenden Zellen der gemessenen Gesamtpopulation. Die Zellen wurden 
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mit einer Konfluenz von 30 % ausgesät und wie in Abschnitt 4.2.2 beschrieben für 72 h mit 

CK2-Inhibitoren behandelt. Nach 62 h wurde zusätzlich BrdU (10 µM) zugegeben. Nach 

insgesamt 72 h wurden die Zellen mit Trypsin abgelöst und mit 70 % Ethanol fixiert sowie 

permeabilisiert (30 min, 4 °C). Nach einer Zentrifugation (200 xg, 5 min) bei Raumtemperatur 

(RT) wurde der Überstand dekantiert und die DNA mit 2 M HCl/0,5 % Triton X-100 denaturiert 

(30 min, RT). Nach 3 Waschschritten mit 1x phosphate-buffered saline (PBS)/0,05 % Tween 

20 wurden die Zellen für 30 min im Dunkeln bei RT mit dem Fluoreszeinisothiocyanat (FITC)-

konjugierten BrdU Antikörper (BU20A) von eBioscience (Thermo Fisher Scientific, 

Braunschweig, Deutschland) inkubiert. Ungebundene Antikörper wurden mit einem 

Waschschritt mit 1x PBS entfernt und die Anzahl von BrdU-positiven Zellen 

durchflusszytometrisch detektiert (siehe 4.2.6).  

4.2.3.3 Wachstumskurve 

Die Zellzahl wurde mit Hilfe von Wachstumskurven analysiert. Die Zellen wurden mit einer 

Konfluenz von 30 % ausgesät und am Folgetag (0 h) mit CK2-Inhibitoren behandelt (siehe 

4.2.2). Nach 0 h, 24 h, 48 h und 72 h wurden die Zellen trypsiniert und mit Trypanblau (Thermo 

Fisher) nach Angaben des Herstellers gefärbt, um die Anzahl von viablen Zellen zu bestimmen. 

Die Zählung erfolgte mit dem LUNA™ Automated Cell Counter von logosBiosystems (BioCat 

GmbH, Heidelberg, Deutschland) nach Angaben des Herstellers.  

4.2.4 Zytotoxizitätstest 

In Folge einer Schädigung der Zellmembran oder von Apoptose gelangt Laktat-

Dehydrogenase (LDH) in den Zellüberstand, wo deren Aktivität durch den Umsatz von 

Tetrazoliumsalz zu Formazan detektiert werden kann. Die zytotoxischen Auswirkungen der in 

dieser Arbeit verwendeten CK2-Inhibitoren CX-4945 und TBB (siehe 4.2.2) wurden mit Hilfe 

der LDH-Aktivität mit dem Cytotoxicity Detection KitPlus (Roche Applied Science, Penzberg, 

Deutschland) nach Angaben des Herstellers im 96-Well Format spektralphotometrisch (PHO 

MO Photometer) bei 492 nm gemessen (Referenz 620 nm).  

4.2.5 Inhibition der Proteinsynthese 

Cycloheximid (CHX, Sigma-Aldrich GmbH) induziert in Zellen einen Translationsstopp, 

wodurch anschließende Änderungen des Proteingehalts durch die Stabilität der Proteine 

beeinflusst werden. Die Experimente mit CHX sollten zum einen Aufschluss über die 

Synthesezeit von NG2 geben und zum anderen zeigen, ob CX-4945 und TBB die Stabilität 

von NG2 beeinflussen. Die Zellen wurden hierzu mit CHX (50 µg/ml) und gegebenenfalls 

zusätzlich mit CX-4945 oder TBB behandelt (siehe 4.2.2). Der Proteingehalt von NG2 wurde 

durchflusszytometrisch 24 h, 48 h und 72 h nach Behandlung bestimmt (siehe 4.2.6).  
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4.2.6 Durchflusszytometrie 

Die Methode der Durchflusszytometrie eignet sich besonders gut für die Analyse von 

membranständigen Proteinen, die mit Hilfe von Fluorochrom-konjugierten Antikörpern 

detektiert werden. Die in Suspension vorliegenden Zellen werden im BD FACSLyric™ (BD 

GmbH) durch Unterdruck in einer feinen Kapillare (Messzelle) vereinzelt. Anschließend 

passieren die Zellen einen Laserstrahl, emittieren Licht und erzeugen Streulicht sowie 

Fluoreszenz-Signale. Diese Daten geben Aufschluss über Größe (forward scatter (FSC)), 

Granularität (side scatter (SSC)) und über den Proteingehalt spezifischer, Antikörper-

markierter Oberflächenproteine.  

Für jede Einzelmessung wurden 10.000 Zellen verwendet und die Auswertung der Messungen 

erfolgte mit der BD FACSuite™ Software (BD GmbH). In Abhängigkeit des zu untersuchenden 

Oberflächenproteins wurden in der vorliegenden Arbeit die Inkubationsbedingungen und die 

benötigte Menge des daran bindenden Antikörpers empirisch optimiert. Daher wurden die 

Zellen unterschiedlich für die durchflusszytometrischen Messungen vorbereitet. Die Zellen 

wurden im Kulturmedium mit einem Zellschaber abgelöst, zentrifugiert (5 min, 200 xg, RT), mit 

1x PBS gewaschen und der Überstand dekantiert. Das Pellet wurde resuspendiert, mit 0,5 µl 

α-NG2-Antikörper (PE mouse anti-human chondroitin sulfate (9.2.27), BD GmbH) oder 5 µl 

anti-CD29 Antikörper (PE mouse anti-human cluster of differentiation (CD)29 (MAR4), BD 

GmbH) gemischt und für 30 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Der Antikörper HUTS-21 erkennt 

ein Epitop von Integrin β-1, das nur in seinem aktivierten Zustand sterisch ungehindert 

gebunden werden kann. Dieser Zustand wird für die Durchflusszytometrie mit Hilfe eines Mn2+-

Ionen-haltigen HEPES-Puffer (+D-Glukose) aufrechterhalten [101]. Die Zellen wurden mit 

vorgewärmtem HEPES-Puffer gewaschen, darin abgeschabt und zentrifugiert (5 min, 200 xg, 

RT). Der Überstand wurde dekantiert und die Zellsuspension mit 5 µl anti-CD29 Antikörper 

(PE mouse anti-human CD29 (HUTS-21), BD GmbH) inkubiert (30 min, 37 °C, dunkel). Um 

nicht gebundene Antikörper zu entfernen, folgte in jedem Fall ein Waschschritt mit 1x PBS 

(5 min, 200 xg, RT). Der Überstand wurde dekantiert und die Zellpellets unmittelbar vor der 

Messung im verbliebenen Puffer (Rücklauf) resuspendiert.  
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4.3 Molekularbiologische Techniken 

4.3.1 Transfektion 

Bei der Analyse von Proteinen, deren Funktion und assoziierten Signalwegen kann es 

aufschlussreich sein, die kodierenden Gene auszuschalten (KO), zu exprimieren 

(Überexpression) oder die messenger (m)RNA herunterzuregulieren (knockdown (KD)) und 

darauffolgende zelluläre Veränderungen zu untersuchen. Für jede dieser drei Optionen muss 

exogene DNA oder ribonucleic acid (RNA) in die Zelle eingebracht werden, um die 

Genexpression prä- bzw. posttranskriptionell zu verändern.  

4.3.1.1 CRISPR/Cas-Methode 

Der stabile KO der katalytischen CK2α-Untereinheit wurde mit der CRISPR/Cas-Methode 

generiert. Der Vektor pD1401-AD:392419 (Abbildung 6) wurde bei Atum (Newark, USA) 

gekauft und kodiert für die Cas9-D10A Ninja-Nickase, die durch zwei spezifische guide 

(g)RNAs [#1 (5‘-CCTGGATTATTGTCACAGCA-3‘), #2 (5‘-GTGGGATGAACGGGTCAGAA-

3‘)] zielgerichtet am CK2α-Gen (CSNK2A1) bindet und im Leit- sowie komplementären DNA-

Strang einen Einzelstrangbruch erzeugt. Diese Strangbrüche werden von zelleigenen 

Mechanismen durch nicht-homologe Verbindung der beiden überstehenden DNA-Enden (non-

homologous end joining (NHEJ)) repariert. Mit dem verwendeten, weiterentwickelten System 

von CRISPR/Cas-9-D10A, das für 2 unterschiedliche gRNAs und die Ninja-Nickase kodiert, 

entsteht eine Deletion von 38 Basenpaaren (bp) an der Zielsequenz von CSNK2A1. Um einen 

KO der CK2α zu generieren, wurden die Zellen bis zu einer Konfluenz von 70 % kultiviert (6 cm 

Kulturschale) und transfiziert. Für einen Transfektionsansatz (6 cm Kulturschale) wurden zum 

einen 5 µl Lipofectamin3000 (Thermo Fisher Scientific) in 250 µl Opti-MEM (Thermo Fisher 

Scientific) und zum anderen 1000 ng Vektor (pD1401-AD:392419) mit 2,5 µl P3000 in 250 µl 

Opti-MEM verdünnt. Anschließend wurden beide Ansätze gemischt, 15 min inkubiert (RT) und 

tropfenweise zu den Zellen pipettiert. Nach 48 h Inkubation wurden die Zellen trypsiniert, 

zentrifugiert (5 min, 200 xg, RT) und in PBS/2 % bovine serum albumin (BSA) resuspendiert. 

Der Vektor kodiert zusätzlich für GFP, wodurch transfizierte Zellen, die den Vektor 

aufgenommen haben, mittels fluorescence-associated cell sorting (FACS) identifiziert und 

vereinzelt werden konnten. Freundlicherweise wurden von PD Dr. Philipp (Pharmakologie und 

Toxikologie, Universität des Saarlandes) die transfizierten Zellen mit dem MoFlo XDP cell 

sorter (Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland) an Hand des GFP-Fluoreszenzsignals 

detektiert und einzeln in die Vertiefungen einer 96-Well Platte ausgesät. 
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Für die folgenden Experimente wurden nur diejenigen Klone langfristig kultiviert und verwendet, 

die eine nachweisbare Deletion im CK2α-Gen CSNK2A1 und einen signifikant erniedrigten 

CK2α-Proteingehalt im Western Blot zeigten. 

 

Abbildung 6: Schematische Vektorkarte von pD1401-AD:392419. Das nuclear localization signal (NLS) dient 
dem Transport in den Nukleus. Die Expression des green fluorescence protein (GFP) ermöglicht die Identifikation 
transfizierter Einzelzellen. Für die Amplifikation in Bakterien kodiert der Vektor für Kanamycin (M_Kanamycin-r_*) 
unter der Kontrolle eines Ampicillin-Promotors (P_Amp) und für den bakteriellen Replikationsursprung (Ori_pUC). 
Dahinter befindet sich die gRNA für CSNK2A1, flankiert von 2 gRNA scaffolds, die auf Proteinebene die Bindung 
der Nickase an das CK2α-Gen ermöglichen. Die Expression der Cas9-D10A Nickase wird durch einen humanen 
CMV-Enhancer (E_CMV_IE1_Hs) und -Promotor (P_CMV_IE1_Hs) reguliert. Modifiziert nach Atum (Newark, 
USA). 
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4.3.1.1.1 Nachweis einer Deletion im CK2α-Gen CSNK2A1 

Die Deletion in CSNK2A1 ist durch die Sequenz der beiden gRNAs bestimmt und wurde auf 

Proteinebene mittels Western Blot (siehe 4.4) verifiziert. Dazu wurde der Proteingehalt der 

CK2-Untereinheiten α, α‘ und β von den Klonen gemessen (Abbildung 7).  

Wie zu erwarten, konnte die α-Untereinheit nur in den Wildtyp-Zellen nachgewiesen werden 

und nicht in CK2α-KO. Zudem wurde eine deutliche Abnahme des Proteingehalts der 

Untereinheit CK2β in CK2α-KO Zellen im Vergleich zu Wildtyp-Zellen detektiert. 

4.3.1.2 RNA-Interferenz (RNAi) 

Posttranskriptionelle Mechanismen der Genregulation können unter anderem durch zelleigene 

siRNAs beeinflusst werden. Bei molekularbiologischen Analysen werden siRNAs für einen 

transienten KD von Proteinen genutzt. Mit Hilfe des Transfektionsreagenz HiPerFect (Qiagen, 

Hilden, Deutschland) wurde Kontroll (Kt)-siRNA (AllStars negative control siRNA, Qiagen), 

siRNA gegen NG2 (Gen-ID: 1464; Qiagen) oder gegen die katalytischen CK2-Untereinheiten 

α (Gen-ID: 1457) und α‘ (Gen-ID: 1459; GE Healthcare/Dharmacon (Freiburg, Deutschland)) 

in Zellen eingebracht. Für die Durchführung der Transfektion wurde sich an 

Transfektionsprotokollen von Qiagen orientiert, wobei die finale Konzentration der siRNAs im 

Well, das Volumen des Transfektionsreagenz und die Inkubationszeiten empirisch ermittelt 

wurden. Für den Transfektionsansatz im 24-Well Format wurden je 3 µl HiPerFect und die in 

Tabelle 1 angegebene Konzentration der jeweiligen siRNA in 100 µl Opti-MEM (Thermo Fisher 

Scientific) verdünnt, 10 min inkubiert und zu den Zellen pipettiert. Nach der jeweiligen 

Inkubationszeit erfolgte in Abhängigkeit der weiterführenden Experimente die Zellernte.  

  

 

Abbildung 7: Western Blot-Analyse des CRISPR/Cas-induzierten CK2-KO. A1207 Zellen wurden mit dem 
Vektor pD1401-AD:392419 transfiziert, um mittels CRISPR/Cas-Methode einen KO im CK2α-Gen CSNK2A1 zu 
generieren. Nach 48 h wurden die Zellen mittels FACS vereinzelt. Die Zellen wurden geerntet, lysiert und der 
Proteingehalt von CK2α, CK2α‘, CK2β und α-Tubulin (als Ladekontrolle) mittels Western Blot detektiert. 

- CK2β

- CK2α‘

- CK2α

28 -

44 -

52 -

42 -

- α-Tubulin
kDa
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Tabelle 1: Verwendete siRNAs mit Sequenz und benötigter Konzentration.  

siRNA Zielsequenz Finale 

Konzentration 

Inkubationszeit 

NG2 5‘-GCUAUUUAACAUGGUGCUG-3‘ 20 nM 72 h 

CK2α 5‘-GATGACTACCAGCTGGTTC-3‘ 100 nM 48 h 

CK2α‘ 5‘-CAGTCTGAGGAGCCGCGAG-3‘ 100 nM 48 h 

4.3.1.3 Lipofektion 

Ein chemisches Verfahren, das die (Über-)Expression von Genen, wie CSPG4 ermöglicht, 

basiert auf dem Einbringen von exogener DNA in Zellen mittels Lipofectamin3000 (Thermo 

Fisher Scientific). Die Zellen wurden hierfür bis zu einer Konfluenz von 70 % kultiviert (6-Well 

Format). Pro Well wurden zum einen 7,5 µl Lipofectamin3000 in 250 µl Opti-MEM verdünnt 

und zum anderen 1250 ng CSPG4 Plasmid (pEF6-CSPG4-myc-his wurde freundlicherweise 

von Wensheng zur Verfügung gestellt (Addgene plasmid # 69037; 

http://n2t.net/addgene:69037; RRID:Addgene_69037, Massachusetts, USA)) mit 2,5 µl P3000 

in 250 µl Opti-MEM verdünnt. Anschließend wurden beide Ansätze gemischt, 15 min inkubiert 

(RT) und tropfenweise zu den Zellen pipettiert. Als Kontrolle wurde anstatt des CSPG4-

Plasmids der Vektor pEF6/Myc-His A, B, and C (Leervektor (LV)) von Invitrogen™ V96220 

(Thermo Fisher Scientific) verwendet. Nach 24 h oder 48 h Inkubation erfolgte in Abhängigkeit 

der weiterführenden Experimente die Zellernte. 

4.3.2 Genexpressionsanalysen 

Die Analyse der Genexpression erfolgte mit Hilfe der quantitative real-time polymerase chain 

reaction (qRT-PCR). Dabei werden ausgehend von dem mRNA Gehalt eines Gens 

Rückschlüsse auf dessen Expression gezogen.  

4.3.2.1 RNA Isolation 

Für die Isolation von RNA wurden 1x107 Zellen in 800 µl QIAzol™ Lysis Reagent (Qiagen) 

resuspendiert. Die RNA wurde nach Herstellerangaben aus dem Zelllysat isoliert, gefällt und 

gewaschen. Das RNA-Pellet wurde in Wasser (H2O) resuspendiert und 30 min auf Eis 

inkubiert. Die Konzentration der RNA wurde mit dem DeNovix DS-11+ Mikrovolumen-

Spektralphotometer (Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf) bei 260 nm gemessen und 

die Reinheit an Hand der beiden Quotienten 260/280 und 260/230 überprüft [102]. 
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4.3.2.2 Reverse Transkription 

Das qScriber cDNA synthesis kit (HighQu, Kraichtal, Deutschland) ermöglicht durch Oligo(dT) 

und Random Hexamer Primer die reverse Transkription von mRNA in complementary (c)DNA. 

Der Reaktionsmix wurde nach Herstellerangaben mit 1 µg RNA pipettiert und für 30 min bei 

45 °C inkubiert. Nach der Inaktivierung der Enzyme bei 85 °C (10 min) wurde die 

Konzentration der einzelsträngigen cDNA mit dem DeNovix DS-11+ Mikrovolumen-

Spektralphotometer (Biozym Scientific GmbH) gemessen.  

4.3.2.3 qRT-PCR 

Die qRT-PCR wurde mit dem ORA™ SEE qPCR Green ROX L Mix (HighQu), je 500 nM 

Primer (Tabelle 2) und 100 ng cDNA nach Angaben des Herstellers in Triplets pipettiert. Die 

Datenerfassung erfolgte mit dem MiniOpticon™ Real-Time PCR Detection System und der 

CFX Manager™ Software (Bio-Rad, Feldkirchen, Deutschland). Die Daten wurden quantitativ 

an Hand der 2-∆∆Ct Methode [103] analysiert. 

Tabelle 2: Verwendete qRT-PCR Primer.  

Name Sequenz Amplifikatlänge [bp] 

NG2 forward  

NG2 reverse  

5‘-GCAAGCCGATGTGGATTC-3‘ 

5‘-ATGGCGGATGGTAGGATG-3‘ 

141 

GAPDH forward 

GAPDH reverse 

5‘-CCACCCATGGCAAATTCC-3‘ 

5‘-ACTCCACGACGTACTCAG-3‘ 

141 

 

4.3.3 Konstruktion von NG2 Reportergenvektoren 

Alle Materialien, Geräte und Arbeitsplätze, die für das Klonieren und Arbeiten mit Bakterien 

benötigt wurden, stellten freundlicherweise Prof. Dr. Götz und Prof. Dr. Montenarh 

(Medizinische Biochemie und Molekularbiologie, Universität des Saarlandes) zur Verfügung. 

Für diese Arbeit wurde mit dem Bakterienstamm Escherichia (E.) coli XL1-Blue (Stratagene, 

San Diego, USA) gearbeitet, der sich durch die Resistenz gegen das Antibiotikum Tetrazyklin 

(Carl Roth) auszeichnet. Die Kultivierung erfolgte auf LB-Agarplatten (37 °C) oder in LB-

Flüssigmedium (37 °C, 800 rounds per minute (rpm)), sofern nicht anders angegeben unter 

Verwendung von Tetrazyklin (12,5 µg/ml). Für die Identifikation und Charakterisierung des 

humanen NG2-Promotors wurde die putative Promotorregion aus genomischer DNA isoliert 

und fragmentiert. Die Fragmente wurden in den Promotor des Reportergenvektors pGL4 

(pGL4.10[luc2] von Promega GmbH, Walldorf, Deutschland) kloniert, der für das firefly 

Luciferase-Gen luc2 kodiert (Abbildung 8). Für die Amplifikation des Plasmids in E. coli wurden 
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4.3.3.1.1 DNA-Extraktion 

Zunächst wurde die genomische DNA aus primären Perizyten nach Angaben des Herstellers 

mit dem PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific) extrahiert und die 

Konzentration mit dem DeNovix DS-11+ Mikrovolumen-Spektralphotometer (Biozym Scientific 

GmbH) bestimmt.  

4.3.3.1.2 PCR 

Aus der extrahierten, humanen, genomischen DNA wurde mittels PCR unter Verwendung der 

Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific) und spezifischer Primer 

eine 2677 bp große Region vor dem Transkriptionsstart von NG2 amplifiziert (Abbildung 9). 

Für eine genaue Identifikation des NG2-Promotors wurden anschließend kleinere, 

überlappende Fragmente generiert.  

 

positive Transformanten durch die Vektor-vermittelte Ampicillin-Resistenz selektiert. Die 

Analyse der transkriptionellen Aktivität der NG2-Promotorfragmente erfolgte an Hand der 

Luciferase-Aktivität in HEK-293-Zellen. 

 

Abbildung 8: Schematische Vektorkarte von pGL4. Die multiple cloning site (MCS) des pGL4 Vektors beinhaltet 
die Restriktionsstellen (XhoI und HindIII), die eine gerichtete Insertion von Promotorfragmenten ermöglichen. Die 
Expression des darauffolgenden Reportergens luc2 liegt unter der regulatorischen Kontrolle der MCS und deren 
Insert. Das SV40 späte poly(A) Signal terminiert die Transkription des Reportergens. Der Replikationsursprung Ori 
dient der Amplifikation im bakteriellen System und die Ampicillin-Resistenz ermöglicht die Selektion positiver 
Transformanten. 
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Die Komponenten für die PCR wurden nach Herstellerangaben unter Verwendung von 100 ng 

DNA entsprechend dem angegebenen Schema (Tabelle 3) pipettiert.  

Tabelle 3: Pipettierschema für die Amplifikation des NG2-Promotors und der Promotorfragmente.  

Komponente Menge 

5x Phusion HF Buffer  4 µl 

10 mM dNTPs 0,4 µl 

Forward und reverse Primer je 0,5 µM finale Konzentration 

Template DNA 1 µl (100 ng) 

Phusion DNA Polymerase 0,2 µl 

Wasser ad 20 µl 

 

Die Bedingungen für die Amplifikation der jeweiligen Promotorfragmente mittels PCR wurden 

empirisch auf der Grundlage von Herstellerprotokollen optimiert (Tabelle 4). 

 

 

 

Abbildung 9: Schematische Darstellung der generierten NG2-Promotorfragmente. Die 2677 bp große Region 
wurde mittels PCR in P1 und P2 unterteilt. Die folgende Fragmentierung erfolgte auf Grund der transkriptionellen 
Aktivität von P1 und P1.2. 

P2

Putativer NG2 Promoter

P1

P1.1

P1.2

P1.2.1

P1.2.2

P1.2.3

P1.2.4

P.1.2.4.1

P.1.2.4.2

ATG

75712755 75715455
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Tabelle 4: Protokoll für die Amplifikation des NG2-Promotors und der Promotorfragmente.  

Schritt Temperatur Zeit Anzahl Zyklen 

Denaturieren  98 °C 30 s 1 

Denaturieren 98 °C 5 s 

30 

Anlagerung Primer 

und Verlängerung 

64 °C (NG2-Promotor, P1, P2) 

66 °C (P1.1, P1.2) 

68 °C (P1.2.1 - P1.2.4) 

72 °C (P1.2.4.1, P1.2.4.2) 

45 s 

Finale Verlängerung 72 °C 10 min 1 

Lagerung 4 °C   

 

Die verwendeten Primer (Tabelle 5) wurden mit dem Programm Clone Manager 9 (Sci Ed 

Software LLC, Westminster, USA) generiert und von Thermo Fisher Scientific hergestellt. Alle 

Primer beginnen mit einer HindIII (forward (fw) Primer) oder XhoI (reverse (rv) Primer) 

Restriktionsschnittstelle, damit nachfolgende Ligationen richtungsorientiert (5‘ zu 3‘) erfolgten 

und Selbstligationen des Vektors verhindert wurden.  

Tabelle 5: PCR-Primer für die Fragmentierung des NG2-Promotors.  

Name Sequenz (5’-> 3’) 
Länge 

Amplifikat 

Schnitt-

stelle 

Promotor-fw 

Promotor-rv 

AGACTCGAGCTCTGGTTTCAAGAC 

AGAAAGCTTAGGACTTGCGAGGAG 
2677 bp 

XhoI 

HindIII 

P2-fw 

P2-rv 

AGACTCGAGCTCTGGTTTCAAGAC 

AGAAAGCTTCACCTCAGTCTCCCT 
1382 bp 

XhoI 

HindIII 

P1-fw 

P1-rv 

AGACTCGAGCTCTGGTTTCAAGAC 

AGAAAGCTTAGGACTTGCGAGGAG 
1369 bp 

XhoI 

HindIII 

P1.1-fw 

P1.1-rv 

AGACTCGAGTTGAGCTGCACTTTC 

AGAAAGCTTAGGACTTGCGAGGAG 
765 bp 

XhoI 

HindIII 

P1.2-fw 

P1.2-rv 

AGACTCGAGCTCAGTTTCCTCATC 

AGAAAGCTTCCCTAAGTGCAGTGC 
762 bp 

XhoI 

HindIII 

P1.2.1-fw 

P1.2.1-rv 

AGACTCGAGTTGAGCTGCACTTTC 

AGAAAGCTTACTCCAGAGGCACCA 
236 bp 

XhoI 

HindIII 

P1.2.2-fw 

P1.2.2-rv 

AGACTCGAGGACTGAGGTGAGGCCCTTC 

AGAAAGCTTCCCTACTTCCCTCCTTTCTG 
237 bp 

XhoI 

HindIII 
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P1.2.3-fw 

P1.2.3-rv 

AGACTCGAGTCTCCTGAACTCCCGCAAAG 

AGAAAGCTTCTCGGGTTTCAGGCTTGGAC 
276 bp 

XhoI 

HindIII 

P1.2.4-fw 

P1.2.4-rv 

AGACTCGAGCGGGCCCTTTAAGAAGGTTG 

AGAAAGCTTAGGACTTGCGAGGAG 
201 bp 

XhoI 

HindIII 

P1.2.4.1-fw 

P1.2.4.1-rv 

AGACTCGAGCGGGCCCTTTAAGAAGGTTG 

AGAAAGCTTGGTGTCCGCGCACTTAACTC 
114 bp 

XhoI 

HindIII 

P1.2.4.2-fw 

P1.2.4.2-rv 

AGACTCGAGGAGTTAAGTGCGCGGACACC 

AGAAAGCTTAGGACTTGCGAGGAG 
107 bp 

XhoI 

HindIII 

 

4.3.3.1.3 Agarose-Gelelektrophorese und DNA-Extraktion 

Die PCR-Produkte wurden mit 6x Lade-Puffer (Thermo Fisher Scientific) versetzt und 

zusammen mit den 1 kb und 100 bp DNA-Leitern (Thermo Fisher Scientific) auf ein 1 %iges, 

Ethidiumbromid-haltiges (0,5 µg/ml) Agarosegel aufgetragen, durch Anlegen einer Spannung 

(100 V) auf Grund ihrer Größe elektrophoretisch aufgetrennt und somit von unspezifischen 

DNA-Fragmenten gereinigt. Die Visualisierung der Ethidiumbromid-markierten DNA-Banden 

erfolgte mittels UV-Licht im Molecular Imager® Gel Doc™ XR System (Bio-Rad Laboratories 

GmbH, München, Deutschland) mit der Quantity One® 1D Analysis Software 4.6.5 (Bio-Rad). 

Die DNA-Banden wurden manuell aus dem Agarosegel ausgeschnitten und die DNA-

Extraktion erfolgte nach Angaben des Herstellers mit dem GeneJet™ Gel Extraction Kit 

(Thermo Fisher Scientific). Die DNA wurde mit H2O eluiert und die Konzentration mit dem De 

Novix DS-11+ Mikrovolumen-Spektralphotometer (Biozym Scientific GmbH) bestimmt. 

4.3.3.1.4 Restriktionsverdau 

Durch Verwendung der beiden Restriktionsenzyme HindIII und XhoI (Thermo Fisher Scientific) 

wurde nach Herstellerangaben zum einen der Vektor linearisiert und zum anderen spezifische 

Schnittstellen mit kohäsiven Enden in Vektor und PCR-Amplifikaten generiert. Dadurch wurde 

zusammen mit der nachfolgenden gelelektrophoretischen Reinigung und DNA-Extraktion 

(siehe 4.3.3.1.3) eine zielgerichtete und effektive Ligation von Vektor und PCR-Amplifikat 

ermöglicht. 

4.3.3.1.5 Ligation 

Die T4 DNA Ligase (Thermo Fisher Scientific) katalysiert die Ausbildung von 

Phosphodiesterbindungen zwischen 3‘ Hydroxyl- und 5‘-Phosphat-Enden (kohäsive Enden). 

Der Ligationsansatz wurde nach Herstellerangaben pipettiert, wobei die Effizienz durch ein 1:3 

Verhältnis von Vektor zu PCR-Amplifikat und einer Inkubation von 16 h bei 8 °C optimiert 

wurde.  



Material und Methoden 

26 
 

4.3.3.2 Überprüfung der Klonierung 

Die Insertion der Promotorfragmente in den pGL4-Vektor wurde durch einen 

Restriktionsverdau der entstandenen Plasmide mit anschließender gelelektrophoretischer 

Aufreinigung und Größencharakterisierung überprüft und mittels Sequenzierung (Eurofins 

GSC Lux SARL Scientific, Luxemburg) verifiziert. 

4.3.3.3 Transformation von E. coli  

Für die Transformation wurden 100 µl kompetente E. coli Bakterien zusammen mit 100 ng 

Ligationsansatz für 30 min auf Eis inkubiert. Nach 50 s Hitzeschock (42 °C) wurden die Zellen 

2 min auf Eis gekühlt, mit 700 µl LB-Medium (ohne Antibiotikum) versetzt und 1 h bei 37 °C im 

Schüttler (700 rpm) kultiviert. Die Bakterien wurden pelletiert (1 min, 200 xg), 700 µl Überstand 

verworfen, die restliche Suspension auf LB-Agarplatten ausplattiert und über Nacht kultiviert. 

Am Folgetag wurden positive Klone ausgewählt, erneut auf LB-Agarplatten ausgestrichen und 

Vorkulturen (5 ml LB-Medium) angeimpft. Nach 12-16 h Kultivierung (37 °C, 180 rpm) wurde 

entweder die Plasmid-DNA nach Herstellerangaben mittels GeneJet™ Plasmid Miniprep Kit 

(Thermo Fisher Scientific) isoliert oder eine Hauptkultur (200 ml LB-Medium) angeimpft, die 

nach weiteren 12-16 h Kultivierung für die Isolation von Plasmid-DNA (GeneJet Plasmid 

Midiprep Kit, Thermo Fisher Scientific) geerntet wurde. Die isolierte Plasmid-DNA wurde in 

H2O gelöst und die Konzentration mit dem DeNovix DS-11+ Mikrovolumen-

Spektralphotometer (Biozym Scientific GmbH) gemessen.  

4.3.3.4 Reportergen-Analysen 

Für die Analyse der transkriptionellen Aktivität von NG2-Promotorfragmenten wurden HEK-

293-Zellen mit Expressionsplasmiden transfiziert (siehe 4.3.1.3). Nach 24 h Inkubation 

konnten die Zellen gegebenenfalls zusätzlich behandelt werden (siehe 4.2.2). Die Detektion 

der Luciferase-Aktivität als relative luminescence units (RLU) erfolgte nach Herstellerangaben 

mit dem luciferase assay system von Promega und dem Multimode Mikroplatten-Reader 

Infinite® 200 PRO (Tecan, Männedorf, Schweiz).  

4.4 Proteinbiochemische Techniken/Methoden 

Die Analyse von Zelllysaten mittels Western Blot ermöglicht die gezielte Detektion einzelner 

Proteine mit Hilfe von spezifischen Antikörpern. 

4.4.1 Proteinextraktion 

Für Western Blot-Analysen wurden die Zellen mit Hilfe eines Zellschabers von der 

Zellkulturschale gelöst, zentrifugiert (5 min, 200 xg, 4 °C) und mit 1x PBS gewaschen. Der 

Zellaufschluss erfolgte mit Lyse-Puffer (doppeltes Pelletvolumen; 10 mM Tris-HCl (pH 7,5), 



Material und Methoden 

27 
 

10 mM NaCl, 0,1 mM Ethylendiamintetraacetat (EDTA), 0,5 % Triton-X-100, 0,02 % NaN3). 

Zusätzlich wurden unmittelbar vor Verwendung 2 Protease-Inhibitoren (Complete (1:50) und 

PMSF (1:500) von Roche) und der Phosphatase-Inhibitor Cocktail (1:50, Sigma-Aldrich) 

zugegeben. Die Zellen wurden in Lyse-Puffer resuspendiert, 30 min auf Eis inkubiert und 

30 min zentrifugiert (21600 xg, 4 °C), wodurch Zelltrümmer pelletiert wurden. Die im Überstand 

befindlichen, gelösten Proteine wurden in ein neues Reaktionsgefäß überführt 

(Proteinsuspension). Die Proteinkonzentration wurde mittels Bradford-Methode [104] nach 

Angaben des Herstellers (Bio-Rad) gemessen.  

Der Western Blot ermöglicht es, Proben semiquantitativ bezüglich der Präsenz oder Absenz 

von Proteinen zu analysieren. Quantitative Auswertungen wurden mit Hilfe der 

Analysesoftware LabImage (Intas Science Imaging Instruments GmbH, Göttingen, 

Deutschland) erstellt. 

4.4.2 Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 

Das Auftrennen von Proteinen entsprechend ihres Molekulargewichts erfolgte mit Hilfe der 

SDS-PAGE. Dazu wurden Proteinextrakte mit 2x Probenpuffer (Sigma-Aldrich) im Verhältnis 

1:1 gemischt, im Wasserbad (100 °C) denaturiert (10 min) und auf ein SDS-Polyacrylamidgel 

aufgetragen. Durch Anlegen einer konstanten Spannung (100 V) passieren die Proteine 

entsprechend ihrer Molekülmasse das Gel und auf Grund ihrer negativen Ladung erfolgt dies 

in Richtung der Kathode. Proteine mit einem Molekulargewicht von 10-170 kDa wurden auf 

einem 10 %igen Gel, Proteine von 40-300 kDa auf einem 7,5 %igen Gel aufgetrennt. In beiden 

Fällen wurde ein 5 %iges Sammelgel verwendet. Zur Größenbestimmung der Proteine wurde 

der peqGOLD pre-stained protein marker IV® (10 % Trenngel) bzw. der peqGOLD pre-stained 

protein marker VII® (7,5 % Trenngel) mitgeführt (VWR). 

4.4.3 Western Blot und Immundetektion 

Bevor die mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine durch Immundetektion analysiert werden 

konnten, erfolgte deren Immobilisierung. Dazu wurden die Proteine mit Hilfe des Semi-Dry Blot 

Verfahrens (Bio-Rad) nach Angaben des Herstellers auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-

Membran (Roche) transferiert. Anschließend wurde die Membran für 1 h in 1x tris-buffered 

saline + Tween20 (TBST)/5 % BSA auf einem Schüttler bei RT inkubiert, um die Membran zu 

saturieren und unspezifische Antikörperbindungen zu verhindern. Zuerst wurde der 

Primärantikörper (in 1x TBST/1 %BSA) auf der Membran inkubiert (Tabelle 6). Durch 3 

Waschschritte mit 1x TBST je 10 min (RT), wurden ungebundene Antikörper von der PVDF-

Membran entfernt. Die Membran wurde 1 h auf dem Schüttler bei RT mit einem sekundären, 

Peroxidase-konjugierten Antikörper (Tabelle 6) inkubiert. Danach erfolgten erneut 3 

Waschschritte mit 1x TBST für je 10 min (RT), um nicht gebundene sekundäre Antikörper zu 
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entfernen. Die Detektion der gebundenen sekundären Antikörper erfolgte unter Verwendung 

von enhanced chemiluminescence (ECL) Western Blot Reagenz (GE Healthcare) und dem 

ECL Chemocam Imager® (Intas). 

Tabelle 6: Antikörper, die für Western Blot-Analysen verwendet wurden.  

Antikörper Verdünnung Inkubation Hersteller 

Anti-pAKT (S129) Antikörper 

(EPR6150) 
1:100 

4 °C, über 

Nacht 
Abcam (Cambridge, UK) 

Anti-Akt1/2/3 Antikörper (11E7) 1:1000 1 h, RT 

Cell Signaling (Frankfurt 

am Main, Deutschland) 

Phospho-FAK (Tyr397) 

Antikörper (#3283) 
1:50 

4 °C, über 

Nacht 

Anti-FAK Antikörper (#3285) 1:100 
4 °C, über 

Nacht 

HRP-konjugierter α-Tubulin 

monoklonaler Antikörper 
1:1000 1 h, RT 

Proteintech Germany 

GMBH (St. Leon-Rot, 

Deutschland) 

HRP-konjugierter β-Actin 

monoklonaler Antikörper (Klon: 

2D4H5) 

1:1000 1 h, RT 

Mouse IgG HRP-konjugierter 

Antikörper (HAF007) 
1:1000 1 h, RT 

R&D Sysems, Inc. 

(Minneapolis, Canada) Rabbit IgG HRP-konjugierter 

Antikörper (HAF008) 
1:1000 1 h, RT 

NG2 Antikörper (G-9) 1:100 
4 °C, über 

Nacht 
Santa Cruz 

Biotechnology, 

(Heidelberg, Deutschland) 
Casein Kinase IIβ Antikörper (E-

9) 
1:500 1 h, RT 

CK2α (KLH) 1:1000 1 h, RT 
Medizinische Biochemie 

und Molekularbiologie, 

Prof. Montenarh 

(Homburg, Deutschland)  
CK2α’ (# 30) [105] 1:100 

4 °C, über 

Nacht 
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4.5 Analyse zellulärer Funktionen 

4.5.1 Analyse der Zellmigration 

Die Migrationsfähigkeit von Zellen wurde mittels scratch und transmigration assay untersucht.  

4.5.1.1 Scratch assay 

Mit einer gelben Pipettenspitze (10-200 µl) wurde manuell eine gerade Furche durch den 

konfluenten Zellrasen in der Vertiefung einer 24-Well Platte gezogen, das Medium entfernt und 

die Zellen mit 1x PBS gewaschen. Das Verschließen der Furche wurde zu verschiedenen 

Zeitpunkten (0 h, 16 h, 24 h) lichtmikroskopisch detektiert (Leica DM IL Mikroskop, 10x Objektiv, 

DFC 450C Kamera) und die verbleibende, zellfreie Fläche (Spaltfäche) softwareunterstützt 

(Leica application software Version 4.8) vermessen. 

4.5.1.2 Transmigration assay 

Zellen können auf Grund eines chemotaktischen Gradienten (0,1 % vs. 5 % FKS) durch die 

Poren (Porengröße: 8 µm) von speziellen Polycarbonat-Filtern (Corning Incorporated) 

migrieren. Die Filter-Einsätze wurden über Nacht (37 °C, 5 % CO2) in serumfreiem Medium 

äquilibriert. Das Medium wurde entfernt, die Vertiefungen der 24-Well Platte mit 700 µl 

Medium/5 % FKS befüllt und die Einsätze in den Wells positioniert. Pro Well wurden 

2,5x105 Perizyten, 2,5x105 A1207 oder 2,5x104 U87 Zellen in 200 µl Medium/0,1 % FKS in den 

Einsatz pipettiert und 5 h kultiviert. Nicht migrierte Zellen auf der inneren Filterseite wurden mit 

Hilfe eines Wattestäbchens entfernt. Die Färbung von migrierten Zellen auf der 

Filteraußenseite erfolgte mit dem Diff-Quick Kit (Dade Diagnostika GmbH, München, 

Deutschland) nach Angaben des Herstellers. Die Anzahl migrierter Zellen wurde in 20 

Sichtfeldern/Polycarbonat-Filter bei 200x Vergrößerung (BZ-8000; Keyence, Osaka, Japan) 

gezählt. 

4.5.2 Tube formation assay 

Mit Hilfe des tube formation assays wurde die Fähigkeit von Zellen untersucht, in einer Kokultur 

blutgefäßähnliche Strukturen und Gefäßmaschen zu bilden. Dazu wurde ein 1:4 und 1:10 

Verhältnis von Perizyten zu HUVEC getestet. Das Anwachsen von Zellen am Boden der Wells 

wurde durch eine Beschichtung mit matrigel (50 µl/Well) verhindert. Insgesamt wurden 

1,5x104 Zellen pro Vertiefung einer 96-Well Platte ausgesät. Nach 48 h wurde die Anzahl von 

Gefäßmaschen pro high power field (HPF) detektiert. Zudem wurden Perizyten mit DMSO 

(Vehikel), CX-4945 (10 µM) oder TBB (50 µM) behandelt, nach 48 h Inkubation mit PKH67 

(green fluorescence linker (Sigma-Aldrich)) nach Herstellerangaben markiert, gewaschen und 

dann mit HUVEC in einer 1:10 Kokultur ausgesät. Nach 6 h und 24 h wurde die Anzahl von 
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Gefäßmaschen pro HPF mittels Phasen-Kontrast- und Fluoreszenzmikroskopie bestimmt. Die 

Quantifizierung erfolgte mit der ImageJ Software (U.S. NIH). 

4.5.3 Spheroid sprouting assay 

Das angiogene Potential von Zellen kann an Hand von auswachsenden Zellen (Sprouts) aus 

Sphäroiden untersucht werden. Dazu wurden 500 Perizyten in 100 µl Medium/0,24 % 

Methylcellulose resuspendiert und in 96-Well Platten (non-adherent, round bottom) ausgesät 

(Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland). Nach 24 h Inkubation wurden die Sphäroide 

in Kollagen-Lösung aufgenommen (150 Sphäroide/ml). Pro Vertiefung einer 24-Well Platte 

wurden 300 µl der Sphäroid-Kollagen-Mischung ausgesät und für 45 min inkubiert (37 °C). Die 

Behandlung der Sphäroide erfolgte durch Überschichtung der Sphäroid-Kollagen-Mischung 

mit 400 µl Medium, versetzt mit DMSO (Vehikel), CX-4945 (10 µM) oder TBB (50 µM). Nach 

48 h Inkubation wurde das Aussprossen von Einzelzellen aus den Sphäroiden mittels Phasen-

Kontrast-Mikroskopie visualisiert und die kumulative Sprosslänge quantitativ analysiert.  

4.6 Versuchstiere 

Die in dieser Arbeit verwendeten Versuchstiere wurden unter einem 12 h/12 h-Tag/Nacht-

Zyklus mit Pellet-Futter und Wasser ad libitum gehalten. NG2-CreERT2 Mäuse (TgH(NG2-

CreERT2)) wurden mit Reportermäusen (B6; 129S6-Gt(ROSA)26Sortm9(CAG-tdTomato)Hze/J (Ai14)) 

verpaart, um einen knock-in im NG2-Gen zu generieren, der in einem funktionalen KO des 

NG2-Gens resultiert [106]. Homozygote NG2-CreERT2xRosa26-tdTomato-Mäuse (NG2-/-), 

sowie C57BL/6N Wildtyp-Mäuse (NG2+/+) wurden mit einem Körpergewicht von 25-35 g als 

Spender für die Entnahme von Aorten verwendet. Die Implantation von matrigel plugs erfolgte 

in 8 bis 12 Wochen alten CD1 nu/nu Mäusen mit einem Körpergewicht von 25-30 g.  

Alle Experimente wurden vom Landesamt für Verbraucherschutz Saarland (Fachbereich 4.2: 

Gewerblicher Tierschutz, amtstierärztlicher Dienst) genehmigt (Genehmigungsnummer: 

01/2019). Die Versuche wurden in Übereinstimmung mit der deutschen 

Tierschutzgesetzgebung sowie dem Leitfaden der nationalen Gesundheitsinstitute (NIH) für 

die Pflege und Verwendung von Versuchstieren (Institute of Laboratory Animal Resources, 

National Research Council, Washington, DC, USA) durchgeführt.  

4.6.1 Genotypisierung 

Die Genotypisierung von NG2-CreERT2xRosa26-tdTomato-Mäusen erfolgte mit dem 

SampleIN™ Direct PCR Kit (HighQu) nach Angaben des Herstellers. Dazu wurde genomische 

DNA aus Gewebeproben von Ohrstanzen extrahiert und für eine PCR mit den folgenden 

Primern verwendet: NG2wt-fw: 5’-GGCAAACCCAGAGCCCTGCC-3’, NG2wt-rv: 5’-

GCTGGAGCTGACAGCGGGTG-3’ und NG2CreERT-rv: 5’-GCCCGGACCGACGATGAAGC-
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3 ’. Die PCR-Amplifikate wurden anschließend in einem 2 %igen Agarosegel elektrophoretisch 

aufgetrennt und die DNA-Banden durch ein anschließendes Ethidiumbromidbad gefärbt. Die 

Detektion erfolgte mit dem Molecular Imager® Gel Doc™ XR System und der zugehörigen 

Image Lab Software (Bio-Rad). Dabei wurde zwischen einem homozygoten NG2-KO (NG2-/-: 

Maus #1: 829 bp), einem heterozygoten NG2-KO (NG2+/- Maus #2: 829 bp + 557 bp) und dem 

NG2-Wildtyp (NG2+/+ Maus #3: NG2+/+: 557 bp) unterschieden (Abbildung 10). 

4.6.2 Matrigel plug assay 

Die Versuchstiere wurden mittels Isofluran narkotisiert (Einleitung bei 4 %, Erhaltung bei 2 %). 

Anschließend wurde die Flanke der Mäuse rasiert (Aesculap Spezial GT416; Aesculap, 

Tuttlingen). Für die Analyse der angiogenen Aktivität von NG2-/- und NG2+/+ Mäusen wurden 

matrigel plugs subkutan in die Flanke von je 6 Mäusen injiziert. Unmittelbar vor Injektion 

wurden hierzu 150 µl Medium mit 150 µl matrigel (~20 mg/ml) vermischt, das VEGF (2 µg/ml), 

basic fibroblast growth factor (bFGF) (2 mg/ml) und Heparin (100 IU/ml) enthielt.  

Zudem wurde der Einfluss einer CK2-Inhibition in Perizyten auf die Ausbildung von 

Blutgefäßen untersucht. Dazu wurden Perizyten für 48 h mit CX-4945 (10 µM) vorbehandelt 

und abgelöst. Anschließend wurden 1,5x104 vorbehandelte Perizyten mit 1,5x105 HUVEC in 

150 µl Medium aufgenommen, mit 150 µl matrigel gemischt und subkutan in die Flanke von 

CD1 nu/nu Mäusen injiziert. Nach 7 Tagen wurden die Versuchstiere mittels intraperitonealer 

Narkose (Ketamin (100 mg/kg) Körpergewicht (KG)/Xylazin (10 mg/kg KG) in 0,9 % NaCl) 

anästhesiert und durch zervikale Dislokalisation getötet. Die matrigel plugs wurden reseziert 

und immunhistochemisch mit murinem oder humanem anti-CD31 Antikörper analysiert.  

 

Abbildung 10: Repräsentative Genotypisierung von 3 Mäusen. Aus den Ohrstanzen von 3 Mäusen wurde DNA 
extrahiert und für eine PCR mit folgenden Primern verwendet: NG2wt-fw: 5’-GGCAAACCCAGAGCCCTGCC-3’, 
NG2wt-rv: 5’-GCT GGA GCT GAC AGC GGG TG-3’ und NG2CreERT-rv: 5’-GCCCGGACCGACGATGAAGC-3 ’. 
Die PCR-Amplifikate wurden anschließend auf einem 2 %igen Agarosegel aufgetrennt und mittels Ethidiumbromid 
in der Gel Doc detektiert. Die Größe der Amplifikate wurde an Hand der 100 bp DNA Leiter bestimmt. 

- NG2-/-

- NG2+/+

829 bp -

557 bp -
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4.6.2.1 Immunhistochemie 

Die matrigel plugs wurden direkt nach der Probenentnahme in 4 % Formalin fixiert (24 h, RT). 

Mittels Gewebeeinbetter (SLEE medical GmbH, Mainz, Deutschland) wurden die Proben mit 

einer aufsteigenden Alkoholreihe entwässert und in Paraffin eingebettet. Für die 

immunhistochemischen Färbungen wurden 3 µm-dünne Schnitte von den Proben hergestellt 

und mit Citracon-Puffer (60 min, 97 °C) permeabilisiert. Anschließend wurden unspezifische 

Bindungsstellen mittels Ziegen-Serum (3 %) blockiert (30 min, RT) und der Primärantikörper 

(Tabelle 7) über Nacht inkubiert (4 °C).  

Tabelle 7: Primär- und Sekundärantikörper, die für die immunhistochemischen Färbungen der matrigel 
plugs verwendet wurden.  

Antikörperbezeichnung Verdünnung Inkubation Hersteller 

Anti-CD31 (DIA310) 1:100 4 °C, über Nacht 

Dianova GmbH 

(Hamburg, 

Deutschland) 

Anti-Rat IgG (H+L)-Alexa Fluor 

555 
1:100 75 min, RT 

Thermo Fisher 

Scientific 

Anti-CD31 (EPR3094) 1:100 4 °C, über Nacht Abcam 

Anti-Rabbit IgG (H+L)-Alexa 

Fluor 555 
1:100 75 min, RT 

Thermo Fisher 

Scientific 

 

Die Inkubation mit dem jeweiligen Alexa 555-konjugierten Sekundärantikörper (Tabelle 7) 

erfolgte für 75 min im Dunkeln (RT). Abschließend wurden die Zellkerne mit Hoechst 33342 

(2 µg/ml) angefärbt. Die Präparate wurden mithilfe eines BX60 Fluoreszenz-Mikroskops von 

Olympus (Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland) in 200x Vergrößerung 

visualisiert und die quantitative Analyse erfolgte Software-unterstützt mit ImageJ. 

4.6.3 Aortic ring assay 

Mit Hilfe von Aortenringen kann die angiogene Aktivität von Perizyten ex vivo analysiert 

werden. Dazu wurden die in 4.6.2 verwendeten Versuchstiere nach der Entnahme des matrigel 

plug als Spendertiere für die Aortenringe verwendet. Nach einer medianen Laparotomie und 

der Auslagerung der Organe wurde die thorakale Aorta freigelegt, reseziert, in eine 6 cm 

Schale mit Medium/10%FKS/P/S überführt und gründlich von Fett und Gewebe befreit. Die 

Aorta von NG2-/- und NG2+/+ Mäusen wurde in 0,5 mm breite Ringe geschnitten und in flüssiges 
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matrigel eingebettet. Nach Polymerisation wurde das matrigel mit DMEM/FKS überschichtet, 

das entweder mit DMSO (Vehikel) oder CX-4945 (10 µM) versetzt war. Das Medium wurde 

nach 3 Tagen gewechselt. Nach insgesamt 6 Tagen Inkubation bei 37 °C wurde die 

Sprossfläche der Aortenringe mit Hilfe von Phasen-Kontrast Mikroskopie (BZ-8000; Keyence) 

visualisiert. Die Quantifizierung erfolgte mit der ImageJ Software (U.S. NIH). 

4.7 Statistik 

Die in dieser Arbeit gewonnen Daten wurden zunächst auf Normalverteilung und gleichmäßige 

Varianz geprüft. Gezeigt sind Mittelwerte (MW), die aus Einzelmessungen generiert wurden, 

unter Angabe der Standardabweichung (standard deviation (SD)). Unterschiede zwischen 

zwei Gruppen wurden mittels ungepaartem Student’s t-Test auf Signifikanz überprüft. Beim 

Vergleich von mehreren Gruppen wurde eine one way analysis of variance (ANOVA) gefolgt 

von einem Tukey post-hoc Test mit Korrektur des α-Fehlers nach Bonferroni durchgeführt. Alle 

statistischen Analysen wurden mit Hilfe der Prism software 8 (GraphPad) durchgeführt. Ein   

P-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant definiert und entsprechend in den Abbildungen 

gekennzeichnet. 
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5 Ergebnisse 

5.1 Die CK2 reguliert über NG2 angiogene Prozesse in Perizyten  

5.1.1 Eine Inhibition der CK2 reduziert den NG2-Proteingehalt in primären 

humanen Perizyten 

Das von Perizyten exprimierte NG2 ist maßgeblich an angiogenen Prozessen beteiligt. 

Entsprechend führen die Herunterregulation oder ein KO des Proteoglykans zu einer 

deutlichen Reduktion der Angiogenese [26,34]. Allerdings ist über den molekularen 

Mechanismus der NG2-Expression bislang nur wenig bekannt. Daher war es ein Ziel dieser 

Arbeit zu untersuchen, ob die CK2 neben Endothelzellen auch die angiogene Aktivität von 

Perizyten reguliert. Hierzu wurde zunächst der Effekt einer CK2-Inhibition auf den 

Proteingehalt von NG2 in Perizyten analysiert. Dazu wurden die Zellen mit Vehikel, CX-4945 

(10 µM) oder TBB (50 µM) behandelt. Anschließend wurde der NG2-Proteingehalt mittels 

Durchflusszytometrie (Abbildung 11a) und Western Blot (Abbildung 11b und c) bestimmt. 

Hierbei zeigte sich, dass sowohl die CX-4945- als auch die TBB-Behandlung von Perizyten 

deren NG2-Proteingehalt im Vergleich zur Vehikel-Behandlung signifikant reduziert. Zudem 

wurde die Effizienz der CK2-Hemmung mit Hilfe eines Antikörpers nachgewiesen, der die 

spezifische CK2-abhängige Phosphorylierung von Akt an der Aminosäure Serin 129 (pAktS129) 

erkennt [79,107]. Die Western Blot-Analysen von pAktS129 zeigten eine starke Abnahme der 

Phosphorylierung, was auf eine effektive Inhibition der CK2 durch CX-4945 und TBB schließen 

lässt (Abbildung 11b und d).  

Die hier verwendeten CK2-Inhibitoren zeichnen sich durch eine hohe Effektivität aus. So 

konnte an Hand von in vitro Experimenten für TBB ein Ki-Wert von 0,4 µM und für CX-4945 

ein Ki-Wert von 0,38 nM bestimmt werden [90,97,98]. Trotzdem ist nicht auszuschließen, dass 

durch die Inhibition weitere Kinasen gehemmt werden und somit der NG2-Proteingehalt 

unabhängig von der CK2 reduziert wird. Daher sollten in der vorliegenden Arbeit die bisherigen 

Beobachtungen durch einen KD der beiden katalytischen Untereinheiten CK2α und 

CK2α‘ verifiziert werden. Zu diesem Zweck wurden Perizyten mit siRNA gegen CK2α und 

CK2α‘ transfiziert. 
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Wie erwartet resultierte der KD von CK2α und CK2α‘ in einem deutlich verringerten 

Proteingehalt der katalytischen Untereinheiten und einer reduzierten Phosphorylierung von 

AktS129 im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 12a-c). Die durchflusszytometrische Analyse von 

NG2 in Perizyten nach dem KD von CK2α und CK2α‘ ergab weiterhin eine signifikante 

Reduktion des Proteingehalts im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 12d). 

 

Abbildung 11: Eine CK2-Inhibition reduziert den NG2-Proteingehalt in primären humanen Perizyten. (a) Die 
Zellen wurden für 48 h mit Vehikel, CX-4945 (10 µM) oder TBB (50 µM) behandelt. Die MFI von NG2-positiven 
Zellen wurde durchflusszytometrisch bestimmt und in Relation zu Vehikel in % angegeben. MW ± SD. *P < 0,05 vs. 
Vehikel (n = 4). (b) Die Zellen wurden wie in (a) beschrieben behandelt und Zellextrakte generiert. Die Zellextrakte 
wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und der Proteingehalt von NG2, pAktS129, Akt und α-Tubulin (als 
Ladekontrolle) im Western Blot mit spezifischen Antikörpern bestimmt. (c und d) Quantitative Analyse des 
Proteingehalts von NG2 (c) und pAktS129 (d). Die Zellen wurden wie in (a) beschrieben behandelt und für Western 
Blot-Analysen verwendet. NG2 wurde normiert auf α-Tubulin und pAktS129 wurde normiert auf Akt. Die erhobenen 
Daten wurden als relative Intensität in Relation zu Vehikel in % angegeben. MW ± SD. *P < 0,05 vs. Vehikel (n = 4). 
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Ein reduzierter Proteingehalt kann auf einer beschleunigten Proteindegradation oder einer 

reduzierten Genexpression basieren. Zuerst wurde daher untersucht, wie sich eine CK2-

Inhibition auf die Proteinstabilität von NG2 auswirkt. Dazu wurde die Translation in Perizyten 

mittels CHX inhibiert. Anschließend wurden die Zellen mit Vehikel, CX-4945 (10 µM) oder TBB 

(50 µM) behandelt. Der Proteingehalt von NG2 wurde über einen Zeitraum von 48 h 

 

Abbildung 12: Ein KD von CK2α und CK2α‘ reduziert den NG2-Proteingehalt in primären humanen 
Perizyten. (a) Die Zellen wurden mit Kt-siRNA oder CK2α/α‘-siRNA transfiziert. Nach 48 h wurden Zelllextrakte 
generiert. Die Zellextrakte wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Der Proteingehalt von NG2, pAktS129, Akt, CK2α, 
CK2α‘ und α-Tubulin (als Ladekontrolle) wurde mit spezifischen Antikörpern im Western Blot bestimmt. (b und c) 
Quantitative Analyse des Proteingehalts von CK2α (b) und pAktS129 (c). Die Zellen wurden wie in (a) beschrieben 
transfiziert und für Western Blot-Analysen verwendet. CK2α wurde normiert auf α-Tubulin und pAktS129 wurde 
normiert auf Akt. Die erhobenen Daten wurden als relative Intensität in Relation zu Kt-siRNA in % angegeben. (d) 
Perizyten wurden wie in (a) beschrieben transfiziert und die MFI von NG2-positiven Zellen durchflusszytometrisch 
bestimmt und in Relation zu Kt-siRNA in % angegeben. MW ± SD. *P < 0,05 vs. Kt-siRNA (n = 4). 
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durchflusszytometrisch untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass der NG2-Proteingehalt über 

den gesamten Zeitraum kontinuierlich und ohne Unterschied zwischen den Gruppen abnimmt 

(Abbildung 13a). Daher ist anzunehmen, dass eine CK2-Inhibition die Proteinstabilität von 

NG2 nicht beeinflusst. Anschließend wurde der Effekt der CK2-Hemmung auf die 

Genexpression von NG2 untersucht. Interessanterweise ergaben die durchgeführten qRT-

PCR-Analysen im Vergleich zur Kontrolle einen signifikant verringerten Gehalt von NG2-

mRNA in CX-4945- und TBB-behandelten Perizyten (Abbildung 13b). Diese Ergebnisse 

wurden durch die Überexpression von NG2 bestätigt. Hierbei zeigte sich, dass die CK2-

Inhibition nicht den Proteingehalt von exogenem NG2 reduziert (Abbildung 13c). 

Studien konnten zeigen, dass NG2 als verstärkendes Hilfsprotein von Integrin β-1 fungieren 

kann, wenn beide Proteine in derselben Zelle exprimiert werden [28]. Durch die Bindung des 

Proteoglykans an das Integrin β-1-Heterodimer wird dessen Aktivität und so verschiedene 

Prozesse, wie Proliferation, Migration und Angiogenese, gefördert [19,51]. Die 

Herunterregulation des Proteoglykans kann die Aktivität von Integrin β-1 und somit die 

assoziierten Signalwege beeinflussen [33]. Daher wurde in einem nächsten Experiment 

untersucht, ob die CK2-abhängige Reduktion der Genexpression und des Proteingehalts von 

NG2 auch die Aktivität von Integrin β-1 beeinflusst. Die Ergebnisse der Durchflusszytometrie 

 

Abbildung 13: Eine CK2-Inhibition erniedrigt die NG2-Genexpression in primären humanen Perizyten. (a) 
Die Zellen wurden in Anwesenheit von CHX mit Vehikel, CX-4945 (10 µM) oder TBB (50 µM) behandelt. Nach 0 h, 
24 h und 48 h wurde die MFI von NG2-positiven Zellen durchflusszytometrisch detektiert und in Relation zur MFI 
zum Zeitpunkt 0 h in % angegeben. MW ± SD (n = 4). (b) Die Zellen wurden für 48 h mit Vehikel, CX-4945 (10 µM) 
oder TBB (50 µM) behandelt. Anschließend wurde die RNA isoliert und der mRNA-Gehalt von NG2 und GAPDH 
(als Haushaltsgen) mittels qRT-PCR bestimmt. Der NG2-mRNA-Gehalt wurde quantitativ analysiert, auf GAPDH 
normiert und in Relation zu Vehikel in % angegeben. MW ± SD. *P < 0,05 vs. Vehikel (n = 4). (c) Die Zellen wurden 
mit einem Kontrollplasmid (Kt) oder dem NG2-Plasmid transfiziert, 48 h inkubiert und für 24 h mit Vehikel oder CX-
4945 (10 µM) behandelt. Anschließend wurden Zellextrakte generiert. Die Zellextrakte wurden mittels SDS-PAGE 
aufgetrennt und der Proteingehalt von NG2 und α-Tubulin (als Ladekontrolle) mit spezifischen Antikörpern im 
Western Blot bestimmt.  

a b c

- α-Tubulin52 -

300 - - NG2

NG2KtkDa

0 h 24 h 48 h

0

10
40

50

60

70

80

90

100

110

M
F

I 
N

G
2

 (
%

 0
 h

)

Vehikel

CX-4945

TBB

Veh
ik

el

C
X
-4

94
5

TB
B

0

20

40

60

80

100

N
G

2
-m

R
N

A
 (

%
 V

e
h

ik
e
l)

*
*



Ergebnisse 

38 
 

zeigten, dass weder CX-4945 noch TBB den Proteingehalt oder die Aktivität von Integrin β-1 

reduziert (Abbildung 14a und b).  

5.1.2 Eine Inhibition der CK2 reprimiert die Promotoraktivität von NG2 

Aus den bisher gezeigten Daten geht hervor, dass die CK2 die NG2-Genexpression in 

Perizyten reguliert. Allerdings ist der humane NG2-Promotor bislang kaum charakterisiert und 

es sind nur wenige Transkriptionsfaktoren bekannt, welche die NG2-Genexpression steuern 

[55]. In einem nächsten Schritt sollte daher der humane NG2-Promotor charakterisiert werden, 

um mögliche CK2-abhängige Transkriptionsfaktoren zu identifizieren. Dazu wurde aus 

primären humanen Perizyten genomische DNA extrahiert. Mittels PCR wurde eine 2677 bp 

große Region in 5‘-Richtung vor dem Transkriptionsstart von NG2 amplifiziert und in die 

Fragmente P1 und P2 unterteilt (Abbildung 15a). Für Reportergen-Analysen wurden die 

Promotorfragmente P1 und P2 in einen Luciferase-Vektor (pGL4) kloniert und HEK-293-Zellen 

mit den resultierenden Expressionsplasmiden (pGL4-NG2p1 und pGL4-NG2p2) transfiziert. Die 

transkriptionelle Aktivität der Fragmente wurde mittels Luciferase-Test bestimmt. Die Analyse 

ergab, dass das Fragment pGL4-NG2p1 eine erhöhte transkriptionelle Aktivität im Vergleich 

zur Kontrolle (pGL4-LV) besitzt. Im Gegensatz dazu zeigte das Fragment pGL4-NG2p2 eine 

verringerte Aktivität im Vergleich zu pGL4-LV (Abbildung 15b). Basierend auf diesen 

Ergebnissen wurde P1 weiter fragmentiert (P1.1-P1.2.4.2) und mittels Reportergen-Analysen 

die transkriptionelle Aktivität der jeweiligen Fragmente (pGL4-NG2p1.1-pGL4-NG2p1.2.4.2) 

analysiert (Abbildung 15c). Die Aktivität von pGL4-NG2p1.2, pGL4-NG2p1.2.4 und pGL4-

NG2p1.2.4.1 war signifikant erhöht, während die restlichen Expressionsplasmide eine deutlich 

 

Abbildung 14: Eine CK2-Inhibition hat keinen Einfluss auf die Aktivierung von Integrin β-1 in primären 
humanen Perizyten. (a und b) Die Zellen wurden für 48 h mit Vehikel, CX-4945 (10 µM) oder TBB (50 µM) 
behandelt. Die MFI von Integrin β-1 (a) und aktiviertem Integrin β-1 (b) wurde durchflusszytometrisch bestimmt und 
in Relation zu Vehikel in % angegeben. MW ± SD. *P < 0,05 vs. Vehikel (n = 4).  
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reduzierte Aktivität im Vergleich zu pGL4-LV zeigten (Abbildung 15c). Es ist daher naheliegend, 

dass pGL4-NG2p1.2.4.1 ein Kernstück des NG2-Promotors ist, da alle NG2-Promotorfragmente 

mit einer erhöhten transkriptionellen Aktivität diese Region beinhalten.  

Mit weiterführenden Reportergen-Analysen wurde überprüft, ob die CK2 einen 

genregulatorischen Einfluss auf die transkriptionelle Aktivität der putativen NG2-

Promotorregion hat. Dazu wurden HEK-293-Zellen mit den Expressionsplasmiden pGL4-

NG2p1.2.4 und pGL4-NG2p1.2.4.1 transfiziert und anschließend für 24 h mit Vehikel, CX-4945 

(10 µM) oder TBB (50 µM) behandelt. Aus den Reportergen-Analysen ging eine signifikant 

reduzierte transkriptionelle Aktivität von CX-4945- und TBB-behandelten Zellen im Vergleich 

zur Kontrolle hervor (Abbildung 16a und b). Mit Hilfe von zusätzlichen in-silico Analysen konnte 

 

Abbildung 15: Feinanalyse des humanen NG2-Promotors. (a) Schematische Darstellung der putativen 
Promotorregion (2677 bp) von NG2, fragmentiert in die Abschnitte P1 und P2. (b) Aus primären humanen Perizyten 
wurde genomische DNA isoliert und mittels PCR eine 2677 bp große Region vor dem NG2-Startcodon amplifiziert 
und fragmentiert. P1 und P2 wurden in einen Luciferase-Vektor (pGL4) kloniert und HEK-293-Zellen mit den 
entstandenen Expressionsplasmiden (pGL4-NG2p1, pGL4-NG2p2 und pGL4-LV (als Kontrolle)) transfiziert. Nach 
24 h wurden die Zellen lysiert und die transkriptionelle Aktivität an Hand der RLU mittels Luciferase-Test bestimmt. 
Die Luciferase-Aktivität ist in Relation zu pGL4-LV in % angegeben. (c) P1 wurde weiter in P1.1 bis P1.2.4.2 
fragmentiert (linke Seite) und die Fragmente in pGL4 kloniert. Anschließend wurden HEK-293-Zellen mit den 
entstandenen Expressionsplasmiden (pGL4-NG2p1.1 bis pGL4-NG2p1.2.4.2 und pGL4-LV (als Kontrolle)) transfiziert. 
Nach 24 h wurden die Zellen lysiert und die transkriptionelle Aktivität wurde an Hand der RLU mittels Luciferase-
Test bestimmt. Die Luciferase-Aktivität ist in Relation zu pGL4-LV in % angegeben (rechte Seite). MW ± SD. 
*P < 0,05 vs. pGL4-LV (n = 4). 
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die Konsensus-Sequenz des Transkriptionsfaktors Sp1 in der Nukleotidsequenz des 

Fragments P1.2.4.1 lokalisiert werden (Abbildung 16c).  

5.1.3 Eine Inhibition der CK2 reduziert die Proliferation und Migration von 

primären humanen Perizyten 

In den vorherigen Abschnitten konnte gezeigt werden, dass die Inhibition der CK2 in Perizyten 

zu einer Reduktion der Genexpression und des Proteingehalts von NG2 führt. Ein weiteres 

Ziel dieser Arbeit war es, die Effekte einer CK2-abhängigen Reduktion von NG2 auf die 

Funktionalität der Perizyten zu untersuchen. Dazu wurden die Zellen für 48 h mit Vehikel oder 

CX-4945 (10 µM) behandelt. Die Analyse der Formazan-Reduktion im WST-1 assay ergab 

eine verringerte metabolische Aktivität von CX-4945-behandelten Perizyten im Vergleich zu 

Vehikel-behandelten Kontrollen (Abbildung 17a). Im Gegensatz dazu hatte die CX-4945-

Behandlung keinen Effekt auf die Inkorporation von BrdU in die DNA und somit auf die 

Proliferationsfähigkeit der Zellen (Abbildung 17b). Die Analyse der Zellzahl bestätigte dieses 

Ergebnis. Es konnte kein Unterschied zwischen Vehikel- und CX-4945-behandelten Perizyten 

festgestellt werden (Abbildung 17c). Zusätzliche Zytotoxizitätsuntersuchungen zeigten keine 

erhöhte LDH-Freisetzung in Folge der CX-4945-Behandlung im Vergleich zu Vehikel-

behandelten Zellen (Abbildung 17d). 

 

Abbildung 16: Eine CK2-Inhibition reduziert die transkriptionelle Aktivität der NG2-Promotorfragmte P1.2.4 
und P1.2.4.1. (a und b) HEK-293-Zellen wurden mit dem Leervektor pGL4-LV (als Kontrolle), dem 
Expressionsplasmid pGL4-NG2p1.2.4 (a) oder pGL4-NG2p1.2.4.1 (b) transfiziert und für 24 h inkubiert. Anschließend 
wurden die Zellen für 24 h mit Vehikel, CX-4945 (10 µM) oder TBB (50 µM) behandelt und lysiert. Die 
transkriptionelle Aktivität wurde an Hand der RLU mittels Luciferase-Test bestimmt, auf die RLU von pGL4-LV 
normiert und in % angegeben. MW ± SD. *P < 0,05 vs. Vehikel (n = 4). (c) Nukleotidsequenz von P1.2.4.1 mit der 
darin befindlichen Sp1-Konsensussequenz (grau hervorgehoben). 
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Es ist bekannt, dass NG2 die Migration von Zellen fördert. Daher wurde in einem nächsten 

Experiment untersucht, ob die Inhibition der CK2 die Migrationsfähigkeit von Perizyten 

beeinträchtigt. Die Ergebnisse der scratch assays zeigten, dass die Spaltfläche von CX-4945-

behandelten Zellen im Vergleich zu Vehikel-behandelten Kontrollen nach 16 h und 24 h 

signifikant größer war (Abbildung 18a und b). Folglich reduzierte die CK2-Inhibition die 

Migrationsfähigkeit der Perizyten.  

 

Abbildung 17: Eine CK2-Inhibition zeigt keinen Effekt auf die Proliferation von primären humanen Perizyten. 
(a) Die Zellen wurden für 48 h mit Vehikel oder CX-4945 (10 µM) behandelt. Die metabolische Aktivität wurde im 
WST-1 assay an Hand der Formazan-Reduktion bestimmt, die in Relation zu Vehikel in % angegeben wurde. 
MW ± SD. *P < 0,05 vs. Vehikel (n = 4). (b) Die Zellen wurden wie in (a) beschrieben behandelt, wobei nach 38 h 
zusätzlich BrdU-Reagenz zugegeben wurde. Anschließend wurde die MFI von BrdU-positiven Perizyten 
durchflusszytometrisch detektiert und in Relation zur Gesamtzellzahl in % angegeben. MW ± SD (n = 4). (c) Die 
Zellen wurden wie in (a) beschrieben behandelt und die Zellzahl nach 0 h, 24 h und 48 h bestimmt und in Relation 
zur Zellzahl zum Zeitpunkt 0 h in % angegeben. MW ± SD (n = 4). (d) Die Zellen wurden wie in (a) beschrieben 
behandelt und die Zytotoxizität von CX-4945 wurde mittels LDH-Test analysiert. Die LDH-Freisetzung wurde in 
Relation zu Vehikel in % angegeben. MW ± SD (n = 4). 

 

Abbildung 18: Eine CK2-Inhibition verringert die Migrationsfähigkeit von primären humanen Perizyten. (a) 
Die Zellen wurden in Vertiefungen einer 24-Well Platte ausgesät und für 48 h mit Vehikel oder CX-4945 (10 µM) 
behandelt. Anschließend wurde manuell ein zellfreier Spalt im Zellrasen generiert und die Fläche nach 0 h, 16 h 
und 24 h lichtmikroskopisch vermessen (Maßstab: 100 µm). (b) Die Zellen wurden wie in (a) beschrieben behandelt 
und für scratch assays verwendet. Die zellfreie Fläche wurde nach 0 h, 16 h und 24 h detektiert und quantitativ 
analysiert und in Relation zur Spaltfäche zum Zeitpunkt 0 h in % angegeben. MW ± SD. 
*P < 0,05 vs. Vehikel (n = 4).  

a b c d

V
eh

ik
el

C
X
-4

94
5

0

20

40

60

80

100

120

F
o

rm
a
z
a

n
-R

e
d

u
k
ti

o
n

(%
 V

e
h

ik
e
l)

*

V
eh

ik
el

C
X
-4

94
5

0

20

40

60

80

100

120

L
D

H
-F

re
is

e
tz

u
n

g

(%
 V

e
h

ik
e
l)

0 h 24 h 48 h

0

100

200

300

400

Z
e

ll
z
a

h
l 
(%

 0
 h

)

Vehikel

CX-4945

V
eh

ik
el

C
X
-4

94
5

0

20

40

60

80

100

120

A
n

z
a
h

l 
B

rd
U

-p
o

s
it

iv
e
r 

Z
e
ll
e
n

(%
 G

e
s

a
m

tz
e

ll
z
a

h
l)

a

V
e

h
ik

e
l

C
X

-4
9
4
5

0 h 16 h 24 h

0 h 16 h 24 h

0

50

100

150

S
p

a
lt

fl
ä
c
h

e
 (

%
 0

 h
)

Vehikel

CX-4945

*

*

b



Ergebnisse 

42 
 

Dieses Ergebnis wurde mit Hilfe von weiteren Experimenten verifiziert. Wie erwartet, konnte 

unter Verwendung des transmigration assays gezeigt werden, dass eine Behandlung mit CX-

4945 die Migrationsfähigkeit der Zellen im Vergleich zur Kontrolle signifikant reduziert 

(Abbildung 19a und b). Spheroid sprouting assays ergaben eine signifikant kleinere kumulative 

Sprosslänge in CX-4945-behandelten im Vergleich zu Vehikel-behandelten Perizyten 

(Abbildung 19c und d). 

5.1.4 Eine Inhibition der CK2 reduziert die angiogene Aktivität von primären 

humanen Perizyten in vitro 

Perizyten fungieren bei der Angiogenese richtungsweisend für die aussprossenden 

Endothelzellen und gewährleisten die Funktionalität von Gefäßen, indem sie vor allem 

Gefäßabzweigungen stabilisieren [25,108]. Der Einfluss einer CK2-Hemmung auf diese 

Perizyten-abhängigen Prozesse wurde in einer Kokultur mit Endothelzellen mittels tube 

formation assays untersucht. Es ist bereits bekannt, dass eine CK2-Inhibition in Endothelzellen 

eine anti-angiogene Wirkung hat [84,93,95,109]. Daher wurden lediglich Perizyten mit            

CX-4945 (10 µM) behandelt. Zunächst wurde die Biosynthesezeit von NG2 ermittelt und die 

Wirkung von CX-4945 auf den NG2-Proteingehalt untersucht. Durch eine Behandlung mit 

Trypsin konnte die extrazelluläre Domäne von NG2 vollständig abgespalten werden 

(Abbildung 20a). Anschließend wurde der NG2-Proteingehalt über einen Zeitraum von 96 h 

 

Abbildung 19: Eine CK2-Inhibition reduziert die Fähigkeit von primären humanen Perizyten zu migrieren 
und auszusprossen. (a) Die Zellen wurden für 48 h mit Vehikel oder CX-4945 (10 µM) behandelt. Anschließend 
wurden die Zellen für einen transmigration assay ausgesät. Nach 5 h wurden die migrierten Zellen fixiert, gefärbt 
und lichtmikroskopisch detektiert (Maßstab: 100 µm). (b) Perizyten wurden wie in (a) beschrieben behandelt und 
für transmigration assays verwendet. Quantitative Auswertung von migrierten Zellen, angegeben in Relation zu 
Vehikel in %. MW ± SD. *P < 0,05 vs. Vehikel (n = 4). (c) Die Zellen wurden wie in (a) beschrieben behandelt. 
Anschließend wurden Sphäroide generiert und das Auswachsen von Einzelzellen nach 48 h lichtmikroskopisch 
detektiert (Maßstab: 100 µm). (d) Perizyten wurden wie in (a) beschrieben behandelt und für spheroid sprouting 
assays verwendet. Quantitative Analyse der kumulativen Sprosslänge, angegeben in Relation zu Vehikel in %. 
MW ± SD. *P < 0,05 vs. Vehikel (n = 5). 
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detektiert. Die durchflusszytometrische Analyse zeigte, dass nach ~48 h der Proteingehalt von 

NG2 wieder den Ausgangswert der nicht-trypsinierten Zellen erreichte (Abbildung 20a). Zudem 

wurde der NG2-Proteingehalt nach Behandlung der Perizyten mit CX-4945 (10 µM) über einen 

Zeitraum von 72 h detektiert. Aus der durchflusszytometrischen Analyse geht hervor, dass 

ebenfalls nach ~48 h der Ausgangswert des NG2-Proteingehalts wiederhergestellt war 

(Abbildung 20b). Allerdings konnte beobachtet werden, dass 24 h nach CX-4945-Behandlung 

der Proteingehalt von NG2 verglichen mit der Kontrolle (-48 h) immer noch signifikant reduziert 

war. Daher kann davon ausgegangen werden, dass eine CX-4945-Behandlung über einen 

Zeitraum von 48 h eine Wirkung von ~24 h auf den NG2-Proteingehalt in Perizyten ausübt. 

Basierend auf diesen Vorexperimenten wurden die Auswirkungen einer CK2-Inhibition auf die 

angiogene Aktivität von Perizyten in der Kokultur mit HUVEC untersucht.  

Hierfür wurde das optimale Verhältnis von Perizyten zu HUVEC zunächst empirisch ermittelt, 

da monokultivierte Perizyten im Gegensatz zu HUVEC weder nach 6 h noch nach 24 h 

gefäßähnliche Strukturen ausbildeten (Abbildung 21). Es zeigte sich, dass sich initiale 

Strukturen in Form von Gefäßmaschen, ähnlich zu denen der HUVEC-Monokultur, bei einem 

Perizyten/HUVEC-Verhältnis von 1:10 ausbilden (Abbildung 21). 

 

Abbildung 20: Der CK2-Inhibitor CX-4945 hat eine Wirkung von 24 h auf den NG2-Proteingehalt in primären 
humanen Perizyten. (a) Die Zellen wurden für 72 h kultiviert und die MFI von NG2-positiven Perizyten wurde 
durchflusszytometrisch bestimmt (Kt). Parallel wurden Perizyten trypsiniert und neu ausgesät. Die MFI von NG2-
positiven Zellen wurde durchflusszytometrisch nach 0 h, 24 h, 48 h, 72 h und 96 h bestimmt und in Relation zur Kt-
MFI in % angegeben. MW ± SD. *P < 0,05 vs. Kt (n = 4). (b) Perizyten wurden für 48 h mit CX-4945 (10 µM) 
behandelt (+ CX-4945). Anschließend erfolgte ein Mediumwechsel und die Zellen wurden für weitere 72 h ohne 
CX-4945 kultiviert (- CX-4945). Die MFI von NG2-positiven Zellen wurde durchflusszytometrisch nach 0 h, 24 h, 
48 h und 72 h bestimmt und in Relation zur MFI zum Zeitpunkt -48 h in % angegeben. MW ± SD.             
*P < 0,05 vs. -48 h, (n = 4). 
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Entsprechend wurden für die tube formation assays CX-4945-vorbehandelte Perizyten mit 

dem grün-fluoreszierenden Farbstoff PKH67 markiert und anschließend in einem Verhältnis 

von 1:10 mit HUVEC kokultiviert. Die Ausbildung von initialen gefäßähnlichen Strukturen 

wurde nach 24 h bestimmt. Die tube formation assays ergaben verglichen mit Vehikel-

behandelten Perizyten eine signifikante Reduktion von gefäßähnlichen Strukturen in der 

Kokultur mit CX-4945-vorbehandelten Perizyten (Abbildung 22a und b). 

 

Abbildung 21: Perizyten und HUVEC bilden in Kokultur nach 24 h im Verhältnis 1:10 stabile Gefäßmaschen 
aus. Repräsentative Bilder von HUVEC- und Perizyten-Monokulturen sowie Kokulturen aus beiden Zelllinien im 
Verhältnis 1:4 und 1:10 nach 6 h und 24 h Inkubation. Die Zellen wurden im 96-Well Format in matrigel-beschichtete 
Vertiefungen ausgesät (Maßstab: 250 µm) 

 

Abbildung 22: Eine CK2-Inhibition in Perizyten hemmt in der Kokultur mit HUVEC die Ausbildung von 
Gefäßmaschen. (a) Perizyten wurden für 48 h mit Vehikel oder CX-4945 (10 µM) behandelt und mit dem grün-
fluoreszierenden Farbstoff PKH67 gefärbt. Anschließend wurden die Perizyten gewaschen und in einer Kokultur 
mit HUVEC im Verhältnis 1:10 in matrigel-beschichtete Vertiefungen einer 96-Well Platte ausgesät. Nach 24 h 
Inkubation wurde die Ausbildung von Gefäßmaschen lichtmikroskopisch detektiert (Maßstab: 250 µm). (b) Die 
Zellen wurden wie in (a) beschrieben behandelt und für tube formation assays verwendet. Quantitative Analyse von 
Gefäßmaschen pro HPF. MW ± SD. *P < 0,05 vs. Vehikel (n = 4). 
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5.1.5 Eine Inhibition der CK2 reduziert die angiogene Aktivität von primären 

humanen Perizyten in vivo 

Abschließend wurden die in vitro Ergebnisse in vivo überprüft, da die Angiogenese ein 

komplexer Prozess ist, an dem neben Endothelzellen und Perizyten noch weitere Zellen wie 

Fibroblasten und Muskelzellen beteiligt sind. Das aortic ring assay stellt dabei einen 

Zwischenschritt dar, der es ermöglicht, ex vivo angiogene Prozesse in Gewebekulturen über 

mehrere Tage zu beobachten [110]. Dazu wurden Aortenringe aus NG2+/+ Mäusen isoliert, in 

matrigel eingebettet und mit Medium überschichtet, das entweder mit Vehikel oder CX-4945 

(10 µM) versetzt war. Das Auswachsen der Zellen wurde nach 6 Tagen analysiert (Abbildung 

23a). Einhergehend mit dem spheroid sprouting assay reduzierte die CX-4945-Behandlung im 

Vergleich zu Vehikel-behandelten Kontrollen das Auswachsen von Zellen aus den 

Aortenringen (Abbildung 23a und b). Zudem wurde die Sprossfläche von unbehandelten 

Aortenringen aus NG2+/+ und NG2-/- Mäusen verglichen. Die Ergebnisse zeigten, dass bei 

einem NG2-KO signifikant weniger Zellen auswachsen (Abbildung 23c und d). Eine 

zusätzliche Behandlung der Aortenringe aus NG2-/- Mäusen mit CX-4945 führte zu einer 

weiteren Reduktion der Sprossfläche (Abbildung 23e). Dies weist darauf hin, dass neben 

Perizyten noch weitere NG2-positive Zellen, deren NG2-Proteingehalt durch die CK2-Inhibition 

reduziert wird, das Aussprossen beeinflussen können. Aus der Literatur ist bekannt, dass 

neben Endothelzellen und Perizyten auch Fibroblasten an der Gefäßaussprossung beteiligt 

sind [111]. Letztere exprimieren ebenfalls NG2 [112-114]. Daher wurde mittels Western Blot-

Analysen und durchflusszytometrischen Messungen untersucht, ob eine CK2-Inhibition in 

Fibroblasten die Expression von NG2 reduziert. Perizyten dienten hierbei als Positivkontrolle 

und HUVEC als Negativkontrolle für den NG2-Proteingehalt. Die Ergebnisse zeigten, dass die 

hier verwendeten NHDF NG2 exprimieren (Abbildung 24a und b) und die Behandlung mit CX-

4945 deren NG2-Proteingehalt ebenfalls reduziert (Abbildung 24c-e).  

Schließlich wurde der Einfluss einer CK2-Inhibition auf die angiogene Aktivität von Perizyten 

in Abhängigkeit von NG2 in vivo untersucht. Dazu wurden primäre humane Perizyten für 48 h 

mit CX-4945 vorbehandelt und im Verhältnis 1:10 mit HUVEC vermischt. Die Kokultur wurde 

dann in matrigel resuspendiert und in die Flanke von immundefizienten CD1 nu/nu Mäusen 

injiziert. Nach 6 Tagen wurden die matrigel plugs entnommen und deren Gefäßdichte 

untersucht. 
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Abbildung 23: Eine CK2-Inhibition und der KO von NG2 verringern das Auswachsen von Zellen aus murinen 
Aortenringen. (a) Aus der Aorta von NG2+/+ Mäusen wurden einzelne Ringe generiert, in matrigel eingebettet und 
mit Medium überschichtet, das mit Vehikel oder CX-4945 (10 µM) versetzt war. Nach 6 Tagen wurde das 
Aussprossen von Zellen aus den Aortenringen lichtmikroskopisch detektiert (Maßstab: 300 µm). (b) Aortenringe 
aus NG2+/+ Mäusen wurden wie in (a) beschrieben behandelt und für aortic ring assays verwendet. Quantitative 
Analyse der Sprossfläche, angegeben in Relation zu Vehikel in %. MW ± SD. *P < 0,05 vs. Vehikel (n = 3). (c) Aus 
den Aorten von NG2+/+ und NG2-/- Mäusen wurden einzelne Ringe generiert, die für aortic ring assays verwendet 
wurden. Das Auswachsen von Zellen aus den Aortenringen wurde nach 6 Tagen lichtmikroskopisch detektiert 
(Maßstab: 300 µM). (d) Aortenringe aus NG2+/+ und NG2-/- Mäusen wurden wie in (c) beschrieben behandelt und 
für aortic ring assays verwendet. Quantitative Analyse der Sprossfläche von Aortenringen, angegeben in Relation 
zur Sprossfläche von Aortenringen aus NG2+/+ Mäusen in %. MW ± SD. *P < 0,05 vs. NG2+/+ (n = 3). (e) Aus den 
Aorten von NG2+/+ und NG2-/- Mäusen wurden einzelne Ringe generiert, wie in (a) beschrieben behandelt und für 
aortic ring assays verwendet. Nach 6 Tagen wurde die Sprossfläche der Aortenringe lichtmikroskopisch detektiert 
und quantitativ analysiert. Die erhobenen Daten wurden in Relation zur Sprossfläche von Vehikel-behandelten 
Aortenringen aus NG2+/+ Mäusen in % angegeben. MW ± SD. *P < 0,05 vs. NG2+/+ + Vehikel,                                            
#P < 0,05 vs. NG-/- + Vehikel (n = 3). 
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Die immunhistochemischen Färbungen zeigten einhergehend mit den in vitro-Analysen der 

Kokultur eine signifikante Reduktion von humanen CD31-positiven Mikrogefäßen in plugs mit 

CX-4945-vorbehandelten Perizyten im Vergleich zu den plugs mit Vehikel-vorbehandelten 

Perizyten (Abbildung 25a und b). Zusätzlich wurde das angiogene Potential von NG2+/+ und 

NG2-/- Mäusen verglichen, um den Effekt eines NG2-Verlusts zu untersuchen. Dazu wurden 

zellfreie matrigel plugs in die Flanke von NG2+/+ und NG2-/- Mäusen injiziert und nach einer     

6-tägigen Inkubation entnommen. Anschließend wurde das Einwachsen von Blutgefäßen mit 

Hilfe von immunhistochemischen Färbungen bestimmt. 

 

Abbildung 24: Eine CK2-Inhibition erniedrigt den Proteingehalt von NG2 in NHDF. (a) Aus Perizyten, NHDF 
und HUVEC wurden Zellextrakte generiert. Die Zellextrakte wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Der 
Proteingehalt von NG2, CK2α, CK2α‘, CK2β und α-Tubulin (als Ladekontrolle) wurde mit spezifischen Antikörpern 
im Western Blot detektiert. (b) Die MFI von NG2-positiven Perizyten, NHDF und HUVEC wurde 
durchflusszytometrisch bestimmt und in Relation zur MFI von Perizyten in % angegeben. *P < 0,05 vs. Perizyten, 
MW ± SD. *P < 0,05 vs. NHDF (n = 3). (c) NHDF wurden für 48 h mit Vehikel oder CX-4945 (10 µM) behandelt und 
wie in (a) beschrieben für Western Blot-Analysen verwendet. Der Proteingehalt von NG2 und α-Tubulin (als 
Ladekontrolle) wurde mit spezifischen Antikörpern im Western Blot detektiert. (d) Quantitative Analyse des 
Proteingehalts von NG2. NHDF wurden wie in (c) beschrieben behandelt und für Western Blot-Analysen verwendet. 
NG2 wurde normiert auf α-Tubulin. Die relative Intensität wurde in Relation zu Vehikel in % angegeben. MW ± SD. 
*P < 0,05 vs. Vehikel (n = 4). (e) NHDF wurden wie in (c) beschrieben behandelt. Die MFI von NG2-positiven Zellen 
wurde durchflusszytometrisch bestimmt und in Relation zu Vehikel in % angegeben. MW ± SD. 
*P < 0,05 vs. Vehikel (n = 4). 
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Die Ergebnisse zeigten, dass die Mikrogefäßdichte in den plugs aus NG2-/- Mäusen im 

Vergleich zu den plugs aus NG2+/+ Mäusen signifikant geringer war (Abbildung 25c und d). 

Daher kann davon ausgegangen werden, dass sowohl die Reduktion als auch der KO von 

NG2 zu einer Hemmung von angiogenen Prozessen in vivo führt. 

  

 

Abbildung 25: Eine CK2-Inhibition und ein NG2-KO hemmen das Einwachsen von Blutgefäßen in matrigel 
plugs. (a) Perizyten wurden für 48 h mit Vehikel oder CX-4945 (10 µM) behandelt und im Verhältnis 1:10 mit 
HUVEC vermischt. Die Kokultur wurde in flüssiges matrigel überführt und in die Flanke von CD1 nu/nu Mäusen 
injiziert. Nach 6 Tagen wurden die matrigel plugs entnommen und die Ausbildung von Blutgefäßen 
immunhistochemisch mittels humanem CD31-Antikörper detektiert (Maßstab: 150 µm). (b) Quantitative Analyse 
der Ausbildung von Blutgefäßen in matrigel plugs, die wie in (a) beschrieben generiert wurden. Die 
Mikrogefäßdichte wurde in Relation zu Vehikel in % angegeben. MW ± SD. *P < 0,05 vs. Vehikel (n = 5). Die weißen 
Pfeilspitzen zeigen Blutgefäße. (c) Zellfreies matrigel wurde in die Flanke von NG2+/+ und NG2-/- Mäusen injiziert 
und die matrigel plugs nach 6 Tagen entnommen. Das Einwachsen von Blutgefäßen wurde immunhistochemisch 
mit einem murinen CD31-Antikörper detektiert. Die gestrichelte, weiße Linie zeigt die Grenze zwischen subkutanem 
Gewebe (subcutanous tissue (SC)) und dem matrigel plug (Plug) (Maßstab: 150 µm). (d) Quantitative Analyse von 
eingewachsenen Blutgefäßen in matrigel plugs, die wie in (c) beschrieben generiert wurden. Die Mikrogefäßdichte 
ist in Relation zu matrigel plugs aus NG2+/+ Mäusen in % angegeben. MW ± SD. *P < 0,05 vs. NG2+/+ (n = 5). Die 
weißen Pfeilspitzen zeigen Blutgefäße. 
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5.2 Die CK2 reguliert über NG2 die Proliferation und Migration von 

humanen GBM-Zellen  

Die Ergebnisse des 1. Teils dieser Arbeit zeigten, dass eine Inhibition der CK2 die NG2-

Expression in Perizyten reduziert und dadurch deren angiogene Aktivität maßgeblich hemmt. 

Das Proteoglykan NG2 wird neben Perizyten auch in einigen Tumoren wie dem GBM 

exprimiert. Es ist bekannt, dass NG2 in Tumorzellen die Proliferation und Migration fördert. 

Daher wurde im 2. Teil dieser Arbeit untersucht, ob eine CK2-Hemmung die Expression und 

den Proteingehalt von NG2 in humanen GBM-Zellen reduziert und folglich auch die NG2-

vermittelte Proliferation und Migration inhibiert. 

5.2.1 Eine Inhibition der CK2 verringert den Proteingehalt von NG2 in humanen 

GBM-Zellen 

Zunächst wurde untersucht, wie sich eine CK2-Inhibition in GBM-Zellen auf den Proteingehalt 

von NG2 auswirkt. Die Experimente wurden mit zwei unterschiedlichen GBM-Zelllinien (A1207 

und U87) durchgeführt, um zelllinienspezifische Effekte ausschließen zu können. Beide 

Zelllinien wurden mit Vehikel oder dem CK2-Inhibitor CX-4945 (10 µM) behandelt und der 

Gehalt von verschiedenen Proteinen mittels Western Blot und Durchflusszytometrie bestimmt. 

Die Ergebnisse zeigten, dass sowohl NG2 als auch die CK2-Untereinheiten α, α’ und β in 

A1207- und U87-Zellen exprimiert werden (Abbildung 26a). Die Inhibition der CK2 durch CX-

4945 wurde mit Hilfe der CK2-abhängigen Phosphorylierungsstelle AktS129 validiert [79,107]. 

Wie erwartet, führte die CX-4945-Behandlung zu einer Reduktion von pAktS129 im Vergleich 

zur Vehikel-behandelten Kontrolle (Abbildung 26a-c). Zudem zeigten die Western Blot-

Analysen und durchflusszytometrischen Messungen, dass der NG2-Proteingehalt in CX-4945-

behandelten A1207- und U87-Zellen signifikant erniedrigt ist (Abbildung 26a, d-g).  
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Die Interaktion von NG2 mit Integrin β-1 resultiert in der Aktivierung von Integrin β-1 und 

dessen assoziierten Signalwegen wie PI3K/Akt. In Tumorzellen sind diese Signalwege oft 

dysreguliert und fördern deren Chemoresistenz, Proliferation, Migration und Überleben sowie 

die Tumorangiogenese [26,28,33,54,115]. Daher wurde auch der Einfluss der CK2-Inhibition 

auf den Proteingehalt und die Aktivität von Integrin β-1 in A1207- und U87-Zellen untersucht. 

Die durchflusszytometrischen Analysen zeigten weder einen Unterschied im Proteingehalt 

(Abbildung 27a und b) noch in der Aktivität (Abbildung 27c und d) von Integrin β-1 nach CK2-

Hemmung. 

 

Abbildung 26: Eine CK2-Inhibition reduziert den Proteingehalt von NG2 in humanen GBM-Zellen. (a) A1207- 
und U87-Zellen wurden für 72 h mit Vehikel oder CX-4945 (10 µM) behandelt und Zellextrakte generiert. Die 
Zellextrakte wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Der Proteingehalt von NG2, Akt, pAktS129, CK2α, CK2α’, CK2β 
und α-Tubulin (als Ladekontrolle) wurde mit spezifischen Antikörpern im Western Blot detektiert. (b-e) Quantitative 
Analyse des Proteingehalts von pAktS129 (b und c) und NG2 (d und e). Die Zellen wurden wie in (a) beschrieben 
behandelt und für Western Blot-Analysen verwendet. pAktS129 wurde normiert auf Akt und NG2 wurde normiert auf 
α-Tubulin. Die erhobenen Daten wurden als relative Intensität in Relation zu Vehikel in % angegeben. MW ± SD. 
*P < 0.05 vs. Vehikel (n = 3). (f und g) A1207- und U87-Zellen wurden wie in (a) beschrieben behandelt. Die MFI 
von NG2-positiven Zellen wurde durchflusszytometrisch bestimmt und in Relation zu Vehikel in % angegeben. 
MW ± SD. *P < 0.05 vs. Vehikel (n = 4). 
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Mit Hilfe der CRISPR/Cas-Methode wurde in A1207- und U87-Zellen ein CK2α-KO induziert, 

um CK2-unabhängige Nebeneffekte von CX-4945 auf den NG2-Proteingehalt ausschließen 

zu können. Western Blot-Analysen bestätigten den CK2α-KO in A1207- und U87-Zellen, da 

die CK2α-Untereinheit nicht mehr detektiert werden konnte (Abbildung 28a-c). Zudem war 

pAktS129 in den CK2α-KO-Zellen im Vergleich zum Wildtyp deutlich verringert (Abbildung 28a, 

d, e). Interessanterweise konnte in den A1207- und U87-CK2α-KO-Zellen auch ein verringerter 

Proteingehalt der CK2β-Untereinheit festgestellt werden (Abbildung 28a), was auf die 

Instabilität der monomeren CK2β-Untereinheit zurückgeführt werden kann [116]. Wie erwartet 

war in Folge des CK2α-KO der NG2-Proteingehalt in GBM-Zellen signifikant reduziert 

(Abbildung 28a, f, g). Daher kann davon ausgegangen werden, dass die Reduktion des NG2-

Proteingehalts nach CX-4945-Behandlung das Resultat der CK2-Inhibition ist. 

 

Abbildung 27: Eine CK2-Inhibition in humanen GBM-Zellen hat keinen Effekt auf den Proteingehalt und die 
Aktivität von Integrin β-1. (a-d) A1207- und U87-Zellen wurden für 72 h mit Vehikel oder CX-4945 (10 µM) 
behandelt. Anschließend wurde die MFI von Integrin β-1 (a und b) und aktiviertem Integrin β-1 (c und d) 
durchflusszytometrisch bestimmt und in Relation zu Vehikel in % angegeben. MW ± SD (n = 3). 

V
eh

ik
el

C
X
-4

94
5

0

20

40

60

80

100

120

140

M
F

I 
In

te
g

ri
n


-1

(%
 V

e
h

ik
e
l)

V
eh

ik
el

C
X
-4

94
5

0

20

40

60

80

100

120

140

M
F

I 
a

k
ti

v
ie

rt
e

s
 I

n
te

g
ri

n


-1

(%
 V

e
h

ik
e
l)

V
eh

ik
el

C
X
-4

94
5

0

20

40

60

80

100

120

140

M
F

I 
In

te
g

ri
n


-1

 (
%

 V
e
h

ik
e
l)

V
eh

ik
el

C
X
-4

94
5

0

20

40

60

80

100

120

140

M
F

I 
a

k
ti

v
ie

rt
e

s
 I

n
te

g
ri

n


-1

(%
 V

e
h

ik
e
l)

a b

c d

U87A1207

A1207 U87



Ergebnisse 

52 
 

Die FAK ist ein wichtiger Signaltransduktor bei der Zellmigration, die in Folge von Interaktionen 

mit der EZM initiiert wird [117]. Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass die Inhibition 

von NG2 die Phosphorylierung und damit die Aktivität der FAK reduziert [118]. Zudem ist 

bekannt, dass die Inhibition der CK2 ebenfalls die Aktivität der FAK und deren assoziierten 

Signalwege hemmt [119,120]. Wie zu erwarten war, zeigten Western Blot-Analysen eine 

signifikant verringerte Phosphorylierung der FAK in A1207-CK2α-KO-Zellen im Vergleich zur 

Kontrolle (Abbildung 29a und b). 

 

Abbildung 28: Ein CK2α-KO verringert den Proteingehalt von NG2 in humanen GBM-Zellen. (a) A1207- und 
U87-Wildtyp sowie CK2α-KO-Zellen wurden lysiert und Zellextrakte generiert. Die Zellextrakte wurden 
anschließend mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Der Proteingehalt von NG2, Akt, pAktS129, CK2α, CK2α’, CK2β und 
α-Tubulin (als Ladekontrolle) wurde mit spezifischen Antikörpern im Western Blot detektiert. (b-g) Quantitative 
Analyse des Proteingehalts von CK2α (b und c), pAktS129 (d und e) und NG2 (f und g). Die Zellen wurden wie in (a) 
beschrieben für Western Blot-Analysen verwendet. CK2α und NG2 wurden normiert auf α-Tubulin und pAktS129 
wurde normiert auf Akt. Die erhobenen Daten wurden als relative Intensität in Relation zu dem Wildtyp in % 
angegeben. MW ± SD. *P < 0.05 vs. Wildtyp (A1207: n = 4; U87: n = 5). 
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5.2.2 Eine Inhibition der CK2 reprimiert die Genexpression von NG2 in 

humanen GBM-Zellen 

Die NG2-Promotoranalysen in Perizyten legen nahe, dass das Fragment pGL4-NG2p1.2.4.1 ein 

Kernstück des NG2-Promotors ist. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die 

transkriptionelle Aktivität dieser Region durch den CK2-Inhibitor CX-4945 reduziert wird. Daher 

wurde untersucht, ob die CK2-Inhibition auch in GBM-Zellen die Genexpression von NG2 

reduziert. Dazu wurden zum einen A1207-Wildtyp- und A1207-CK2α-KO-Zellen mit dem 

Expressionsplasmid pGL4-NG2p1.2.4 oder pGL4-NG2p1.2.4.1 transfiziert und die transkriptionelle 

Aktivität mittels Luciferase-Test bestimmt (Abbildung 30a). Zum anderen wurden A1207-Zellen 

mit dem Expressionsplasmid pGL4-NG2p1.2.4 oder pGL4-NG2p1.2.4.1 transfiziert, anschließend 

mit Vehikel oder CX-4945 (10 µM) behandelt und für Luciferase-Tests verwendet (Abbildung 

30b). Die transkriptionelle Aktivität von NG2p1.2.4 und NG2p1.2.4.1 war sowohl bei KO als auch 

nach Inhibition der CK2 im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle signifikant verringert (Abbildung 

30a und b). Zusätzlich wurde die Genexpression von NG2 in A1207- und U87-Zellen mittels 

qRT-PCR bestimmt. Wie erwartet, war die NG2-Genexpression nach CX-4945-Behandlung in 

beiden GBM-Zelllinien signifikant reduziert (Abbildung 30c und d).  

 

Abbildung 29: Ein CK2α-KO reduziert die Phosphorylierung der FAK in humanen GBM-Zellen. (a) A1207-
Wildtyp und A1207-CK2α-KO-Zellen wurden lysiert und Zellextrakte generiert. Die Zellextrakte wurden mittels SDS-
PAGE aufgetrennt. Der Proteingehalt der pFAK, FAK und von α-Tubulin (als Ladekontrolle) wurde mit spezifischen 
Antikörpern im Western Blot detektiert. (b) Quantitative Analyse des Proteingehalts von pFAK. Die Zellen wurden 
wie in (a) beschrieben für Western Blot-Analysen verwendet. pFAK wurde normiert auf FAK. Die erhobenen Daten 
wurden als relative Intensität in Relation zu dem Wildtyp in % angegeben. MW ± SD. *P < 0.05 vs. Wildtyp 
(A1207: n = 3). 
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Neben einer reduzierten Genexpression kann auch eine beschleunigte Proteindegradation zu 

einem verringerten Proteingehalt führen. Daher wurde zusätzlich untersucht, ob die CK2-

Inhibition einen Effekt auf die Proteinstabilität von NG2 in GBM-Zellen hat. Dazu wurde die 

Translation in A1207- und U87-Zellen mittels CHX inhibiert. Anschließend wurden die Zellen 

mit Vehikel oder CX-4945 behandelt. Der NG2-Proteingehalt wurde über einen Zeitraum von 

72 h durchflusszytometrisch erfasst. Die Ergebnisse zeigten eine kontinuierliche Abnahme des 

Proteingehalts von NG2 über die Zeit. Hierbei wurde kein Unterschied im NG2-Proteingehalt 

 

Abbildung 30: Eine CK2-Inhibition reprimiert die Genexpression von NG2 in humanen GBM-Zellen. (a) 
A1207-Wildtyp- und A1207-CK2α-KO-Zellen wurden mit dem Expressionsplasmid pGL4-NG2p1.2.4 oder pGL4-
NG2p1.2.4.1 transfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen lysiert und die transkriptionelle Aktivität mittels Luciferase-Test 
bestimmt. MW ± SD. *P < 0,05 vs. Wildtyp (n = 4). (b) A1207-Zellen wurden mit dem Expressionsplasmid             
pGL4-NG2p1.2.4 oder pGL4-NG2p1.2.4.1 transfiziert und 24 h kultiviert. Anschließend wurden die Zellen für 24 h mit 
Vehikel oder CX-4945 (10 µM) behandelt und lysiert. Die transkriptionelle Aktivität wurde mittels Luciferase-Test 
bestimmt. MW ± SD. *P < 0.05 vs. Vehikel (n = 3). (c und d) Quantitative Analyse des Gehalts von NG2-mRNA. 
A1207- und U87-Zellen wurden für 72 h mit Vehikel oder CX-4945 (10 µM) behandelt. Anschließend wurde die 
RNA isoliert und der mRNA-Gehalt von NG2 und GAPDH (als Haushaltsgen) mittels qRT-PCR bestimmt. Der 
mRNA-Gehalt von NG2 wurde normiert auf den mRNA-Gehalt von GAPDH. Die Werte sind in Relation zu Vehikel 
in % angegeben. MW ± SD. *P < 0.05 vs. Vehikel (n = 4). 
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zwischen den Gruppen beobachtet (Abbildung 31a und b). Daher ist davon auszugehen, dass 

die CK2 keinen Einfluss auf die NG2-Proteinstabilität hat.  

5.2.3 Eine Inhibition der CK2 reduziert die Proliferation und Migration von 

humanen GBM-Zellen 

Die bisherigen Ergebnisse zeigten, dass die CK2 in GBM-Zellen die Genexpression und den 

Proteingehalt von NG2 reguliert. In weiterführenden Experimenten wurden die Effekte einer 

CK2-abhängigen Reduktion von NG2 auf die Funktionalität der GBM-Zellen untersucht. Dazu 

wurden A1207- und U87-Zellen für 72 h mit Vehikel oder CX-4945 (10 µM) behandelt. Die 

Analyse der Formazan-Reduktion im WST-1 assay ergab eine deutlich verringerte 

metabolische Aktivität der CX-4945-behandelten GBM-Zellen im Vergleich zur Kontrolle 

(Abbildung 32a und b). Damit einhergehend konnte eine reduzierte Inkorporation von BrdU in 

die DNA nach CX-4945-Behandlung beobachtet werden (Abbildung 32c und d). Nach CK2-

Inhibition war dementsprechend die Zellzahl im Vergleich zur Kontrolle signifikant reduziert 

(Abbildung 32e und f). Zusätzliche Zytotoxizitätsuntersuchungen zeigten keine erhöhte LDH-

Freisetzung in Folge der CX-4945-Behandlung (Abbildung 32g und h). 

 

Abbildung 31: Eine CK2-Inhibition hat keinen Einfluss auf die Proteinstabilität von NG2 in humanen GBM-
Zellen. (a und b) A1207- und U87-Zellen wurden in Anwesenheit von CHX mit Vehikel oder CX-4945 (10 µM) 
behandelt. Nach 0 h, 24 h, 48 h und 72 h wurde die MFI von NG2-positiven Zellen durchflusszytometrisch detektiert 
und in Relation zur jeweiligen MFI zum Zeitpunkt 0 h in % angegeben. MW ± SD (n = 4).  
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Es ist bekannt, dass NG2 zu einem sehr aggressiven Phänotyp von humanen Tumoren wie 

dem GBM beiträgt, indem es unter anderem die Zellmigration und -invasion fördert [38,48]. 

Daher wurde in den nachfolgenden Experimenten untersucht, ob eine CK2-Inhibition die 

Migrationsfähigkeit der beiden NG2-positiven GBM-Zelllinien A1207 und U87 beeinträchtigt. 

Dies wurde mit Hilfe von scratch assays analysiert. Die Spaltfläche von CX-4945-behandelten 

A1207-Zellen war im Vergleich zu Vehikel-behandelten Zellen nach 16 h und 24 h signifikant 

größer (Abbildung 33a und b). Weiterhin war auch die Spaltfläche von CX-4945-behandelten 

U87-Zellen im Vergleich zu Vehikel-behandelten Zellen nach 24 h signifikant größer 

(Abbildung 33c und d).  

 

Abbildung 32: Eine CK2-Inhibition reduziert die Proliferationsfähigkeit von humanen GBM-Zellen. (a und b) 
A1207- und U87-Zellen wurden für 72 h mit Vehikel oder CX-4945 (10 µM) behandelt. Die metabolische Aktivität 
wurde mittels WST-1 assay bestimmt. Die Formazan-Reduktion wurde in Relation zu Vehikel in % angegeben. 
MW ± SD. *P < 0,05 vs. Vehikel (n = 3). (c und d) Die Zellen wurden wie in (a) beschrieben behandelt, wobei nach 
62 h zusätzlich BrdU-Reagenz zugegeben wurde. Anschließend wurden die MFI von BrdU-positiven Zellen 
durchflusszytometrisch detektiert und in Relation zur Gesamtzahl gemessener Zellen in % angegeben. MW ± SD. 
*P < 0,05 vs. Vehikel (n = 4). (e und f) Die Zellen wurden wie in (a) beschrieben behandelt. Die Zellzahl wurde nach 
0 h, 24 h, 48 h und 72 h bestimmt und in Relation zur Zellzahl zum Zeitpunkt 0 h in % angegeben. MW ± SD. 
*P < 0,05 vs. Vehikel (n = 4). (g und h) Die Zellen wurden wie in (a) beschrieben behandelt und die Zytotoxizität 
von CX-4945 mittels LDH-Test analysiert. Die LDH-Freisetzung wurde in Relation zu Vehikel in % angegeben. 
MW ± SD (n = 3). 
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Die Ergebnisse der scratch assays zeigten, dass eine CK2-Inhibition einen anti-migratorischen 

Effekt auf GBM-Zelllinien ausübt. Mit Hilfe von transmigration assays sollten diese 

Beobachtungen verifiziert werden. Dazu wurden A1207-Zellen mit Vehikel oder CX-4945 

behandelt. Wie erwartet resultierte die Hemmung der CK2 in einer deutlich reduzierten Anzahl 

von migrierten Zellen (Abbildung 34a und b). Anschließend wurde geprüft, ob eine CK2-

unabhängige Expression von NG2 dem anti-migratorischen Effekt der CK2-Inhibition 

entgegenwirken kann. Dazu wurden A1207-Zellen mit einem Kontroll-Plasmid (Mock) oder 

einem NG2-Plasmid transfiziert und mit CX-4945 behandelt. Die Überexpression von NG2 

konnte im Western Blot detektiert werden (Abbildung 34c) und resultierte im Vergleich zur 

Kontrolle in einem Wiederanstieg von migrierten Zellen trotz CK2-Inhibition (Abbildung 34d 

und e). 

 

Abbildung 33: Eine CK2-Inhibition reduziert die Migrationsfähigkeit von humanen GBM-Zellen. (a und c) 
A1207- (a) und U87-Zellen (b) wurden für 72 h mit Vehikel oder CX-4945 (10 µM) behandelt. Anschließend wurde 
ein Spalt im Zellrasen erzeugt und die Fläche nach 0 h, 16 h und 24 h bestimmt (Maßstab: 100 µm). (b und d) 
Quantitative Analyse der zellfreien Fläche von A1207- (c) und U87-Zellen (d). Die Zellen wurden wie in (a) 
beschrieben behandelt, für scratch assays verwendet und die zellfreie Fläche nach 0 h, 16 h und 24 h bestimmt. 
Die Spaltfläche wurde in Relation zur Spaltfläche zum Zeitpunkt 0 h in % angegeben. MW ± SD. 
*P < 0,05 vs. Vehikel, (n = 4).  
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Zusätzlich zum CK2-Inhibitor CX-4945 wurde der Proteingehalt von NG2 mittels siRNA 

reduziert und der Effekt auf die Transmigrationsfähigkeit von GBM-Zellen untersucht. Western 

Blot-Analysen (Abbildung 35a und b) und durchflusszytometrische Messungen (Abbildung 35c) 

bestätigten im Vergleich zu Kt-siRNA-transfizierten Zellen eine signifikante Reduktion des 

NG2-Proteingehalts in Zellen, die mit NG2-siRNA transfiziert worden waren. Zudem zeigten 

die Ergebnisse der transmigration assays, dass der KD von NG2 zu einer deutlich verringerten 

Migration von A1207-Zellen führt (Abbildung 35d und e). 

 

Abbildung 34: Eine Überexpression von NG2 wirkt dem anti-migratorischen Effekt einer CK2-Inhibition 
entgegen. (a) A1207-Zellen wurden für 72 h mit Vehikel oder CX-4945 (10 µM) behandelt und für transmigration 
assays ausgesät. Nach 5 h wurden die migrierten Zellen fixiert, gefärbt und lichtmikroskopisch detektiert 
(Maßstab: 100 µm). (b) Die Zellen wurden wie in (a) beschrieben behandelt und für transmigration assays 
verwendet. Quantitative Analyse von migrierten Zellen pro HPF. MW ± SD. *P < 0.05 vs. Vehikel (n = 3). (c) A1207-
Zellen wurden mit dem pEF6-Vektor (Mock) oder dem NG2-Plasmid transfiziert. Nach 48 h wurden Zellextrakte 
generiert. Die Zellextrakte wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Der Proteingehalt von NG2, CK2α und α-Tubulin 
(als Ladekontrolle) wurde mit spezifischen Antikörpern im Western Blot detektiert. (d) A1207-Zellen wurden wie in 
(c) beschrieben transfiziert und anschließend für 24 h mit CX-4945 (10 µM) behandelt. Die Zellen wurden für 
transmigration assays ausgesät. Nach 5 h wurden die migrierten Zellen fixiert, gefärbt und lichtmikroskopisch 
detektiert (Maßstab: 100 µm). (e) Die Zellen wurden wie in (d) beschrieben transfiziert, behandelt und für 
transmigration assays verwendet. Quantitative Analyse von migrierten Zellen pro HPF. MW ± SD. 
*P < 0.05 vs. Mock (n = 4). 
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Zusammenfassend konnte in Folge einer Reduktion des NG2-Proteingehalts durch CX-4945 

sowohl ein anti-proliferativer als auch anti-migratorischer Effekt in GBM-Zellen beobachtet 

werden. 

 

Abbildung 35: Ein NG2-KD reduziert die Migrationsfähigkeit von humanen GBM-Zelllinien. (a) A1207-Zellen 
wurden mit Kt-siRNA oder NG2-siRNA transfiziert. Nach 72 h wurden Zellextrakte generiert. Die Zellextrakte 
wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Der Proteingehalt von NG2, CK2α und α-Tubulin (als Ladekontrolle) wurde 
mit spezifischen Antikörpern im Western Blot detektiert. (b) Quantitative Analyse des Proteingehalts von NG2. Die 
Zellen wurden wie in (a) beschrieben transfiziert und für Western Blot-Analysen verwendet. NG2 wurde normiert 
auf α-Tubulin. Die erhobenen Daten wurden als relative Intensität von NG2 in Relation zur Kt-siRNA in % 
angegeben. MW ± SD. *P < 0.05 vs. Kt-siRNA (n = 3). (c) Die Zellen wurden wie in (a) beschrieben transfiziert. Die 
MFI von NG2-positiven Zellen wurde durchflusszytometrisch detektiert und in Abhängigkeit von der Kt-siRNA in % 
angegeben. MW ± SD. *P < 0.05 vs. Kt-siRNA (n = 3). (d) A1207-Zellen wurden wie in (a) beschrieben transfiziert 
und für transmigration assays ausgesät. Nach 5 h wurden die migrierten Zellen fixiert, gefärbt und 
lichtmikroskopisch detektiert (Maßstab: 100 µm). (e) Die Zellen wurden wie in (a) beschrieben transfiziert und für 
transmigration assays verwendet. Quantitative Analyse von migrierten Zellen pro HPF. MW ± SD.     
*P < 0,05 vs. Kt-siRNA, (n = 4). 
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5.2.4 Die mRNA-Expression von NG2 und den CK2-Untereinheiten korreliert 

positiv in humanen GBMs 

Zusätzlich zu den bisher generierten in vitro Daten wurden auch in silico-Analysen humaner 

Tumorproben durchgeführt.  

 

Abbildung 36: Die CK2-Untereinheiten und NG2 sind in humanen GBMs stark exprimiert. (a-d) Die relative 
mRNA-Expression (TCGA-basierte Datensätze (Firehose Legacy (Brain Lower Grade Glioma) und Cell 2013 
(Glioblastoma)) der cBioPortal Platform; arbitary units (AU)) von NG2 (a), CK2α (b), CK2α‘ (c) und CK2β (d) wurde 
in Gewebeproben aus humanen Astrozytomen (Grad I-II), Oligodendrogliomen (Grad II), anaplastischen 
Oligodendrogliomen und Astrozytomen (Grad III) sowie GBMs (Grad IV) bestimmt. *P < 0.05 vs. GBM (n = 682). 
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Die Online Datenbank cBioPortal bietet hierbei die Möglichkeit, auf Tumorgenom-Datensätze 

zuzugreifen [121,122]. Für die Analyse der Genexpression von NG2 und den CK2-

Untereinheiten in Gliomen Grad I bis IV wurden die beiden TCGA Datensätze (Firehose 

Legacy (Brain Lower Grade Glioma) und Cell 2013 (Glioblastoma)) verwendet. Dabei zeigte 

sich eine signifikant erhöhte mRNA-Expression von NG2 (Abbildung 36a) in GBM-Proben 

(Grad IV) verglichen mit Proben aus Gliomen Grad I bis III (Astrozytom, Oligodendrogliom, 

anaplastisches Oligodendrogliom und Astrozytom). Für die mRNA von CK2α (Abbildung 36b), 

CK2α‘ (Abbildung 36c) und CK2β (Abbildung 36d) wurde ebenfalls eine signifikant erhöhte 

mRNA-Expression in GBM-Proben (Grad IV) beobachtet. Zusätzlich ergab sich eine positive 

Spearman Korrelation zwischen der mRNA-Expression von NG2 und den CK2-Untereinheiten 

in humanen GBM-Proben (Abbildung 37). Die Korrelation zwischen NG2 und CK2α kann an 

dieser Stelle hervorgehoben werden, da ein Spearman-Korrelationskoeffizient von r = 0,54 (p 

< 0,0001) errechnet wurde, der auf eine starke Korrelation schließen lässt. 

Diese Daten bekräftigen die bisherigen Ergebnisse, die auf einen genregulatorischen 

Mechanismus zwischen der CK2 und NG2 hindeuten. 

5.2.5 Eine Inhibition der CK2 reduziert den Proteingehalt von NG2 in primären 

humanen GBM-Zellen 

In einer letzten Reihe von Experimenten wurde überprüft, ob die CK2 in primären humanen 

Zellen aus GBM-Patientenproben ebenfalls einen regulatorischen Effekt auf den NG2-

Proteingehalt hat. Die klinisch-pathologischen Befunde ergaben keine Mutation von IDH1 an 

der Stelle Arginin132, weswegen davon ausgegangen werden kann, dass die in dieser Studie 

verwendeten Zellen (T8399, T8478, T8475 und T8470) aus primären GBMs Grad IV stammen 

[42-44]. Die primären humanen GBM-Zellen wurden für 72 h mit Vehikel oder CX-4945 (10 µM) 

 

Abbildung 37: Die mRNA-Expression von NG2 und den CK2-Untereinheiten korreliert positiv in humanen 
GBMs. (a-c) Spearman Korrelation der mRNA-Expression von NG2 mit der mRNA-Expression von CK2α (a), 
CK2α‘ (b) und CK2β (c) (TCGA-basierter Datensatz (Cell 2013 (Glioblastoma) der cBioPortal Platform; arbitary units 
(AU)), n = 141).  
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behandelt und mittels Western Blot und Durchflusszytometrie untersucht. Die Ergebnisse 

zeigten, dass die Zellen sowohl NG2 als auch die beiden katalytischen Untereinheiten CK2α 

und CK2α‘ exprimieren, wobei Patienten-abhängig Schwankungen im Proteingehalt 

beobachtet werden konnten (Abbildung 38a). Trotzdem führte die Behandlung mit CX-4945 im 

Vergleich zu Vehikel in jeder Probe zu einer Reduktion der CK2-abhängigen Phosphorylierung 

von AktS129 (Abbildung 38b) und des NG2-Proteingehalts (Abbildung 38c und d). 

  

 

Abbildung 38: Eine Inhibition der CK2 reduziert den NG2-Proteingehalt in primären humanen GBM-Zellen. 
(a) Aus Patientenproben extrahierte primäre GBM-Zellen (T8399, T8478, T8475 und T8470) wurden für 72 h mit 
Vehikel oder CX-4945 (10 µM) behandelt und Zellextrakte generiert. Die Zellextrakte wurden mittels SDS-PAGE 
aufgetrennt. Der Proteingehalt von NG2, Akt, pAktS129, CK2α, CK2α’ und α-Tubulin (als Ladekontrolle) wurde mit 
spezifischen Antikörpern im Western Blot detektiert. (b und c) Quantitative Analyse des Proteingehalts von pAktS129 
(b) und NG2 (c). Die Zellen wurden wie in (a) beschrieben für Western Blot-Analysen verwendet. pAktS129 wurde 
normiert auf Akt und NG2 wurde normiert auf α-Tubulin. Die erhobenen Daten wurden als relative Intensität in 
Relation zu Vehikel in % angegeben. (d) Die primären humanen GBM-Zellen (T8399, T8478, T8475 und T8470) 
wurden wie in (a) beschrieben behandelt. Die MFI von NG2-positiven Zellen wurde durchflusszytometrisch 
bestimmt und in Relation zu Vehikel in % angegeben. 
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5.3 Zusammenfassung der Ergebnisse 

Im 1. Teil der vorliegenden Arbeit wurde unter Verwendung der beiden Inhibitoren TBB und 

CX-4945 gezeigt, dass die Hemmung der CK2 in Perizyten den NG2-Proteingehalt reduziert. 

Diese Beobachtung wurde zusätzlich mit einem siRNA-vermittelten KD der katalytischen 

Untereinheiten CK2α und CK2α‘ verifiziert. Weiterführende qRT-PCR- und Reportergen-

Analysen ergaben, dass die CK2-Inhibition die Genexpression von NG2 reprimiert. Aus 

funktionalen Analysen ging hervor, dass in Folge der Reduktion des NG2-Proteingehalts nach 

CK2-Inhibition angiogene Prozesse sowohl in vitro als in vivo signifikant gehemmt werden 

(Abbildung 39) [108].  

Im 2. Teil konnte gezeigt werden, dass auch in GBM-Zellen in Folge einer CK2-Inhibition 

mittels CX-4945 oder einem CK2α-KO der Proteingehalt von NG2 signifikant reduziert wird. 

Auch hier wurde durch qRT-PCR- und Reportergen-Analysen bestätigt, dass es sich um einen 

genregulatorischen Mechanismus handelt. Funktionale Analysen zeigten, dass in Folge eines 

reduzierten NG2-Proteingehalts nach CK2-Inhibition sowohl die Proliferation als auch die 

Migration von GBM-Zellen signifikant reduziert war. Abschließende in silico-Analysen und 

Experimente mit Patientenproben bestätigten die Zelllinien-basierten Ergebnisse (Abbildung 

39) [123].  

 

Abbildung 39: Schematische Zusammenfassung der Ergebnisse. Eine CK2-Inhibition reduziert die 
Genexpression und den Proteingehalt von NG2 in humanen primären Perizyten und GBM-Zellen. In Folge dessen 
wird sowohl eine Reduktion der angiogenen Aktivität als auch der Migration und Proliferation beobachtet.  
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6 Diskussion 

Das Proteoglykan NG2 ist ein interessantes Target für neue Therapien, da es sowohl in 

Blutgefäßen als auch in Tumorzellen exprimiert wird. Entsprechend ist NG2 an angiogenen 

Prozessen aber auch an der Proliferation, Migration und Invasion von Tumorzellen beteiligt. 

Allerdings ist bislang nur wenig über die molekularen Regulationsmechanismen der NG2-

Expression bekannt. Auf Grund von vorangegangenen Studien wurde in der vorliegenden 

Arbeit die Hypothese aufgestellt, dass die Proteinkinase CK2 ein wesentlicher Regulator von 

NG2 sein könnte und damit die angiogene Aktivität primärer humaner Perizyten sowie die 

Proliferation und Migration humaner GBM-Zellen steuert. 

6.1 Die CK2 reguliert über NG2 angiogene Prozesse in Perizyten  

Perizyten sind in die Basalmembran von Kapillaren eingebettet und stabilisieren durch ihren 

direkten Kontakt sowohl mit Endothelzellen als auch Komponenten der EZM das 

Mikrogefäßnetzwerk und tragen so zu dessen Funktionalität bei. Darüber hinaus unterstützen 

und stabilisieren Perizyten auch das Aussprossen von neuen Mikrogefäßen und fördern damit 

die Angiogenese [25]. In den letzten Jahren wurden verschiedene Proteine in Perizyten 

identifiziert, die sowohl unter physiologischen als auch pathologischen Bedingungen einen 

pro-angiogenen Effekt haben, wozu auch das Proteoglykan NG2 zählt. So fördert 

beispielsweise die Interaktion von NG2 mit Kollagen V und VI das Aussprossen von Perizyten 

und Endothelzellen [17-19,26,31,32,124]. Entsprechend bewirkt ein Verlust von NG2 in 

Perizyten eine Hemmung der Angiogenese [34,84,93,95,109]. In Endothelzellen konnte 

bereits mehrfach gezeigt werden, dass die Proteinkinase CK2 angiogene Signalwege, wie 

Raf/MAPK/ERK und PI3K/AKT, maßgeblich reguliert und CK2-Inhibitoren, wie CIGB-300, TBB 

oder CX-4945, in vitro und in vivo eine anti-angiogene Wirkung ausüben [84,93,95,109]. 

Im 1. Teil der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die CK2 einen Einfluss auf den NG2-

Proteingehalt von Perizyten hat. Mit Hilfe von molekularbiologischen Analysen konnte gezeigt 

werden, dass die beiden membrangängigen, kompetitiven aber strukturell unterschiedlichen 

CK2-Inhibitoren TBB und CX-4945 den NG2-Proteingehalt reduzieren. Allerdings handelt es 

sich weder bei TBB noch CX-4945 um einen monoselektiven Inhibitor gegen die CK2. Daher 

wurde der NG2-Proteingehalt auch nach einem siRNA-vermittelten KD der katalytischen 

Untereinheiten CK2α und CK2α‘ untersucht. Die Ergebnisse dieser Analysen konnten 

bestätigen, dass der NG2-Proteingehalt in Abhängigkeit von der CK2 reprimiert wird und es 

sich somit im Falle von TBB und CX-4945 nicht um Inhibitor-spezifische Nebeneffekte handelt. 

Zudem konnte in Folge einer CK2-Inhibition auch eine reduzierte Genexpression von NG2 in 

Perizyten detektiert werden. Der humane NG2-Promotor auf Chromosom 15 wurde jedoch 

noch nicht charakterisiert, weshalb die regulatorischen Mechanismen der NG2-Genexpression 
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bisher weitestgehend unbekannt sind [55]. Bislang wurden nur die Transkriptionsfaktoren 

SoxE, bHLH, Pax3, Egr-1, myocardin-related transcription factors und Sp1, identifiziert, die die 

Genexpression von NG2 aktivieren oder inhibieren [55,125-127]. Beispielsweise zeigten Bin 

et al. [56] in humanen Keratinozyten, dass ein KD von Sp1 einen reprimierenden Effekt auf die 

NG2-Genexpression hat. Im Gegensatz dazu ist der murine NG2-Promotor auf Chromosom 9 

bereits gut charakterisiert. Sellers et al. [128] konnten hier mit Hilfe von in silico-Analysen unter 

anderem Bindestellen für die Transkriptionsfaktoren CCAAT/enhancer-binding-protein 

(C/EBP), p300, CREB-binding protein (CBP) und Sp1 detektieren. Weiterführende Luciferase-

basierte Analysen zeigten, dass lediglich Sp1 die transkriptionelle Aktivität des murinen NG2-

Promotors signifikant steigert [128]. Allerdings unterscheiden sich der humane und der murine 

NG2-Promotor in ihrer chromosomalen Lokalisation und zeigen keine signifikante 

Sequenzhomologie. Daher können die Daten des murinen Promotors nicht einfach auf den 

humanen Promotor transferiert werden.  

In der vorliegenden Arbeit wurden genregulatorische Mechanismen der NG2-Expression in 

Abhängigkeit von der CK2 untersucht. Dazu wurde eine 2677 bp große Region in 5‘-Richtung 

vor dem humanen NG2-Gen generiert. Durch die systematische Fragmentierung und Analyse 

dieses Promotorbereichs konnte der 114 bp große Abschnitt P1.2.4.1 identifiziert werden, der 

die transkriptionelle Aktivität positiv beeinflusst. In darauffolgenden luciferase reporter assays 

wurde der Effekt von CX-4945 auf die transkriptionelle Aktivität von P1.2.4.1 untersucht. Wie 

erwartet reprimiert die Inhibition der CK2 die transkriptionelle Aktivität der NG2-Promotorregion. 

Interessanterweise ergaben in silico-Analysen von P1.2.4.1 eine Bindestelle für den 

Transkriptionsfaktor Sp1, ein Substrat der CK2. Es ist bekannt, dass Sp1 die Genexpression 

sowohl aktivieren als auch reprimieren kann, wobei die Aktivität des Transkriptionsfaktors von 

dessen DNA-Bindungskapazität abhängt [63]. Diese wird zum einen von dem 

Methylierungsmuster der DNA selbst und zum anderen von posttranslationalen Modifikationen 

des Transkriptionsfaktors, wie Glykosylierungen und Phosphorylierungen, beeinflusst 

[57,63,64]. Wilms et al. [127] konnten kürzlich zeigen, dass auch der Redox-Status die DNA-

Bindungskapazität von Sp1 beeinflusst. So bindet die reduzierte Form von Sp1 sowohl in der 

putativen Promotorregion als auch an einem enhancer des humanen NG2-Gens und steigert 

dessen Expression. Sp1 kann in Abhängigkeit von der jeweiligen posttranskriptionellen 

Modifikation als auch von der DNA-Bindestelle des Zielgens reprimierend oder aktivierend auf 

die Genexpression wirken [58]. Da bekannt ist, dass die CK2-induzierte Phosphorylierung am 

C-Terminus von Sp1 dessen DNA-Bindungskapazität reduziert [62,129], wurde in dieser Arbeit 

spekuliert, dass die CK2-Inhibition in einer verbesserten DNA-Bindungskapazität von Sp1 

resultieren könnte. Basierend auf der reprimierenden Wirkung des Transkriptionsfaktors würde 

die Genexpression von NG2 entsprechend reduziert werden.  
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Die Reportergen-Analysen ergaben nicht nur Fragmente mit einer erhöhten, sondern auch mit 

einer reduzierten transkriptionellen Aktivität. Es ist bekannt, dass Promotoren sich über 

mehrere tausend bp in 5‘-Richtung vor dem Transkriptionsstart erstrecken können und sowohl 

Sequenzen für enhancer als auch silencer enthalten [130]. Die reduzierte transkriptionelle 

Aktivität von NG2-Promotorfragmenten, wie P2, könnte durch silencer Elemente verursacht 

worden sein. Somit ist anzunehmen, dass die Genexpression von NG2 sowohl durch enhancer 

als auch silencer reguliert wird. Die Verwendung der NG2-Promotorfragmente für chromatin 

immunoprecipitation (ChIP) assays könnte zukünftig Aufschluss geben, ob noch weitere 

Transkriptionsfaktoren an den Promotor binden und somit womöglich angiogene Prozesse in 

Perizyten beeinflussen. Allerdings würde die vollständige Charakterisierung des NG2-

Promotors den Umfang dieser Arbeit übersteigen, da der Fokus lediglich auf CK2-abhängigen 

Regulationsmechanismen lag.  

Ein weiteres Ziel war es, die funktionalen Auswirkungen eines reduzierten NG2-Proteingehalts 

in Perizyten in Folge einer CK2-Inhibition zu untersuchen. Perizyten selbst sind in der 

Monokultur im Gegensatz zu Endothelzellen nicht in der Lage, sich in gefäßähnlichen 

Strukturen zusammenzulagern [131]. Jedoch ist deren stabilisierende Funktion maßgeblich an 

der Aufrechterhaltung des Mikrogefäßnetzwerks beteiligt [132]. Daher wurde mittels Kokultur 

untersucht, wie sich eine CK2-Inhibition in Perizyten auf die Fähigkeit von Endothelzellen 

Gefäßmaschen auszubilden auswirkt. Hierfür mussten zuerst die Bedingungen für eine 

Kokultur aus Perizyten und HUVEC optimiert werden, da deren Verhältnis in vivo 

gewebeabhängig von 1:1 bis 1:100 variieren kann [133]. Ein Verhältnis von 1:4 verhinderte die 

Ausbildung von gefäßähnlichen Strukturen, während ein Verhältnis von 1:10 zur Ausbildung 

von gefäßähnlichen Strukturen führte. Da Perizyten in der Monokultur Sphäroide bilden, 

könnte die hohe Anzahl von Perizyten in der 1:4 Kokultur das Ausbilden sphäroidaler 

Strukturen fördern, anstatt gefäßähnliche Strukturen zu stabilisieren [131]. Dagegen spiegelt 

das Verhältnis 1:10 eine weitverbreitete Verteilung von Perizyten im Organismus wider [30] 

und wurde daher für weiterführende tube formation assays verwendet. Diese Analysen zeigten, 

dass die Vorbehandlung von Perizyten mit CX-4945 einen destabilisierenden Effekt auf die 

Ausbildung von Gefäßmaschen in der Kokultur mit HUVEC ausübt. Dieser anti-angiogene 

Effekt der CK2-Inhibition wurde durch weitere in vitro-Analysen, wie scratch, transmigration 

und sprouting assays, bestätigt. 

Zusätzlich wurden ex vivo-Experimente mit Aortenringen aus WT und NG2-/- Mäusen 

durchgeführt. Wie erwartet, zeigte sich ein reduziertes Aussprossen von vaskulären Zellen aus 

den Aortenringen von NG2-/- Mäusen. Zudem wurden Aortenringe aus NG2-/- Mäusen mit CX-

4945 behandelt. Der hierbei beobachtete additive anti-angiogene Effekt lässt sich unter 

anderem dadurch erklären, dass die Inhibition der CK2 auch die Proliferation und Migration 
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von Endothelzellen hemmt [79]. Neben Endothelzellen und Perizyten sind auch Fibroblasten 

und Muskelzellen in der Gefäßwand lokalisiert und tragen zur Aufrechterhaltung und 

Funktionalität des Gefäßnetzwerks bei [22-24,134]. Muskelzellen sind maßgeblich an der 

Arteriogenese beteiligt, wohingegen Fibroblasten durch die Synthese und Aufrechterhaltung 

der EZM sowie durch die Sekretion von pro-angiogenen Faktoren in den Prozess der 

Angiogenese involviert sind [111-113,135]. Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten zeigen, dass 

NHDF das Proteoglykan NG2 exprimieren und die CX-4945-Behandlung auch deren NG2-

Proteingehalt reduziert. Daher kann spekuliert werden, dass die CK2 sowohl in Perizyten als 

auch in Fibroblasten NG2-abhängige, angiogene Prozesse reguliert.  

Abschließende in vivo-Untersuchungen in Form von matrigel plug assays zeigten 

einhergehend mit den in vitro-Ergebnissen der tube formation assays, dass sowohl der KO 

von NG2 als auch die Inhibition der CK2 in Perizyten zu einer signifikanten Reduktion der 

Mikrogefäßdichte führt. Stallcup et al. [26] und Ozerdem et al. [34] analysierten die angiogene 

Funktion von NG2 in Perizyten in vitro mit Hilfe von KD-basierten Experimenten sowie in vivo 

mittels KO im Mausmodell. Aus ihren Studien geht hervor, dass der Verlust von NG2 in 

Perizyten deren angiogene Aktivität und die Ausbildung von Gefäßnetzwerken inhibiert. 

Zusammen mit diesen vorangegangenen Studien kann geschlussfolgert werden, dass eine 

erniedrigte Proliferation und Migration von Perizyten in Folge eines reduzierten NG2-

Proteingehalts mit einer erniedrigten Anzahl von Blutgefäßen assoziiert ist [33,34]. Zudem 

führt ein erniedrigter NG2-Proteingehalt in Perizyten zu einer gestörten Interaktion mit 

Endothelzellen, woraufhin sich weniger Verbindungen (cell junctions) ausbilden und die 

Permeabilität der betroffenen Mikrogefäße zunimmt [33]. Allerdings kann der Verlust von NG2 

auch das Ablösen der Perizyten von Mikrogefäßen und deren Migration in das umliegende 

Gewebe begünstigen [33]. In welchem Maß der anti-angiogene Effekt durch die Absenz von 

NG2 selbst oder das Abwandern von Perizyten verursacht wird, wurde in dieser Arbeit nicht 

detailliert untersucht und stellt eine interessante Fragestellung für zukünftige Studien dar. 

Diese Fragestellung könnte beispielsweise beantwortet werden, indem die Anzahl von 

Perizyten im Gewebe von CX-4945-behandelten Mäusen, wie Retinagewebe, mittels 

immunhistochemischer Analysen quantitativ erfasst wird [49].  

Wie bereits beschrieben, weist die Proteinkinase CK2 ein großes Substratspektrum von mehr 

als 300 Proteinen auf und ist damit sowohl in diverse Signalkaskaden als auch verschiedene, 

genregulatorische Mechanismen involviert [73]. Daher ist es naheliegend, dass neben NG2 

auch noch weitere Proteine in Perizyten von der CK2 reguliert werden. Einhergehend mit Di 

Maira et al. [107] konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Inhibition der CK2 die 

Phosphorylierung von AktS129 reduziert. Es ist bekannt, dass eine Reduktion von pAktS129 die 

Aktivität des Transkriptionsfaktors forkhead box (FOXO)3A verringert [136]. 
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Interessanterweise identifizierten Teichert et al. [137] FOXO3A kürzlich als wichtigen 

Transkriptionsfaktor in der Tie2-vermittelten Akt-Signalkaskade in Perizyten. Die autokrine 

Stimulation von Perizyten mit Ang1 reprimiert die Aktivität von FOXO3A, woraufhin das 

Ausreifen der Mikrogefäße gefördert wird. Da das Ausreifen von Blutgefäßen und die 

Angiogenese einander entgegengesetzte Prozesse sind [138], kann spekuliert werden, dass 

die CK2-Inhibition die Entwicklung von Blutgefäßen hemmt, indem sie die Aktivität von 

FOXO3A in Perizyten verringert.  

6.2 Die CK2 reguliert über NG2 die Proliferation und Migration von 

humanen GBM-Zellen  

NG2 wird unter physiologischen Bedingungen von Perizyten, OPZ und NG2-Gliazellen 

exprimiert [21]. Unter pathologischen Bedingungen wird das Proteoglykan auch von einigen 

Tumoren, wie dem Melanom oder GBM, exprimiert [36-38]. Allerdings sind nicht alle GBM-

Zellen positiv für NG2, sondern lediglich eine Subpopulation, die sich durch einen aggressiven 

Phänotyp auszeichnet [29,48,124,139,140]. Hierbei fördert NG2 maßgeblich die 

Chemoresistenz, Proliferation, Migration und Invasion der Zellen [39,41,141]. Daher wird NG2 

zum einen als Markerprotein für besonders aggressive Subpopulationen von Tumoren, wie 

dem Melanom und dem GBM, diskutiert und dient zum anderen als potentielles Target für 

neue therapeutische Ansätze [21,29,37,48,53,115,139]. Allerdings ist noch nicht bekannt, über 

welchen molekularen Mechanismus die Expression von NG2 in GBM-Zellen induziert wird. 

Bislang konnten keine genetischen Aberrationen, wie Genamplifikationen oder chromosomale 

Translokationen, identifiziert werden [142]. Zudem sind auch keine Mutationen im NG2-Gen 

bekannt, die zu einer gain oder loss of function führen.  

Interessanterweise ergaben genomweite copy number variation Analysen von GBM-Proben 

eine gain in gene dosage Mutation des CK2α-Gens auf Chromosom 20 [143]. Allgemein führt 

die Überexpression der CK2 in Tumoren zur Aktivierung von Signalwegen, wie JAK/STAT, 

Raf/MAPK/ERK und PI3K/AKT, wodurch die Proliferation, Migration und das Überleben der 

Tumorzellen gefördert wird. Gleichzeitig werden apoptotische Signalwege, wie NFκB, in Folge 

einer CK2-Hyperaktivität gehemmt [80,91,144]. Daher kann angenommen werden, dass die 

gain in gene dosage Mutation des CK2α-Gens auf molekularer Ebene ein entscheidender 

Faktor für die Progression von Gliomen ist. In der Tat konnten mehrere Studien bestätigen, 

dass die CK2 auch in GBM-Zellen Signalwege, wie JAK/STAT und PI3K/AKT, reguliert und 

damit an der Entwicklung und Progression des GBM beteiligt ist [46,89,145].  

Im 1. Teil der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Inhibition der CK2 in 

primären humanen Perizyten den Proteingehalt von NG2 über einen genregulatorischen 

Mechanismus reduziert. Daher wurde im 2. Teil dieser Arbeit untersucht, ob dieser 
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genregulatorische Mechanismus auch in humanen GBM-Zellen nachgewiesen werden kann. 

Die Ergebnisse zeigten, dass sowohl die Inhibition als auch der KO der CK2 den Proteingehalt 

und die Genexpression von NG2 in den humanen GBM-Zelllinien A1207 und U87 signifikant 

reduzieren. Aus Reportergen-Analysen ging hervor, dass die transkriptionelle Aktivität der 

114 bp großen Region P1.2.4.1 des putativen NG2-Promotors in Folge einer CX-4945-

Behandlung reprimiert wird. Einhergehend mit den Ergebnissen der qRT-PCR konnte daher 

auch für GBM-Zellen bestätigt werden, dass die CK2 die Genexpression von NG2 reguliert. 

Die in silico-Analysen im 1. Teil dieser Arbeit zeigten eine Bindestelle für den 

Transkriptionsfaktor Sp1 in der NG2-Promoterregion P1.2.4.1. Es ist bekannt, dass Sp1 die 

Genexpression in Abhängigkeit seines Phosphorylierungsmusters sowohl aktivieren als auch 

reprimieren kann [64]. Wie bereits beschrieben, reduziert die CK2-abhängige 

Phosphorylierung von Sp1 die DNA-Bindungskapazität des Transkriptionsfaktors [62,129]. 

Daher kann analog zur Hypothese im 1. Teil dieser Arbeit auch hier spekuliert werden, dass 

die CK2-Inhibition zu einer gesteigerten DNA-Bindungskapazität von Sp1 führt, woraufhin die 

NG2-Genexpression reprimiert wird. 

In silico-Analysen ergaben neben der Bindestelle für den Transkriptionsfaktor Sp1, der sowohl 

an der Regulation von proliferativen als auch invasiven Prozessen von Gliomzellen beteiligt ist 

[146,147], auch eine Bindestelle für den Transkriptionsfaktor Olig2. Interessanterweise 

konnten Gotoh et al. [125] bereits zeigen, dass Olig2 an einer enhancer Region in einem Intron 

des humanen NG2-Gens bindet und dessen Expression fördert. Darüber hinaus ist die CK2 

eine von drei Kinasen, deren Phosphorylierung an Olig2 dazu führt, dass die Proliferation von 

Gliomzellen gefördert wird. Zhou et al. [148] konnten zeigen, dass der Inhibitor CX-4945 die 

CK2-abhängige Phosphorylierung von Olig2 reduziert. Daher könnte die CK2 die 

Genexpression von NG2 über die Phosphorylierung von Sp1 und Olig2 regulieren. Neben den 

bereits beschriebenen ChIP-Analysen könnten auch weiterführende Reportergen-Analysen 

durchgeführt werden. Denkbar wäre beispielsweise hierfür die NG2-Promotorfragmente in 

Kombination mit Plasmiden, die für Sp1- oder Olig2-KO-Mutanten kodieren, zu verwenden. 

Weiterhin könnte sowohl die Bindestelle von Sp1 als auch von Olig2 mutiert werden, um das 

Bindungsverhalten und den Einfluss der beiden Transkriptionsfaktoren genauer zu 

untersuchen.  

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die funktionalen Auswirkungen des 

reduzierten NG2-Proteingehalts in Folge einer CK2-Inhibition in humanen GBM-Zellen zu 

untersuchen. Aus den verschiedenen Experimenten dieser Arbeit, wie den scratch und 

transmigration assays, ging hervor, dass eine CK2-Inhibition zu einer signifikanten Reduktion 

der Proliferations- und Migrationsfähigkeit von A1207- und U87-Zellen führt. Die 

Überexpression von NG2 konnte diesem anti-migratorischen Effekt des CK2-Inhibitors          



Diskussion 

70 
 

CX-4945 signifikant entgegenwirken. Dieses sogenannte “rescue“-Experiment bekräftigt die 

Hypothese, dass NG2 ein nachgeordnetes Signalmolekül der CK2 ist.  

Vorangegangene Studien konnten bereits zeigen, dass NG2 die Proliferation, Migration und 

Invasion von GBM-Zellen in Abhängigkeit von verschiedenen molekularen Interaktionen 

beeinflusst [29]. Beispielsweise fungiert NG2 als Ko-Rezeptor von Integrin β-1 und verstärkt 

dessen Signaltransduktion. Die Gruppe von Stallcup [28] beobachtete, dass eine 

Herunterregulation von NG2 die Aktivierung von Integrin β-1 reduziert, woraufhin die 

Phosphorylierung der FAK abnimmt. Dies resultiert in einer verringerten Proliferations- und 

Migrationsfähigkeit der Zellen in vitro und einer Reduktion des Tumorwachstums in vivo 

[26,28,33]. In der vorliegenden Arbeit konnte keine reduzierte Aktivität von Integrin β-1 in GBM-

Zellen nachgewiesen werden, obwohl NG2 in Folge der CK2-Inhibition signifikant 

herunterreguliert war. Allerdings wurde in Übereinstimmung mit Stallcup et al. [28] eine 

deutlich verringerte Phosphorylierung der FAK in Folge einer CK2-abhängigen Reduktion von 

NG2 in GBM-Zellen detektiert. Die FAK ist nicht nur ein Signaltransduktor von Integrin β-1, 

sondern auch an der Wachstumsfaktoren-induzierten Zellproliferation und -migration beteiligt. 

Interessanterweise konnten Kim et al. [149] zeigen, dass die CK2-Inhibition die TGF-β-1-

ausgelöste Phosphorylierung der FAK in humanen Lungen-Adenokarzinomzellen reduziert. 

Daher kann spekuliert werden, dass die erniedrigte Proliferation und Migration von NG2-

positiven GBM-Zellen nach CK2-Inhibition auf einer gestörten NG2/FAK Signalweiterleitung 

basiert. Weiterführende Analysen mit spezifischen Inhibitoren gegen die einzelnen Faktoren 

der Signalkaskade könnten klären, ob es sich um Integrin-unabhängige und somit 

Wachstumsfaktor-induzierte Signalwege von NG2 handelt [118,150-152].  

Neben der FAK wurde auch die Phosphorylierung von Akt in A1207- und U87-Zellen nach 

CK2-Inhibition untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl CX-4945 als auch ein 

CK2α-KO zu einer starken Reduktion der CK2-abhängigen Phosphorylierung von AktS129 

führen. Franke et al. [153] fassten in einer detaillierten Übersichtsarbeit die wichtigen 

Funktionen von Akt in Tumorzellen zusammen. So fördert eine Hyperphosphorylierung von 

Akt das Überleben von mutierten, beschädigten und transformierten Zellen. Folglich resultiert 

eine gesteigerte Aktivität von Akt in der Proliferation von Tumorzellen, die eigentlich durch 

programmierten Zelltod zu Grunde gehen sollten. Interessanterweise identifizierten Di Maira 

et al. [107] zusätzlich zu den beiden bekanntesten PI3K-induzierten Akt-

Phosphorylierungsstellen T308 und S473 [154] die Position S129 als CK2-

Phosphorylierungsstelle. In darauffolgenden Jahren wurde mehrfach gezeigt, dass die CK2-

abhängige Phosphorylierung von Akt deren Aktivität maßgeblich fördert und somit zu der anti-

apoptotischen Wirkung beiträgt [155-157].  
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Die CK2 ist jedoch in viele weitere anti-apoptotische und pro-proliferative Signalwege involviert 

[89,107,145]. Daher kann an dieser Stelle nicht sicher bestimmt werden, in welchem Maß die 

CK2-abhängige Phosphorylierung von AktS129 zur Zellproliferation und -migration beiträgt. 

Weiterführende Hochdurchsatzverfahren, wie ein protein microarray, könnten helfen, genauer 

zu differenzieren, welche zusätzlichen CK2-abhängigen Signalkaskaden in diesem Kontext 

aktiviert oder gehemmt sind. 

In der Literatur wird diskutiert, ob Ergebnisse, die mit etablierten Zelllinien erzielt werden, auf 

die jeweiligen Primärtumore von Patienten übertragbar sind. Die Kultivierung von Zelllinien 

über Jahre hinweg kann zu genetischen Aberrationen führen und somit auch den Geno- und 

Phänotyp der Zellen verändern [158]. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit zusätzlich in 

silico das CK2- und NG2-Expressionsmuster in Proben aus humanen Gliomen WHO Grad I 

bis VI mit Hilfe der cbioPortal Plattform analysiert. Sowohl die Expression der CK2-

Untereinheiten als auch von NG2 war in humanen GBM-Proben mit WHO Grad IV im Vergleich 

zu Proben aus anderen Gliomen mit WHO Grad I-III (Astrozytom, Oligodendrogliom, 

anaplastisches Oligodendrogliom und Astrozytom) signifikant erhöht. Zudem konnte eine 

positive Korrelation zwischen dem mRNA-Gehalt von NG2 und den CK2-Untereinheiten 

festgestellt werden. Darüber hinaus ergab sich eine starke positive Korrelation zwischen dem 

mRNA-Gehalt von NG2 und CK2α. Das bedeutet, dass der mRNA-Gehalt des putativen 

Regulators CK2 signifikant mit dem mRNA-Gehalt des putativen Zielmoleküls NG2 korreliert. 

Diese in silico-Analysen unterstützen die Hypothese, dass NG2 ein nachgeordnetes 

Signalmolekül der CK2 ist. Abschließende Experimente mit primären Zellen aus GBM-

Patientenproben zeigten einhergehend mit den Analysen an den humanen GBM-Zelllinien 

A1207 und U87, dass die Inhibition der CK2 mit CX-4945 den NG2-Proteingehalt deutlich 

reduziert. Sowohl die in silico-Analysen als auch die Experimente mit Patientenproben konnten 

somit die Zelllinien-basierten Ergebnisse bestätigen. 

6.3 Schlussfolgerung und Ausblick 

Das Proteoglykan NG2 ist sowohl im vaskulären Kompartiment an angiogenen Prozessen als 

auch im Tumorkompartiment an kanzerogenen Prozessen beteiligt. Folglich stellt dieses 

Oberflächenprotein ein interessantes Target für neue anti-angiogene und anti-kanzerogene 

Therapieansätze dar. Allerdings sind die regulatorischen Mechanismen der Genexpression 

sowie der humane Promotor von NG2 weitestgehend unbekannt.  

Daher war es das Ziel dieser Arbeit, neue Regulationsmechanismen der NG2-Expression im 

vaskulären Kompartiment, genauer in Perizyten, und in NG2-positiven Tumoren, wie dem 

GBM, zu identifizieren. Wie bereits detailliert beschrieben, zeichnen sich NG2-positive Tumor-

Subpopulationen durch einen äußerst aggressiven und invasiven Phänotyp aus. Bislang ist 
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jedoch nicht bekannt, wie diese “Re-Expression“ des Proteoglykans induziert und reguliert wird. 

Basierend auf den generierten experimentellen Daten dieser Arbeit sowie den durchgeführten 

in silico-Analysen von Patientenproben kann hypothetisiert werden, dass die Hyperaktivität der 

CK2 aufgrund der gain in gene dosage Mutation der CK2α-Untereinheit die Expression von 

NG2 in humanen GBM-Zellen induziert. Folglich könnten CK2-Inhibitoren, wie CX-4945, einen 

neuen therapeutischen Ansatz speziell für NG2-positive GBMs darstellen. Bisherige 

Antikörper-basierte Therapiemodelle in der Maus und Ratte konnten bereits vielversprechende 

Ergebnisse in Experimenten mit Melanomen, primären und metastatischen Hirntumoren und 

sogar GBMs liefern [118,142]. Allerdings erfolgte die Applikation in diesen Studien auf Grund 

der selektiven Permeabilität der Blut-Hirn-Schranke entweder intratumoral oder mit Hilfe von 

speziellen Kathetersystemen und Perfusion, der sogenannten konvektionsverstärkten Abgabe 

(CED) [159-162]. Der CK2-Inhibitor CIGB-300 konnte in klinischen Phase I und II Studien 

gegen Gebärmutterhalskrebs bereits vielversprechende Ergebnisse liefern und zeigte im 

Mausmodell ein reduziertes Tumorwachstum, geringere Metastasierung sowie anti-angiogene 

und pro-apoptotische Wirkung [163-165]. Das Peptid kann intravenös oder intratumoral injiziert 

werden, kann allerdings auf Grund seines Molekulargewichts von 3060,63 kDa die Blut-Hirn-

Schranke nicht passieren [99]. Es wird deutlich, dass sowohl die Lokalisation des Tumors als 

auch die Blut-Hirn-Schranke eine große Hürde für die Applikationsmöglichkeit von putativen 

Therapeutika gegen das GBM darstellen. Der small molecule inhibitor CX-4945 könnte 

dahingehend eine Alternative darstellen, da er aufgrund seiner hydrophoben Eigenschaften 

und einem Molekulargewicht von 349,77 kDa die Blut-Hirn-Schranke passieren kann [166,167] 

und gleichzeitig als orales Medikament eine gute Bioverfügbarkeit von bis zu 50 % aufweist 

[88]. Darüber hinaus hängt der Metabolismus von Tumorzellen im Vergleich zu gesunden 

Zellen deutlich stärker von der CK2 ab [168]. In der Literatur wird daher auch von einer „CK2-

Sucht“ gesprochen, die letztlich dazu führt, dass Tumorzellen deutlich sensitiver auf Inhibitoren 

wie CX-4945 reagieren als gesunde Zellen [80,168,169]. Da CX-4945 bereits in klinischen 

Phase I und II Studien zur Behandlung von Medulloblastomen (NCT03904862) verwendet wird, 

wäre eine zukunftsnahe Anwendung gegen NG2-positive GBMs in der Klinik denkbar. Sowohl 

im Tiermodell als auch in klinischen Studien wird von einer guten Verträglichkeit von CX-4945 

und einer guten Wirksamkeit gegen das Tumorwachstum berichtet [90,170]. Entsprechend 

könnten die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Erkenntnisse zur CK2 als neuer Regulator 

von NG2-mediierten angiogenen und kanzerogenen Signalwegen in Gefäß- und Tumorzellen 

zur Entwicklung neuer Therapiestrategien beitragen.  
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