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Einleitung

1 Einleitung

Im Zeitalter der aufstrebenden personalisierten Krebsmedizin wird eine molekular definierte
und maRgeschneiderte Krebstherapie fir jeden Menschen individuell angestrebt. Eine
Tumorentitat, die trotz intensiver Erforschung ihrer molekularen Charakteristika bisher keinen
breiten klinischen Nutzen fur Erkrankte erfuhr ist das Glioblastom (GB). Es ist eines der
haufigsten ZNS-Tumore und stellt unter ihnen die haufigste Todesursache dar [18]. Es weist
aufgrund seiner ausgepragten Aggressivitat und Malignitat eine &ufRert schlechte Prognose
auf mit einer durchschnittlichen Uberlebenszeit von ca. 15 Monaten [18-20]. Trotz
multimodaler Therapie mittels gro3tmoglicher Resektion, Strahlentherapie und
Chemotherapie mit Temozolomid hat sich hieran in den letzten nahezu zwei Jahrzehnten
prognostisch nur wenig geandert [21, 22]. Grund hierfir ist eine ausgepragte
Therapieresistenz von GB, die den Therapieerfolg auf den Behandlungsbeginn limitiert und
nahezu immer zur Bildung eines noch resistenteren Rezidivtumors fuhrt, der nur unzureichend
zu behandeln ist und eine Finf-Jahres-Uberlebensrate von nur 5 — 7 % bedingt [18-20]. Die
Therapieresistenz von GB ist dabei sowohl gegen die Strahlen- wie Chemotherapie gerichtet
und besteht aus inhdrenten wie erworbenen Resistenzmechanismen. Letztere wirken sich
durch molekulare dynamische Veranderungen infolge der Therapie aus, wie bspw. neue
Mutationen und Dysregulation von Signalwegen [5, 23, 24]. Die inharente Resistenz umfasst
dagegen ureigene Elemente, wie der genetischen Instabilitat und deregulierten
wachstumsférdernden Signalwegen ([25, 26]), einer verstarkten DNA-Reparaturkapazitét ([27,
28]) und einer ausgepragten Tumorheterogenitat. Diese bezeichnet die Existenz von
unterschiedlichen Tumorzelltypen inmitten desselben Tumors, die eine effektive Therapie aller
Tumorzellen verhindert und zu einer Selektion von resistenteren Tumorzellen fihrt [29, 30].

Innerhalb dieser unterschiedlichen Tumorzellen desselben GB sticht dabei eine Subgruppe
hervor, die zum einen unlimitiert proliferieren und sich selbsterneuern kann und zum anderen
der Grund fiur die Heterogenitét ist, da sie Tumorzellen mit unterschiedlicher genetischer und
phanotypischer Ausstattung bilden kann. Diese stammzellahnlichen Zellen werden als
Glioblastom-Stammzellen (GSC) bezeichnet und nehmen eine zentrale Rolle in der
Therapieresistenz von GB ein [29, 31, 32]. Sie werden als Schliisselelement fiir die Erhaltung,
das Wachstum und die Rezidivbildung von GB angesehen, da sie durch ihr vielfaltiges
Repertoire an Mechanismen dem Glioblastom Resistenz gegen die unterschiedlichen
Therapien verleihen [33-35]. Sie kdnnen zum einen durch ihre intrinsische Robustheit den
therapeutischen Druck tberleben und ihn zum anderen durch die Variabilitét inrer genetischen
Programme und epigenetischer Regulation umgehen [36-38]. Dabei spielen therapieinduzierte
Veranderungen auf der Ebene des Transkriptoms und der Signalwege wie des Epigenoms
eine zentrale Rolle in der Evolution von GSC, die hierdurch den malignen Progress und die
Rezidivbildung diktieren [39]. Die Charakterisierung dieser longitudinalen Veranderungen und
Anpassungen von GSC wie die Erforschung ihrer therapieinduzierten Veranderungen
bedurfen der intensiven und systematischen Erforschung. Sie sind von wesentlicher
Bedeutung fir das Verstandnis der globalen Therapieresistenz von GB und Grundlage fir die
Entwicklung einer zielgerichteten prognoseverbessernden Therapie fur an Glioblastomen
erkrankte Menschen.

Dementsprechend war das Ziel der vorliegenden Arbeit zum einen die Etablierung eines
experimentellen Modells, das therapieresistente GSC hervorbringt und damit die
therapieinduzierten Veranderungen in ihnen rekapituliert, um somit die Erforschung dieser
Veranderungen zu ermdglichen. Zum anderen zielte sie auf die direkte Anwendung dieses
Modells ab durch die Charakterisierung der therapieresistenten GSC auf zellularer,
phanotypischer und epigenetischer Ebene fir die einzelnen Behandlungsmodalitaten aus
Temozolomid und Strahlentherapie wie ihrer Kombination, um neue Einblicke in die
dynamische Pathophysiologie von GSC und ihren Resistenzmechanismen zu gewinnen.



Literaturdiskussion

2 Literaturdiskussion
2.1 Glioblastome

2.1.1 Epidemiologie und Atiologie

Glioblastome (GB) sind eine der haufigsten Tumorentitaten des ZNS. Wahrend sie unter allen
ZNS-Tumoren einen Anteil von 16 % besitzen, bilden sie die haufigste Todesursache unter
ihnen [18] . Sie stellen mit 45 - 49 % den h&aufigsten malignen hirneigenen Tumor dar [18, 40].
Zugleich sind sie nach WHO-Klassifikation als Grad IV-Tumore klassifiziert und damit als die
diffusen Gliome mit der héchsten Aggressivitat und Malignitéat charakterisiert [41].

Ilhre Inzidenz liegt bei etwa 3,2 Neuerkrankungen pro 100.00 Menschen, variiert jedoch
weltweit [18, 40, 42]. Damit liegt sie niedriger als bei anderen Krebserkrankungen wie
Lungenkarzinom, Prostata-, Mamma- und Kolonkarzinom, GB ubertreffen diese allerdings in
Bezug auf die durchschnittlich verlorenen Lebensjahre (mit 20,1 Jahren im Vergleich zu 6,1
Jahren beim Prostata- und 11,8 Jahren beim Lungenkarzinom) [43, 44]. GB kénnen in jedem
Lebensalter vorkommen, gleichwohl sie im Kindes- und Jugendalter selten auftreten [18]. Sie
werden hauptsachlich in h6herem Lebensalter diagnostiziert mit einem Durchschnittsalter von
64 bis 65 Jahren [18, 40]. lhre Inzidenz steigt mit steigendem Lebensalter und erreicht ihren
Peak zwischen 75 und 84 Lebensjahren [40]. Daher ist bei steigendem Durchschnittsalter der
Bevolkerung in Deutschland durch den demographischen Wandel eine steigende Inzidenz zu
erwarten [45].

Ferner zeigen sich Unterschiede in der Haufigkeit von GB ebenso im Hinblick auf andere
Faktoren. So unterscheidet sich die Inzidenz im Hinblick auf das Geschlecht, mit einer 1,6-
fach hoheren Inzidenzrate bei Mannern im Vergleich zu Frauen [18]. Ethnisch betrachtet
weisen weille Menschen eine doppelt so hohe Inzidenzrate auf wie schwarze Menschen;
Menschen asiatischer Abstammung sind ebenso weniger haufig betroffen als weilde Menschen
[18].

Atiologisch konnten bisher nur solche Risikofaktoren identifiziert werden, die fiir einen kleinen
Anteil an GB-Patienten zutreffen [46]. Die grof3e Mehrheit an GB dagegen tritt sporadisch auf
[47]. Der bekannteste dieser Risikofaktoren ist (vergangene therapeutische) ionisierende
Strahlung bekannt, obgleich GB nur eine Minderheit unter mutmaflich strahleninduzierten
Hirntumoren darstellen [47, 48]. Definitive Zusammenhange zwischen Faktoren, die der
Lebensstil bedingt (Zigaretten-, Drogen-, Alkoholkonsum und diatische Besonderheiten) und
der Erkrankung an GB konnten bisher nicht evident beschrieben werden [49, 50]. In mehreren
Studien wurde ein etwaiger Zusammenhang zwischen nicht-ionisierender Strahlung (durch
Mobiltelefone) und dem GB-Erkrankungsrisiko untersucht. Sie lieferten jedoch inkonstante
Ergebnisse [46, 51-53]. Auch hier lasst sich daher keine definitive Kausalitat beschreiben.
Auch der Hypothese, dass EBV-Viren eine Rolle in der Entstehung von GB bzw. Gliomen
(engl. gliomagenesis) spielen konnten, liegen uneinheitliche Ergebnisse zugrunde [54]. Unklar
bleibt, ob gefundene Assoziationen kausaler Natur oder eine Begleiterscheinung sind [19].

Der hereditare Aspekt als Risikofaktor betrifft blof3 eine Minderheit an Patienten, da die grof3e
Mehrheit an Betroffenen eine negative Familienanamnese aufweist. In etwa 5 % der Falle
werden familiare Haufungen berichtet, sodass zu einem geringen Anteil eine genetische
Pradisposition existiert [55]. Zur genetischen Pradisposition zahlen einige seltene, genetische
Erkrankungen wie Neurofibromatose Typ 1 und 2, tuberdse Sklerose, Li-Fraumeni-Syndrom,
Turcot-Syndrom Typ 1 und weitere, die mit einer erhéhten GB-Inzidenz assoziiert sind [46, 56].
Diese genetischen Syndrome steuern allerdings nur einen kleinen Teil zu den GB-Fallen mit
familiarer Aggregation bei [57, 58]. Vielmehr wurden bei 13 % eines Patientenkollektivs mit
diffusen Gliomen pathogene oder wahrscheinlich pathogene Keimbahnvarianten gefunden.
Die Haufigkeit dieser Keimbahnveranderungen geht damit Uber den Anteil mit familiarer
Aggregation hinaus [59]. Durch genomweite Assoziationsstudien konnten 25 Genloci mit
Einzelnukleotid-Polymorphismen (engl. single nucleotide polymorphism ,,SNP*) identifiziert
werden, die mit erhdhtem Risiko fur diffuse Gliome einhergehen und daher als Risiko-Loci
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bezeichnet werden [60-65]. Hiervon waren elf spezifisch fir GB. Diese bisher bekannten
Risiko-Loci kdnnen das familidre Risiko fUr eine GB-Erkrankung bis zu einem Anteil von 27 %
erklaren [64]. Dennoch steht die Erforschung der biologischen Bedeutung dieser Loci und ihrer
Rolle in der Tumorgenese noch aus [4]. Von der WHO definierte Subklassen von Gliomen (s.
2.1.2) mit molekularen Charakteristika (wie IDH-Mutation und 1p/19g-Kodeletion) sind mit
einigen dieser Loci bzw. Keimbahnveré&nderungen assoziiert [66, 67]. Anhand dessen kdnnten
ausgehend von den Keimbahnveranderungen verschiedene Pfade in der Tumorgenese
hypothetisiert werden [67].

2.1.2 WHO-Klassifikation — histomorphologische und klinische Kennzeichen

Glioblastome sind eine Tumorentitat aus der Kategorie der Gliome, die vermutlich einen glialen
Ursprung haben und vom Pathologen Rudolf Virchow im Jahr 1865 erstmals beschrieben
wurden [68, 69]. Sie zahlen aufgrund ihres diffus infiltrativen Wachstumsverhaltens zu den
diffusen Gliomen und ihre Nomenklatur wie Klassifizierung folgen der WHO -Klassifikation von
Tumoren des ZNS. In ihr werden diffuse Gliome in die Malignitatsgrade Il, 11l und IV eingeteilt.
GB werden histologisch als Grad IV-Tumor klassifiziert und nehmen demnach den héchsten
Malignitatsgrad ein. Die klassischen und zugleich pathognomonischen histologischen
Kennzeichen von GB beinhalten markante Zell- und Kernpleomorphie und -atypie, eine hohe
Mitoserate, Nekrosen mit umgebender pseudopalisadischer Zellausrichtung und
mikrovaskulare Hyperplasie oder Neovaskularisation, und zeigen unter diesen Merkmalen
polymorphe Erscheinungsbilder [19, 70, 71]. Sie imponieren als diffus infiltrierender Tumor mit
astroglialem Erscheinungsbild (angulierte Kerne und unregelméafRiges Chromatin) [4]. Zur
Veranschaulichung dient Abbildung 1.
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Abbildung 1: MRT- und immunhistochemische Darstellung eines GB

Links (a) ist eine T1-gewichtete axiale MRT-Schédelaufnahme eines GB im rechten dorsalen Temporallappen
dargestellt. Unter Gadolinumgabe ist der zentrale nekrotische Tumorbereich von der Kontrastmittel-
aufnehmenden Randzone des Tumors abzugrenzen. Rechts (b) ist die immunhistochemische Férbung eines
GB abgebildet, in der neben der Zell- und Zellkernpleomorphie das pathognomonische Areal aus Nekrose mit
umgebender pseudopalisadischer Zellausrichtung zu erkennen ist. Quelle beider Bilder: [7].

Historisch basierte die Klassifikation von Hirntumoren und GB weitgehendst auf ihrem
Phanotyp durch ihr histologisches Erscheinungsbild und entsprechend histologischer
Ahnlichkeiten wurden sie kategorisiert [70]. In den vergangenen Jahrzehnten wurden
zunehmend molekulare Biomarker identifiziert, die eine wesentliche Rolle in der Tumorgenese
und eine signifikante Bedeutung fir Prognose und Behandlung darstellen, weshalb sie
zunehmend Einzug in die Diagnostik von GB fanden [72]. Die WHO-Klassifikation fir ZNS-
Tumore aus dem Jahr 2016 integriert daher (als Paradigmenwechsel) den Genotyp zusammen
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mit dem Phéanotyp in die Klassifikation von diffusen Gliomen allgemein und GB im Speziellen,
womit die Objektivitat in der Diagnosestellung erhéht und die Untersucherabgangigkeit
vermindert wird. [73].

Bemerkenswerterweise korrespondiert die WHO-Klassifikation von 2016 fir GB in
aul3erordentlichem MaRRe mit der konventionellen klinischen Einteilung von GB. Nach Letzterer
werden GB ihrer Entstehungsform nach in primare und sekundére GB unterschieden, wobei
erstere etwa 90 % und letztere etwa 10 % der GB ausmachen [74-76]. Primére Glioblastome
entstehen de novo und treten bei einem Durchschnittsalter von 62 Jahren auf, wohingegen
sich sekundare Glioblastome aus niedergradigen (WHO-Grad Il o. Ill) Astrozytomen durch
Tumorprogress entwickeln und in einem friheren Lebensalter mit durchschnittlich 45 Jahren
auftreten [77]. Diese klinische Einteilung deckt sich sehr markant mit der GB-Klassifikation der
WHO von 2016. Nach ihr werden GB entsprechend ihres Isocitratdehydrogenase(IDH-)-
Genstatus in drei Kategorien eingeteilt. GB mit IDH-Wildtyp bilden die erste Kategorie und
entsprechen den primaren GB, die wiederum nur selten IDH1- und IDH2-Mutationen
aufweisen [74]. GB mit Mutation im IDH1/2-Gen stellen die zweite Kategorie dar und
entsprechen zum Grofteil den sekundéaren GB. Kann der IDH-Status nicht erhoben werden,
zahlen sie zu dritten Kategorien der nicht naher spezifizierten GB (NOS, engl. ,not otherwise
specified®) [70].

Obwohl primére und sekundéare GB histologisch &hnliche Merkmale aufweisen, unterscheiden
sie sich resUmierend in vielen Charakteristika. Sie entwickeln sich in Patienten
unterschiedlicher Altersgruppen, sind in verschiedenen Hirnregionen lokalisiert und besitzen
divergente genetische Profile (s. 2.3), mit allen voran unterschiedlichem IDH-Status [78].
Ferner haben sie eine signifikant ungleiche Prognose (s. 2.1.3) und weisen differente
Genexpressionsprofile auf. Diese Aspekte sprechen daflr, dass primare und sekundare GB
unterschiedliche Tumorentitdten sind, die aus unterschiedlichen Ursprungszellen entstehen.
[78].

2.1.3 Klinischer Verlauf und Prognose

Glioblastome kénnen in unterschiedlichen Hirnregionen lokalisiert sein und unterscheiden sich
demnach in ihrem Klinischen Bild. Symptomatisch werden sie durch ihr schnelles
verdrangendes Wachstum oder infiltrative Zerstérung von eloquenten Hirnbereichen [4]. In
Abhangigkeit von ihrer Lage, GroRe und dem Vorhandensein eines perifokalen Odems fiihren
GB zu einer Erh6hung des intrakraniellen Drucks und damit zu assoziierten Symptomen wie
Nausea, Emesis, progrediente Kopfschmerzen und Bewusstseinsstérungen (wie Verwirrtheit)
[79, 80]. Weitere haufige Symptome sind neu aufgetretene epileptische Anfalle,
Wesensveranderungen und kognitive Defizite [81, 82]. Durch Kompression des
Hirnparenchyms kdnnen fokal-neurologische Defizite auftreten, wobei GB auch die Mittellinie
des Hirn Uberschreiten und kontralateral gelegenes Parenchym infiltrieren oder komprimieren
konnen [20]. Die fokal-neurologische Symptomatik beinhaltet in absteigender Haufigkeit
motorische, visuelle und sprachliche Defizite [83].

Der Goldstandard in der GB-Diagnostik ist die zerebrale Bildgebung mittels
Magnetresonanztomographie (MRT) unter Applikation von Kontrastmittel (Gadolinium). Durch
die Permeabilitdt der unreifen TumorgefalRe akkumuliert das Kontrastmittel im Extravasalraum
und imponiert daher als hyperintenses Signal [19]. GB prasentieren sich charakteristisch als
vielgestaltige (hyperintense) kontrastmittelanreichende Masse mit nekrotischem Kern und
hypointensem, unregelmaRig geformtem Saum aus perifokalem Odem [4, 19]. Ebenso kann
sich ein hAmorrhagisch-zystisches Tumorbild zeigen [84]. Wachst das GB uber die Mittellinie
bzw. den Corpus Callosum hinaus in die kontralaterale Hirnhalfte kann haufig eine sog.
Schmetterlingsform betrachtet werden [85]. Lokalisiert ist das GB am haufigsten supratentoriell
(in 85 % der Falle), wéhrend es infratentoriell eher selten und spinal in den wenigsten Fallen
auftritt [22, 86]. Sowohl unter den Tumoren, die im Frontallappen auftreten als auch unter den
Tumoren, die sich auf zwei oder mehr Lappen erstrecken haben GB die hdchste Inzidenz,
berichteten Chakrabarti et al. (2005) [87]. Die finale Diagnose wird Uber die histologische
Aufbereitung und Untersuchung des Tumorgewebes gestellt, das entweder durch die
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operative Tumorresektion oder bei Inoperabilitat durch stereotaktische Biopsie gewonnen wird
[88, 89].

GB weisen als ZNS-Tumore mit der hdchsten Aggressivitat und Malignitat eine aufRerst
schlechte Prognose auf. Die Flnf-Jahres-Uberlebensrate liegt durchschnittlich nur bei 5 — 7 %
(kann in Abhéngigkeit vom Erkrankungsalter jedoch variieren von 1 — 19 %), typischerweise
versterben die Patienten innerhalb von etwa 15 Monaten nach Diagnosestellung [18-20]. Die
mittlere Uberlebenszeit liegt ohne Behandlung bei etwa 3 - 5 Monaten, bei kombinierter
Radiochemotherapie nach maximalreduktiver Operation bei etwa 14,6 Monaten [21, 22].

Prognostisch bedeutsam ist zum einen der IDH-Genstatus. Es ist weithin bekannt und in
multiplen Kklinischen Studien beschrieben, dass (sekundéare) GB mit IDH1/2-Mutationen eine
signifikant bessere Prognose hinsichtlich mittlerer Uberlebenszeit aufweisen als (primare) GB
mit IDH-Wildtyp [74, 90]. Wahrend Erstere eine durchschnittliche Uberlebenszeit von 31
Monaten nach multimodaler Therapie (aus operativer Resektion und postoperativer
Radiochemotherapie) aufweisen, besitzen Patienten mit Letzterem etwa 15 Monate
Uberlebenszeit nach Diagnosestellung [74, 78].

Zum anderen ist der O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase(MGMT)-Genstatus ein weiterer
wichtiger prognostischer Faktor (s. 2.4.2.3.1). Dabei korreliert ein positiver MGMT-
Methylierungsstatus mit signifikant héherer progressionsfreier und Gesamt-Uberlebenszeit im
Vergleich zu GB mit nichtmethyliertem MGMT-Promotor [91, 92]. Das Ausmald dieses
Uberlebensvorteils wird in verschiedenen klinischen Studien unterschiedlich erhoben, variiert
zwischen 30 und 80 % langerer durchschnittlicher Uberlebenszeit und betragt im Mittel 50 %
[92-95]. In Kontrast hierzu wurde das Gesamtiiberleben bei Patienten mit negativem MGMT-
Methylierungsstatus durch Behandlung mit TMZ kaum verléangert [92]. Prognostisch ungtinstig
kann womdglich eine TERT-Promotormutation sein, jedoch ist nicht definitiv geklart, wie
signifikant ihr Einfluss ist [96-98]. Weiterhin ist die Studienlage zur prognostischen Bedeutung
von EGFR-Amplifikationen und TP53-Mutationen nicht eindeutig [22].

2.2 Aktueller Therapiestandard fur Glioblastome

2.2.1 Chirurgische Therapie

Die vorrangige Therapie der Wahl sieht eine maximalreduktive (maximal sichere), operative
Entfernung von GB vor, sodass makroskopisch kein Tumorgewebe in situ bleibt. Hierdurch
konnen die Diagnose gesichert, Symptome durch intrakranielle Hypertension gelindert und der
Bedarf an Kortikosteroiden verringert werden [20]. Primér dient sie der Verlangerung des
progressionsfreien Uberlebens (progression-free survival; PFS) und der gesamten
Uberlebenszeit (overall survival; OS). Li et al. (2017) zeigten in ihrer Metaanalyse Uber
klinische Studien mit unterschiedlichen operativen Regimen (aus totaler Resektion,
inkompletter Resektion und Biopsie), dass die totale bzw. maximalreduktive Resektion
vorteilhaft fir das PFS und OS ist [99]. Um die Genauigkeit dieser zu erhéhen und zugleich
das eloquente Hirngewebe zu schonen, kénnen Operationstechniken verwendet werden, die
dem intraoperativen Monitoring und der intraoperativen Orientierung dienen, wie
beispielsweise funktionales Neuromonitoring, intraoperative MRT oder (5-ALA-)
fluoreszenzgesteuerte Resektion [100-102]. Einschréankend fir die operative Therapie
respektive fir ihren Vorteil sind ein schlechter Allgemeinzustand der Patienten (Karnofsky-
Index kleiner 60), eine kritische Tumorlokalisation und grof3e Tumormasse [103, 104]. Bei
Inoperabilitat wird eine stereotaktische Biopsieentnahme zur Diagnosesicherung durchgefihrt
[89]. Limitierend fir den langfristigen Erfolg der operativen Therapie bei GB sind ihre
Rezidivfahigkeit und -bildung in nahezu allen Fallen, wobei das Rezidiv meist in geringer
Entfernung zum Resektionsrand auftritt (aufgrund der préatherapeutischen Infiltration des
Nachbargewebes) [105].

Eine adjuvante Therapie schliel3t sich an, die hauptsachlich aus Strahlentherapie (RT) sowie
simultaner und adjuvanter Chemotherapie mit Temozolomid (und Lomustin) besteht. Die
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folgende Abbildung bietet eine Ubersicht iber die adjuvanten Therapiemodalitaten bei
unterschiedlichen Ausgangsbedingungen:

Klinische Studie

60 Gy RT

MGMT + konkomitierend TMZ
methyliert + adjuvant TMZ

60 Gy RT
Alter < 70 + adjuvant

+KPS=70 Lomustin-TMZ

Klinische Studie
MGMT nicht
methyliert 60 Gy RT
+ konkomitierend TMZ
+ adjuvant TMZ

Adjuvante

GB-Therapie

Alter > 70 Multimodale Therapie
0. KPS = 60 tolerierbar? y :
MGMT TMZ-Monotherapie
methyliert Best supportive care
Hypofraktionierte
MGMT nicht 0. 60 Gy RT
methyliert

Best supportive care
Abbildung 2: Algorithmus der Standardtherapie neu diagnostizierter Glioblastome

Die primére Therapie bei neu diagnostizierten GB sieht bei Operabilitat eine maximal sichere Resektion vor. Daran
schlief3t sich eine adjuvante Radiochemotherapie an, deren Modalitat vom Alter und Allgemeinzustand abhéngt.
Letzter kann durch den Karnofsky-Index (KPS) evaluiert werden, die angegeben Werte dienen als Orientierung.
Waéhrend die Chemotherapie mit Temozolomid (TMZ) vom Methylierungsstatus des MGMT-Promotors abhéngen
kann, kann das Schema der Strahlentherapie (RT) variieren (in die Standard-RT mit 60 Gy als Gesamtdosis und
hypofraktionierte Bestrahlungen mit einer geringeren Gesamtdosis). Wenn keine adjuvante Therapie gewinscht
oder toleriert wird, wird die ,Best supportive care* angewandt durch Behandlungsmafinahmen, die Symptome
lindern und die Lebensqualitat erhthen. Quelle: Eigene Darstellung, in Anlehnung an [4].

2.2.2 Strahlentherapie
2.2.2.1 Wirkmechanismus ionisierender Strahlung

Als fest etablierter Bestandteil der Therapie bei GB gilt die Strahlentherapie mittels
ionisierender Strahlung. Die hierbei am haufigsten eingesetzte Strahlenart stellt die
elektromagnetische Photonenstrahlung (als sog. ultraharte Rontgenstrahlung) dar [106, 107].
Der biologische Effekt und zugleich das Ziel ionisierender Strahlen(-therapie), der am
schwerwiegendsten wiegt, ist die Verhinderung von Zellproliferation durch permanente
Blockierung ihrer Teilungskapazitat und -fahigkeit (als sog. reproduktiver Zelltod) [14]. Darlber
hinaus kénnen ionisierende Strahlen den Zelltod durch Apoptose gar direkt induzieren. Diese
biologischen Effekte und Endpunkte werden durch die Wechselwirkung der
elektromagnetischen Photonenstrahlung mit dem atomaren Bestandteil des absorbierenden
Tumorgewebes erreicht [14]. Die Photonen setzen im ersten Schritt aus den Atomen des
Gewebes Elektronen frei, die als Sekundéarteilchen bezeichnet werden. Diese vollziehen im
zweiten Schritt viele St6R3e mit ihrer unmittelbaren Nachbarschaft aus Biomolekilen. Wéhrend
dieser StoRe kommt es zu Energielibertragungsprozessen von den Elektronen auf die
Biomolekile, sodass Letztere angeregt und ionisiert werden [14, 108]. Entscheidend sind
Wassermolekile als Ziel dieser Energielibertragungsprozesse. Sie werden dabei durch sog.
Wasserradiolyse angeregt und homolytisch in Wasserstoff- und Hydroxylradikalen gespalten
oder ionisiert und heterolytisch in Wasserstoff- und Hydroniumionen gespalten. Diese
Zwischenprodukte ergeben durch weitere chemische Reaktionen u.a. radikalische
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Sekundarprodukte, zu denen reaktive oxidative Spezies (ROS) (als Verursacher oxidativen
Stresses) wie Wasserstoffperoxid (H202) und das erwéhnte Hydroxylradikal (HO-) gehoren
[14].

Diese reaktiven, radikalischen Produkte bilden den essentiellen Bestandteil der
Strahlenwirkung. Sie  wechselwirken mit unmittelbar benachbarten biologischen
Makromolekilen und verandern und schadigen diese. Zu ihnen gehdort neben Proteinen und
Membranlipiden die DNA als biologisch relevanteste Zielstruktur, tUber deren Schadigung
ionisierende Strahlung ihr zytotoxisches Potenzial entfaltet [14]. Diese Art der sog.
radiolytischen Veranderung zellularer integraler Strukturen wird als indirekte Strahlenwirkung
bezeichnet und macht 30 bis 40 % aller Lasionen aus [109]. Erfolgt sie durch sofortige
Wechselwirkung der Photonenstrahlung mit diesen Makromolekulen wird sie direkte
Strahlenwirkung genannt, die den Grol3teil der verursachten DNA-Schaden ausmacht [14,
109]. Die radiolytischen Veranderungen an der DNA sind vielfaltig und umfassen
Basenschaden, Strangbriiche und -vernetzungen [14], wie in Abbildung 3 dargestellt ist. Die
haufigsten Basenschaden bilden 8-Oxoguanin, Thyminglycol und Formamidopyrimidin [110].
Die Strangbriiche bestehen aus Einzel- und Doppelstrangbriichen. Wahrend Erstere eine
einzigartige Signatur an den Strangenden aufweisen, resultieren Letztere aus multiplen
Lasionen beider DNA-Strénge in unmittelbarer Nahe [109]. Sie stellen eine besonders wichtige
DNA-Lasion im Rahmen der Strahlentherapie dar, da sie im Vergleich zu Einzelstrangbriichen
schwieriger von der (Tumor-)Zelle zu reparieren sind und haufiger zum Zelltod fiihren [109,
111]. Weiterhin kénnen Chromosomenaberrationen nach Bestrahlung beobachtet werden, die
zwischen Chromosomen oder innerhalb eines Chromosoms auftreten kénnen und Folge von
nicht oder falsch reparierten Doppelstrangbriichen (DSB) sind. Manche von ihnen (sog.
asymmetrische Chromosomenverdnderungen) verhindern die Weitergabe des kompletten
Chromosomensatzes an Tochterzellen und reprasentieren damit eine Teilungsunfahigkeit und
einen mitotischen Stillstand dieser Zellen (sog. mitotische Katastrophe) [14].

O
—HC (O
Einzelstrangbruch (ESB)
— OO 4 4 Chemische
< Zuckerschaden —i—' Konversion
—offf Basenschaden «‘ Enzymatische
<< Basenverlust ... Konversion
<
O
) ) Doppelstrangbruch (DSB)
'L<Z<:}_ 4 Enzymatische
i Konversion
=K. '
Inter-Strang
P % “Cross-Link”
(@ DNA-Protein

Abbildung 3: Einteilung strahleninduzierter DNA-Schéden

Durch direkte oder indirekte Strahlenwirkung kénnen ionisierende Strahlen multiple DNA-Schéaden bewirken. Zu
ihnen gehodrten Basenschaden und -verlust, Einzelstrang- sowie Doppelstrangbriiche, die besonders zytotoxisch
sind. Vernetzungen konnen intern zwischen DNA-Strangen (,DNA-DNA-Crosslinks®) oder extern mit DNA-
Proteinen (,DNA-Protein-Crosslinks“) induziert werden. Einige dieser Veradnderungen kénnen enzymatisch in
andere Schéaden konvertiert werden. Quelle: [14]

Hervorzuheben ist der gewichtige Einfluss von Sauerstoff auf die Effektivitat der ionisierenden
Strahlung und die Radiosensibilitat des Tumorgewebes. Beim Vorhandensein von Sauerstoff
(Normoxie) wird die Ausbeute an reaktiven oxidativen Spezies durch die Wasserradiolyse
stark erhoht, sodass der resultierende oxidative Stress mitsamt induzierter Zell- bzw. DNA-
Schaden verstarkt wird [14]. Im Gegenzug zeigt die Bestrahlung bei Sauerstoffmangel
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(Hypoxie) drastisch erniedrigte Effekte beim Eliminieren der Zellen sowie strahleninduzierten
Zellschaden, sodass die Sauerstoffversorgung eines Tumorgewebes ein wichtiger Indikator
fur die Radiosensitivitat bzw. -resistenz ist. [14]. Weiterhin ist die Radiosensitivitat von der
Verteilung des Zellzyklus im Tumorgewebe zum Zeitpunkt der Bestrahlung abhangig [14]. So
sind Zellen kurz vor und wahrend der Mitose(M)-Phase besonders anfallig fur
strahleninduzierte Schaden, wahrend die spate Synthese(S)-Phase von Radioresistenz
gekennzeichnet ist [14].

Zu den Abwehrmechanismen der Zellen gehort die Aktivierung von DNA-Reparaturprozessen,
die die DNA-Reparatur im engeren Sinne von Einzelstrangschaden beinhalten und die
Reparatur von Doppelstrangbriichen Uber weitere enzymatische Systeme (sog. nicht-
homologes End-joining und homologe Rekombination) [14]. Dartber hinaus kdnnen
radikalische (oxidative) Produkte und ihre Wirkung nichtenzymatisch Giber Antioxidantien (wie
Glutathion) oder enzymatisch (wie die Superoxiddismutase) detoxifiziert werden [14]. Durch
spezifische Sensoren wird der strahleninduzierte DNA-Schaden von den Tumorzellen
registriert. Uber verschiedene Signaltransduktoren wird ein Zellzyklusarrest ausgeldst Uber
Aktivierung von Zellzyklus-Checkpoints und zugleich obige DNA-Reparaturmechanismen
aktiviert. Der Arrest des Zellzyklus bedingt eine erniedrigte Proliferationsrate der Tumorzellen
[14]. Bei Erschopfung der Reparaturkapazitat der Zellen oder nicht reparierbaren (DNA-
)Schaden verliert die Tumorzelle entweder ihre mitotische Teilungsfahigkeit oder es wird
alternativ der apoptotische programmierte Zelltod eingeleitet [14]. Dieser wird durch dieselben
(und weitere) Signalwege ausgeltst, die fur den Zellzyklus-Arrest ursachlich sind.

2.2.2.2 Bestrahlungsregime

GB sind (initial) strahlensensitive Tumore, sodass in der Regel immer eine Tumorbestrahlung
erfolgt. Allerdings ist trotz des Ansprechens auf die Strahlentherapie signifikanter
Uberlebenszeitverlangerung bisher keine langfristige Tumorkontrolle méglich und eine
mittelfristige Rezidivbildung ist vorauszusehen [14]. Die Strahlentherapie erfolgt entweder
adjuvant oder priméar bei Inoperabilitat des Tumors. Sie wird bildgebungsgesttitzt durchgefuhrt,
um gesundes Hirngewebe mdoglichst zu schonen (sog. konformale Strahlentherapie) [112]. Fur
die Bestimmung des Bestrahlungsschemas (und das der Chemotherapie) sind das Alter des
Patienten und sein Allgemeinzustand (sog. Performance-Status) entscheidend, wobei
Letzteres hauptséachlich durch den Karnofsky-Index (KPS) evaluiert wird [113, 114]. Die RT
hat sich als fester Therapiebestandteil etabliert, nachdem in mehreren randomisierten
kontrollierten Studien ein signifikanter Vorteil im OS gegeniiber der ausschlie3lich
symptomatischen Behandlung festgestellt wurde (von 8,4 — 10,8 Monate OS mit RT vs. 5 —
5,5 Monate OS ohne RT); eine Metaanalyse bezifferte das relative Risiko fur die 1-Jahres-
Mortalitat flr Patienten mit RT gegeniber welchen ohne RT mit 0,81 (mit einem
Konfidenzintervall von 0,74 — 0,88) [115-118].

Fur Patienten im guten Allgemeinzustand (KPS > 70) und im Lebensalter unter 70 Jahren sieht
die Erstlinientherapie eine adjuvante RT uber sechs Wochen mit einer Gesamtdosis von 60
Gy vor, wobei die Einzeldosis in 2,0 Gy oder 1,8 Gy fraktioniert wird [115]. Eine weitere RT
Uber diese Gesamtdosis hinaus ergab keinen zusatzlichen Vorteil, jedoch steigen
unerwinschte Nebenwirkungen mit der Hohe der Gesamtdosis an [115]. Fur Patienten Uber
70 Jahre und KPS lber 70 kann (bei Patientenwunsch) selbiges RT-Schema angewandt
werden oder eine hypofraktionierte RT mit einer Gesamtdosis von 40 Gy (Uber drei Wochen)
erfolgen [113, 119, 120]. Betragt der KPS weniger als 60 Punkte und ist damit der
Allgemeinzustand des Patienten als ungiinstig zu bewerten, muss individuell eine
Therapiemodalitat entschieden werden; eine obig erwahnte hypofraktionierte RT kann erfolgen
[121, 122].

2.2.3 Chemotherapie

2.2.3.1 Wirkmechanismus von Temozolomid

Temozolomid (TMZ) ist ein alkylierendes Zytostatikum aus der Gruppe der Imidazo-Tetrazin-
Derivate [123]. Es ist der Freiname fuir die chemische Verbindung 3-Methyl-4-oxoimidazo[5,1-
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d][1,2,3,5]tetrazin-8-carboxamid (nach IUPAC) mit der Molekilformel C6HEN60O2, die eine
geringe Molekularmasse (mit 194 Da) aufweist [124]. TMZ ist aufgrund seiner Lipophilie in der
Lage, die Blut-Hirn-Schranke in ausreichend hoher Konzentration zu Uberwinden, um bei
Hirntumoren therapeutisch aktiv zu sein [125]. Das saurestabile Alkylans wird oral
aufgenommen, hiernach adaquat aufgenommen und fungiert als Prodrug [126]. Es ist in
saurem pH-Milieu stabil, in basischem Milieu (wie im Blutplasma) wird es spontan
umgewandelt und damit in sein reaktives Metabolit Gberfuhrt, wie in Abbildung 4 dargestellt.
TMZ wird spontan (d.h. nichtenzymatisch) hydrolytisch zu MTIC (5-(3-N-methyltriazen-1-yl)-
imidazol-4-carboxamid) gespalten. MTIC zerfallt wiederum in das inaktive AIC (5-
Aminoimidazole-4-carboxamid) und das alkylierende Methanediazonium, das DNA-Basen
methylieren kann [124, 127]. Da Hirntumorgewebe starker basisch sind als gesundes
Hirngewebe, wird diese Aktivierung dort begiinstigt und verstarkt [5]. Die TMZ-Konzentration
erreicht im hirnumgebenden Liquor cerebrospinalis etwa 30 — 40 % seiner
Plasmakonzentration [128].

. o = 4 CH3 + Ny
e H;N 0 HaN o o _*
/J\(N\\\ \C/ T ) \C’// : 7

LN E > N/Lﬁ/N:N—IiJ N/Lﬁ/NHJ 7 HN I N\>‘ Ll | N\>

\’I/ e, L CHy (I H_»N)\‘N * TN, H;N)\
O 2'Deoxyribose 2'Deoxyribose

Temozolomid MTIC AlC Guanin 06-Methylguanin

Y

Abbildung 4: Chemische Umwandlung und Reaktion von TMZ bei physiologischem pH

Die chemische Umwandlung der Prodrug Temozolomid (TMZ) erfolgt pH-abhéangig. Im sauren pH-Milieu ist sie
stabil, im basischen (physiologischen) pH-Milieu wird es spontan zu MTIC (5-(3-N-methyltriazen-1-yl)-imidazol-4-
carboxamid) hydrolysiert. Dieses zerfallt spontan in AIC (5-Aminoimidazole-4-carboxamid) und das alkylierende,
reaktive Methanediazonium. Letzteres greift u.a. die DNA-Base Guanin am Sauerstoffatom in Position 6 an und
Uibertragt eine Methylgruppe. Das entstehende DNA-Addukt ist demnach O6-Methylguanin. Quelle: Modifiziert nach

(8]

Der exakte Wirkmechanismus von TMZ ist bisher nicht abschlieend erforscht. Entscheidend
fir seine Zytotoxizitdt ist jedoch die Methylierung der DNA. Sein aktives Metabolit
Methanediazonium reagiert mit den DNA-Purinbasen Adenin und Guanin unter Addierung von
kovalent gebundenen Methylgruppen an Stickstoff- (z.B. N7) und/oder Sauerstoffatomen (z.B.
06). Die dabei gebildeten DNA-Addukte umfassen in absteigender Haufigkeit N7-
Methylguanin (65 - 80 %), N3-Methyladenin (9 %) und O6-Methylguanin (O6-meG) (5 - 8 %)
[127, 129-131]. Obwohl O6-meG nur einen kleinen Anteil an den TMZ-induzierten DNA-
Methyladdukten darstellt, ist die Lasion hauptursdchlich fir die toxische und mutagene
Wirkung von TMZ [131, 132]. Der Grund liegt einerseits darin, dass N7-Methylguanin- und N3-
Methyladeninlasionen, die zytotoxisches Potenzial besitzen, gewdhnlich durch die Basen-
Exzisionsreparatur (BER) erkannt und beseitigt werden; diese BER ist in GB meist intakt und
funktionsfahig [133, 134].

Andererseits bewirkt O6-meG aufgrund veranderter Wasserstoffbriickenbindungen eine
Fehlpaarung mit der DNA-Base Thymin (0O6-meG:T) anstelle von Cytosin (O6me-G:C) bei der
ersten Zellteilung. Durch Weitergabe dieser Fehlpaarung (in Form von Thymin) wird bei der
zweiten DNA-Replikation bzw. Zellteilung in einer der Tochterzellen die Paarung der DNA-
Base Adenin mit jenem Thymin bewirkt und damit (mutagen) eine Punktmutation von Thymin-
Adenin anstelle von Guanin-Cytosin erzeugt [135]. Die zytotoxische Wirkung entfaltet sich,
wenn DNA-Reparatursysteme, konkret die DNA-Mismatch-Repair (MMR), die DNA-Lasion
und -Fehlpaarung in O6-meG:C und O6-meG:T erkennen. Die MMR dient dem Erkennen und
Reparieren von fehlgepaarten DNA-Basenpaaren, die v.a. wahrend der DNA-Replikation
entstanden sind und wahrend dieser nicht erkannt wurden [136]. Wenn die MMR-
Proteinkomplexe die TMZ-induzierten DNA-L&sionen O6-meG:C und O6-meG:T registrieren,
dann kénnen sie ausschlie3lich am neu synthetisierten Tochterstrang andocken und wirken
(da sie als Replikationskontrolle fir den neu gebildeten Tochterstrang fungieren). Sie
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katalysieren daher die Exzision der Cytosin- bzw. Thymin-Base aus dem Tochterstrang und
die Insertion derselben Basen gegentber O6-meG des Mutterstrangs. Die Lasion wird damit
jedoch nicht behoben, sodass wiederholt derselbe vergebliche Reparaturprozess stattfindet,
wahrend O6-meG als urséachliche DNA-L&sion persistiert [137].

Die Folge dieser wiederholten und ineffizienten Reparaturversuche ist die Entstehung von
Licken im neu gebildeten Tochterstrang, die die Bildung von DNA-Doppelstrangbrichen
bewirken [135, 137-139]. Es werden Signalkaskaden aktiviert, die einen Arrest des Zellzyklus
in der G2-Phase ausldsen, der vom Zelltod tiber Apoptose oder Autophagie gefolgt wird [139-
141]. ResUmierend sind intakte MMR-Mechanismen notwendig, damit die zytotoxische
Wirkung von TMZ entfaltet wird.

Daneben hat TMZ Uber sein aktives Metabolit Methanediazonium das Potenzial, andere
Makromolekiile wie mitochondriale DNA, RNA und zellulére Proteine zu methylieren [142-144].
Die Methylierung solcher Molekile ist gewohnlich wichtiger Bestandteil ihrer Regulation und
ihrer Konformationsénderung in vielen zellularen Prozessen. Ihre TMZ-induzierte Methylierung
ist bisher jedoch nicht ausreichend erforscht und die Implikationen dieser Alkylierung
verbleiben bis dato unklar [144].

2.2.3.2 Schema der Chemotherapie

Die Evidenz zur Etablierung von Temozolomid als systemische Therapie von Glioblastomen
durch Stupp et al. (2005) stellte einen Durchbruch in der GB-Therapie dar, insbesondere da
bis zum heutigen Stand keine andere, medikamentdse Therapie den Nutzen von TMZ
Ubersteigt [21]. TMZ ist ein alkylierendes Zytostatikum, das die Blut-Hirn-Schranke Uberwinden
kann und der systemischen Therapie von diffusen Gliomen dient [125]. Es entfaltet seine
zytotoxische Wirkung durch die Methylierung von DNA-Guaninbasen, wodurch mutagene und
toxische DNA-Schaden entstehen, die zum apoptotischen oder autophagischen
(Tumor-)Zelltod fuhren [131].

In ihrer groRen randomisierten EORTC-NCIC-Studie lieferten Stupp et al. die Evidenz zur
signifikanten Verlangerung der Uberlebenszeit durch die Kombinationstherapie aus RT und
TMZ (mit 14,6 Monate) im Vergleich zur RT-Therapie allein (mit 12,1 Monate) [21, 114]. Die
prognostische Verbesserung gegenuber alleiniger RT-Therapie beinhaltete ebenso die PFS
(6,9 Monate vs. 5 Monate), die 2-Jahres-Uberlebensrate (26,5 % vs. 10,4 %) und die 5-Jahres-
Uberlebensrate (10 % vs. 2 %) [21, 114]. Die hiermit etablierte Erstlinientherapie sieht fiir
Patienten unter 70 Jahren in gutem Allgemeinzustand eine zur RT konkomitierende TMZ-Gabe
vor. lhr folgt einen Monat nach der RT eine adjuvante (alleinige) TMZ-Gabe. Die
konkomitierende TMZ-Dosis betragt 75 mg/m? und erfolgt taglich. Die adjuvante TMZ-Gabe
besitzt eine Dosis von jeweils 150-200 mg/m? pro Tag und umfasst sechs Zyklen, in denen
jeweils in einem Monat die TMZ-Gabe an 5 aufeinanderfolgenden Tagen erfolgt (sog. Stupp-
Protokoll) [21, 114]. Gilbert et al. (2013) (und andere) konnten in einer Phase-I11I-Studie keinen
signifikanten Vorteil einer intensivierten TMZ-Behandlung (Uiber sechs Zyklen hinaus) auf das
Gesamtuberleben nachweisen [95]. Trotz der pradiktiven Funktion des MGMT-Status flr das
Therapieansprechen mit TMZ (s. 2.1.3) wird die Chemotherapie bei obiger Patientengruppe
ungeachtet des MGMT-Status durchgefiihrt (aus bisherigem Mangel an Alternativen) [20].

Bei Patienten Uber 70 Jahren ist die Kombination von konkomitierender und adjuvanter TMZ-
Therapie zum jeweiligen Bestrahlungsschema aus Standard-RT oder hypofraktionierter RT
anzustreben, wenn dies der Allgemeinzustand des Patienten zulasst [20, 145]. Hier kann in
Abhangigkeit vom MGMT-Status alternativ verfahren werden, wenn eine kombinierte
Radiochemotherapie kontraindiziert ist. Bei methyliertem MGMT-Promotorstatus kann
abweichend die alleinige Chemotherapie mit TMZ durchgefuhrt werden, bei unmethyliertem
MGMT-Promotorstatus kann eine Standard- oder hypofraktionierte RT erfolgen [146-148].

Als erganzende Chemotherapie kann bei methyliertem MGMT-Promotorstatus die Gabe von
Lomustin dienen, einem weiteren alkylierenden Zytostatikum. Durch die Kombination von
Lomustin mit der Standard-Radiochemotherapie mit TMZ zeigten Herrlinger et al. (2019) einen
signifikanten Unterschied in der medianen Gesamtiiberlebenszeit der Patienten auf, mit 48,1
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Monaten gegeniber 31,4 Monaten bei Patienten ohne Lomustin-Zugabe. Zu beachten ist die
kleine GroRRe des Patientenkollektivs dieser Studie [149].

2.3 Molekulare Kennzeichen von Glioblastoma

2.3.1 Genetische Aberrationen

Die frihere Bezeichnung ,Glioblastoma multiforme (GBM)“ als Terminus fir GB deutete auf
die Variabilitat von GB hinsichtlich Pathologie und klinischem Verlauf, inklusive der
Unterschiede im Therapieansprechen und der Lebenserwartung. Der Zusatz ,multiforme® wird
in der WHO-Klassifikation von 2016 nicht mehr verwendet [70]. Berticksichtigt werden damit
die Erkenntnisse aus voranschreitender Erforschung der molekularen Grundlagen von GB. Mit
ihnen wachst die Erkenntnis, dass der Begriff GBM eine sehr heterogene Gruppe an
unterschiedlichen Tumorentitaten umfasst, die sich aufgrund von molekularen Charakteristika
in Atiologie und Tumorigenese und damit Therapieansprechen und -resistenz unterscheiden
[150]. Diesem Wissenszuwachs wird gewiss in der nachsten WHO-Klassifikation Rechnung
getragen, durch die groRRere Integration und Definition von diffusen Gliomen und GB auf
Grundlage von molekularen Kriterien [151].

Indes ist die (in unterschiedlichem MalRe) ausgepragte Heterogenitat von GB untereinander
(intertumoral) wie auch eines individuellen GB (intratumoral) zu beachten. Diese Heterogenitat
erstreckt sich auf histologische wie genetische und epigenetische Merkmale, sodass innerhalb
eines GB unterschiedliche Subpopulationen bestehen kénnen [152-154].

GB werden in zwei Ubergeordnete Kategorien eingeteilt: GB mit IDH1/2-Mutationen und GB
mit IDH-Wildtyp (s. 2.1.2). Diese entsprechen und korrespondieren mit der klinischen
Einteilung in primare und sekundéare Glioblastome, da 85 % der sekundaren GB eine solche
Mutation aufweisen, wahrend sie in primaren GB selten ist (5 %) [74, 155]. Sie konnen auf
molekularer Ebene durch charakteristische genetische Aberrationen, Mutationen und
epigenetische Besonderheiten unterschieden werden.

Die IDH-Mutation betrifft in 90 % der Félle das IDH1-Gen, dessen Enzym zytoplasmatisch ist
und liegt hier typischerweise als Punktmutation im Codon 132 vor [74, 156]. Seltener ist das
IDH2-Gen betroffen, dessen Enzym in der mitochondrialen Matrix lokalisiert ist [157]. Die IDH-
Enzyme katalysieren im Citrat-Zyklus die oxidative Decarboxylierung von lIsocitrat zu a-
Ketoglutarat und sind damit wichtiger Teil der Zellmechanismen gegen oxidativen Stress [158].
IDH-Mutationen stellen ein friihes Ereignis in der Gliomagenese dar. Ihr Beitrag in der
Gliomagenese und Tumorprogression zum sekundéaren GB ist bisher nur in Teilen verstanden
[156]. Jedoch filihren sie als Gain-of-function-Mutationen zur vermehrten Bildung von 2-
Hydroxglutarat [159, 160]. Hohe Konzentrationen von 2-Hydroxyglutarat liegen demnach vor,
und sind vermutlich ursachlich fir die auffallige DNA-Hypermethylierung vieler Genloci dieser
Zellen [161-163]. Ferner bewirkt 2-Hydroxglutarat eine veranderte Hypoxiesensorik und eine
veranderte Basalmembranstabilitat in diesen Zellen [164, 165].

Die Ubergeordneten Kategorien von GB aus IDH-Wildtyp und IDH1/2-Mutationen sind
divergierend mit jeweils einer Gruppe an genetischen Aberrationen aus Gen-Amplifikationen,
Mutationen und chromosomalen Verénderungen assoziiert, die als charakteristische
Merkmale dienen. Primare GB mit IDH-Wildtyp sind charakterisiert durch Mutationen im
TERT(Telomerase reverse Transkriptase)-Promotor, PTEN(Phosphatase and Tensin
homolog)-Genmutation (oder -deletion), Deletion des p16-(CDK-Inhibitor 2A) Gens, Gewinn
an Chromosom 7, Verlust des Chromosoms 10 sowie hochgradige Genamplifikation vom
EGFR(Epidermal Growth Factor Receptor)-Gen [77, 166-168].

Im Kontrast dazu zeigen GB mit IDH1/2-Mutationen eine Antikorrelation zum Auftreten von
EGFR-Genamplifikationen und PTEN-Genmutationen [74]. Stattdessen sind sie mit TP53- und
ATRX (Alpha-Thalassemia/Mental Retardation Syndrome X-Linked)-Mutationen assoziiert
und zeigen haufig in ihrem DNA-Methylierungsmuster einen CpG-Island-Methylator-Phé&notyp

11



Literaturdiskussion

(CIMP) [94, 163, 169-171]. Partieller Verlust von Chromosom 10q tritt auf, ohne Verlust von
10p, im Gegensatz zu GB mit IDH-Wildtyp [172].

Diese molekularen Aberrationen sind an drei grof3en Prozessen der Tumorbiologie beteiligt.
Sie ermdglichen replikative Immortalitéat, kontinuierliches Zellwachstum und die Umgehung
zellularer Seneszenz [4]. Im Folgenden werden sie eingehend beschrieben, Abbildung 5 dient
als Ubersicht.

Glioblastom

. Replikative Immortalitat

Oligodendrogliom [ Astrozytom Kontinuierliches Zellwachstum

. 1 \ — Umgehung der Seneszenz
- PTEN-Mut./-Deletion (& Chr. 10g-Verlust) RBI1-Mut. |
EGFR-Amplifikation/-Mut. CDKN2A/CDKN2B-Verlust T 2|
o Che.7 Condnn], S ﬁ chr.10g-Verust [ TPSS-MUE
P{F] o 5 PDGFRA-AMpL. RBI-Mut.
Al CDKN2A-Verlust
CDK4/6-Ampl.

Abbildung 5: Glioblastom-Klassifikation

Die Einteilung von Glioblastomen (GB) erfolgt anhand ihres IDH-Status, wodurch der klinischen Einteilung in
primére und sekundéare GB entsprochen wird, wobei sich Letztere aus niedergradigen Gliomen entwickeln. Sie
weisen charakteristische genetische Alterationen auf, die verschiedenen pathophysiologischen Prozessen der
Tumorbiologie dienen. Darstellung: Eigene Darstellung, in Anlehnung an [2-4].

Der replikativen Immortalitdt dienen Mutationen im TERT-Promotor, die in 58 - 95 % der GB
mit IDH-Wildtyp vorkommen [70, 97, 168]. Sie erzeugen eine neue Bindungsstelle flr
Transkriptionsfaktoren und daher eine starke Erh6hung der TERT-Transkriptionsrate [173,
174]. Da das TERT-Gen fur die katalytische Untereinheit der Telomerase codiert, steigt damit
die Telomerase-Aktivitat [175]. Sie bewirkt die standige Verlangerung der Telomeren der
Tumorzell-DNA nach Zellteilung und wirkt damit ihrer Verkirzung und der Einleitung von
Apoptose und Zelltod entgegen [176]. Jener unbegrenzten Zellteilungsfahigkeit dienen in GB
mit IDH1/2-Mutationen ATRX-Genmutationen. Sie kommen in 57 bis 71 % dieser GB vor [70,
78, 170]. Die Konsequenz dieser trunkierenden Mutationen ist die mangelnde
Funktionsfahigkeit des ATRX-Proteins [150]. Dieses ist physiologisch an der Chromatin-
Remodellierung im Telomer-Bereich beteiligt [177]. Sein Ausfall ermdglicht ,alternative
lengthening of telomeres (ALT)", ein Prozess, der mit homologer Rekombination assoziiert ist
und eine Aufrechterhaltung der Telomerlangen (und damit die Vermeidung von Zelltod)
ermoglicht [178].

In der Tumorbiologie spielt kontinuierliches und dereguliertes Zellwachstum eine wesentliche
Rolle. Dies wird in vielen Tumorentitaten durch die Aktivierung von Onkogenen und Inhibierung
von Tumorsuppressorgenen erreicht. Das molekulare Pendant bilden in GB u. a. Mutationen
in PTEN-, NF1(Neurofioromin 1)-, PDGFRA (Platelet derived growth factor alpha)- und
Abnormalititen den EGFR-Gens. Das EGFR-Gen stellt als Rezeptor-Tyrosinkinase-
codierendes Gen ein potenzielles Onkogen vieler Tumore dar. Seine genetischen
Abnormalitédten beinhalten in GB zum einen die Amplifikation des EGFR-Gens (auf
Chromosom 7), die in etwa 40 bis 63 % der GB mit IDH-Wildtyp vorhanden ist, und damit die
Ubermafige EGFR-Expression [94, 179-182]. Zum anderen weisen 50 - 70 % dieser GB (mit
EGFR-Amplifikation) eine Mutation im EGFR-Gen vor, wobei EGFRUVIII hier die haufigste
Mutation bildet [182-184]. Konsequenz dieser Mutationen ist ein konstitutiv aktives EGFR-Gen
mit dauerhafter Expression. Die resultierenden hohen EGFR-Konzentrationen tragen zum
Tumorwachstum bei, und fihren (im Falle der EGFRvIlI-Mutation) zu einer dauerhaften
Aktivierung der nachgeschalteten Signalwege aus PI3K-AKT-mTOR und RAS-Raf-MAPK, die
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die Zellproliferation und das Tumorwachstum verstarken und den apoptotischen Zelltod
verhindern [185-188].

Dieselben Signalwege aktivieren weitere Abnormalitaten in den beteiligten Proteinstrukturen.
Mutationen in den PI3K-Gendomanen sowie Amplifikation des PDGFRA-Gens wirken
aktivierend auf den PI3K-AKT-mTOR- respektive Ras-Raf-MAPK-Signalweg, wahrend
Mutationen im PTEN-Gen PTEN als Tumorsuppressor inaktivieren und damit die Inhibierung
des PI3K-AKT-mTOR-Wegs unterbinden [2, 189, 190]. In primaren GB kommen Mutationen
in den PI3K-Gendoménen (der katalytischen oder regulatorischen Subeinheit) zu etwa 15 %,
PDGFRA-Genamplifikationen (auf Chromosom 4) zu 4,5 % und PTEN-Genmutationen zu 32
% vor [72, 94, 156, 191, 192]. Eine ahnliche Konsequenz (fir den PI3BK-AKT-mTOR-Weg) wie
die inhibierende PTEN-Mutation hat ein chromosomaler Verlust vom Chromosom 10q zur
Folge, auf dem das PTEN-Gen lokalisiert ist. Dieser 10g-Verlust kommt in etwa 60 — 70 % in
GB mit IDH-Wildtyp als auch IDH1/2-Mutationen vor [76, 77]. Eine weitere inhibierende
Mutation stellen Mutationen im NF1-Gen dar. Da NF1 als Antagonist zu Ras fungiert, bewirken
inhibierende Mutationen oder Gendeletionen eine fehlende Hemmung des Ras-Signalweges
und damit verstarkte Zellproliferation und -wachstum [193]. Solche inaktivierenden NF1-
Genaberrationen erscheinen in 15 — 18 % der priméaren GB [156, 191].

Der Umgehung der zellularen Seneszenz und Apoptose dienen in GB verschiedene
molekulare Veranderungen. In ihrem Zentrum stehen die Signalwege des TP53- und
Rb(Retinoblastom)-Proteins (pRB). Das pRB dient physiologisch als Tumorsuppressor, indem
es bei genotoxischen Stress bzw. DNA-Schaden den Ubergang des Zellzyklus von der G1-
zur S-Phase und die DNA-Transkription unterbindet, und letztendlich auch apoptotischen
Zelltod einleiten kann [194, 195]. Zur Umgehung dessen ist der pRB-Signalweg in bis zu 78 %
aller GB durch unterschiedliche Abnormalitaten unterbrochen [191]. In bis zu 10 % der GB
liegen (inaktivierende) Mutationen im RB1-Gen vor [94]. Vor allem in primaren GB (bis zu 45
%) liegt ein homozygoter Verlust der CDKN2A/CDKN2B(Cyclin Dependent Kinase Inhibitor
2A/2B)-Genregionen vor, die fir pRB- und TP53-aktivierende Proteine codieren [74, 196-199].
Weiterhin kommt in etwa 15 % aller GB eine Amplifikation der CDK4/6(Cyclin Dependent
Kinase 4/6)-Gene vor (auf den Chromosomen 12 und 7), die pRB inhibieren [94, 200, 201].
Resumierend werden damit die Expression und Aktivitat des pRB und damit seine Funktion
als Tumorsuppressor unterbunden. Selbiges gilt fur den TP53-Signalweg. Als wichtigster
Tumorsuppressor dient TP53 bei beschadigter DNA dem Zellzyklus-Arrest in der G1-Phase
sowie der Einleitung von DNA-Reparaturmechanismen sowie bei Fehlschlagen dieser der
Einleitung des apoptotischen Zelltodes [202]. Durch den obig genannten Verlust der
CDKN2A/CDKN2B-Genregionen bleibt die Aktivierung und Stabilisierung von TP53 durch ihre
Genprodukte aus. Mutationen im TP53-Gen sind charakteristisch fir sekundédre GB mit
IDH1/2-Mutationen, da sie bei etwa 81 % dieser GB vorkommen, wohingegen nur etwa 20 %
der primaren GB mit IDH-Wildtyp solche Mutationen aufweisen [74].

2.3.2 Epigenetische Merkmale

Epigenetische Mechanismen nehmen physiologisch eine zentrale Rolle in der Entwicklung und
Differenzierung von Zellen durch Regulierung der Gentranskription und Remodellierung der
DNA-Struktur ein. Sie umfassen u. a. Mechanismen der DNA-Methylierung,
Histonmodifikation, Chromatin-Remodellierung und Interaktion mit nichtcodierender RNA [10].
In GB sind diese Kontrollmechanismen dereguliert und offenbaren Abnormalitaten, und dienen
auf diese Weise der malignen Zelltransformation in GB. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit
werden die epigenetischen Alterationen in Glioblastomen wie Glioblastom-Stammzellen
zusammen im Kapitel 2.5.6 erortert.

2.3.3 Bedeutende molekulare Subtypen in GB

Parallel zur klinischen und WHO-Einteilung werden GB auch anhand ihres
Genexpressionsprofils kategorisiert. Basierend auf den Untersuchungen durch das TCGA
(The Cancer Genome Atlas), in welchen wesentliche Aberrationen im Genom und
Expressionsmuster von GB aufgezeigt wurden, konnten anhand von mRNA-
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Expressionsprofilen verschiedene Muster der Genexpression entdeckt werden [203]. Hierauf
beruhend teilten Phillips et al. (2006) GB in die drei Kategorien proneural, mesenychmal und
proliferativ ein [204].

Der proneurale Subtyp erhielt seine Bezeichnung aufgrund der Expression von Genen, die
Marker von sich entwickelnden Neuronen sind, wie z. B. OLIG2, DCX und DLL3 [204]. Dabei
wies er durch die Assoziation mit IDH1-, TP53-Mutationen und PDGFRA-Abnormalitaten die
Charakteristika von sekundaren GB auf [72, 204]. Die signifikant bessere Prognose bedingt
der proneurale Subtyp daher wahrscheinlich aufgrund der Tatsache, dass die meisten
sekundaren GB proneural sind [2, 72].

Der mesenchymale Subtyp wies durch die Expression von Markern fur glatte Muskel- und
Endothelzellen (z.B. PECAML1) eine Ahnlichkeit mit Geweben mesenchymalen Ursprungs auf,
ebenso wie die Expression von Angiogenese-Markern wie VEGF [204]. Er wies eine
schlechtere Prognose auf, die vermutlich durch verbessertes Uberleben der GB-Zellen durch
Neovaskularisierung bedingt ist [204]. Veranschaulicht wird dies durch die histologische
Klassifizierung aller mesenchymalen GB als WHO-Grad IV, wahrend der proneurale Subtyp
auch WHO Grad Ill-Tumore umfasst. Interessanterweise konnten diese beiden signifikant
differenten Tumortypen nicht durch histologische Untersuchungen unterschieden werden, was
die Bedeutsamkeit der molekularen Klassifizierung verdeutlicht [204]. Weiterhin wies der
mesenchymale Subtyp auf genetischer Ebene einen Gewinn an Chromosom 7, einen Verlust
an Chromosom 10 und am PTEN-Gen sowie eine Amplifikation des EGFR-Gens auf, welche
allesamt Charakteristika von primaren GB darstellen (s. 2.3.1) [204].

Zuletzt vermuteten Phillips et al. in einem proliferativen Subtyp eine weitere GB-Untergruppe,
da sich diese GB durch eine Uberexpression von Proliferationsmarkern wie PCNA und TOP2A
und eine hohere Proliferationsrate auszeichneten [204]. Dagegen beschrieben Verhaak et al.
(2010) neben den erwahnten proneuralen und mesenchymalen GB einen dritten ,klassischen®
Subtyp, welcher durch die haufigsten genetischen Aberrationen von GB gekennzeichnet ist,
wie Amplifikationen von Chromosom 7, Verlust an Chromosom 10 und EGFR-Amplifikationen,
sowie durch die Expression des neuralen Stammzellmarkers Nestin [72].

Als vierten Subtyp beschrieben Verhaak et al. einen neuralen Subtyp. Jedoch konnte dieser
nachfolgend nicht bestatigt werden. Es wurden umfassende Langsschnittanalysen von GB-
Transkriptomen durchgefihrt nach vorangehender Trennung zwischen tumorspezifischer
MRNA und mRNA nichtmaligner Zellen [205]. Den Subtypen proneural, klassisch und
mesenchymal konnten assoziierte mRNA-Expressionsprofile zugeordnet werden, dem
neuralen Subtyp hingegen nicht [205, 206]. Als Ursache wurde vermutet, dass die Proben der
urspringlichen Klassifikation aus [72] mit normalen (nichtmalignen) Neuronen kontaminiert
waren, sodass der beschriebene Neural-Subtyp keine GB-Untergruppe darstellte, sondern
nichtmaligne Neurone in der Tumor-Mikroumgebung beschrieb [206, 207].

Erwahnenswert lassen sich Glioblastom-Stammzellen (GSC) (s. 2.5.2) anhand ihrer
Genexpressionsprofile ebenso in die genannten molekularen Subtypen proneural,
mesenchymal und klassisch einordnen [208].

2.4 Therapieresistenz

2.4.1 Rezidivierfahigkeit und Rezidivtherapie bei GB

Ungeachtet des initialen Therapieerfolges tritt bei Glioblastomen nahezu immer ein
Tumorrezidiv auf. Dieses ist mit einer medianen Uberlebenszeit von 2-10 Monaten und einer
PFS von 1,5-6 Monaten verbunden [209-212]. Der zeitliche Abstand zwischen initialer
Diagnose und der Wiedervorstellung aufgrund der Tumorprogression betragt etwa 10 Monate
[209]. Die Diagnosestellung fur das Tumorrezidiv erfolgt mittels MRT-bildmorphologischer
Kriterien sowie klinischem Erscheinungsbild [213]. Der Grof3teil der Rezidive (80 — 90 %) ist

14



Literaturdiskussion

dabei in unmittelbarer Nahe (bis zu 2 cm Entfernung) zur Lokalisation des Primartumors bzw.
des Resektionsrandes gelegen [214-216].

Zur Behandlung von rekurrenten GB (rGB) gibt es keine einheitliche Therapieempfehlung, da
sie eine ausgepragte Resistenz gegeniiber multiplen therapeutischen Modalitdten aufweisen.
Wahrend alle bis dato verfigbaren Méglichkeiten zur Zweitlinientherapie eine ungeniigende
Verbesserung der Prognose bieten, wird ein Einschluss in klinische Studien empfohlen. Die
Therapiewahl erfolgt individuell in Abhéangigkeit von dem Patientenzustand, dem Befund und
der Vortherapie [20, 211]. Eine zweite operative Resektion kann bei operablen (lokalen)
Rezidiven und Patienten in gutem Allgemeinzustand als Option dienen, mit einer Verlangerung
der medianen Uberlebenszeit von etwa 4,9 Monaten bei ausgewéhlten Patienten [217]. Eine
Re-Bestrahlung kann fir ausgewahlte Patienten erwogen werden, Entscheidungskriterien sind
hierbei u. a. die bisher erhaltene RT-Dosis und der zeitliche Abstand zur Vorbestrahlung (der
haufig als ein Jahr definiert wird) [218]. Die Gesamtdosis der Bestrahlung(en) sollte unterhalb
von 100 Gy liegen, auch wenn bisher kein standardisiertes Schema zur Re-Bestrahlung
existiert [218, 219]. Zu den medikamentdsen Moglichkeiten z&hlt eine erneute TMZ-Therapie,
wenn ein methylierter MGMT-Status und eine zeitliche Diskrepanz zur TMZ-Ersttherapie
vorliegen [220, 221]. Auch kann bei diesem Patientenkollektiv eine Therapie mittels
Nitrosoharnstoffen erfolgen (wie bspw. Lomustin) [223]. Mit Bevacizumab steht weiterhin ein
monoklonaler VEGF-Antikérper zur Verfligung, der als Salvagetherapie eingesetzt werden
kann, obgleich der klinische Nutzen umstritten ist, in Kombination mit Nitrosoharnstoffen
und/oder Regorafenib, einem Tyrosinkinaseinhibitor [222-224]. Insgesamt verbleiben die
Therapiemdglichkeiten stark limitiert und die Prognose sehr schlecht.

2.4.2 Mechanismen der GB-Therapieresistenz

Die nahezu immer eintretende Rezidivbildung von GB ist Konsequenz zugrundeliegender,
unterschiedlicher Resistenzmechanismen gegen die adjuvante Erstlinientherapie aus
Strahlentherapie und Chemotherapie mittels TMZ. Diese Resistenzentwicklung gegen beide
Therapiemodalitaten umfasst Aspekte der inharenten und der erworbenen Resistenz. Die
erworbene Resistenz ist durch genetische, epigenetische und weitere pathophysiologische
Veranderungen und Anpassungen des Tumors gekennzeichnet, die de novo nach der
Radiochemotherapie entstehen und erworben werden. Dagegen ist die inhdrente Resistenz
Ausdruck einer ureigenen, praexistierenden Unempfindlichkeit von Tumor(sub-)populationen
gegenuber der Tumortherapie durch tumorpathophysiologische Besonderheiten inmitten eines
heterogegen Tumors [225]. Sie umfasst die genetische Instabilitdt von GB, aus der sich
markante Alterationen in der Genexpression ergeben, sowie ihre epigenetische dynamische
Genregulation. Aus diesen Faktoren resultiert weiterhin eine Ubergro3e Vielfalt an
(alternativen) extra- und intrazellularen Signalwegen, sodass ein alteriertes (erweitertes)
Signalnetzwerk entsteht [25]. Es verleiht dem GB Flexibilitdt in seinen Signalwegen und die
Unabhéngigkeit von einzelnen (Signal-)Molekulen, die therapeutisch als Zielstruktur markiert
werden konnen. Dies betrifft auch die erweiterte Kapazitat zur Reparatur der
therapieinduzierten DNA-Schaden, die in GB Gibermé&Rig aktiviert ist und zur Therapieresistenz
beitragt.

In GB existieren innerhalb eines einzelnen Tumors mehrere, genetisch und phanotypisch
voneinander divergente Populationen. Sie unterscheiden sich in ihrer genetischen Ausstattung
und ihrer Kapazitat zur Therapieresistenz. Durch die Tumortherapie wirkt sich ein groR3er
Selektionsdruck aus, sodass ein evolutionarer Selektionsprozess ausgeltst wird. Hierbei
werden therapieresistente Tumorzellklone positiv selektiert und sind imstande, einen
aggressiveren und resistenten Rezidivtumor zu bilden [5]. Diese in GB ausgepragte
Heterogenitat eines individuellen Tumors wird in 2.5.1 als Unterkapitel der TMZ-Resistenz
erlautert, betrifft aber in ihrem gewichtigen Beitrag zur Therapieresistenz gleichermalRen die
Radio- wie die TMZ-Therapie.

Inmitten dieser Heterogenitat wirken als essentielle Subpopulation in GB sog. Glioblastom-
Stammzellen an der Spitze der Tumorhierarchie. Sie stellen GB-Zellen dar, die mit einem
markanten Repertoire zur Selbsterneuerung, Proliferation und Therapieresistenz ausgestattet
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sind, sodass sie federfuhrend fur die Widerstandsfahigkeit von GB und in der Rezidivbildung
fungieren. Sie stehen daher in der Erforschung von Mechanismen zur Radio- und
Chemoresistenz von GB im Fokus und werden in 2.5 beschrieben.

Ubergeordnet betrachtet sind weitere Faktoren der GB-Pathophysiologie integraler Bestandteil
ihrer allgemeinen Resistenz gegen eine, wie auch immer geartete systemische Therapie.
Hierzu gehoren die Dysfunktion der Blut-Hirn-Schranke sowie die Tumormikroumgebung, die
als exogene Resistenzmechanismen bezeichnet werden, da sie auRerhalb der Tumorzelle
stattfinden [225]. Die Blut-Hirn-Schranke weist in GB eine erhohte Permeabilitat fir
tumorfoérdernde Stoffe auf und gleichzeitig eine verstarkte Barriere gegentber antitumoralen
Substanzen. Dies erreichen GB uber die Herabregulierung der Tight Junctions-Proteine und
Hochregulierung von ATP-Binding-Cassette(ABC)-Transportern (wie das Multidrug-
Resistance-Protein 1), die den aktiven Efflux von therapeutischen Substanzen aus dem Hirn-
bzw. Tumorgewebe vermitteln [29, 226].

Weiterhin sind die Integration der GB in ihre Umgebung und ihre Kommunikation mit dieser
als Tumormikroumgebung (sog. Tumormicroenvironment) fir den Tumormetabolismus, -
progress und fur die Therapieresistenz von hoher Bedeutung [227]. GB-Zellen bilden tber
vielfaltige Interaktionen untereinander und mit neuronalen, glialen und endothelialen Zellen ein
funktionelles Netzwerk, das optimale Bedingungen fur das Tumorgewebe schafft [30].
Innerhalb dieses Netzwerkes konnen verschiedene Nischen identifiziert werden. Durch
hochkomplexe Wechselwirkungen von (heterogenen) GB-Populationen dieser Nischen
untereinander und mit nichtmalignen Elementen wird die Tumorheterogenitat bewabhrt,
bestimmte genetische Programme geférdert und der Phanotyp verédndert, sodass die
Therapieresistenz potenziert oder gar erst durch das Microenvironment geschaffen wird [227].

Im Folgenden werden die endogenen, die Tumorzelle betreffenden Resistenzmechanismen
gegen eine Therapie mit ionisierender Strahlung und TMZ ausfiihrlich erlautert. Sie werden
ihrer biochemischen Bedeutung und ihrer Wesensart (inharent/ erworben) nach klassifiziert.
Resistenzmechanismen durch die intratumorale Heterogenitét, die Glioblastom-Stammzellen
und das Tumormicroenvironment werden separat in den darauffolgenden Kapiteln dargestellt.

2.4.2.1 Modelle der GB-Rezidivbildung

Die Heterogenitat von GB hat eine kritische Bedeutung in der endogenen Therapieresistenz
von diesen inne. Die parallele Existenz von molekular unterschiedlichen Tumorpopulationen
(als intratumorale Heterogenitét) und Selektion der therapieresistenten Klonen unter ihnen
machen einen gewichtigen Teil der inh&renten Resistenz aus [225]. Jedoch entsteht umfeld-
und therapiebedingt ein selektiver Druck auf GB, der zu Veranderungen in der genetischen
Landschaft (durch Mutationen), der epigenetischen Mechanismen und der Regulation von
Signalwegen (lber ihre Hoch- und Herabregulierung) fuhrt [228]. Erfahrt die Tumorzelle durch
diese Veranderungen einen Wachstumsvorteil im Vergleich zu den benachbarten
Tumorzellen, wird diese (epi-)genetische Veranderung positiv selektiert, gemal dem Modell
der klonalen Evolution von Tumoren [229]. Die Tumorzelle expandiert Giber die positive, klonale
Selektion und bildet identische Zellklone, die dieselbe genetische bzw. klonale Architektur
besitzen. Sie kann einen Rezidivtumor initiieren, der tber obig genannte Veranderungen und
Mechanismen eine Resistenz gegen die Therapie entwickelt [228].

Um die genetischen Veranderungen und ihre therapieinduzierten Selektionen zu ermitteln,
wird zum einen die sog. Mutationsretentionsrate ermittelt. Diese beschreibt den Anteil der
Mutationen, die im initialen nGB detektiert wurden und im rGB zu finden sind und damit
unverandert blieben [15]. Zum anderen werden Mutationen anhand ihrer Tumorzellfraktion
beurteilt, d. h. dem Anteil der Tumorzellen, die diese (bestimmte) Mutation aufweisen. Damit
wird die Haufigkeit einer gegebenen Mutation im nGB und rGB untersucht und miteinander
verglichen [228]. Ferner wird die Mutationslast bestimmt, die die durchschnittliche Haufigkeit
von Mutationen (pro Genabschnitt) im gesamten Genom beschreibt. Anhand dieser
Kennzahlen kdnnen die genomische Divergenz von GB vor und nach der Therapie (mit TMZ)
guantifiziert und die klonale Architektur untersucht werden [15]. Die klonale Architektur lasst
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sich durch die Tumorzellfraktion charakterisieren. Klonale Mutationen ereignen sich zu einem
frihen Zeitpunkt der Malignisierung bzw. Gliomagenese und sind daher in (nahezu) allen
Tumorzellen vorhanden, wéahrend subklonale Mutationen zu einem spateren Zeitpunkt der
Tumorprogression (z.B. therapieinduziert) entstehen und damit nur in einer Teilmenge des GB
nachzuweisen sind [6].

GB weisen signifikante Veranderungen Uber eine longitudinale Evolution auf [30]. Nach
einigen Studien nimmt die Gesamtmutationslast von rGB im Vergleich mit nGB zu und betrifft
70 % der rGB [228]. Kdrbel et al. wiesen dagegen eine ahnlich grol3e Mutationslast in nGB
und rGB nach [230]. Die Quantifizierung der Mutationsretentionsrate variiert stark in
verschiedenen Studien. Johnson et al. (2014) bezifferten sie bei etwa der Hélfte der rGB mit
weniger als 50 %, wahrend Kim et al. (2015) zwei verschiedene Cluster von rGB ausmachten,
mit ungeféahr 30 % und 80 % an erhaltenen Mutationen [15, 24]. Die spezielle Mutationslast in
Drivergenen (Onko- und Tumorsuppressorgenen) bleibt dagegen erhalten und nimmt nicht zu,
Ubereinstimmend hierzu liegt die Mutationsretentionsrate dieser Onkogene im hohen Bereich
(durchschnittlich 80 %), mit Neuauftreten von MSH6-Mutationen (s. 2.4.2.3.1) [6, 15, 228, 231-
233]. In einer anderen Studie wurden in rGB (bei ahnlicher Mutationslast) auch neue
Drivermutationen detektiert, im Vergleich zu nGB [230]. Ferner konnten detektierte Mutationen
im paarweisen Vergleich in klonal und subklonal unterteilt werden. Mutationen in den Genen
von TP53 und PIK3CA/PIK3R1 erwiesen sich zu 90% als klonal und damit fihrend fir die
Entstehung von GB [6]. Sowohl klonal wie subklonal zeigten sich Mutationen und Alterationen
in den Genen der Rezeptortyrosinkinasen EGFR, PDGFRA, AKT und PTEN [6, 234]. Dennoch
kénnen auch einige Alterationen (bspw. in TP53, PDGFRA und EGFR) in rGB nicht vorhanden
sein [29, 233, 234]. Dies signalisiert, dass trotz der hohen Mutationsretentionsrate in
Drivergenen Unterschiede zwischen individuellen Genen bestehen [235]. Wahrend TERT-
Promotormutationen zu 90 % konserviert werden betrifft dies EGFR-Mutationen nur in etwa
50 % der Falle [228, 235, 236]. Bemerkenswerterweise kann die Expression von einigen
Tyrosinkinasen wie PDGFRB und FGFR2 in rGB sowohl hoch-, herab- als auch gleichreguliert
sein [234].

Resumierend kann konstatiert werden, dass sich die klonale Architektur von rGB im
Allgemeinen von der klonalen Architektur der nGB ableitet und erhalten bleibt und bei
bestehender genomischer Instabilitat beider Tumorarten der Tumorprogress dynamisch und
variabel bleibt [228]. Weiterhin bestehen teils widersprichliche Angaben, die die genomische
Divergenz von rGB beschreiben. Dies kann man womdglich durch beschriebene Modelle der
GB-Evolution und der Tumorprogression nach der Therapie erklaren und vereinbaren.

Als Erklarung fir die unterschiedlich ausgepragte genomische Divergenz (und
Mutationsretentionsraten) unter rGB schlugen Kim, H. et al. (2015) zwei Muster vor, nach
denen sich ein rGB entwickelt [6]. Demnach konnen sich rGB einerseits nach dem
2ursprungszellmuster® aus solchen Ursprungszellen entwickeln, die fir die Entstehung des
Primartumors (nGB) ursachlich waren. Wahrend die dominanten Zellklone des Primartumors
durch die Radiochemotherapie eliminiert werden, Uberleben diese therapieresistenten
Ursprungszellen. Sie bilden durch Proliferation unter Erwerb neuer Mutationen und
genetischer Alterationen das rGB (ebd.). Damit kann die (im Vergleich zu anderen) groR3e
genomische Divergenz mancher rGB von ihren nGB erklart werden, da die gemeinsamen
Mutationen von der Ursprungszelle stammen und sich aus ihr zwei divergente Tumoren
entwickelt haben (ebd.). Andererseits erklart das Muster der ,klonalen Evolution® die grofRe
Ahnlichkeit und Ubereinstimmung von jenen rGB mit ihren nGB, die eine dhnliche klonale
Architektur besitzen (ebd.). Nach diesem Modell werden durch die Radiochemotherapie ein
Groliteil der Primartumorzellen eliminiert, einige Klone Uberleben und bilden durch
Proliferation das rGB. Dies stellt einen evolutiondren Prozess dar, in dem diese Klone zu den
bestehenden Mutationen zusétzliche erwerben (ebd.). Daher kdnnen in einigen rGB
zusétzliche Mutationen nachgewiesen werden, wéahrend sie eine hohe Mutationsretentionsrate
und alle (Driver-) Mutationen der nGB aufweisen (ebd.). Diese beiden Muster des
Tumorprogresses werden in folgender Abbildung veranschaulicht:
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Abbildung 6: Modell der GB-Rezidiventwicklung

Nach dem Modell von Kim, H. et al. (2015) kdnnen sich rGB gemaR zwei Mustern bilden. Nach (A) entwickelt sich
der Primartumor (nGB) aus einem gemeinsamen Ursprung bzw. Ursprungszelle. Diese ist therapieresistent und
tiberlebt daher die Therapie, wahrend die Zellklone des Prim&rtumors eliminiert werden. Aus dieser Ursprungszelle
entwickelt sich in einem evolutiondren Prozess (unter Akkumulierung neuer Mutationen) der Rezidivtumor, der
deshalb genetisch divergent vom Priméartumor ist [6]. Nach dem Muster der klonalen Evolution (B) tiberleben einige
Zellklone des Priméartumors, die unter Erwerb neuer genetischer Alterationen proliferieren und einen Rezidivtumor
bilden. Dieser weist daher alle Mutationen des Primartumors auf und geht klonal bzw. linear aus diesem hervor.
Quelle: Modifiziert nach [6]

Das alternative Modell von Kim, J. et al (2015) kann als Erweiterung des obigen Modells
betrachtet werden, das zudem eine gemeinsame Schnittmenge aufweist und in Abbildung 7
dargestellt ist [15]. Diesem zweiten Modell nach unterscheidet sich die Mutationsretentionsrate
und damit genomische Divergenz von rGB im Vergleich zu nGB stark in Abhangigkeit von der
Lokalisation des Rezidivs [15]. Obwohl GB selten extrakraniell metastasieren, sind sie
hochinvasiv und infiltrieren das (umliegende) Hirnparenchym [15]. Sie rezidivieren daher meist
in unmittelbarer N&he zur Lokalisation des Primartumors bzw. des Resektionsrandes; rGB
kénnen aber ebenso distal an verschiedenen Hirnregionen (inklusive kontralateraler
Hirnhemisphéare) entstehen [15]. Im paarweisen Vergleich von nGB und rGB in Studien werden
rGB haufig nicht anhand ihrer Lokalisation in distal und lokal unterteilt. Im Rahmen ihrer Studie
lieferten Kim, J. et al. (2015) die Evidenz, dass die GB-Evolution vom nGB zum rGB zwei
Mustern folgt, fiir die die Rezidivlokalisation entscheidend ist [15]. Bei lokalem Rezidiv weisen
die rGB eine hohe Mutationsretentionsrate mit durchschnittlich 70 % auf [15]. Sie teilen daher
den Grolf3teil der initialen Tumormutationen der nGB, was eine lineare Evolution darstellt und
als komplementar zum Muster der ,klonalen Evolution“ im Modell von Kim, H. et al. (2015)
gesehen werden kann [15]. Im Kontrast dazu haben rGB bei distalem Rezidiv nur eine
Minderheit der initialen Tumormutationen mit NGB gemeinsam und weisen eine geringe
Mutationsretentionsrate auf mit durchschnittlich 25 % [15]. Dieser niedrige Grad an
weitergegebenen Mutationen ist ein Indikator flr eine divergente, verzweigte Evolution, in
welcher durch klonale Selektion ein heterogener Rezidivtumor mit grof3er genomischer
Divergenz entsteht [15]. Dementsprechend weisen distale Rezidivtumoren eine groRere
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Divergenz in den Alterationen von Drivergenen (wie TP53 und PTEN) auf als lokale [15]. Die
Autoren hypothetisierten, dass in einer frihen Phase der GB-Entwicklung Tumorzellklone das
Hirnparenchym diffus infiltrieren und in einem Ruhezustand verharren, aus dem sie reaktiviert
werden und Rezidivtumore an distalen Lokalisationen bilden [15].

Verzweigte Evolution Lineare Evolution

Lokales
Distales Rezidiv
Rezidiv

Initiales NGB

/‘

G Driver B % Hohe Retentionsrate
initialer Tumormutationen

Driver B

Niedrige Retentionsrate Driver A §
initialer Tumormutationen

Driver A k

Keimbahn
Keimbahn

Abbildung 7: Lineare und verzweigte Evolution rekurrenter GB

Der Rezidivtumor von GB kann sich sowohl lokal als auch distal entwickeln. Lokale rGB weisen eine hohe
Mutationsretentionsrate im Vergleich zum initialen nGB auf und besitzen daher dieselben Drivermutationen. Sie
folgen daher dem Muster der linearen Evolution. Distale rGB sind in Kontrast dazu durch eine niedrige
Retentionsrate von initialen Tumormutationen gekennzeichnet und erwerben daher friih alternative
Drivermutationen. Die resultierende genomische Divergenz ist das Resultat dieser verzweigten Evolution. Quelle:
Modifiziert nach [15]

Weiterhin ist bei der Interpretation der Ergebnisse von Relevanz, dass eine intratumorale
Heterogenitat (so wie in nGB) in rGB gegeben ist. So sind die transkriptomischen Muster von
Tumorgewebe aus unterschiedlichen Lokalisationen desselben rGB breit gestreut [237]. Dies
zeigt, dass die raumliche transkriptomische Divergenz ein Ubliches Merkmal von rGB ist [237].
Ebenso liegt eine deutliche intratumorale Heterogenitat in der genetischen Architektur vor (s.
2.5.1). Diese bedeutenden Faktoren sind bei der Untersuchung der longitudinalen Evolution
von GB zu berucksichtigen.

2.4.2.2 GB-Radioresistenz

2.4.2.2.1 Hypoxie und metabolische Anpassungen

Hypoxische Konditionen beschreiben einen Sauerstoffmangel im betroffenen Gewebe und
werden daher physiologisch mit erschwerten Wachstumsbedingungen fur Zellen und deren
Tod assoziiert [238]. In GB-Tumorgeweben bildet Hypoxie dagegen ein Charakteristikum,
sodass hypoxische und infolge nekrotische Areale pathognomisch fiir GB und wichtiger
Bestandteil ihrer Tumorpathophysiologie und Therapieresistenz sind (s. 2.1.2). Ursachlich fir
die Entstehung von hypoxischen Tumorarealen sind zum einen das Uberschie3ende
Wachstum von GB-Zellen und die konsekutive Mangelversorgung dieser. Zum anderen flhrt
die abnormale Neovaskularisation dieser Tumore zu einem aberranten, hochgradig
durchlassigen wie instabilen Aufbau dieser Blutgefd3e mit zugleich verdickten
Basalmembranen (s. 2.4.2) [109, 239, 240]. Infolgedessen treten in GB gehauft
mikrovaskulare Thrombosen und Geféal3verschlisse und damit eine Minderversorgung des
Tumorgewebes auf, sodass eine heterogene Tumoroxygenierung in den verschiedenen
Tumorarealen vorliegt [109, 241].

Wie in 2.2.2.1 eingeleitet, ist die Effektivitat der Radiotherapie wesentlich vom herrschenden
Sauerstoffpartialdruck in Tumorgewebe abhangig. Unter hypoxischen Zustéanden ist die
Bildung von ROS wesentlich vermindert und folglich gleichermalRen der induzierte Zellschaden
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und -tod. Weiterhin ist die sauerstoffvermittelte Stabilisierung und Fixierung der
strahleninduzierten DNA-Strangbriiche hypoxiebedingt reduziert, sodass die GB-Zellen in
jenen hypoxischen Tumorarealen bzw. -nischen (s. 2.5.4) eine Radioresistenz entwickeln
[109]. Unabhangig von dieser physikochemischen Beschrankung des biologischen und
therapeutischen Effekts von ionisierender Strahlung vermittelt die Hypoxie weiterhin
Radioresistenz Uber Beeinflussung verschiedener zelluldarer Prozesse wie Signalwege,
Zellzyklus, Redoxsysteme und Stammzellkapazitat [109].

Im Wesentlichen erfolgt die zellulare Antwort auf Hypoxie und die damit assoziierte
Radioresistenz Uber die Transkriptionsfaktoren Hypoxie-induzierten Faktoren (HIF)-1 und -2,
die durch die hypoxische Zellumgebung stabilisiert und damit aktiviert werden [109, 242]. Sie
binden an bestimmte DNA-Sequenzen, sog. Hypoxia Response Elemente (HRE), inmitten der
Promotoren ihrer Zielgene, deren Expression sie fordern [109, 243]. Die hypoxische
Zellantwort wird somit Uber die Hochregulierung hunderter Gene vermittelt, die in Prozessen
der Angiogenese, Glykolyse, Autophagie, Tumorwachstum sowie Chemo- und Radioresistenz
beteiligt sind [109, 238, 244]. Insbesondere HIF-1 spielt hierbei die dominante Rolle. Er fungiert
als Schnittpunkt verschiedener Signalwege und ist zumal sowohl in GB-Zellen mit
Stammzelleigenschaften als auch ohne diesen hochreguliert in einer hypoxischen Umgebung,
im Gegensatz zu HIF-2, dessen Aktivitat ausschlief3lich in Glioblastom-Stammzellen erhéht zu
sein scheint [245, 246].

Die Hypoxie-vermittelte Radioresistenz von GB wird Uber vielfaltige, nur in Teilen verstandene
Mechanismen vermittelt. Sie kann beispielweise im Rahmen einer erweiterten DNA-
Reparaturkapazitat fungieren, indem die Reparatur von DSB iber das nichthomologe End-
joining entscheidend geftrdert wird [245, 247]. Fernerhin zahlen zu den transkriptorischen
Zielen der HIF eine Vielzahl von Glykolyse-férdernden Genen, sodass durch ihre
Hochregulierung eine metabolische Verschiebung hin zur Glykolyse stattfindet [109]. Damit
wird ein Phanotyp von GB verstarkt ausgebildet, den der sog. Warburg-Effekt beschreibt.
Diesem nach zeigen Tumorzellen in ihrer metabolischen Energiegewinnung eine
Beschrankung auf den Prozess der Glykolyse und eine Vermeidung der oxidativen
Phosphorylierung des anfallenden Pyruvats, trotz gegebener Sauerstoffversorgung [248]. Der
Grund hierfir ist die Einschleusung der Glykolyse-Metabolite in alternative Stoffwechselwege,
wie die Produktion von Aminosaurevorstufen und von NADPH, welches als wesentliches
Reduktionsmittel und Elektronendonator flr die meisten antioxidativen Systeme der Zelle
dient, die einen Schutz gegen ROS bieten [27, 30, 249]. Die HIF-induzierte Verstarkung der
Glykolyse fordert damit die Redox-Regulation der GB-Zellen und korreliert daher mit einer
erhdhten Radioresistenz [27].

2.4.2.2.2 Alterierte Signalwege

In Glioblastomen sind physiologische Signalwege alteriert und dereguliert und tragen
entscheidend zur Proliferation und Invasivitat des Tumors, aber auch zu seiner Radioresistenz
und Rezidivbildung bei [26]. In der Radioresistenzforschung steht dabei der PI3K-AKT-mTOR-
Signalweg im Fokus. Er ist ein entscheidender Regulator vieler wichtiger Zellfunktionen,
inklusive Zellwachstum, Proliferation, Langlebigkeit, sowie Metabolismus und Apoptose von
insbesondere neuralen Stammzellen [27, 245]. Da zu den nachgeschalteten Zielmolekilen
NFkB, GSK3, mTOR, MDM2, BAD und Caspase 9 gehdren, die in der Regulation von
Uberleben und Apoptose von (Tumor-)Zellen ihre Relevanz entfalten, steuert die Alteration
ihrer Expression zur Radioresistenz von GB-Zellen bei [245, 250]. In diesen ist der PI3K-AKT-
mTOR-Signalweg sehr haufig hochreguliert, und ist dabei mit Radioresistenz, Rezidivitat und
geringem Uberleben assoziiert [245]. Ferner verstarkt die Aktivierung von AKT (ber
nichthomologes End-joining und homologe Rekombination die DNA-Reparatur (insbesondere
von DSB) und wirkt damit radioinduzierten DNA-Schaden entgegen [27, 28]. Weiterhin werden
wie oben beschrieben die metabolische Reprogrammierung und HIF1-gesteuerte Reaktion der
Tumorzelle Uber diesen Signalweg mitgesteuert. Verschiedene genetische Aberrationen sind
in GB fur die pathophysiologische Hochregulierung des PI3K-AKT-mTOR-Signalwegs
verantwortlich, die zum Teil in 2.3 erlautert werden. Sie umfassen die Ubermalige EGFR-
Expression aufgrund einer Genamplifikation sowie inaktivierende Mutationen oder den
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chromosomalen Verlust des PTEN-Gens als Tumorsuppressorgen. Mutationen in den PI3K-
Gendomanen koénnen aktivierend sein und zur Hochregulierung des nachgeschalteten
Signalweges beitragen (s. 2.3). Diese deregulierenden genetischen Abnormalitaten und
weitere kommen geschatzt in etwa 88 % aller GB vor [26]. Der AKT-Signalweg ist damit
integraler Bestand der inhdrenten Radioresistenz von vielen GB.

Durch den AKT-Signalweg aktiviert wird der Wnt/B-catenin-Signalweg, der mit zunehmender
Hochregulierung in Glioblastomen vermehrte Invasivitat und Radioresistenz vermittelt [27]. So
wiesen radioresistente GB-Zellen nach Bestrahlung eine hohe Expression von bestimmten
Wnt-Signalgenen auf; eine Inhibition des Wnt-Signalwegs forderte dagegen die
Radiosensitivitat [251]. Ferner ist der Notch-Sighalweg radioresistenz-assoziiert, der tber
verschiedene Notch-Rezeptoren die Kommunikation benachbarter Zellen férdert und von
Bedeutung in der Neurogenese wie neuronalen Differenzierung ist [245]. Bekannt ist seine
Aktivierung des oben genannten AKT-Signalwegs nach erfolgter Bestrahlung [245]. Seine
weitere Bedeutung fir die GB-Radioresistenz bleibt zur Zeit noch unklar, eine Inhibition des
Notch-Signalwegs ist jedoch mit einer vermehrten Radiosensitivitat verbunden [245].

Darlber hinaus sind weitere Signalwege, die fur die DNA-Reparatur (bspw. ATM-Chk2-p53)
oder Neurogenese (wie Notch und Sonic Hedgehog) verantwortlich sind, in Glioblastom-
Stammzellen hochreguliert und an ihrer selektiven (erhdhten) Radioresistenz beteiligt (s.
2.5.8.1)

2.4.2.3 Temozolomidresistenz

2.4.2.3.1 DNA-Reparatursysteme

Die DNA-Reparatursysteme, die fir die Sensitivitat und Resistenz von GB gegeniber der
Chemotherapie mit TMZ die gro3te Relevanz besitzen, umfassen die MGMT, MMR und BER.

MGMT ist ein kleines enzymahnliches DNA-Reparaturprotein, das im Zytoplasma und Zellkern
lokalisiert ist [135]. Seine Funktion liegt darin, Alkylierungen der DNA an Guanin-Basen (an
der Position O6) zu erkennen und zu entfernen, da diese Transitionsmutationen bewirken und
zytotoxische Effekte haben (s. 2.2.3.1) [135, 252]. Hierzu Ubertragt MGMT den Alkylrest vom
06-Alkylguanin auf eine eigene Proteindoméne durch kovalente Bindung mit einem Cystein-
Aminosaurerest des MGMT-Proteins, wie in Abbildung 8 dargestellt. Unter Wiederherstellung
der strukturellen Integritat der DNA-Base wird das MGMT-Protein durch diesen Prozess selbst
inaktiviert und abgebaut und wird deshalb als ,Selbstmord-Protein“ bezeichnet [253, 254].
Demnach wirkt MGMT der zytotoxischen Methylierung von O6-Guanin durch TMZ entgegen.
Es repariert die induzierte, fir den zytotoxischen Effekt federfiihrende DNA-Lasion und
vermittelt daher eine wichtige inharente Resistenz gegen TMZ.

Anhand dieses Wirkmechanismus wird ersichtlich, weshalb der MGMT-Genstatus ein
wichtiger prognostischer Faktor ist. Bei methyliertem MGMT-Promotor werden konsekutiv die
Genexpression und MGMT-Enzymaktivitdt herabreguliert, sodass der Wirkung von
akylierenden Agenzien weniger stark entgegengewirkt werden kann, somit bleibt der MGMT-
Resistenzmechanismus aus. Damit wird die Chemosensitivitdit des GB gegeniber der
alkylierenden TMZ-Therapie erhoht [255]. Daher Kkorreliert ein positiver MGMT-
Methylierungsstatus mit signifikant héherer progressionsfreier und Gesamt-Uberlebenszeit im
Vergleich zu GB mit nichtmethyliertem MGMT-Promotor [91, 92].

21



Literaturdiskussion

MGMT MGMT
| |
Cysteiln 145 Cystein 145
CH,
H,NOC \
N'\.
=" SN CH,
|

N \
\/ N\H/ N@/f_ﬁ (o] (o]
6
= N - N
N HN
© ‘ \>—H ‘ | —
Temozolomid ™ N R
HoN N HoN N N
D-Ribose D-Ribose

06-Methylguanin Guanin
Abbildung 8: Reparaturmechanismus von MGMT

MGMT fungiert als DNA-Reparaturprotein fir alkylierte Guaninbasen. Durch TMZ wird durch Methylierung die
Bildung von O6-Methylguanin induziert. Diese DNA-L&sion erkennt MGMT und katalysiert die Wiederherstellung
von Guanin durch die kovalente Bindung des CHs-Methylrestes an den eigenen Cystein-Aminoséurerest an
Position 145. Hierdurch wird MGMT inaktiviert und folglich abgebaut. Quelle: Modifiziert nach [5]

Auch wenn der MGMT-Bildungsgrad bei GB ein wichtiger Faktor flr Therapieansprechen,
Prognose (s. 2.1.3) und Resistenzfahigkeit von rGB ist, besitzt er dennoch eine limitierte
Bedeutung in der Resistenzentwicklung. Zum einen liegt die MGMT-vermittelte inharente
Resistenz lediglich in etwa 50 — 60 % aller Falle vor, denn in diesem Anteil an GB ist die
Genregion des MGMT-Promotors nicht methyliert, wahrend in 40 — 50 % der GB diese
Methylierung vorliegt (s. 2.3.2). Da die Promotormethylierung des MGMT-Gens entscheidend
zur Herabregulation der MGMT-Bildung ist, entfallt in der zweiten GB-Gruppe die protektive
Funktion von MGMT, das hier nicht zur Therapieresistenz beitragt (und diese GB rezidivieren
dennoch) [256]. Zum anderen bleibt der Methylierungsstatus des MGMT-Promotors
weitgehend unbeeinflusst von der Radiochemotherapie. In etwa 75 — 90 % der GB ist er
konstant und nach der Therapie so wie vorher [257, 258]. Dies deutet daraufhin, dass die TMZ-
Resistenzentwicklung nicht primar mit dem Methylierungsstatus des MGMT-Promotors
zusammenhangt [253]. Die Rolle von MGMT in der TMZ-Resistenz von rGB wird durch die
Beobachtung gestarkt, dass die MGMT-Aktivitat sowohl in Gliom-Zelllinien und GB-Xenografts
als auch in rGB (in Patienten) nach der Behandlung bzw. Standardtherapie mit TMZ erhoht
war [5]. Dies lasst sich entweder durch die TMZ-bedingte Induktion bzw. Hochregulierung von
MGMT erklaren oder durch die positive Selektion von MGMT-exprimierenden Zellen [5].
Resumierend ist MGMT in der Erklarung der inharenten Resistenz von Wichtigkeit, allerdings
nur von begrenztem Einfluss, zumal in GB mit methyliertem MGMT-Promotor und damit keiner
oder geringfiigiger MGMT-Expression die MMR eine gréf3ere Relevanz zu besitzen scheint
[259].

Wie in 2.2.3.1 beschrieben ist eine intakte und funktionsfahige MMR malfgeblich fur den
zytotoxischen Effekt von TMZ, da sie einen G2-Phasenarrest einleitet und Signalkaskaden zur
Apoptose oder Autophagie aktiviert. Sie bestehen aus einem Multiproteinkomplex, der u. a.
aus den Reparaturproteinen MSH2, MSH6 und MLH1 besteht [260]. In Tumorzellen mit
fehlerhafter MMR (durch bspw. Mutationen in vorherig genannten Reparaturproteingenen)
hingegen werden die TMZ-induzierten DNA-Methylierungen bzw. Transitionsmutationen nicht
erkannt [261-263]. Stattdessen werden sie toleriert, der Zellzyklus und das Zellwachstum
werden nicht behindert. Das Resultat ist eine erworbene TMZ-Resistenz durch eine erworbene
MMR-Funktionseinschrankung [5, 261].

Bei Uberwiegend konstantem Methylierungsstatus der MMR-Gene in GB bzw. rGB (im pra-
und posttherapeutischem Vergleich) wird diese erworbene MMR-Defizienz im Wesentlichen
durch inaktivierende Mutationen nach TMZ-Behandlung in MMR-Genen (u.a. MSH2, MSH®6,
MLH1) verursacht [258]. Solche Mutationen wurden in Gliom-Zelllinien, GB-Xenografts und
rGB nachgewiesen [5, 264-267]. Diese MMR-Genmutationen sind selten in GB vor TMZ-
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Therapie vorhanden, sodass diese Gene vulnerabel fir TMZ-induzierte Mutationen sind [268].
Eine aus solchen Mutationen resultierende MMR-Defizienz vermittelt Resistenz gegenuber
TMZ und kann zur Bildung eines sog. Hypermutationsphanotyp in rGB fuhren. Bei anhaltender
TMZ-Exposition wirkt dessen mutagener Effekt fort, sodass (bei defektem MMR-
Reparaturmechanismus) dies zur beschleunigten Mutagenese und Tumorprogress beitragt
[269]. Komplementér dazu ist ein solcher Hypermutationsphanotyp haufiger in GB mit MGMT-
Promotormethylierung (mit 23 %) als ohne diese (mit 5,6 %) zu finden [203, 270]. Da der
Selektionsdruck bei Ersteren (durch die Chemosensibilitat gegentiber TMZ) gré3er ist, werden
daher TMZ-induzierte und TMZ-resistenzvermittelnde MMR-Genmutationen eher selektiert [5].

Unter den erwahnten MMR-Genmutationen spielt das MSH6-Gen die gréRte Relevanz. Dies
kann sowohl durch eine Genmutation inaktiviert werden als auch durch Herabregulierung
seiner Expression [269, 271]. Wahrend in GB ohne TMZ-Therapie (unbehandelte und
bestrahlte GB) keine Aberrationen in der MSH6-Expression und im MSH6-Genstatus zu finden
sind, finden sich solche MSH6-Mutationen und Herabregulierung der MSH6-Expression in
etwa 26 % der (posttherapeutischen) rGB [203, 266, 271]. Dies ist Ausdruck der positiven
Selektion von MSH6-Mutationen, die zur erworbenen Resistenz gegentber TMZ beitragen [5].

Zuletzt sei die BER erwahnt, die fihrend bei der Reparatur der TMZ-induzierten N7-
Methylguanin- und N3-Methyladeninlasionen ist (s. 2.2.3.1). Insbesondere Letztere stellen
einen potentiell letalen DNA-Schaden dar [268]. Diese DNA-Veranderungen spielen im
zytotoxischen und therapeutischen Effekt von TMZ eine untergeordnete Rolle, da die BER im
Uberwiegenden Anteil der GB intakt ist und diese Lasionen behebt [133, 134]. Sie zahlt daher
zur inhdrenten Resistenz, spielt jedoch im Vergleich zu MGMT und zur MMR eine
untergeordnete Rolle [268].

2.4.2.3.2 Longitudinale Evolution

Einen weiteren bedeutenden Mechanismus der erworbenen Resistenz stellt die longitudinale
Evolution dar, sprich die (durch und nach der Therapie) de novo erworbenen genetischen
Alterationen [225]. Diese therapiebedingte molekulare Evolution wird durch den (molekularen)
Vergleich von neu diagnostizierten GB (nGB) mit rGB offenkundig [237]. Nichtsdestotrotz
verbleibt die Notwendigkeit nach weiteren paarweisen Vergleichen und systematischer
Charakterisierung von rGB, angesichts der geringen Haufigkeit bisheriger Vergleiche und der
Gewinnung von rekurrentem GB-Tumorgewebe allgemein, bei tUberwiegender Inoperabilitat
der Patienten mit diesem Befund [237].

Einige Studien berichteten Uber eine transkriptomische Divergenz, die longitudinal zwischen
nGB und rGB auftritt. Bei Untersuchung der Genexpressionsprofile (s. 2.1.2) von rGB ist
demnach eine Verschiebung festzustellen. Diese ereignet sich vom proneuralen bis zum
mesenchymalen Subtyp [204]. Eine solche, fir diese Subtypen préferierende Selektion
konnten andere Studien nicht bestatigen, in denen keine Korrelation zwischen einem
bestimmten Subtyp und dem Tumorstadium (nGB oder rGB) und kein signifikanter zeitlicher
Wechsel im Subtyp festgestellt werden konnte [237, 272, 273]. Die in manchen Studien
festgestellte Verschiebung kann Ausdruck der rAumlichen Variation der Genexpression (als
transkriptomische Divergenz) sein, da lediglich einzelne Tumorproben (pro rGB) zur Analyse
verwendet wurden [204, 237].

In einer Untergruppe von rGB konnte ein TMZ-assoziierter, erworbener
Hypermutationsphénotyp nachgewiesen werden. Diese rGB wiesen eine Reihe an Mutationen
auf, die nicht in ihren Primartumoren nachzuweisen waren. Auf der einen Seite kann eine TMZ-
induzierte Hypermutation zur Chemoresistenz beitragen [274]. Auf der anderen Seite ist ihre
Haufigkeit und damit ihr Einfluss begrenzt. Sie ist in Rezidivtumoren von primaren GB mit IDH-
Wildtyp nur in 16 % nachzuweisen und ist in Rezidivtumoren sekundarer GB mit IDH1/2-
Mutationen signifikant h&ufiger mit 25 — 47 % [228, 233]. Diese grolie Differenz in der
Haufigkeit eines Hypermutationsphanotyps lasst sich womoéglich durch die Auswirkung von
IDH1/2-Mutationen erklaren. Wie in 2.3 beschrieben fihrt der Grof3teil dieser Mutationen zur
Hypermethylierung vieler Genloci, zu denen der MGMT-Promotor gehdrt. Durch die induzierte
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Herabregulierung der MGMT-Bildung kann der TMZ-vermittelten Alkylierung und Mutagenese
nicht entgegengewirkt werden (s. 2.4.2.3.1). Des Weiteren kénnen MMR-Gene von diesen
Mutationen betroffen sein, wodurch die MMR inaktiviert und die Mutagenese beschleunigt wird
(s. 2.4.2.3.1). In der Zusammenschau kommt ein solcher Hypermutationstyp deshalb zum
einen haufiger in sekundaren GB mit IDH1/2-Mutationen und zum anderen auch haufiger in
GB mit MGMT-Promotormethylierung vor (s. 2.4.2.3.1). Komplementéar weisen sekundare GB
haufiger eine MGMT-Promotormethylierung vor als primare GB (s. 2.3.2). Resimierend lasst
sich nach TMZ-Therapie ein Hypermutationsphanotyp in einem Teil der rGB finden, der zur
Chemoresistenz beitragen kann. Er ist starker mit sekundaren GB mit IDH1/2-Mutationen
assoziiert, die nur eine Minderheit unter den GB darstellen (s. 2.1.1 und 2.1.2), wahrend der
Grof3teil der rGB ihn nicht aufweist. Daher ist die Bedeutung dieses Hypermutationsphanotyp
fur die Resistenzentwicklung unter GB nur von untergeordneter Bedeutung. Hiermit konform
geht die Beobachtung, dass ein Hypermutationsphanotyp keinen nachteiligen Effekt auf das
Uberleben der Patienten hatte; die klinische Bedeutung bleibt daher ungewiss [228, 233, 269,
275].

TMZ-induzierte Mutationen kdnnen auch Alterationen in Signalwegen verursachen. So fiihren
sie zu einer Dysregulation des RB-Signalweges, aktivieren den AKT-mTOR-Signalweg und
fordern dadurch Tumorwachstum und -progression [23, 24]. Weiterhin persistieren
(unabhangig von TMZ-induzierten Mutationen) essentielle tumorigene (alterierte) Signalwege
in rGB, die in ihren nGB vorhanden waren. Diese betreffen neben dem erwahnten PISK-AKT-
mTOR-Signalweg die DNA-Reparatur, Kras- und Wnt-Signalwege [272, 276]. Dies impliziert,
dass keine signifikanten therapieinduzierten Effekte auf diese essentiellen Signhalwege
stattfanden [231, 272]. Einen hohen Grad an Konkordanz weisen rGB und nGB auch in
anderen Signalwegen hinsichtlich ihrer Herab- oder Hochregulierung auf [237]. Konkordant
hochreguliert waren in einer Studie mehrere gliomaférdernde Signalwege wie TGFB, PAK,
JINK, JAK-STAT und der MGMT-Signalweg, wie auch in 2.4.2.3.1 beschrieben [237]. Uber die
Persistenz dieser Signalweg-Dysregulationen hinaus lasst sich in rGB beobachten, dass sie
typischerweise umfangreichere Alterationen in den wichtigen onkogenen Signalwegen
aufweisen als ihre nGB [15]. Dies betrifft die Signalwege RTK-MAPK (zu 86 %), RTK-PI3K (zu
91 %), INK4-RB (zu 77 %) und ARF-p53 (zu 86 %), genauso wie die Zunahme von
kombinierten Alterationen in allen vier Signalwegen [15].

Zusammenfassend lasst sich hier und aus 2.4.2.1 konstatieren, dass rGB zum lUiberwiegenden
Teil die klonale Struktur und Architektur ihrer Primartumoren beibehalten, unter
Bertcksichtigung der individuellen Wege der posttherapeutischen Gliomaevolution [228].
Wahrend rGB-spezifische Mutationen als Hypermutationsphanotyp auftreten kénnen, die eine
verringerte TMZ-Sensitivitat vermitteln, weist die Mehrheit der rGB (ohne diesen Phéanotyp)
keine Haufung bestimmter somatischer Mutationen auf, sodass die Rezidiventwicklung nicht
primar durch bestimmte Sets an Mutationen geleitet zu sein scheint [228]. Aufféllig ist die
Variabilitat, in der Signalwege und mogliche therapeutische Zielstrukturen (haufiger) alteriert
sein konnen. Da die Empfehlungen fur die Therapiewahl von rGB héaufig auf dem Status des
Primartumors (fir diese Zielstrukturen und Markern) basieren, miissen diese und weitere
longitudinalen Verénderungen bei der Therapiewahl bertcksichtigt werden, um das
Therapieansprechen mdoglichst genau pradiktiv zu bestimmen [237]. Diese Veranderungen
machen u. U. eine Re-Biopsie bei Rezidivtumoren zur Evaluierung ihres genetischen Status
notwendig [15]. Als weiterer wichtiger Faktor imponiert die breite intratumorale Heterogenitat,
die wie in nGB auch in rGB vorhanden ist.

2.5 Intratumorale Heterogenitéat und Glioblastomstammzellen

2.5.1 Intratumorale Heterogenitat

Fir viele Jahrzehnte dominierte die Theorie der klonalen Krebsentstehung die Onkologie, die
Tumore als homogene Tumormasse darstellte und daher Therapien entwickelt wurden, die die
Tumorzellen gleichermalRen eliminieren sollten [30]. Durch die fortschreitenden
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biotechnologischen Mdglichkeiten wuchsen die Erkenntnis und Evidenz tber die Prasenz von
multiplen Tumorzellklonen innerhalb desselben Tumors [6, 30]. Diese unterscheiden sich in
ihrer genetischen Ausstattung, welche zudem uber epigenetische Modifikationen noch weiter
divergieren kann, wobei Letzteres auch genetisch identische Tumorzellen betreffen kann [30].
Die Préasenz von verschiedenen Tumorzellklonen und ihrer Expansion in verschiedene
Subpopulationen innerhalb desselben Tumors wird als evolutionéarer Prozess verstanden, in
dem verschiedene Klone (mit genetischer Diversitat) um limitierte Ressourcen konkurrieren
und eine positive Selektion der am besten angepassten Tumorzellklone stattfindet [6, 277].

Besonders in GB liegt eine ausgepragte intratumorale Heterogenitét vor, wie der urspriingliche
Namenszusatz ,multiforme” vermittelte. Wie ausfihrlich in 2.1.2, 2.3, 2.3.2 und 2.4.2.1
dargelegt, umfasst diese Heterogenitdt multiple Ebenen aus Morphologie, genetischer
Architektur, epigenetischer Regulation, Genexpressionsprofilen und alterierten Signalwegen,
in denen sich Populationen des einzelnen GB (an raumlich verschiedenen Stellen)
unterscheiden, und ihr tumorigenes Potenzial noch weiter vergréR3ern [30]. Diese komplexe
Vielfalt ist zumeist in NGB untersucht und rekapituliert sich ebenso in rGB (s. 2.4.2.1) [235].
Diese intratumorale Heterogenitét ist als wesentliche inharente Resistenz mit Therapie- und
TMZ-Resistenz assoziiert. Sie stellt eine betrachtliche und womdéglich die groéfite Barriere fur
Therapieregime mit einzelnen Substanzen dar [29]. Sie ist die Ursache, weshalb einzelne
Wirkstoffe nicht alle Tumorpopulationen von GB effektiv erreicht werden kdnnen, sodass
einige (Sub-)Populationen persistieren [30]. GleichermaRen bedeutsam und noch
weitreichender ist die Fahigkeit von (neu diagnostizierten wie rekurrenten) GB durch diese
inh&rente Heterogenitat auf den selektiven Druck zu antworten, der durch die Primar- bzw.
Rezidivtherapie erzeugt wird [6, 277]. Dies vollzieht sich Uber oben genannten evolutionaren
Prozess, sodass resistentere Tumorklone bzw. -populationen positiv selektiert werden und
expandieren [6, 277].

Innerhalb des hoch heterogenen Glioblastoms und als essentieller Bestandteil seiner
Heterogenitat existiert eine spezifische Subgruppe, die stammzelldhnliche Charakteristiken
besitzt, wie eine umfangreiche Kapazitdt zur Selbsterneuerung und multipotenten
Differenzierung [278]. Diese sog. Glioblastom-Stammzellen (GSC) sind Gegenstand aktueller
Forschung und werden weitgehend als entscheidend und verantwortlich fir die Rezidiver- und
Resistenzfahigkeit von GB angesehen, gemall dem Ursprungszellmuster in Abbildung 6, da
sie eine ausgepragte Widerstandsfahigkeit gegen Radio- und Chemotherapie aufweisen [279].
GSC stellen selbst eine heterogene Population dar und sind die primare Quelle fur die
hochgradige intratumorale Heterogenitidt von GB, die aus jenen GSC-Populationen resultiert
und durch sie aufrechterhalten wird [29, 31, 32].

2.5.2 Konzept der Krebsstammzellen

Die physiologische Entwicklung von Organen wird durch genetische Programme gesteuert,
durch welche die dynamischen Faktoren aus Zellproliferation, -tod, -migration und
-differenzierung reguliert werden. Diese Programme sind im Allgemeinen in Stammzellen
erhalten, die damit essentiell fur die Organhamostase sind und an der Spitze der zellularen
Hierarchien stehen [280]. Sie stellen sich selbst erneuernde Zellen dar, die sich durch
asymmetrische Zellteilung auszeichnen. Bei dieser Art der Zellteilung entsteht sowohl eine
neue (identische) Stammzelle als auch eine Tochterzelle, die sich differenziert. Zum einen wird
durch die Aufrechterhaltung des Stammzellpools die Proliferationskapazitat und -fahigkeit
beibehalten [37]. Zum anderen sind Stammzellen damit multipotent, d. h. sie kdnnen
verschiedene Zelltypen hervorbringen, die sich in ihrem Genotyp, ihrem Phéanotyp und ihrer
Funktion unterscheiden. Sie generieren daher unterschiedliche linienbeschrankte
Nachkommen, die sich schlieflich zu den terminal differenzierten Effektorzellen entwickeln;
dieser Prozess beschrénkt die Zellentwicklung auf einen bestimmten Zelltyp und ist
unidirektional [280].

Analog zur physiologischen Sonderstellung von Stammzellen wurden vor mehr als einem
Jahrhundert stammzell&hnliche Tumorzellen fur Tumorgewebe postuliert, die wesentlich zum
Tumorwachstum, zur -formation und -resistenz beitragen [281]. Tatséchlich gelang erst im
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Jahre 1997 die Isolierung einer stammzelldhnlichen Population aus Leukamien und
nachfolgend aus einer Reihe weiterer Tumore [282]. Insbesondere die Entdeckung von sich
selbst erneuernden und tumorinitierenden Tumorstammzellen in GB begriindete ein neues
intensives Forschungsfeld [283-285]. Diese sog. Glioblastom-Stammzellen (GSC) machen nur
einen kleinen Teil des Tumors aus und weisen viele gemeinsame Eigenschaften mit
physiologischen Neuralstammzellen auf [35]. Sie sind charakterisiert durch ihre unbegrenzte
Fahigkeit zur Selbsterneuerung durch asymmetrische Zellteilungen, wodurch neue tumorigene
GSC und gleichzeitig verschiedene, differenzierte Tumorzellen entstehen [35]. Sie sind daher
multipotent und tragen somit in groRem Mafe zur zellularen (intratumoralen) Heterogenitat
von GB bei und halten diese aufrecht [29, 31, 32, 35].

Damit GB-abgeleitete Tumorpopulationen diese definierenden Anforderungen erfillen und
experimentell als GSC definiert werden, mussen sie zum einen die Kapazitat zur
Selbsterneuerung aufweisen. Dies zeigt sich durch die Fahigkeit, in serumfreien Zellkulturen
in Anwesenheit geeigneter Wachstumsfaktoren (aus Basic Fibroblast Growth Factor (bFGF)
und Epidermal Growth Factor (EGF)) neurosphéaren-ahnliche Strukturen als sog.
Tumorsphéaren zu bilden [35, 133]. Bei Kultivierung in diesem Stammzellmedium bewahren
GSC den Geno- und Phéanotyp des urspriinglichen Tumors [133, 286]. Zum anderen mussen
sie in der Lage sein, sich nach sekundarer, intrakranieller Transplantation (in
immunsupprimierte Mause) zu vermehren und einen Tumor zu erzeugen, der die zellulare
Heterogenitat und Komplexitat des urspringlichen Tumors rekapituliert (durch die Bildung
verschiedener differenzierter Tochterzellen) [35, 37, 280]. Zu berticksichtigen ist hierbei, dass
die letztgenannte funktionale Nachweismethode die verlassliche ist. Sie ist als in vivo-Technik
der ersten Methode Uberlegen, da diese zwar ein in vitro-Wachstum anzeigt, aber eher kein
adaquates Ersatzmal fir die Selbsterneuerungskapazitat von GSC darstellt [35, 237].

Beachtenswert ist, dass die Theorie Uber GSC bzw. Tumorstammzellen allgemein nicht
aussagt, dass (physiologische) Stammzellen den Ursprung von GB respektive Tumorgewebe
darstellen und Tumorstammzellen daher nicht alle Eigenschaften von physiologischen
Stammzellen teilen miissen [280]. Tatsachlich besteht Giber den Ursprung der GSC selbst noch
Unklarheit, wobei zwei Hypothesen diskutiert werden. Physiologische Stammzellen werden
als Vorlauferzellen betrachtet, die durch mutagene Ereignisse eine maligne Transformation
durchlaufen und sich zu GSC entwickeln. Jene Umwandlung konnte experimentell durch die
onkogene Stimulation von physiologischen Neuralstammzellen induziert werden [287]. Diese
Hypothese schléagt daher eine strikt hierarchische, unidirektionale Entwicklung vor [35, 37]. Die
andere Hypothese postuliert die Entwicklung von GSC aus reifen, differenzierten GB-Zellen
ohne Stammzelleigenschaften, die durch Dedifferenzierung (zu unreifen Vorganger-
/Stammzellen) selbsterneuernde und mesenchymale Eigenschaften erwerben. Wéahrend die
meisten transgenen Tiermodelle die erste Hypothese unterstiitzen, konnte die Fahigkeit zur
Reprogrammierung differenzierter Tumorzellen entsprechend der zweiten Hypothese
experimentell nachgewiesen werden [37, 288, 289].

2.5.3 Modelle des Glioblastom-Netzwerks

GSC stellen eine kleine Subpopulation innerhalb von GB dar, die sich stark von den restlichen,
stark proliferierenden Zellen der Tumormasse unterscheidet [35]. Sie werden als
verantwortlich fur die GB-Bildung, -Erhaltung, -Invasivitdt und -Rezidivierfahigkeit betrachtet
[33-35]. Insbesondere ihre Kapazitat zur Aufrechterhaltung des Tumorwachstums und ihr
Beitrag zur Resistenz gegeniber klinischer Therapie sind grundlegende Eigenschaften von
GSC [225]. Durch vielfaltige Mechanismen besitzen sie eine inh&rente Resistenz gegeniber
Radio- und Chemotherapie (inklusive TMZ) und verleihen diese dem Tumor, sodass er in eine
aggressivere Form Ubergeht und GSC die Tumorprogression trotz Therapie induzieren [34,
225, 290, 291]. Gewobhnlich werden GSC als ruhende (englisch quiescent) Zellen modelliert,
die ein niedriges, aber konstantes Niveau unbegrenzter Proliferation aufrechterhalten. Dieser
Ruhezustand wirde einen Schutz vor therapeutischen Regimen darstellen, die Zellen mit
hoher mitotischer Aktivitat attackieren, und daher einen der Resistenzmechanismen darstellen
[37]. Auch wenn sie unbegrenzt proliferieren kdnnen, behalten GSC (in vivo und in vitro)
dennoch ihre Fahigkeit zur Rekapitulation der Heterogenitét des urspringlichen Tumors bei,
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auch nach Behandlung mit zytotoxischen Substanzen wie TMZ, sodass diese intratumorale
Heterogenitat in ihnen fest verdrahtet zu sein scheint [292-294].

Glioblastome sind komplexe Systeme, die einen hohen Grad an Plastizitat und dynamischer
Regulation in den verschiedenen Tumorstadien aufweisen [295]. GSC nehmen hierin als an
der Spitze der Tumorarchitektur sitzend eine zentrale Rolle ein. Die Beschreibung und
Modellierung dieser Tumorarchitektur weist eine stetige Weiterentwicklung und Erweiterung
auf, sodass den stets komplexeren Einblicken in die Tumorpathophysiologie entgegen
anfanglicher Komplexitatsreduktion Folge geleistet wird [280].

Das klassische hierarchische Konzept tber Tumorstammzellen (bzw. GSC) postuliert eine
kategoriale Definition und Einteilung der GB-Zellen in GSC und Nicht-GSC mit jeweils diskreter
molekularer Ausstattung [133, 292]. Demnach kdnnten nur GSC den Tumor erzeugen bzw.
regenerieren, da aus ihnen der Grof3teil der Tumormasse entsteht, die aus proliferierenden,
terminal differenzierten Effektorzellen ohne GSC-Eigenschaften besteht [133, 296]. GSC
stehen damit an der Spitze und differenzierte Zellen am Ende einer strikt hierarchischen
Ordnung und eines Entwicklungspfads, der demnach unidirektional ablauft [37]. Dieses Modell
wird durch mehrere Erkenntnisse unterstitzt. Zum einen kann das tumorinitierende und -
formende Potenzial von GSC durch Manipulation dieses Entwicklungspfads verandert werden.
Die Auslésung der Differenzierung von GSC reduziert dieses Potenzial, wahrend es auch
durch die Reprogrammierung von GSC zu induzierten pluripotenten Stammzellen alteriert wird
[297-299]. Zum anderen kénnen wie oben erwahnt tumorigene GSC aus nichttumorigenen
differenzierten Gliomzellen durch die Uberexpression bestimmter Transkriptionsfaktoren
erzeugt werden [299, 300]. Trotz dieser unterstiitzenden Evidenz weist das klassische Modell
in seiner starren Einteilung augenfallige Defizite auf. So sind die definierten Eigenschaften von
GSC aus Fahigkeit zur Selbsterneuerung und Tumorformation Merkmale vieler Tumorzellen,
sodass die Trennlinie zwischen GSC und malignen Zellen unscharf verlauft [299]. Hinzu
kommt, dass der Nachweis dieser Eigenschaften tblicherweise im Tiermodell erfolgt, dessen
Ubertragungskraft auf das menschliche Tumormilieu zu hinterfragen ist [299]. Ferner liegt den
Methoden zur Isolierung von GSC keine einheitliche Grundlage zugrunde, sodass die
nachfolgenden Charakterisierungen unterschiedliche Gruppen betreffen konnen. So werden
zur Identifizierung von GSC unterschiedliche Oberflachenmarker verwendet (s. 2.5.5), die zum
einen nicht absolut sind und zum anderen nicht zwangslaufig eine diskrete Gruppe definieren,
sondern mdglicherweise mehrere Untergruppen in verschiedenen zelluldaren Zustanden,
sodass die gewonnenen Erkenntnisse sich auf unterschiedliche Zellpopulationen beziehen
kénnen [299]. Deutlich wird diese Unscharfe anhand unterschiedlicher Nomenklatur dieser
Studien (von ,Tumorstammzelle* Uber ,tumorinitierende Zelle* zu ,tumorverbreitende Zelle®)
[280]. Ebenso ist die binare Einteilung in ,GSC* und ,Nicht-GSC* zu vereinfachend, da Letztere
wahrscheinlich ebenso eine Vielzahl an unterschiedlichen zellularen Zustédnden enthalten
[299]. Zuletzt kdnnten GSC stéarker proliferativ sein als angenommen (bei postuliertem
Ruhezustand), was dem klassischen Modell entgegengesetzt ist [280, 301].

Aufgrund dieser offenkundigen Limitierungen des klassischen Modells ist eine Erweiterung hin
zu einem dynamischen und plastischen Konzept tiber GSC und der Architektur von GB nétig
gewesen, um die dynamischen Interkonversionen von GSC zwischen verschiedenen
Zellzustéanden sowie das vorherrschende Kontinuum zwischen diesen Zustédnden zu
berticksichtigen [237, 299]. Diese neuen Erkenntnisse speisen sich insbesondere aus
jungsten Einzelzell-RNA-Sequenzierungen (engl. single cell RNA sequencing (ScCRNA-Seq))
von GB, die durch transkriptomische Charakterisierung tausender individueller Tumorzellen
Aufschluss Uber die komplexe und dynamische genomische Landschaft von Tumoren geben
[299, 302].

Insbesondere standen dabei GB im Fokus, an denen in mehreren Studien scRNA-Seq
durchgefuhrt wurden, die Auftrieb zu einem neuen Modell gaben, das obige Limitationen und
Besonderheiten berticksichtigt [303-306]. Demzufolge wird der Stammzellstatus nicht (mehr)
als statisch definiert, vielmehr konnen GSC in Abhé&ngigkeit multipler Faktoren dynamisch
verschiedene =zellulare Zustande =zu verschiedenen Zeitpunkten besetzen. Die
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Interkonversionen zwischen diesen Zustanden erfolgen dabei dynamisch und werden durch
externe Faktoren wie das Microenvironment, Hypoxie, Bestrahlung und weitere beeinflusst;
die interne Regulation dieses dynamischen Potenzials erfolgt Uber die genetische und
epigenetische Ausstattung [36, 301]. Dabei weisen die Zustéande verschiedene genetische
Regulationen und daher Genexpression und Transkriptome in der scRNA-Seq auf, aber auch
Unterschiede im Phéanotyp und im Wachstumsverhalten [301]. Diese Dynamik trifft dabei nicht
nur auf GSC zu, sondern auch auf die restlichen GB-Tumorzellen. Bemerkenswerterweise
nehmen sie zellulare Zustdnde in einem kontinuierlichen Spektrum auf dem Stammzell-
Differenzierungs-Pfad ein [301, 307]. Die klassisch-binére Einteilung in GSC und Nicht-GSC
verliert damit an Bedeutung, wahrend flieRende Ubergénge zwischen den Pools der GSC und
anderen Tumorzellen bestehen. In diesem dynamischen Netzwerk nehmen GSC die zentrale
Rolle ein, die durch transkriptionelle Fluktuationen verschiedene Mikrozustande besetzen [36].
Durch diesen standigen dynamischen Fluss wirkt sich die Multipotenz von GSC aus, da sie
den verschiedenen Zustanden entsprechende Tochterzellen entwickeln, die sich
differenzieren [36]. Diese behalten ein dynamisches Potenzial bei, was jedoch eingeschrankt
ist, da ihr Transkriptionsprofil diskreter wird und weniger Gene exprimiert [36, 308]. Uberdies
kann dieses Modell das Verstandnis von der ausgepragten intratumoralen Heterogenitat von
GB und GSC erweitern, da Phanotyp und Genexpression entsprechend den beschriebenen
(Mikro-)Zustanden variieren und diese Heterogenitat durch standigen dynamischen Wechsel
aufrechterhalten wird [36, 309, 310].

Als konkrete Anwendung dieses Modells konnten Suva et al. (2020) (basierend auf sScCRNA-
Seqg-Daten) fur GB mit IDH-Wildtyp vier verschiedene zelluldre Zustande definieren, die
bestimmten Entwicklungsstufen im Stammzell-Differenzierungs-Pfad zugeordnet werden
konnen. Diese beschreiben einen Zellzustand, der mesenchymal, stammzell-, oligodendrozyt-
oder astrozytadhnlich ist [299]. Bis auf den letztgenannten konnten Zellen aller Zustande
Tumore erzeugen, was ein wichtiges GSC-Kriterium ist [299]. Weiterhin wiesen GB-Zellen aller
Zellzustande ein hohes MalR an Plastizitat auf, indem der nach sekundarer Transplantation
erzeugte Tumor die verschiedenen zellularen Zustéande des urspriinglichen Tumors aufwies,
was das oben genannte Konzept der dynamischen Interkonversionen bekréaftigt [299]. Haufig
zur Isolierung von GSC verwendete Oberflichenmolekile zeigten eine starke Affinitat zu
einem dieser vier Zellzustande, sodass verschiedene GSC-Marker am ehesten verschiedene
GSC-Populationen bzw. -Zellzustande identifizieren (s. 2.5.5) [299].

Resluimierend deuten jungste Erkenntnisse im Hinblick auf die Komplexitdt von GB im
Allgemeinen und der Funktion von GSC im Speziellen auf die Notwendigkeit, sich von
vereinfachenden, starren Modellen hin zu komplexeren Modellen zu bewegen, die die
Dynamik und Plastizitat von GSC berticksichtigen, um ein akkurateres Verstandnis von diesen
zu erreichen. GSC nutzen das beschriebene dynamische Netzwerk um auf Stdrungen, wie
therapeutischen Eingriffen, zu reagieren, wobei womdoglich eben jene Mechanismen
therapeutisch nutzbar gemacht werden kénnen [36, 299]. Wichtig anzumerken ist der Einfluss
der Wechselwirkung zwischen Tumormilieu und GSC auf ihre Funktion und ihren Zellzustand.

2.5.4 Tumormicroenvironment und Tumornischen

Das Tumormilieu, das sog. Tumomicroenvironment (TME), ist sowohl fir Glioblastome
allgemein (s. 2.4.2) als auch fiir GSC als Subpopulation von entscheidender Bedeutung flr
das Tumorwachstum, die -pathophysiologie und die Therapieresistenz. Es bildet mit den
Tumorzellen ein komplexes, funktionelles Netzwerk und besteht aus den nichtmalignen
Elementen, die in GB auf zellularer Ebene glioma-assoziierte Makrophagen, Monozyten,
dendritische Zellen, Astrozyten und Perizyten der Endothelien ausmachen, und weitere
Faktoren wie hypoxische und néhrstoffarme Konditionen umfasst [37, 311].

Innerhalb des TME lassen sich Nischen ausmachen, die die hdchste Dichte an GSC aufweisen
und parallel in GB existieren [37]. Sie werden als perivaskulare, hypoxische und invasive
Nischen bezeichnet [312]. Jede dieser Nischen bildet eine verzweigte und vielfaltige
Wechselwirkung mit den zugehérigen GSC aus. Hierdurch werden tber Beeinflussung des
molekularen und phénotypischen Profils und tber Signalwege und -molekile bestimmte
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zellulare Programme und Zustande in GSC aktiviert und gefordert, sodass die Heterogenitat
und Stammzelleigenschaften dieser aufrechterhalten werden und wodurch das TME selbst
remodelliert wird [36, 37, 222]. Durch die komplexen Wechselwirkungen dieser funktionellen
Einheiten aus TME/Nischen und GSC bzw. GB-Zellen allgemein und die Interaktion dieser
Einheiten miteinander wird die Therapieresistenz potenziert.

Perivaskulare Nischen entwickeln sich entlang des BlutgefaRsystems, wo GSCs in direktem
Kontakt mit den Endothelzellen stehen [37]. Uber die Endothelzellen werden embryologische
Signalwege wie Notch und Sonic Hedgehog aktiviert, die fir das Wachstum und die Expansion
der GSC intrinsisch sind und ihren stammzellahnlichen Phanotyp férdern, wobei Letzterer
auch durch den Signalweg von TGFB aufrechterhalten wird [30, 36]. Das perivaskulare
Wachstum von GSC resultiert wiederum in verstarkter Angiogenese, da GSC hohe
Konzentrationen an angiogenesefordernden Signalmolekilen wie VEGF exprimieren und
damit die endotheliale Proliferation, Migration und Permeabilitat fordern [36, 37]. Das
Ungleichgewicht zwischen dem schnelleren Wachstum des GB und dem der Blutgefal3e fiihrt
zu nekrotischen Arealen, die histologisch von perinekrotischen Pseudopalisaden umgeben
sind [37]. In dieser perinekrotischen Umgebung erwachsen hypoxische Nischen, in denen
GSC so moduliert werden, dass sie die Hypoxie nicht nur tolerieren, sondern gar durch sie in
ihrem Uberleben, Wachstum und ihrer Therapieresistenz begunstigt werden [37, 313]. Aus
diesem Grund sind hypoxische und nekrotische Areale pathognomonisch fir GB (s. 2.1.2).
Durch die Adaption an den hypoxischen Stress konnen jene GSC unter nahrstoffarmen
Konditionen Uberleben und werden womdglich in einen Ruhezustand versetzt, der zu ihrer
Therapieresistenz beitragt [36, 314]. Das Selbsterneuerungs- und Stammzellpotenzial der
GSC wird aufrechterhalten und sie werden zu einem invasiven Wachstum animiert [315, 316].
Im Wesentlichen werden die Effekte der Hypoxie tiber HIF-1 und HIF-2 vermittelt, die ferner
zu einer verstarkten VEGF-Bildung fiilhren und durch Angiogenese die perivaskulare Nische
regenerieren [36, 317].

In der invasiven Nische (als dritte Nische) werden solche Signalwege in GSC hochreguliert,
die die Invasivitat verstarken und diffus infiltrierendes Wachstum férdern, wie z. B. L1Cam und
Ephrin-B2 [36]. Durch das gesteigerte invasive Potenzial dieser GSC flhren sie trotz
maximalsicherer Resektion nahezu immer zu einem Rezidivtumor lGber die Resektionsgrenzen
hinweg [36, 318]. Dabei wandern diese GSC anhand von Cadherinen und Integrinen entlang
den BlutgefaRen und den Bahnen der weil3en Substanz und bahnen sich ihren Weg durch die
extrazellulare Matrix mit Hilfe von Matrix-Metalloproteasen [36]. Dieser invasive Phanotyp wird
durch Signaltbertragungen aus den hypoxischen und perivaskuldren Nischen geférdert, was
veranschaulicht, wie Unterschiede im TME und zellularem Zustand die dynamische
Heterogenitat von GSC erhalten und verstarken [36]. Durch die Diversitdt der GSC-
Subpopulationen steigt die Wahrscheinlichkeit, dass eine beliebige Subpopulation eine (wie
auch immer geartete) Therapie tUberleben wird und die anderen Subpopulationen regeneriert
[36, 309]. Zugleich verhindert die oben beschriebene Restitution von Tumornischen durch die
anderen die vollstandige therapeutische Eliminierung eines bestimmten Nischentyps [3]. Somit
kann lediglich eine Verschiebung hin zu einer bestimmten Tumornische erreicht werden (wie
der hypoxischen, die durch die Radiochemotherapie verstarkt wird), die wiederum die anderen
regeneriert [312].

2.5.5 Phanotypische GSC-Marker

Entsprechend des Kklassisch-hierarchischen Modells und der bindren Einteilung von
Glioblastomzellen in GSC und Nicht-GSC wurde intensiv nach GSC-differenzierenden
Merkmalen gesucht, die methodisch zuganglich waren, um diese Lebendpopulation zu
isolieren und charakterisieren zu kdnnen [280]. Zur Orientierung dienten dabei essentielle
GSC-Eigenschaften wie die Fahigkeit zur Selbsterneuerung und Tumorinitiation, um damit
assoziierte Marker zu identifizieren [280]. Die zur Identifizierung von GSC verwendeten Marker
wurden von physiologischen Neuralstammzellen Gbernommen und basieren daher auf dem
Verstandnis der normalen Stammzellbiologie, auch wenn die Verknipfung umstritten bleibt
[35, 280]. Daher markieren viele Transkriptionsfaktoren und Strukturproteine beide Zelltypen,
wie SOX2, OLIG2, MYC, BMI1 und Nestin [280, 284, 319-321]. Tatsachlich standen jedoch
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Oberflachenmolekile bzw. -marker im Fokus, da diese methodisch zuganglicher sind, um
Lebendzellen zu isolieren. Zu den Prominentesten gehéren CD133, CD15, Integrin-a6, A2B5
und CD44, die die Interaktion zwischen der (Tumor-)Zelle und dem Microenvironment
vermitteln [280].

Der erste anerkannte GSC-Oberflachenmarker war CD133, ein Plasmamembran-
Glykoprotein, das insbesondere in neuralen Stammzellen exprimiert wird [285]. CD133-
positive GB-Zellen wiesen die Kapazitdt zur Selbsterneuerung Uber die Fahigkeit,
Tumorsphéaren zu bilden, auf und waren dazu fahig, einen (neuen) Tumor zu erzeugen nach
ihrer Sekundartransplantation [284, 285]. Weiterhin nahm der Expressionsgrad von CD133 mit
dem Grad der Zelldifferenzierung ab, sodass sich CD133 als wichtiger GSC-Marker etablierte
[322].

Weiterhin wurde CD15 (SSEA1) als GSC-Oberflachenmarker untersucht. Gliomzellen mit
CD15-Expression erfillten die oben definierten GSC-Voraussetzungen durch die Fahigkeit zur
Selbsterneuerung und multipotenten Differenzierung sowie zur Tumorerzeugung [35]. Ferner
zeigten CD133-positive GSC eine Co-Expression von CD15 [323]. Ahnliche Erkenntnisse zur
Proliferationskapazitat und zum tumorinitierenden Potential konnten im Hinblick auf Integrin-
a6 und A2B5 als GSC-Marker gewonnen werden [324, 325].

Die Auswahl oben genannter und anderer (Oberflachen-)Marker zur Identifizierung von GSC
bleibt jedoch trotz intensiver Forschung umstritten. So herrscht eine grof3e Kontroverse lber
die Relevanz und Bedeutung von CD133, das zwar eine hohe Spezifitdt, aber eine geringe
Sensitivitdt besitzt. So wiesen zum einen 40 % der GB-abgeleiteten Proben keine CD133-
positiven Tumorzellen auf und zum anderen besaf3en jene CD133-negativen Tumorzellen die
Fahigkeit zur Selbsterneuerung und Tumorerzeugung nach Sekundartransplantation und
bewiesen damit ihr tumorigenes und Stammzellpotenzial [35, 36, 324, 326]. Erschwerend
kommt hinzu, dass die CD133-Expression durch den Zellzyklus und durch die Interaktion mit
dem Microenvironment unterschiedlich reguliert werden kann [280, 327]. Diese Erkenntnisse
zeigen, dass CD133 als GSC-Marker zum einen nicht universell ist und zum anderen eine
Falsch-Negativrate aufweist [280]. Auch die anderen erwahnten Marker sind nicht exklusiv in
einer spezifischen GB-Population exprimiert, sondern bergen eine hohe Falsch-Positivrate [35,
280].

Resuimierend wird damit die Schwierigkeit offenkundig, binare, spezifische wie sensitive GSC-
Marker oder eine zielfihrende Kombination von ihnen ausfindig zu machen [36].
Mdoglicherweise kann zukinftig eine solche Kombination identifiziert werden, die GSC von
Nicht-GSC zuverlassig differenzieren kann [36]. Das wahrscheinlichere Szenario ist, dass
kein, fur alle GSC universeller Marker existiert, sondern dass die Tumorstammzellbiologie von
GSC entsprechend dem oben beschriebenen dynamischen Netzwerk-Modell verstanden
werden muss [280]. Diesem entsprechend offenbaren GSC durch den reversiblen Ubergang
zwischen vielen Mikrozustanden (lber transkriptionelle Fluktuationen) eine unterschiedliche
Expression von Markern in Abhangigkeit von ihrem Microenvironment und bilden damit eine
dynamische, aber heterogene Population [36]. Dies unterstiitzend konnten scRNA-Seq einen
Gradienten fur die Expression von Stammzellmarkern zwischen einzelnen Tumorzellen
nachweisen [36, 307]. Bekraftigt wird dies durch die Analyse von scRNA-Seq-Daten durch
Suva et al. (2020), die eine starke Affinitdt von GSC-Markern zu definierten Zellzustanden
zeigte (s. 2.5.3) [299]. So zeigten GB-Zellen im stammzellahnlichen Zustand eine besonders
hohe Expression von CD24, wahrend der oligodendrozytahnliche Zustand inshesondere eine
CD133-Expression aufwies [299]. CD44 markierte vor allem den mesenchymalen Zellzustand
und Nestin dominierte in astrozytahnlichen GB-Zellen [299]. Resumierend isolieren damit
unterschiedliche GSC-Marker am ehesten bestimmte zellulare (Mikro-)Zustande, sodass kein
GSC-Marker universell alle Zustande markieren kdnnte [299].

Bemerkenswert ist zunehmende Relevanz von ALDH1A3, das sich in jingeren Studien
zunehmend als GSC- wie prognostischer Biomarker etablierte. Es ist eine Isoform der
Aldehyddehyrogenase (ALDH)-Enzymfamilie, die metabolische Funktionen in der Glykolyse
wie Gluconeogenese ubernimmt [208]. Sie ist signifikant hochreguliert im mesenchymalen
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Subtyp der GSC, in dem sie die GSC-Stammzellkapazitat fordert und erhalt [208, 328, 329].
Diese mesenchymalen GSC sind Ublicherweise CD133-negativ und weisen mit ALDH1A3
einen sensitiven wie spezifischen Biomarker auf, der zeitgleich eine prognostische Bedeutung
hinsichtlich Tumorprogression und Therapieresistenz tragt [208, 328]. So weisen die
ALDH1A3-Expression und die ALDH1A3-abgleleitete molekulare Signatur eine inverse
Korrelation mit dem Gesamtiberleben der Patienten auf [328, 330]. Aufgrund dieser Merkmale
etabliert sich ALDH1A3 zunehmend als diagnostischer wie pradiktiver Biomarker in der GSC-
Forschung [328].

Als weiterer prognostischer wie diagnostischer und zugleich gut etablierter Biomarker dient
der IDH-Status, der von hdherer prognostischer Relevanz als der histologische Grad ist [331].
So weisen GB mit IDH-Wildtyp eine signifikant schlechtere Prognose hinsichtlich
Gesamtiberleben auf als GB mit IDH1/2-Mutationen [331, 332]. Wie in 2.3.1 beschrieben,
kommen in GB dabei insbesondere Punktmutationen im IDH1-Gen auf mit der Folge einer
auffalligen DNA-Hypermethylierung vieler Genloci, die entscheidend an der Onkogenese
dieser (sekundéaren) GB beteiligt ist.

2.5.6 Epigenetische Mechanismen in GB und GSC

Die Transkriptionsrate von Genen hangt direkt von der Chromatinstruktur ab, die sich
dynamisch verandert. Dabei entspricht das sogenannte "offene" Chromatin transkriptionell
aktiven Regionen im Genom; hier weist die DNA einen geringeren Grad an Kondensation auf.
Im Gegensatz dazu fihrt eine Verdichtung des Chromatins zu einer verringerten oder
gehemmten Transkription. Die Lockerung oder Straffung des Chromatins ist ein hochgradig
regulierter Prozess, der von einer komplexen Maschinerie genomveréndernder Enzyme
gesteuert wird, die auf DNA oder Histone abzielen und dadurch den Kondensationsgrad des
Chromatins modulieren (Abbildung 9 zeigt schematisch die Struktur des Nukleosoms,
Abbildung 10 zeigt die Auswirkungen von Histon- und DNA-Verdnderungen auf die Struktur
des Chromatins).
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Abbildung 9: Chromatin-Aufbau und Kondensationsgrad

Chromatin als Organisationsstruktur der DNA besteht in seinen Einheiten aus Nukleosomen, die einen
Komplex aus DNA und DNA-bindenden Histonproteinen darstellen [10]. Sie dienen der Verdichtung der DNA,
wobei der Grad der Verdichtung direkt mit dem Grad der Expression der jeweiligen DNA-Abschnitte korreliert.
Wahrend Euchromatin als ,offenes Chromatin mit gelockerter Konformation eine Aktivierung der
Genexpression ermdglicht, wird diese durch das dicht verpackte Heterochromatin herunterreguliert oder
gehemmt [16]. Quelle der Abbildung: [17]

Als einer der wichtigsten epigenetischen Modifizierungen dient allgemein die Methylierung der
DNA Uber DNA-Methyltransferasen (DNMT). Diese katalysieren die kovalente Bindung einer
Methyl-Gruppe an die Cytosin-Base (an der C5-Position), hauptsachlich wenn auf diese eine
Guanin-Base folgt (5'-Cytosin-phosphat-Guanin-3‘ (CpG)), sodass 5-Methylcytosin (,5mC*)
entsteht [333]. Die Haufung dieser Dinukleotid-Sequenz als sog. CpG-Inseln kommt
typischerweise in oder nahe von Promotoren vor, die der Transkriptionsregulierung der ihnen
nachgeschalteten Gene dienen [334]. Die meisten CpGs im Genom sind methyliert, jedoch
innerhalb von CpG-Inseln physiologisch unmethyliert [335]. Durch diese DNA-Methylierung
kénnen Gene (durch Transkriptionshemmung) inaktiviert und genomische Stabilitdt gewahrt
werden [336]. Die Gen-Inaktivierung erfolgt einerseits Uber die Torpedierung der Bindung von
Transkriptionsfaktoren an diese Regulationselemente der DNA (Uber die Methylgruppen),
andererseits werden sog. Methyl-CpG-Bindeproteine rekrutiert (MBD) [337, 338]. Diese
Proteine kénnen spezifisch an die methylierte DNA binden und durch Interaktion mit weiteren
Enzymen und Regulationsfaktoren eine Chromatin-Verdichtung und damit eine Repression
von Genen bewirken [337, 338]. Die DNMT unterscheiden sich dabei in ihrem
Wirkungsspektrum. Wéahrend DNMT3A und DNMT3B fur die de-novo-Methylierung von
Cytosinbasen verantwortlich sind, werden diese etablierten Methylierungsmuster durch
DNMT1 aufrechterhalten [335]. Entsprechend hat eine Demethylierung von Promotorregionen
eine Aktivierung der Expression von nachgeschalteten Genen zur Folge, ein Prozess, der
entweder passiv in Abwesenheit von DNMT1 oder aktiv Uber sog. TET-(Ten-eleven
translocation)-Enzyme erfolgt [339].

Closed

Abbildung 10: Regulation der Chromatinstruktur

Veranderungen im Kondensationsgrad des Chromatins bedingen einen erleichterten oder erschwerten Zugang der
Transkriptionsmaschinerie zur DNA. Sie unterliegen einer komplexen Regulation Uber genomveréandernde Enzyme,
die Modifikationen der DNA und der Histone vornehmen kdnnen [12]. Eine Deacetylierung von Histonen iber
Histon-Deacetylasen (HDAC) wie ihre Methylierung tiber Histon-Methyltransferasen (HMT) an spezifischen Stellen
bedingen eine hdhere Verdichtung und damit das ,geschlossene®, inaktive Heterochromatin [12]. Das ,offene®,
transkriptionell aktive Euchromatin wird reguliert und ermdglicht Uber Interaktionen mit Transkriptionsfaktoren
(Activator), ATP-abhangigen Umbaukomplexen (SWI/SNF) und Histon-Acetyltransferasen (HAT), wodurch der
RNA-Polymerase Il (RNA Pol II) der Zugang zur DNA ermdglicht wird [12]. Quelle der Abbildung: [12]
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Zur epigenetischen Regulation tragen neben (Methyl-)Modifizierungen der DNA auch
kovalente Modifikationen von Histonen entscheidend bei. Diese sind als DNA-bindende
Proteine Teil der Organisationsform des Chromatins, dessen Grundeinheit die Nukleosomen
darstellen [10]. Diese bezeichnen einen Komplex aus je einem DNA-Strang der Lange von 147
Basenpaaren und einem Histonoktamer mit jeweils zwei der Kernhistone H2A, H2B, H3 und
H4, wobei die DNA an die Histone gebunden ist und zu einem unterschiedlichen Grad
verdichtet werden kann (zu geschlossenem Heterochromatin oder offenem Euchromatin)
[335]. Diese Histone weisen eine C-terminale Doméne sowie einen N-Terminus auf, die Uber
Histon-modifizierende Enzyme kovalent verandert werden kdnnen [335]. Hierbei umfassen
Histon-modifizierende Enzyme u. a. Histon-Methylasen, -Demethylasen, -Acetylasen und -
Deacetylasen. Uber die Katalysierung dieser posttranslationalen Modifikationen wird eine
dynamische Regulation der Chromatinkonfiguration und Transkriptionsaktivitat tUber die
Modifikation von unterschiedlichen Histon-Aminosduren ermdglicht, die unterschiedliche
Effekte zur Folge haben [340]. Dabei korreliert die Acetylierung allgemein mit einer offenen,
transkriptionell aktiven Chromatinkonfiguration (haufig in Form von H3K27ac vorkommend),
wahrend eine Deacetylierung zu einer zunehmenden Chromatinverdichtung fiihrt [341]. Die
Methylierung von Lysinresten kann dagegen unterschiedliche Wirkungen entfalten [335]. So
ist eine Trimethylierung von Lysin 4 des Histon 3 (H3K4) mit aktiver Transkription verbunden,
wahrend die Trimehtylierung von H3K9 und H3K27 (zu H3K9me3 und H3K27me3)
charakteristisch fur eine Genrepression ist [335].

Dabei stechen als wichtiger Effektor der Genrepression auf globalem Level die
Proteinkomplexe der Polycompkorper (PcG)-Proteine hervor [341]. Diese stellen multimere
Komplexe dar, die an bestimmte DNA-Regionen (sog. PcG-Response-Elemente) binden und
hierdurch die posttranslationale Modifikation von Histonen steuern [335]. Diese korrelieren
dabei mit geschlossenen und damit inaktiven Chromatinzustanden [335]. Sie bilden dabei
verschiedene Multiproteinkomplexe, sog. Polycomb-repressive-Komplexe (PRC), die
unterschiedliche Aufgaben lGbernehmen. PRC2 katalysiert dabei Uber ihre katalytisch aktive
Komponente EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2) die Initiierung von Histonmodifikationen,
wie der Trimethylierung von H3K27, die PRC1 rekrutiert und durch dieses stabilisiert wird [335,
341].

Nicht direkt die Chromatinstruktur beeinflussend, aber dennoch von entscheidender
Bedeutung fur die epigenetische Genregulation sind daruber hinaus
Chromatinumbaukomplexe (sog. Chromatin remodellers) [335]. Sie verfigen Uber eine
katalytische ATPase, Uber die sie den Chromatinumbau katalysieren und bestehen aus
mehreren Unterfamilien, u. a. den SWI/SNF-ATPasen [335]. Dieses Chromatin-Remodelling
bzw. -Umbau umfasst dabei die Neupositionierung von Nukleosomen und dabei die
Positionsveranderung von Histon-DNA-Interaktionen [342]. Hierdurch wird ein geordneter
Zugang von Transkriptionsfaktoren zu bestimmten Genen ermdglicht und reguliert [342]

Bei Karzinomen ist die epigenetische Umprogrammierung einer der wichtigsten molekularen
Mechanismen, die an der Etablierung von Genexpressionsmustern beteiligt ist, die mit
malignem Wachstum einhergehen. Bei Gliomen sind epigenetische Alterationen der
Chromatinstruktur seit Langem als wichtiger Faktor anerkannt, die mit dem Grad der
Aggressivitat und der Therapieresistenz zusammenhangen. Sie umfassen Alterationen der
DNA-Methylierung, kovalente Modifikationen von Histonen, Mutationen des Genoms mit
konsekutiver epigenetischer Dysregulation und Remodellierung der Chromatinstruktur. Sie
fuhren zur Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen, Aktivierung von Onkogenen,
Deregulierung von Zellwachstum, -proliferation und -tod und stellen friihe Meilensteine in der
Gliomagenese dar [341, 343].

2.5.6.1 DNA-Methylierung in Glioblastomen

Der DNA-Methylierungsstatus von GB ist im Allgemeinen durch eine genomweite
Hypomethylierung gekennzeichnet, die in 80 % der GB vorkommt [344]. Sie variiert in ihrem
Ausmald von nahezu normalem Methylierungsgrad bis hin zu einer 50-prozentigen Reduktion
dieses [345]. Dabei korreliert das Ausmall der Hypomethylierung positiv mit der
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Proliferationsrate mit GB [345]. Diese globale Hypomethylierung ist assoziiert mit genomischer
Instabilitat sowie Aktivierung und Expression von multiplen Genen, vor allem von Onkogenen,
wodurch die Tumorprogression verstarkt wird [255]. Beispielsweise zeigten Etcheverry et al.
(2010) die Hypomethylierung der Genpromotoren von ZNF217 (encoding zinc finger protein
217) und FABP7 (brain fatty acid binding protein 7), wobei Ersteres als Onkogen der
Immortalitdt und Letzteres als neuronaler Migrationsfaktor der Invasivitat von GB dient [346].
Weitere, in GB hochregulierte Onkogene infolge einer Hypomethylierung stellen TP73 und
GLI3 dar [347]. Diese Hypomethylierung betrifft auch den physiologisch hypermethylierten
Promotor des TERT-Gens. Folglich fuhrt die Hochregulierung dieses zur Erhaltung der
Telomere und unlimitierter Proliferationskapazitdt von GB [347]. Ebenso kann eine
Hypomethylierung von DNMT-Promotoren (z.B. von DNMT3B) vorliegen, sodass folglich eine
verstarkte Genexpression und DNMT-Synthese stattfinden. Diese katalysieren wiederum die
Methylierung und damit Inaktivierung von (Tumorsuppressor-)Genen und verstarken damit
Zellwachstum und -proliferation [348]. Insgesamt bleiben die molekularen Konsequenzen
dieser globalen Hypomethylierung in GB nicht gut verstanden, auch wenn sie im Mausmodell
ausreichen, um eine Tumorigenese zu initiieren [345].

Neben der Hypomethylierung liegt in GB auch eine ortsspezifische de-novo-
Hypermethylierung vor. Diese tritt insbesondere an CpG-Inseln in Promotorregionen auf, die
fur die Transkriptionsregulation von Genen dienen, die diverse Funktionen in der
Tumorigenese und Tumorprogression Ubernehmen, inklusive Zellzyklusregulation, DNA-
Reparatur, Apoptose, Angiogenese und Invasion [345]. Durch die Hypermethylierung werden
diese Gene folglich herabreguliert. Zu diesen gehdren die Gene von TP53, pRB und PTEN,
die wie in 2.3 ausgefihrt als Tumorsuppressoren fungieren, und ihre Inaktivierung die
Gliomagenese (insbesondere in sekundéaren GB, s. 2.3) fordert [349-352]. Neben dem PI3K-
und p53-Signalweg kann die epigenetische Regulation weiterer Signalwege alteriert sein. So
ist der radioresistenzvermittelnde Wnt-Signalweg epigenetisch hochreguliert Uber eine
aberrante Promotormethylierung von negativen Regulatoren (wie bspw. WIF1 und DKK1),
ebenso der Ras-Signalweg Uber ein Gen-Silencing von RASSF1A [353]. Auch fir andere
Signalwege, wie fur den Notch- und Hedgehog-Signalweg, bestehen Hinweise fir eine
epigenetische Dysregulation tGber Hyper- und Hypomethylierung [354].

Weiterhin kann auch das CDKNA2A-Gen betroffen sein, dessen Produkte wiederum vorherig
genannte Tumorsuppressoren aktivieren [355]. Epigenetische Herabregulierung Uber
Hypermethylierung kann ferner Gene betreffen, die in dem Apoptoseweg (wie Caspase 8 zu
ca. 57 %), der Zellmigration, der Zelladhasion und Signaltransduktion (wie CD81 in 46,1 %)
sowie negativer Proliferationsregulation involviert sind [346, 356-358].

Die groRte Relevanz unter den Methylierungsmarkern in GB besitzt der Methylierungsstatus
des MGMT-Genpromotors. Die Methylierung des MGMT-Promotors und daraus resultierende
Stilllegung des MGMT-Gens sind das am besten charakterisierte epigenetische Ereignis, das
mit der GB-Resistenz gegen eine alkylierende Therapie in Verbindung steht. Eine solche
Promotormethylierung ist in 40 — 50 % der GB zu finden [150, 254, 359]. Dabei kommt sie in
sekundéren GB mit IDH1/2-Mutationen haufiger vor (mit etwa 75 %) als in priméaren GB mit
IDH-Wildtyp (31- 36 %) [359, 360]. Der Mechanismus der TMZ-Resistenz durch MGMT wird
in 2.4.2.3.1 diskutiert.

Grundsatzlich unterscheiden sich Glioblastome mit IDH1/2-Mutationen hinsichtlich ihres
Methylierungsmusters von primaren GB mit IDH-Wildtyp. lhre gain-of-function-Mutationen im
IDH1/2-Gen fuhren zu einer vermehrten Bildung von 2-Hydroxglutarat, das als Onkometabolit
a-Ketoglutarat-abhangige Demythylasen hemmt und in der Folge zu einer Akkumulation von
DNA- und Histonmethylierungen fihrt [361, 362]. Von groRRer Bedeutung innerhalb der
gehemmten Demethylasen sind die TET-Enzyme, deren Inhibition zu einer DNA-
Hypermethylierung von CpG-Inseln nahe Promotoren fuhrt und damit einen epigenetischen
Phanotyp G-CIMP (Glioma CpG island methylator phenotyp) charakterisiert [362]. Hierdurch
werden (u.a. oben erwdhnte) multiple Tumorsuppressorgene gehemmt. Diese Methylierung
von CpG-Inseln kann allerdings auch Nicht-Promotorregionen stattfinden, wodurch die
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Chromatinstruktur und infolge die Genexpression modifiziert werden [362]. Auch Enhancer-
assoziierte CpG-Inseln kdnnen in IDH-mutierten GB methyliert sein [362, 363].

Durch die Kombination von Transkriptom-, Methylierungs- und Genanalysen konnten sowohl
verschiedene Cluster (unter GB) mit bestimmten Methylierungsmustern identifiziert werden als
auch eine Uberschneidung zwischen diesen und den anderen Einteilungen gefunden werden,
die auf den mRNA-Expressionsprofilen (s. 2.1.2) oder dem IDH-Genstatus (s. 2.3) basieren.
Brennan et al (2013) definierten sechs Methylierungscluster, M1 bis M6 [94]. Cluster M1 und
M2 sind vor allem im Mesenchymal-Subtyp vertreten, wahrend Cluster M3 und M4
dominierend im Klassisch-Subtyp vorkommen [94]. Cluster M5 ist durch G-CIMP
gekennzeichnet. Dieser hypermethylierte Cluster M5 ist vor allem im Proneural-Subtyp
vorhanden und weist (in Ubereinstimmung zu diesem Subtyp) nahezu immer IDH1/2-
Mutationen auf [94]. Im Kontrast dazu war Cluster M6 relativ hypomethyliert und beinhaltete
Uberwiegend GB mit IDH-Wildtyp vom Proneural-Subtyp [94].

Werden Methylierungsanalysen von GB und GSC mit ihrem molekularen Subtyp (d.h.
Genexpressionsprofil) verglichen, so lassen sich subtypspezifische Methylierungsmuster
finden. Dabei teilen sich GSC und GB-Zellen eine bimodale Verteilung aus hypo- und
hypermethylierten Gen-Loci, die jeweils charakteristisch fur einen molekularen Subtyp war
[364]. Der Mesenchymal-Subtyp prasentiert dabei - sowohl in GSC als auch in GB-Zellen - vor
allem hypermethylierende Ereignisse, wahrend der Proneural-Subtyp insbesondere eine
Hypomethylierung aufzeigt [364]. Diese spezifischen Methylierungsalterationen kénnen dabei
entweder gleichermaf3en in GSC wie GB-Zellen gefunden werden oder spezifisch fur jede
dieser Populationen sein [364].

2.5.6.2 Histon-Modifikationen und -Mutationen in GB

In Glioblastomen ist die epigenetische Regulation alteriert Uber eine aberrante Aktivitat von
Histon-modifizierenden Enzymen [345]. So zeigt sich die Aktivitat von den Histondeacetylasen
(HDAC) 1, 2, 3 und 7 in Glioblastomen hochreguliert, die Aktivitdt von HDAC der Klasse Il und
IV dagegen herunterreguliert im Vergleich zu niedriggradigen Gliomen und normalem
Hirnparenchym [365, 366]. Diese Herabregulierung der meisten HDAC mit zunehmendem
Malignitatsgrad bedingt folglich eine vermehrte Histonacetylierung und eine hohere
Transkriptionsaktivitat. Dies kénnte zum einen ein Grund fur die bekannte Hochregulierung
von Protoonkogenen in GB und zum anderen fir die vermehrte Acetylierung von Histon 3 sein
[365]. Die in vitro-Ausschaltung von HDAC in Glioblastomzellen durch HDAC-Inhibitoren
verringerte die Zellproliferation erheblich und flhrte zu vermehrter Apoptose [361, 366]. Auch
die Histonmethylierung ist in GB spezifisch hochreguliert. So ist das EZH2-Protein als
katalytische Untereinheit des PRC2 in GB hochreguliert und fiihrt zu einer vermehrten
H3K27me-Modifikation an Promotoregionen [361]. Die Folge ist eine Transkriptionshemmung
bspw. des PTEN-Gens als Tumorsuppressor, weshalb eine erhdhte EZH2-Expression in GB
mit der Tumorprogression, -invasion und Tumorresistenz gegeniber TMZ assoziiert ist [361,
367]. Das BMI-1-Protein als Untereinheit des PRC1 ist an der Regulation der H3K27-
Methylierung beteiligt. Es finden sich haufige Alterationen der Genkopieanzahl des BMI-1-
Proteins mit einer héheren Frequenz in ca. der Halfte der GB, wahrend eine Gen-Deletion
selten ist, aber mit einer schlechteren Prognose einhergeht [368].

Die PcG-Proteine tragen ebenso zur Tumorphysiologie von GSC bei. Durch ihre Histon-
Modifikation wie Rekrutierung von DNMT fuhren sie zur Inaktivierung von Genen, deren
Repression zur Malignitat und Immortalitdt der GSC und Aufrechterhaltung ihrer
Stammzellkapazitat beitrédgt: Tumorsuppressoren (wie programmed cell death protein 4
(PDCD4)), Gene zur Proliferationshemmung und Differenzierung (z.B. bone morphogenetic
protein receptor 1B (BMPR1B)) und Apoptose-assoziierte Gene (wie Caspase 8) werden
inaktiviert [369-372]. Ferner spielen in der epigenetischen Regulation von GSC bivalente DNA-
Doménen eine wichtige Rolle. Diese Promotoren sind gekennzeichnet durch das gleichzeitige
Vorhandensein von aktiven wie inaktivierenden epigenetischen Markierungen (meist
Methylierung von Histon 3 an zwei Stellen, H3K4me3 und H3K27me3); ihnen nachgeschaltete
Gene werden deshalb zwischen Aktivierung und Inaktivierung balanciert und kénnen je nach
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Zellphysiologie und Stimuli reguliert werden [369]. GSC zeigen den Verlust dieser Bivalenz in
bestimmten Promotoren, was zur Ubermafigen Aktivierung von Protoonkogenen und
Transkription und Hemmung der Zelladhasion fihrt [373]. Aul3erdem gelingt Uber die
Interaktion von PRC2 mit diesen bivalenten Promotorregionen die Bewahrung des
Stammzellpotenzials von GSC und die Blockade ihrer Differenzierung [363]. Weiterhin sind
GSC mit der Aktivierung von Enhancern (durch Methylierung und Acetylierung von Histon 3
zu H3K4mel und H3K27ac) assoziiert, die die Transkription von Genen regulieren, die in DNA-
Reparatursystemen, TP53-Signalweg und Angiogenese involviert sind [349].

Uber alterierte Histonmodifikationen hinaus finden sich in GB auch Mutationen in vielen
Genen, die an der epigenetischen Regulierung beteiligt sind, auch wenn ihre Rolle in der
epigenetischen Regulation ungeklart bleibt. Hiervon betroffen sind Gene fur HDAC2, HDACS9,
Histonmethyltransferasen SET7, SETD7, MLL und MLL4 wie Histondemethylasen JMJD1A
und JMD1B [345]. Charakteristisch und redundant auftretend in kindlichen Glioblastomen sind
die Punktmutation im Histon-3-Gen an Stelle 27 und 34, mit einem Austausch von Lysin zu
Methionin (mit Entstehung von H3K27M) und Lysin zu Valin/Arginin (mit Entstehung von
H3G34V/R) [362]. Glioblastome mit einer dieser Mutationen stellen einen unterscheidbaren
Subtyp mit spezifischen Charakteristiken hinsichtlich der molekularen Ausstattung, des
anatomischen Auftretens und der Altersgruppe dar [374]. Sie zeigen ein charakteristisches
epigenetisches Profil auf: GB mit H3G34V/R zeigen eine Hypomethylation von DNA-CpG-
Inseln, wahrend GB mit H3K27M eine ausgepragt niedrige Konzentration an H3K27me zeigen,
da der haufig modifizierte 27-Lysin-Rest durch die Punkmutation ausgetauscht wird [374]. Die
Folge ist eine Hemmung des EZH2 bzw. PRC2 durch die H3K27-Mutation und hierdurch eine
weitreichende epigenetische Dysregulation [353, 361].

Die genannten epigenomischen Merkmale untermauern die Wichtigkeit der epigenetischen
Umprogrammierung in der Tumorigenese von Glioblastomen, die bis dato nur wenig
verstanden ist und weiterer Erforschung wie Verfeinerung bedarf.

2.5.6.3 Chromatin-Accessibility in GB und GSC

Die in 2.5.7.2 genannten Methoden ermdglichen die Untersuchung der sog. Chromatin-
Accessibility (,Chromatin-Zuganglichkeit*). Hierbei wird der Kondensationsgrad der
Chromatinstruktur nicht anhand indirekter Marker wie der DNA-Methylierung oder
Histonmodifikation bestimmt, sondern unmittelbar locusspezifisch ermittelt. Dies ermdglicht
die genomweite Identifizierung und Kartierung von offenen, hochregulierten
(,hyperaccessible“) wie geschlossenen, herabregulierten (,hypoaccessible) Genarealen
gleichermal3en [375, 376]. Dabei korreliert die Chromatin-Accessibility (Chromatin-
Zuganglichkeit) mit dem Expressionsgrad der Genregionen und ist daher ein wichtiges
Werkzeug, um tumorspezifische Biomarker wie regulatorische Genregionen zu identifizieren
[377]. Dies ist besonders dann der Fall, wenn der epigenetische Status eines Gens nicht die
entsprechenden regulatorisch-kovalenten DNA-Modifikationen aufzeigt. So war bspw. der
Promotor des MLH1-Gens in einer GB-Population nicht methyliert, dennoch lag ein MLH1-
Gensilencing durch eine verminderte Chromatin-Accessibility vor, welches mit einer Resistenz
gegentber TMZ assoziiert war; dementsprechend koénnen Verdnderungen der
Chromatinzuganglichkeit auftreten ohne begleitende Veranderungen der DNA-Methylierung
[375].

Die Chromatin-Accessibility von GSC unterscheidet sich signifikant von restlichen GB-Zellen
[378]. Entsprechend ihrer einzigartigen epigenetischen Regulation weisen sie eine differente
Signatur von unterschiedlichen Genregionen mit redundant offener Chromatinstruktur (sog.
Chromatin-Peaks) auf. Die Untersuchung der Chromatin-Accessibility kann daher dazu
dienen, GSC-Subpopulationen innerhalb von GB-Zellen zu identifizieren [378]. Zum einen
besteht hierbei eine Uberschneidung der Chromatin-Peaks von GSC mit denen von
Neuralstammzellen fir Genregionen, die in der Aufrechterhaltung der Stammzellkapazitat und
Proliferation involviert sind [379]. Zum anderen weisen GSC hier ebenso viele exklusive
Chromatin-Peaks auf, die bspw. mit biologischen Prozessen der Zellmigration und -motilitat
assoziiert sind, als Ausdruck eines tumorspezifischen Chromatin-Zustandes [379]. Innerhalb
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dieser Chromatin-Landschaft weisen GSC jedoch — gemalR der Heterogenitat von GB - eine
groRe intertumorale Heterogenitat auf mit nur geringer Uberschneidung der Chromatin-Peaks
[378, 380]. Jedoch zeigen die anhand der Chromatin-Peaks erstellten epigenetischen
Signaturen hier zum Teil eine Schnittmenge mit den zellularen GSC-Zustanden aus 2.5.3 und
den molekularen Subtypen aus 2.3.3, als Hinweis, dass die Chromatin-Accessibility zur
Identifizierung und Charakterisierung von GSC herangezogen werden kann [378]. Zuletzt
konnen diese epigenetischen Signaturen als potenzielle prognostische Marker herangezogen
werden, da ihr pradiktiver Charakter fir das Gesamtiberleben von hoherer Bedeutung als die
TCGA-Klassifikation (anhand von Genexpressionsprofilen) war [380].

Erganzend zur Signatur anhand von Chromatin-Peaks lassen sich GB-Zellen auch anhand
ihrer Signatur von aktiven transkriptionell-regulatorischen Elementen, im Speziellen Enhancer,
identifizieren [381]. Wahrend hier eine groRe Ubereinstimmung zum normalen Hirnparenchym
herrscht, konnten tumorspezifische Enhancer fir GB beschrieben werden [381]. Auch
innerhalb dieser tumorspezifischen Signatur an regulatorischen Elementen bzw. Enhancern
besteht eine grof3e Heterogenitat, mit einer stammzellassoziierten regulatorischen Subeinheit,
die die GSC-Subpopulation in GB widerspiegelt und ihre Identitat mitdefiniert [381, 382].

2.5.6.4 Longitudinale epigenomische Evolution von GB

Ungeachtet der multimodalen Therapie von Glioblastomen tritt ein Tumorrezidiv nahezu immer
auf, das sich gegenuber etablierten Therapiemodalitaten weitgehendst resistent zeigt. Dieser
Tumorprogress hin zZu rekurrenten Glioblastomen, der unterschiedliche
Resistenzmechanismen zur Folge hat, umfasst auch dynamische Veranderungen der
Chromatinstruktur unter Einfluss der alkylierenden Therapie mit TMZ (wie Radiotherapie).
Diese epigenetische Evolution von GB unter und ausgeldst durch die TMZ-Therapie ist ein
wesentlicher Regulator ihres malignen Progresses und ihre Erforschung damit ein gewichtiger
Bestandteil, die komplex gesteuerte Rezidivfahigkeit von GB zu verstehen [39]. Hierflr eignen
sich insbesondere Langsschnittanalysen von abgestimmten Tumorproben (aus primaren GB
und rekurrenten GB nach der Erstlinientherapie), solche Kohorten sind jedoch selten und
schwer zu erhalten. Studien, die molekulare und insbesondere epigenetische Profile von
primaren und rekurrenten GB vergleichen sind daher nur wenig zu finden [383, 384].

Rekurrente GB mit IDH-Wildtyp zeigen im Allgemeinen ein longitudinal stabiles Epigenom mit
unverandert globaler Hypomethylierung auf [39]. Die intertumoral variierenden DNA-
Methylierungsmuster bleiben weitgehend erhalten: Differenziell methylierte Genregionen in
rGB im Vergleich zu nGB betragen weniger als 10 % [39, 383]. Hierbei scheint ein
aggressiverer Phanotyp mit einer erhdhten epigenetischen Plastizitat und vermehrter
Anderung der DNA-Methylierung einherzugehen [383]. Unter diesen Genregionen mit
Anderungen der DNA-Methylierung stechen bestimmte Promotorregionen hervor, deren
Methylierungsanderung stark mit einer Tumorprogression assoziiert ist [383]. Sie zeigen dabei
im Rahmen der Rezidivbildung einen Trend zum Gewinn oder Verlust der DNA-Methylierung
auf, welcher zum Tumorprogress beitrégt und eine schlechtere Prognose bedingt [383]. Unter
diesen Promotoren haufen sich solche mit Bindestellen fir EZH2, das, wie in 2.5.6.2 angeflhrt,
allgemein an der epigenetischen Dysregulation von GB und damit mdglicherweise ebenso an
der epigenetischen Evolution von GB beteiligt ist [383].

Promotoren mit veranderter DNA-Methylierung infolge des Progresses von GB zeigen einen
Gewinn an Methylierung in Signalwegen, die in der neuralen Entwicklung und apoptotischen
Prozessen involviert sind, als Hinweis fir eine zunehmende Inaktivierung dieser Prozesse zur
Erhaltung der Stammzell- wie Proliferationskapazitat [383]. Hingegen zeigen sie einen Verlust
an DNA-Methylierung im Wnt-Signalweg, dessen Hochregulierung folglich durch den Progress
von GB verstarkt wird und damit seine Rolle hinsichtlich vermehrter Invasivitét,
Stammzellkapazitat und Therapieresistenz  [383]. Konkordant hierzu ist ein
Methylierungsverlust an Wnt-Promotorregionen mit schlechterer Prognose verbunden [383].
Ferner untersuchten Garret et al. (2022) die Chromatin-Accessibility von abgestimmten GB-
Tumorproben [385]. Sie wiesen nach, wie rekurrente GB nach der Erstlinientherapie eine
deutlich und signifikant geringere Anzahl an Genregionen mit offener Chromatinstruktur

37



Literaturdiskussion

aufweisen als primare GB [385]. Die Evolution von GB mit Zunahme an Malignitat geht daher
mit einer global zunehmenden geschlossenen Chromatin-Konfiguration einher als
mutmalliche Konsequenz der Erstlinientherapie [385].

Die bisherigen genspezifischen Untersuchungen der epigenomischen Evolution von GB
beziehen sich auf die gut charakterisierte MGMT-Promotormethylierung. Hier zeigt sich bei ca.
62 bis 64 % der GB eine epigenetische Stabilitat mit unverandertem Methylierungsstatus des
MGMT-Gens auf [386-388]. Folglich weist ein relevanter Anteil von mehr als einem Drittel der
GB einen neuen epigenetischen Status hinsichtlich des MGMT-Gens nach erfolgter
Erstlinientherapie auf. Diese epigenetische Instabilitdt beinhaltet dabei sowohl den Gewinn
einer MGMT-Promotormethylierung als auch den Verlust einer solchen. Mehrere Studien
berichten hierbei Ubereinstimmend das haufigere Auftreten einer Demethylierung als den
Gewinn einer Methylierung, sodass eine Tendenz zu einer therapieinduzierten Demethylierung
des MGMT-Promotors besteht und folglich einer vermehrten Expression des MGMT-Gens
[386-388]. Eine konkordante Hoherregulierung der MGMT-Aktivitdt konnte tatséachlich in
rekurrenten GB nachgewiesen werden, insbesondere nach erfolgter TMZ-Therapie, die
konsekutiv in rekurrenten GB eine vermehrte Resistenz gegentiber TMZ vermittelt [388].

(Sekundare) GB mit IDH1/2-Mutationen weisen dagegen eine differentielle epigenetische
Evolution, die sich von GB mit IDH-Wildtyp unterscheidet. Bei initial hohem Level an DNA-
Methylierung (im Vergleich zu primaren GB) weist ein wesentlich hdherer Anteil unter ihnen
(bis zu 40%) einen therapieinduzierten globalen Verlust an DNA-Methylierung auf [39, 389].
Dieser Methylierungsverlust zeigt sich sukzessive progredient bis zu einem Niveau, das dem
von GB mit IDH-Wildtyp &hnelt [39]. GB mit dem initialen epigenetischen Phanotyp G-CIMP
mit hohem Anteil methylierter Promotorregionen weisen dabei einen progredienten Verlust
dieser Promotormethylierungen auf, der einen zunehmend aggressiveren und mit ungtnstiger
Prognose verbundenen Phanotyp bedingt [39]. Dieser DNA-Methylierungsverlust ist durch
einen zunehmenden Gewinn an H3K27ac in denselben Genregionen begleitet, was die
epigenetische Aktivierung dieser Genregionen verdeutlicht, die eine zunehmende Expression
von Onkogenen vermittelt [39]. Damit induziert die TMZ- und Radiotherapie durch
progredienten Verlust an DNA-Methylierung eine epigenetische Evolution von GB mit IDH1/2-
Mutationen hin zu einer globalen DNA-Hypomethylierung und einem Epigenom, das dem von
GB mit IDH-Wildytp ahnelt. Dies ist durch eine Zunahme an Malignitat und Aggressivitat
verbunden, sodass sich ein IDH-Wildtyp-ahnlicher Phanotyp herausbildet [39].

Diese therapieinduzierten longitudinalen epigenetischen Veranderungen in GB verdeutlichen
den Einfluss und die Wirkung der alkylierenden Therapie durch TMZ auf die Chromatinstruktur
und die Entwicklung von rekurrenten GB mit unterschiedlichem epigenetischen Zustand.
Dieser ist entscheidend fur den Progress von GB und ihrer vermehrten Therapieresistenz und
bedarf daher der weiteren und intensiven Erforschung. Angesichts der Schliisselrolle, die GSC
fur den Progress von GB spielen, ist die spezifische Aufklarung der epigenetischen
Mechanismen, die in GSC wirken, von besonderer Bedeutung flr das Verstandnis der
Mechanismen der Therapieresistenz in GB.

2.5.7 Experimentelle Methoden zur Untersuchung von GSC
2.5.7.1 Immunphdanotypisierung zur Erforschung des zellularen Status

Die Immunphé&notypisierung ist ein wichtiger Ansatz zur Charakterisierung der hierarchischen
Position und/oder des zellularen Status von GB-Zellen, insbesondere von GSC. Der
zugrundeliegende Gedanke ist, dass GSC eine inhdrente phénotypische Plastizitat besitzen,
die eine grundlegende Eigenschaft aller Stammzellen ist. Die Fahigkeit von Stammzellen,
zwischen verschiedenen zellularen Status zu wechseln, spiegelt sich normalerweise in der
Veranderung des Immunphéanotyps der Zellen wider, z. B. beim Ubergang von einem weniger
differenzierten zu einem starker differenzierten Zustand. Die Expression von phanotypischen
Markern neuraler Stamm- bzw. Progenitorzellen (Nestin, Vimentin, Sox2) ist ein gemeinsames
phanotypisches Merkmal von GSC und ein wichtiger Bestandteil dieser Arbeit.
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Die in dieser Arbeit durchgefuhrten immunfluoreszenten Farbungen umfassen das oben
genannte Protein Nestin. Es ist als Intermediarfilament Bestandteil des Zytoskeletts und
verantwortlich fir die mechanische Integritat von Zellen und ihrer Gewebsarchitektur und -
regeneration [390, 391]. Es ist charakteristisch fur neurale Stamm- und Progenitorzellen und
wird wie oben beschrieben als Marker fir GSC betrachtet [392]. Nestin-positive GSC bewiesen
daruber hinaus eine héhere Proliferationskapazitéat [393].

Weiterhin wird das GFAP (Saures Gliafaserprotein, engl. glial fibrillary acidic protein) als
astrozytarer und Differenzierungsmarker verwendet. Es ist das Haupt-Intermediarfilament im
ZNS des Erwachsenen und damit ein charakteristischer Marker fir reife Astrozyten [394].
Zudem wird es auch in neuralen Stammzellen exprimiert [394, 395]. Seine allgemeine Aufgabe
liegt als Intermediarfilament in der mechanischen Stabilisierung von Astrozyten und der Blut-
Hirn-Schranke durch die strukturelle Organisation des Zellinneren, des intrazellularen
(vesikularen) Transports und der zellularen Morphologie; Letzteres schliel3t die Motilitat und
Migration von Astrozyten ein [392, 394, 395]. Da GFAP insbesondere die ausgepragten
Verzweigungen von Astrozyten kennzeichnet, eignet es sich sehr zur Erforschung ihrer
Morphologie [395]. Wahrend der Differenzierung von Astrozyten werden die anfangs simultan
exprimierten verschiedenen Intermediarfilamente gréftenteils durch GFAP ersetzt [392].
GFAP-markierende immunfluoreszente Farbungen bilden daher Zellen mit einer sternformigen
Morphologie als differenzierte Astrozyten ab [394]. Bei pathologischen Prozessen kommt es
im Rahmen einer reaktiven Gliose zu einer astrozytaren Aktivierung, die sich vor allem durch
eine Hochregulierung von GFAP auszeichnet [395]. Dagegen ist eine herabgesetzte GFAP-
Expression mit der Bildung von Gliomen assoziiert und weiter verbreitet in hochmalignen
Gliomen (wie Glioblastomen) und Astrozytomen, die hoéchstwahrscheinlich den
dedifferenzierten Zustand dieser Zellen reflektiert [396].

Zuletzt fungiert Ki67 als Proliferationsmarker. Das Ki67-Antigen ist ein Nicht-Histonprotein, das
im Nukleus vorkommt und an die DNA bindet [397]. Es wird in allen aktiven Zellzyklusphasen,
aber nicht in der GO-Ruhephase exprimiert [398]. Daher dient es in immunfluoreszenten
Farbungen als Proliferationsmarker, um die (aktive) Wachstumsfraktion einer Zellpopulation
zu bestimmen [399]. Ermoglicht wird dies durch den Umstand, dass Ki67 sich wahrend der
Auflosung des Zellkerns in der Interphase an die Chromosomen anlagert [399]. Der Ki67-Index
(als Anteil Ki67-positiver Tumorzellen) wird in einigen Tumorarten als prognostisches
Werkzeug verwendet, wahrend seine Rolle in Glioblastomen kontrovers diskutiert wird [398,
399]. Es bestehen Hinweise darauf, dass ein erhdhter Ki67-Index mit einer schlechteren
Prognose assoziiert ist [397].

Die Immunphéanotypisierung kann auf der Grundlage der Expression bestimmter Marker, die
mit bestimmten zellularen Zustanden assoziiert sind, wichtige Erkenntnisse Uber den
potenziellen Ursprung, die hierarchische Position oder den zellularen Zustand von GSCs
liefern. Dieser Ansatz ist jedoch ungeeignet fir die Bestimmung epigenetischer
Veranderungen, die die Genexpressionsmuster verandern kénnen, ohne den Phanotyp der
Zellen zu verandern.

2.5.7.2 Experimentelle Methoden zur Charakterisierung von epigenetischen Zustanden

2.5.7.2.1 Epigenetische Methoden fir DNA-Methylierung

Zu den am besten charakterisiertesten epigenetischen Phé&nomenen zahlen die DNA-
Methylierung, Histon-Modifikationen und die Chromatinverdichtung, auch im Kontext der GB-
Forschung. Diese Prozesse regulieren die Genaktivitat dynamisch, ohne die zugrundeliegende
DNA-Sequenz zu veréndern [400]. In Anerkennung ihrer zunehmend verstandenen, zentralen
Rolle in pathophysiologischen Prozessen und insbesondere genetischen Dysregulation von
Tumoren wurden viele molekularbiologische Methoden entwickelt, um den epigenetischen
Zustand von Zellen zu definieren.

Als Goldstandard, um den DNA-Methylierungsstatus zu ermitteln, dient die Bisulfit-
Sequenzierung, aus der unterschiedliche Modifikationen erwachsen sind [401]. Da 5mC die
haufigste Form der DNA-Methylierung darstellt, wird der Methylierungsstatus anhand der
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Unterscheidung von methyliertem und unmethyliertem Cytosin bestimmt [401, 402]. Hierzu
erfolgt die Behandlung genomischer DNA mit Natriumbisulfit. In dieser Bisulfit-Reaktion
werden unmethylierte Cytosine zu Uracil desaminiert, wahrend 5mC intakt bleibt [402]. In der
nachfolgenden PCR-Amplifikation und DNA-Sequenzierung wird das zu Uracil konvertierte
unmethylierte Cytosin als Thymin erkannt und daher mit Adenin gepaart, wahrend das
methylierte Cytosin als solches erkannt und regular mit Guanin gepaart wird [401]. Durch den
nachfolgenden Vergleich der DNA-Sequenz von behandelten und unbehandelten DNA-
Proben kénnen anhand dieser Cytosin-Thymin-Transition methylierte DNA-Regionen (mit
5mC) identifiziert werden [401, 402]. Durch eine anschlieende Exom-Sequenzierung (sog.
Whole-genome bisulfite sequencing) ist die Erforschung genomweiter Methylierungsmuster
hiermit moglich [403].

Die Bisulfit-Sequenzierung eignet sich aber auch, um eine spezifische Methylierung eines
Genlocus bzw. einer regulatorischen Region zu untersuchen. Nachfolgend kommen dabei
verschiedene Analysemethoden zur Anwendung, die den Methylierungsstatus von
ausgewahlten CpG-Stellen bestimmen kdnnen. Hier kann eine sog. direkte Sequenzierung
angewandt werden [401]. Hierbei wird die bisulfitbehandelte DNA Uber eine PCR-Amplifikation
vervielfaltigt, die Primer verwendet, die die CpG-Insel von Interesse eingrenzen [401]. Die
amplifizierten DNA-Fragmente enthalten demnach methylierte wie unmethylierte DNA-
Regionen und werden nachfolgend einer Sanger-Sequenzierung unterzogen, anhand derer
(Gber die C-zu-T-Transition) un-/methylierte DNA-Stellen identifiziert werden kénnen [404]. Als
Alternative dient die sog. methylation-specific PCR (MSP), die im Rahmen der GB-Forschung
zur Bestimmung der Promotermethylierung des MGMT-Gens haufig angewandt wird [405].
Hier werden (im Kontrast zur Methode der direkten Sequenzierung) zur PCR-Amplifikation
spezifische Primerpaare verwendet. Diese sind entweder spezifisch fur methylierte DNA (und
binden nur hier) oder fur unmethylierte DNA, sodass im Fall einer erfolgreichen Amplifikation
je nach Primerpaar der Methylierungsstatus bestimmt werden kann [401, 406]. Vorteile dieser
Methode sind inshesondere eine sehr hohe Sensitivitat (bis zu 0,1% der methylierten Allele
einer CpG-Insel) wie der Verzicht auf eine Sequenzierung [406]. Als weitere Alternativmethode
kann eine Pyrosequenzierung an die Bisulfit-Behandlung und PCR-Amplifikation
angeschlossen werden, die eine quantitative Bestimmung der DNA-Methylierung darstellt
[401]. Durch die Signalintensitdten der hier eingebauten dGTP und dATP kann (durch den
Vergleich von behandelter und unbehandelter DNA) der Cytosin- und Thymin-Gehalt bestimmt
und damit der Methylierungsgrad fir jede CpG-Stelle innerhalb der sequenzierten Region
geschatzt werden [401]. Sie eignet sich gut fir bspw. heterogene Tumorproben, wo nur ein
geringer Zellanteil eine unterschiedlich methylierte Genregion aufweist [401].

2.5.7.2.2 Epigenetische Methoden fir Chromatinmodifikationen und Chromatinstruktur

Modifikationen des Chromatins uber Histon-Modifikationen oder chromatinbindenden
Faktoren wie Transkriptionsfaktoren werden insbesondere an solchen Genregionen vollzogen,
die regulatorische Elemente wie Promotoren und Enhancer darstellen. Zur ihrer Identifizierung
und Quantifizierung stellt die Chromatin-Immunprazipitation-Technik mit anschliel3ender
Sequenzierung (ChIP-Seq) die am haufigsten verwendete Methode dar [407]. Hierbei wird
eine Quervernetzung zwischen der DNA und den DNA-bindenden Proteinen Uber eine
Behandlung der Zellen mit Formaldehyd geschaffen und sodann eine Fragmentierung des
Chromatins durch Ultraschallsonifikation erreicht [407]. Um die Identifikation derjenigen DNA-
Fragmente zu ermdglichen, die ein bestimmtes DNA-bindendes Zielprotein aufweisen (wie
bspw. eine bestimmte N-terminale Histon-Modifikation wie H3K27ac), werden spezifische
Antikdrper verwendet, die jenes Zielprotein markieren [408]. Die Quervernetzung der damit
isolierten  Chromatinfragmente wird aufgehoben und die DNA-Fragmente, die
dementsprechend die regulatorische Region von Interesse aufweisen, koénnen PCR-
amplifiziert und folgend sequenziert werden [408]. Damit kdnnen locusspezifische Funktionen
von DNA-Protein-Interaktionen untersucht werden, die die Chromatinstruktur und Genaktivitat
beeinflussen kdnnen [402]. Ferner kbnnen damit die Présenz und Funktion von bestimmten
regulatorischen Modifikationen kartiert werden [409]. Nachteilig bei der ChIP-Seq-Technik ist
die starke Abhéangigkeit der Methode von der Spezifitat der verwendeten Antikdrper und der
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Effizienz der Chromatin-Fixierung; das zeitintensive Procedere wie der Bedarf an grol3en
Zellmengen konnen limitierend sein [408].

Zur Bestimmung und Kartierung globaler Aktivitdt von regulatorischen Elementen auf
genomweiter Ebene sind andere Techniken, wie DNase-Seq, MNase-Seq oder ATAC-Seq
besser geeignet, da sie viele verschiedene Arten von regulatorischen Informationen in einem
Assay erfassen kdnnen [408, 409]. Diese Techniken dienen der Bestimmung des Grades der
Chromatinverdichtung als MaR fur die Chromatin-Accessibility bzw. Chromatin-Zuganglichkeit.
Diesen Techniken liegt zugrunde, dass aktiv regulatorische Elemente (aus Promotoren,
Enhancer, Silencer und Isolatoren) eine offene Chromatinkonfiguration aufweisen tber einen
geringeren Verdichtungsgrad der Nukleosomen als in geschlossenen, inaktiven
Chromatinregionen. Sie kénnen daher durch eine regionale Uberempfindlichkeit gegentiber
Nukleasen identifiziert, die eine Destabilisierung der Nukleosom-Struktur an diesen
regulatorischen Elementen darstellt [410, 411]. Aus diesem Grund ist die Identifizierung dieser
nukleosomdepletierten Regionen ein sehr effektives Mittel um jene regulatorischen Elemente
zu bestimmen [9].

Eine der ersten entwickelten Methoden hierfir war die DNase-Seq-Technik [400]. Hier wird die
Endonuclease DNase | eingesetzt, die Doppelstrangbriiche einfiihrt in DNA-Regionen mit
offener Chromatinkonfiguration und die dementsprechend nukleosomdepletiert sind [400]. So
entstehen DNA-Fragmente unterschiedlicher Lange, und Uber die Rangfolge der
Fragmentlange sowie die Sequenzierung dieser DNA-Fragmente kann auf die Position von
Nukleosomen geschlussfolgert werden [400]. Damit kénnen solche regulatorische Regionen
identifiziert werden, die eine Hypersensitivat gegentiber DNase | aufweisen [400]. Limitierend
bei der DNase-Seqg-Technik ist die Notwendigkeit einer strengen gewebsspezifischen
Enzymtitration wie der Bedarf an gro3en Zellmengen und das langwierige Protokoll [408].

Bei der verwandten MNase-Seq-Technik kommt die Endo-Exonuclease MNase zum Einsatz,
die bakteriellen Ursprungs ist [412]. Sie erkennt unspezifisch DNA-Regionen ohne
Proteinbindung (offenes Chromatin) und spaltet diese [408]. Geschlossene
Chromatinregionen mit Nukleosombesetzung (und damit Bindung an Histonen oder
Transkriptionsfaktoren) werden initial Uber Formaldehyd-Behandlung fixiert, wahrend der
enzymatischen Behandlung unverdaut zurlickgelassen, Uber Ligandenbindung isoliert und
folglich PCR-amplifiziert und sequenziert [408, 412]. Die MNase-Seq-Technik misst damit
nukleosombesetzte Chromatinregionen und eignet sich zur genomweiten Kartierung von
Nukleosompositionen [408].

Als alternative Technik zur Bestimmung der Chromatin-Zuganglichkeit dient die ATAC-Seg-
Technik, die sich im Vergleich zu den letztgenannten Methoden durch einen geringen Bedarf
an Ausgangsmaterial und einer kurzen Verarbeitungszeit auszeichnet [409]. Hierbei kommt
die gentechnisch veranderte hyperaktive DNA-Transposase Tn5 zum Einsatz, die mit
Sequenzierungsadaptern  beladen ist [408]. Dieses Enzym erkennt offene,
nuklesomdepletierte  Chromatinregionen,  spaltet diese und figt dort ihre
Sequenzierungsadapter ein [408]. Diese markierten DNA-Fragmente werden gereinigt, PCR-
amplifiziert und mittels NGS sequenziert [408]. Als Resultat konnen tber ATAC-Seq ahnlich
wie bei DNAse-Seq genomweite regulatorische Regionen erforscht und kartiert werden [409].

2.5.7.2.3 FAIRE-Seq zur Identifizierung aktiver regulatorischer Elemente

Viele der fur die epigenetische Analyse entwickelten Methoden (wie ChlIP) sind indirekt, da sie
auf der Analyse posttranslationaler Modifikationen beruhen, die entweder mit dem
transkriptionell aktiven oder dem transkriptionell inaktiven Zustand des Chromatins verbunden
sind und in 2.5.6 erlautert werden.

Vor wenigen Jahren wurde eine neue Methode namens FAIRE (Formaldehyd-assistierte
Isolierung regulatorischer Elemente) entwickelt, um direkt transkriptionell aktive Regionen im
Chromatin zu identifizieren. Sie basiert auf dem Unterschied im Vernetzungsgrad zwischen
DNA und Nukleosom-Proteinen, da die DNA in nukleosomdepletierten (aktiven) Regionen wie
oben beschrieben viel weniger effizient an Proteine gebunden ist. Zuerst werden die Zellen
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kurzzeitig mit Formaldehyd fixiert, sodass die DNA-bindenden Proteine mit ihr quervernetzt
werden. Sodann werden die Zellen lysiert und ihre DNA durch Ultraschall aufgebrochen
(sonifiziert). Das aufgebrochene Chromatin wird dann einer Phenol/Chloroform-Extraktion
unterzogen [9]. Die (inaktiven) DNA-Fragmente, die mit Proteinen quervernetzt und kovalent
gebunden sind, werden in die organische Phase aufgenommen, wahrend sich in der wassrigen
Phase nur proteinfreie DNA-Fragmente befinden. Diese proteinfreie DNA wird zuletzt
aufgereinigt, quantifiziert und sequenziert [9]. Diese, durch FAIRE isolierten genomischen
Bereiche korrespondieren gut mit Indikatoren fiir aktive regulatorische Elemente; die Methode
eignet sich daher, um diese Elemente auf genomweiter Ebene zu identifizieren und zu
kartieren [412, 413)].

Die FAIRE-Methode zeichnen wichtige Vorteile als fahige Alternative zu anderen etablierten
Verfahren wie Nuclease-Aktivitdts-Assay oder Chromatin-Immunprazipitation (ChIP) aus.
Hierzu gehdren, dass keine Vorbehandlung der Zellen vor Fixierung und Quervernetzung
durch Formaldehyd ndtig ist, sodass der Zustand des Chromatins vor Formaldehyd-Gabe sehr
wahrscheinlich festgehalten wird [413]. Ferner bietet FAIRE die Kontinuitat eines chemisch-
basierten Verfahrens, ohne eine Abhéangigkeit von (der Variabilitdt und Genauigkeit von)
Antikérpern zu besitzen oder von Enzymen (wie in DNase- und MNase-Seq), die in ihrer
Konzentration und Inkubationszeit genau optimiert werden mussen [9, 413]. Auch kdnnen
durch FAIRE zusatzliche regulatorische Elemente bestimmt werden, die in anderen Verfahren
nicht erkannt werden, aber auch der umgekehrte Fall tritt ein [414]. Sie wird dazu verwendet,
regulatorische Regionen zu identifizieren, die fur den malignen Progress in Tumoren
verantwortlich sind [412]

Eine Hirde kann die Interpretation der Ergebnisse darstellen, die technische und
bioinformatische Ressourcen benétigt. Dariiber hinaus weist FAIRE im Vergleich zu anderen
Methoden ein geringeres Signal-Rausch-Verhaltnis, weshalb die detektierten Stellen
manchmal ein nur geringfiigig hoheres Signal als den Hintergrund aufweisen. Folglich sind
das Design der Untersuchungsmethode (der isolierten FAIRE-DNA) und die Auswahl von
Kontrollregionen entscheidend [9]. Ein weiterer Nachteil besteht darin, dass in der Behandlung
mit Formaldehyd auch gebundene Transkriptionsfaktoren mit der DNA quervernetzt werden
konnen und damit entfernt werden, sodass die Untersuchung von Transkriptionsprofilen nur
eingeschrankt moglich ist [412].

Die FAIRE-Methode wurde bis dato fur zahlreiche Zelllinien und -arten verschiedener Gewebe
etabliert, jedoch nicht im Hinblick auf Glioblastom-abgeleitete Tumorstammzellen. Die bis dato
einzig verfugbare Literatur stammt von Schmid et al. (2016) [415]. Sie wandten die FAIRE-
Methode bei GSC an, die durch Dedifferenzierung aus Astrozyten entstanden sind durch die
iatrogene Induktion von Drivermutationen. Die FAIRE-Ergebnisse beschreiben die
Hochregulierung von stammezellassoziierten Genen (wie die der HOX-Familie) und die
Herabregulierung von Astrozyt-assoziierten Genen [415].

Im Gegensatz zur Fille von Daten aus der genomischen oder transkriptomischen Profilierung
von GB und GSC sind epigenetische Profile von GB und GSC weniger systematisch
charakterisiert. Die bisher erforschten epigenetischen (dysregulierten) Mechanismen
hinsichtlich DNA-Methylierung, Histonmodifikationen und Chromatinkonfiguration in primaren
und rekurrenten GB mit der groRten Relevanz werden in 2.5.6 diskutiert. Es verbleibt daher
eine wissenschaftliche Licke in diesem Forschungsgebiet, die insbesondere die
epigenetische Charakterisierung von GSC als Schliisselelement fir die Progression von GB
betrifft.

2.5.8 Die Rolle von GSC in GB-Therapieresistenz

Die Evidenz zur fihrenden Rolle von GSC in der Formation, Erhaltung und Therapieresistenz
von GB wachst kontinuierlich an. Sie nehmen im komplexen, dynamischen Netzwerk von GB
wie vorherig beschrieben die zentrale Rolle ein und sind aufgrund der Variabilitat ihrer
genetischen Programme und ihrer Alterationen in der Lage, (radiochemisch-)therapeutischen
Druck durch eine Vielfalt an Fluchtwegen zu umgehen und auch nach starker Dezimierung der
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Tumormasse einen Rezidivtumor zu initiieren [36]. Zu diesen Resistenzmechanismen tragen
auch in GSC intrinsische Faktoren wie ihre genetische Instabilitat, Vielfalt der Signalwege,
DNA-Reparatur, antioxidative Regulation und intratumorale Heterogenitat bei, und ebenso wie
in 2.4.2 und 2.5.4 beschrieben extrinsische Faktoren aus dem TME, der Bluthirnschranke und
den interzellularen Interaktionen [37, 38]. Wahrend in vorherigen Kapiteln die verschiedenen
Mechanismen ausfihrlich erldautert wurden, wird im Folgenden der, fir GSC spezifische
Kontext der Therapieresistenz erortert.

2.5.8.1 Radioresistenz von GSC und GB

GSC weisen eine signifikant groRere Radio- und Chemoresistenz als die restlichen
Glioblastomzellen ohne Stammezelleigenschaften auf. Verantwortlich hierflir sind vorherig
beschriebene pathophysiologische Besonderheiten von GSC und nachfolgende
Besonderheiten in ihrer Therapieantwort. Entscheidend hierfur sind ihre hypoxischen Nischen
(s. 2.5.4), die die Regionen mit dem hdchsten Hypoxie-Grad innerhalb von GB darstellen [109].
Zum einen vermindern sie die Effektivitat ionisierender Strahlung. Zum anderen treiben sie
GSC dazu an, uber verschiedene zellulare Prozesse Resistenz zu entwickeln, um in dieser
nahrstoffarmen Umgebung zu Uberleben und versetzen sie in einen Ruhezustand, der sie
weniger anfallig fur radioinduzierte Schaden macht als die restlichen starker proliferierenden
GB-Zellen [109, 416].

Der Einfluss der Hypoxie geht jedoch dartiber hinaus. Sie fordert nicht nur die Erhaltung der
Stammzellkapazitat von GSC (s. 2.5.4), sondern auch die Zunahme des GSC-Phéanotyps
innerhalb von GB durch die Dedifferenzierung von GB-Zellen zu GSC [109]. Dies wird
vornehmlich Uber HIF-2a erreicht, der im Gegensatz zu HIF-1a ausschlieB3lich in GSC
hochreguliert ist (s. 2.4.2.2.1). Dabei korreliert die Expression von HIF-2a mit der von OCT4
(Octamer binding transcription factor 4) als wichtiger Stammzell-Transkriptionsfaktor, da HIF-
2a dieses aktiviert [417, 418]. Durch die Hypoxie-vermittelte Hochregulierung von OCT4 und
ferner auch CD133 und SOX2 (sex determining region Y (SRY)- box 2) als essentielle
Regulatoren von Selbsterneuerung und Differenzierung werden GSC-&hnliche Eigenschaften
in GB-Zellen induziert und damit Radioresistenz vermittelt [27, 419].

Diese und weitere Stammzell-Transkriptionsfaktoren und -marker werden dabei ebenso durch
die Strahlentherapie selbst hochreguliert. So induziert die erhéhte Expression von SOX2,
Nestin, OLIG2, EZH2 (s. 2.5.5) und andere Transkriptionsfaktoren nach erfolgter Bestrahlung
die Konversion und Dedifferenzierung von Nicht-GSC in GSC und erhoht damit das
tumorigene Potenzial und die Tumorresistenz [109, 420]. Ersichtlich wird dies anhand der
mehrfachen VergroBerung der CD133-positiven Subpopulation von GB nach erfolgter
Bestrahlung, die ihre erhdhte Radioresistenz in vivo und in vitro beweisen [279]. Gewichtigen
Anteil an dieser Radioresistenz hat die erhdhte Aktivitdt der DNA-Schadensreparatur, durch
welche radioinduzierte DNA-Schaden effektiver behoben werden als in den restlichen GB-
Zellen [27]. Hierzu gehdrt die erhdhte Aktivierung von DNA-Checkpointkinasen (wie Chk1 und
Chk2) und die Hochregulierung des in 2.4.2.2.2 beschriebenen PI3K-AKT-mTOR-Signalwegs,
der eine effizientere Reparatur von radioinduzierten DNA-Schaden einleitet [27, 279].

Zusatzlich zu den PI3K-AKT-aktivierenden genetischen Alterationen aus 2.4.2.2.2 sind in GSC
embryologische Signalwege beteiligt an der groReren DNA-Reparaturkapazitat. Sie sind
maf3geblich an der Formation und Aufrechterhaltung der Stammzellkapazitat von GSC
beteiligt, fordern ihre Proliferation und Invasivitdt und verhindern ihre Differenzierung und
Apoptose [245]. So ist der Notch-Signalweg an der Radioresistenz Uber seine aktivierende
Regulation des PI3-AKT-Signalwegs (Uber seine Rezeptoren Notchl und Notch2) beteiligt
[421]. Auch der Sonic Hedgehog-Signalweg ist in GSC Ubermafig aktiv [245]. Seinen Beitrag
zur Radioresistenz vermittelt er Uber eine effizientere Aktivierung des nicht-homolgen
Endjoinings, wodurch radioinduzierte DSB weitreichender repariert werden kdnnen [422].
Auch ist das Membranprotein Smo (Smoothened) als Bestandteil des Sonic Hedgehogs-
Signalwegs hochreguliert, das die DNA-Reparatur effizienter gestaltet durch die Aktivierung
der Checkpointkinase Chk1 [423].
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Der wichtigste nachgeschaltete Effekt der Checkpoint-Aktivierung besteht darin, den
Zellzyklus anzuhalten, um beschadigte DNA zu reparieren, bevor die Zellteilung stattfindet
[279]. In GSC st hierfur der ATM/Chk2/p53-Signalweg entscheidend. Die ATM (Ataxia
Telangiectasia Mutated)-Kinase fungiert dabei als DNA-Schadensensor und wird durch
radioinduzierte Schaden, allen voran DSB, aktiviert [424-426]. Sie phosphoryliert die
Checkpointkinasen Chk1 und Chk2 sowie p53, die zu einem Zellzyklus-Arrest fuhren (Uber die
Inhibierung Cyclin-abhéangiger Kinasen) [427]. Chk2 fuhrt weiterhin Gber die Aktivierung von
BRCAL und die Rekrutierung von Rad51 zu einer vermehrten DSB-Reparatur tiber homologe
Rekombination [427]. Dieser hochregulierte Signalweg fuhrt damit Uber eine weitreichende
und effiziente Reparatur von therapieinduzierten DNA-Schéden zu einer selektiven Radio-
(und Chemo-)resistenz von GSC im Vergleich zu restlichen GB-Zellen [245, 426].

2.5.8.2 Chemoresistenz von GSC und GB

Die in 2.3 detailliert beschriebenen genetischen Aberrationen und Mutationen in GB bilden die
Grundlage der genetischen Instabilitdit von GSC. Unter ihnen stechen Mutationen von
replikativen Kontrollpunkten wie p53, TERT, ATRX, NF1, CKN2A und RB1 hervor, durch die
eine Mutationstoleranz und ein aberrantes, extensives Uberleben von GSC ermdglicht werden
[36]. Aufbauend hierauf sind GSC wie oben dargelegt durch eine hochregulierte DNA-
Schadensreparatur charakterisiert, aus Checkpointkinasen (wie Chkl und Chk2) und
Reparaturenzymen (wie PARP1 und TIE2) [36, 428, 429]. Die Rolle des prognostisch
wichtigen DNA-Reparaturenzyms MGMT (s. 2.4.2.3.1) in GSC wird kontrovers diskutiert. Zum
einen wurden unterschiedliche Expressionsraten berichtet, zum anderen erhdht die MGMT-
Expression die GSC-Resistenz gegeniiber TMZ entscheidend [3, 430, 431]. So wurden in
CD133-positiven GSC hohere MGMT-Expressionslevel gefunden, welche mit einem (hohen)
Grad an Therapieresistenz korrelierten [432, 433]. Ein positiver MGMT-Expressionsstatus
wurde insbesondere in GSC gefunden, die in hypoxischen Nischen lokalisiert waren [434].
Dies ist plausibel, da die hypoxische Umgebung die Stammzell-Kapazitat der GSC in Form
der Fahigkeit zur Selbsterneuerung und Tumorformation verstarkt und aufrechterhalt [133,
435]. Die verstarkte MGMT-Expression wird dabei Uber HIF-1a vermittelt, der durch die
Hypoxie hochreguliert wird [436]. Dartuber hinaus werden die DNA-Reparatursysteme auch
durch jene (embryologische) Signalwege hochreguliert, die ursachlich und bewahrend fiir den
Stammzellstatus von GSC sind, wie der Notch-Signalweg [36]. Durch dieses Gleichgewicht
von hochregulierter DNA-Schadensreparatur und genetischer Instabilitdit mit folgender
Mutationstoleranz sind GSC in der Lage, auf therapeutischen Druck dynamisch wie plastisch
Zu reagieren [36].

Ferner konnte nach Behandlung mit TMZ sowohl in vitro als auch in vivo eine gréRere
Anreicherung von GSC und damit eine Zunahme dieser Subpopulationen innerhalb der
Tumormasse nachgewiesen werden [3, 437]. Dies kann durch die therapieinduzierte Selektion
von GSC erklart werden [225]. Allerdings wurde bei GB-abgeleiteten Zelllinien unter
Chemotherapie eine allmahliche Zunahme von Stammzelleigenschaften beobachtet: Unter
TMZ-Behandlung wurde die potenziell mogliche Dedifferenzierung von Nicht-GSC in GSC (s.
2.5.2) beschleunigt [133, 437, 438]. Die neu entstehenden GSC wiesen dabei ahnliche
molekulare Marker sowie einen &ahnlichen Phanotyp wie die elterlichen GSC in ihrer
verstarkten Tumorformation und Invasivitat in GB-Xenografts auf [437]. Weiterhin zeigten
diese neuen GSC hohe Expressionslevel an die oben erwdhnten HIF-1 und HIF-2, sodass
diese bei der Konversion von Nicht-GSC zu GSC eine wichtige Rolle spielen scheinen (s.
2.5.8.1), ebenso wie die angefuhrten Transkriptionsfaktoren SOX3, SALL2, OLIG2 und
POU3F2 (s. 2.5.5) [437]. Diese Erkenntnisse untermauern das Modell der Plastizitat des GSC-
Status (s. 2.5.3) und deuten auf die verstarkte Stammzellkapazitdt von GB unter
therapeutischem Druck durch TMZ [3, 133].

Ein weiterer Mechanismus, der in GSC Resistenz vermittelt, ist die Regulierung und
Modulation des (verstarkten) Effluxes von zytotoxischen Substanzen (wie TMZ) aus der
Tumorzelle heraus Uber die Hochregulierung von bestimmten ABC-Transportern, die sich
Glioblastomzellen im Allgemeinen ebenso zunutze machen (s. 2.4.2). So werden durch den
Transkriptionsfaktor SOX2 die ABC-Transporter ABCC3 und ABCC6 hochreguliert, die die
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Chemoresistenz verstarken [30, 439]. Zugleich korreliert eine héhere Expression des ABC-
Transporterprotein Multidrug-Resistance-Protein-1 (MDR-1) zum einen mit einer starkeren
Chemoresistenz von GSC (durch verstarkten TMZ-Efflux) und zum anderen ist MDR1 h&ufig
koexprimiert mit CD133 in GB-Zellen, was seine Relevanz in GSC verdeutlicht [3, 133, 440,
441].

Gemal denin 2.4.2.1 beschriebenen Modellen der linearen bzw. klonalen und der divergenten
Evolution von rGB kénnen diese (Rezidiv-)Muster longitudinaler genetischer Veranderungen
bzw. Mutationen auch in (rekurrenten) GSC identifiziert werden, auch wenn solche GSC-
spezifischen Studien aus den in 2.4.2.1 genannten und anderen Grinden eine Raritat
darstellen. So konnten im paarweisen Vergleich von GSC aus nGB (nachfolgend primare GSC
genannt) und GSC aus den entsprechenden rGB in einer kleinen Stichprobe beide Muster
nachgewiesen werden [442]. Der paarweise Vergleich in Bezug auf eine Vielzahl an
tumorrelevanten Genen ergab drei Gruppen an rekurrenten GSC. Die erste Gruppe stimmte
in jenen Genen vollkommen mit den priméren GSC Uberein, sodass davon auszugehen ist,
dass diese GSC-Populationen nicht (vollstandig) durch die Therapie eliminiert wurden und das
rGB durch Expansion bildeten [442]. Die zweite Gruppe an rekurrenten GSC folgte dem Muster
der linearen bzw. klonalen Evolution, ging daher am ehesten aus den primaren GSC hervor
und akkumulierte neben den urspriinglichen genetischen Alterationen neue Mutationen [442].
Diese erworbenen Mutationen waren solche, die selten in nGB nachzuweisen sind und die
charakteristisch fur TMZ (d.h. gemaR eines TMZ-assoziierten Mutationsmusters) sind und
daher wahrscheinlich durch TMZ induziert wurden [442, 443]. Die dritte Gruppe wies ebenfalls
solche neuen, erworbenen Mutationen auf. Sie zeigte jedoch ein Mutationsmuster, das von
dem der primaren GSC divergierte, gemafl dem Modell der divergenten Evolution [443]. Die
beiden letztgenannten Gruppen bewiesen dartber hinaus ihre grof3ere Resistenz gegeniiber
der etablierten Radiochemotherapie im Vergleich zu den primaren GSC [442]. Dies
verdeutlicht zum einen, wie vorbestehende resistente GSC-Populationen durch den
therapeutischen Druck selektiert werden, und zum anderen, dass rekurrente GSC
phylogenetisch mit den priméaren GSC verwandt sind und auf lineare oder divergente Weise
zusétzliche Mutationen erwerben konnen [442]. Der paarweise Vergleich als Ansatz zur
Charakterisierung von rekurrenten GSC verbleibt eine grofl3e, wichtig zu schlieBende
Forschungsliicke.

Resumierend sind GSC zum einen durch die beschriebenen allgemeinen (s. 2.4.2) und
spezifischen Resistenzmechanismen und zum anderen aufgrund ihrer plastischen und
dynamischen Tumorarchitektur, die ihre genetische wie epigenetische und exprimierende
Landschaft erweitert, in der Lage, multiple therapeutische Bedingungen zu tolerieren und zu
Uberwinden. Durch ihre Ubergrof3e Heterogenitat und die dynamischen Interkonversionen
zwischen verschiedenen zellularen Zustdnden und der Modulation dieser durch das TME
bilden GSC mit ihrer (Tumor-)Umgebung ein redundantes System, das das Versagen
einzelner Komponenten (durch die Behandlung mit einzelnen Wirkstoffen) tolerieren kann und
lediglich Subklone bzw. spezifische Zellzusténde eliminiert werden [36].

45



Materialien

3 Materialien
3.1 Zelllinien

Zur Selektion von Temozolomid- und strahlenresistenten GSC wurde die humane Glioblastom-
abgeleitete Tumorstammzell-angereicherte Linie #1051 verwendet. Sie entstammt einem neu
diagnostizierten Glioblastom, das nach der Tumor-Exzision in Kultur genommen wurde. Die
Glioblastomproben wurden am Universitatsklinikum Goéttingen in Ubereinstimmung mit der
Ethikkommission gewonnen und histologisch gemaR der ,World Health Organization
Classification of Tumors of the Central Nervous System 2007 klassifiziert [444]. Diese Zelllinie
zeigt die Expression charakteristischer Marker von GSC bzw. neuralen Stammzellen wie
Nestin und CD133 [1, 444, 445]. Insbesondere erfullt sie die definierenden
Schlisselanforderungen als GSC-Linie, die in 2.5.2 dargelegt wurden.

TR
R

Abbildung 11: Tumorsphéren der Zelllinien #1051 und #1051_IR

Die Glioblastom-abgeleitete Stammzelllinie #1051 war sowohl in ihrer naiven (#1051, rechts) als auch in ihrer
bestrahlten Form (#1051_IR, links) in der Lage, in serumfreier Zellkultur zu proliferieren und rundliche
Tumorsphéren zu bilden. Die abgebildeten Zellen befinden sich im Zustand nach einmaliger Gabe von 1,94 pl
DMSO. Quelle: Eigene Gestaltung, fotografiert von Fitriasari Fitriasari

So bewiesen ihre Zellklone ihre Proliferationsfahigkeit durch die Fahigkeit, sich in serumfreier
Zellkultur (wie sie in dieser Arbeit verwendet wurde unter Zusatz der Wachstumsfaktoren
bFGF und EGF) zu vermehren und Tumorsphéaren zu bilden (s. Abbildung 11). Ihre Kapazitat
zur Selbsterneuerung wurde durch die ELDA-Methode (s. 4.4) bestatigt, mit der sich der Anteil
der Stammzellen abschatzen lasst [1]. |hr Potenzial zur phanotypischen Differenzierung (in
vitro) veranschaulicht ihre schwache und heterogene Expression des astrozytaren Markers
GFAP und homogene Expression von Nestin in Gegenwart von bFGF/EGF, wéahrend sie nach
dem Entzug von bFGF/EGF eine differenzierte Morphologie annehmen und eine erhohte
Expression von GFAP zeigen ohne offensichtliche Verdnderungen im Nestin-
Expressionsmuster [445]. lhr tumorigenes Potenzial wurde durch ihre orthotope
Sekundartransplantation in immunsupprimierten Mausen untersucht [444]. Sie erwies sich
hierbei als hochgradig tumorerzeugend und war in der Lage, aggressive Hirntumore mit
irregularer und invasiver Morphologie hervorzubringen, die fur GB charakteristisch ist [1, 444].

Nach vorheriger autorfremder fraktionierter Bestrahlung (s. 4.2 und [1]) und anschlieRender
Behandlung ergaben sich sechs Zelllinien, die in der folgenden Tabelle aufgelistet sind:
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Tabelle 1: Zelllinien

Vereinfachte

Nummer Zelllinie Herkunft
Benennung
1 1051 (naiv) OP-Praparat #1051
2 1051 mit OO UMTMZ- - g0 generiert (s. 4.30) #1051 _TMZ
Behandlung
1051 mit 0,194% DMSO- ,
3 Behandlung Selbst generiert (s. 4.3)  #1051_DMSO
4 1051 mit Bestrahlung Vorbehandlung (s. 4.2) #1051 IR
1051 mit Bestrahlung :
5 und 100 uM TMZ- SEEETOERENE (5 42 ooy (12 iz
und 4.3)
Behandlung
1051 mit Bestrahlung .
6 und 0,194% DMSO- Selbst generiert (s. 42 41451 |R DMSO
und 4.3)
Behandlung

Die Zelllinien, die nicht bestrahlt wurden (,naiv‘), werden mit #1051 ohne Zusatz
gekennzeichnet, wahrend bestrahlte Zelllinien als IR (IR fur ,ionizing radiation“) bezeichnet
werden. Bei erfolgter Behandlung mit Temozolomid wird TMZ angehangt, bei Behandlung mit
DMSO wird DMSO beigefiigt. Wie in 4.3.1 beschrieben, wurden (bei stattgehabter Behandlung
mit unterschiedlichen Konzentrationen) die Experimente auf die Zelllinien beschrankt, die mit
der hdchsten Konzentration an TMZ (100 uM) respektive DMSO (0,194%) behandelt wurden.
Auf die Zelllinien mit diesen Behandlungskonditionen wird fortan verwiesen, die vereinfachte
Benennung aus Tabelle 1 wird verwendet. Da DMSO als Lésungsmittel fir TMZ fungiert (und
damit die TMZ-Behandlungslésung DMSO beinhaltete), erfolgte die parallele Behandlung der
Zelllinien mit TMZ-freiem DMSO, um TMZ-spezifische von unspezifischen Effekten des DMSO
unterscheiden zu kdnnen.

3.2 Chemikalien, Reagenzien und Kits

Tabelle 2: Chemikalien und Reagenzien

Name Firma

Aceton AppliChem ITW Reagents
Agarose (electrophoresis grade) Invitrogen™ life technologies
Chloroform:lsoamylalkohol 24:1 Sigma-Aldrich®
cOmplete™ Mini Proteasehemmer-Cocktail Roche

Dimethylsulfoxid Roth

DNA Clean & Concentrator™-5 Zymo Research Corp.
Ethanol absolut Sigma-Aldrich®

Ethanol absolut vergéllt Roth
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) Roth

Fc Receptor (FCcR) Blocking Reagent Miltenyi Biotec
Fluorescence Mounting Medium Dako AG

Formaldehyde (37% (wt/vol%) Thermo Fisher Scientific
Glycin Roth

Glycogen 20 mg/ml Sigma-Aldrich®
Kaliumchlorid (KCI) Roth

Methanol Roche

Natriumchlorid (NaCl) Promega
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Neuronal Tissue dissociation Kit — Papai

Miltenyi Biotec

NP-40 Thermo Fisher Scientific
Nuclease-Free Water Ambion
Paraformaldehyd (PFA) Merck KGaA
Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol 25:24:1  Sigma-Aldrich®
Phosphate buffered saline (PBS) Gibco™
Poly-L-Ornithine hydrobromid Sigma-Aldrich®
Sodium Acetate Solution (3 M) pH 5.2 Thermo Fisher Scientific
Sodium dodecyl sulfate (SDS) Roth
Stickstoff Linde
Sucrose Sigma-Aldrich®
Temozolomid Sigma-Aldrich®
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS)- Sigma-Aldrich®
HCIl pH 7.4
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS)- Sigma-Aldrich®
HCI pH 8.0
Triton™ X-100 Sigma-Aldrich®

3.3 Puffer, Medien und Zusatze

Tabelle 3: Puffer, Medien und Zuséatze
Name Firma
B27 Supplement Gibco™

DNA Binding Buffer

Zymo Research Corp.

DNA Wash Buffer (concentrate)

Zymo Research Corp.

Double distilled water (ddH20)

Sartorius Stedim Biotech arium® pro VF

Fetal Calf Serum (FCS) Gibco™
L-Glutamin 200 mM Gibco™
MACS® Neuro Medium Miltenyi Biotec
Minimum Essential Medium (MEM) Gibco™
Natriumpyruvat 100 mM Gibco™
Neurobasal™ Medium, minus phenol red Gibco™

3.4 Antikorper

Tabelle 4: Antikorper
Name Host/ Target Verdiinnung Firma
Alexa Fluor 488 1gG ;
(H+L) Sekundéar- Goat/ anti-Mouse  1:500 Th_erm_o_ SR

e Scientific
antikorper
Alexa Fluor 555 1gG .
(H+L) Sekundéar- Goat/ anti-Rabbit  1:500 Th.erm.o' Fisher
L Scientific

antikbrper
ANUFGRAP Primar- gy - 1:500 Dako
antikorper, polyklonal
Anti-Ki67
Priméarantikorper, Rabbit/ - 1:100 Abcam

monoklonal
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Anti-Nestin Primér-

antikorper, monoklonal Mouse/ -

1:200 Abcam

3.5

Tabelle 5: Enzyme, Proteine, Farbstoffe und Marker

Enzyme, Proteine, Farbstoffe und Marker

Name

Firma

4',6-Diamidin-2-phenylindol

Thermo Fisher Scientific

6X DNA Loading Dye

Thermo Fisher Scientific

Serum Albumin - BSA)

Basic fibroblast growth factor (bFGF) Biochrom AG
DNase-freie RNase Roche

Epidermal growth factor (EGF) Biochrom AG
GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Thermo Fisher Scientific
Proteinase K, recombinant, PCR grade Roche
Rinderserumalbumin Fraktion V (Bovine Roche

SYBR™ Gold Nucleic Acid Gel Stain

Invitrogen™ by Thermo Fisher Scientific

Trypanblau (0,5% w/v)

Biochrom AG

Trypsin-Ethylendiamintetraessigsaure

i ™
(-EDTA) Gibco
3.6 Verbrauchsmaterialien
Tabelle 6: Verbrauchsmaterialien
Name Firma
Beschriftungsklebeband neolLab®

CELLSTAR® Zellkultur 24-Multiwell Platten

Greiner Bio-One GmbH

Collection Tubes

Zymo Research Corp.

Deckglaser (@ 10mm)

Thermo Scientific™

Einmal-Skalpell (steril) Aesculap
Einmal-Wischtucher (Tissue-Tucher) Carl Roth
Eisblock Laborintern
Entsorgungsbeutel VWR
Erlenmeyerkolben (100; 250; 500 ml) Duran

Filterpapier (& 70mm)

Macherey-Nagel

Glas-Objekttrager

Diagonal GmbH & Co. KG

Kryo-Aufbewahrungsbox neolLab®
Kryordhrchen (Cryovials) Thermo Scientific™
Laborflaschen (250; 500; 1000 ml) VWR

Laborglasflasche (250; 500 ml)

Schott Duran

Latexhandschuhe

Sempercare® Edition

Messpipetten (5; 10; 25 ml)

Greiner Bio-One GmbH

Mikroreaktionsgefald (0,5; 1,5; 2 ml) Eppendorf
Petrischalen 100x20 mm rund Greiner Bio-One GmbH
Pinzette VWR

Pipettenspitzen (20; 200; 1000 pl) Sarstedt
Preseparationsfilter (& 30 pm) Miltenyi Biotec
Rotilabo®-Spritzenfilter (steril) Roth
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Safe Lock Tubes 2 ml

Eppendorf

Spritze (10 ml)

BD Discardit™ ||

Suspensionskulturflaschen (Vol. = 50, 250,
550, 650 cm?3)

Greiner Bio-One GmbH

Tip SystemBox (fur Pippettenspitzen)

Sarstedt

Trockeneis

Laborintern

Tube Racks

Greiner Bio-One GmbH

Verschlussfolie

PARAFILM® M

Zentrifugenréhrchen (15; 50 ml)

Greiner Bio-One GmbH

Zymo-Spin™ | Columns

Zymo Research Corp.

3.7 Laborgerate

Tabelle 7: Laborgerate

Name Firma

Absaugsystem Integra Biosciences™ Vacusafe™
Centrifuge 5702 Eppendorf

Centrifuge 5804 R Eppendorf

COo-Inkubator Heracell 150i Thermo Scientific™

Digitale Farbkamera DFC480 Leica

Digitaler Pipettierhelfer Sunlab®

Dunkelhaube BDR 1 Biometra GmbH

Electrophoresis Power Supply
EPS 301

Amersham Biosciences

Elektrische Feinwaage R 180 D

Sartorius Research

Elektrischer Pipettierhelfer Eppendorf
Fluoreszenzmikroskop DM IRB Leica
Gefrierfach (-20 °C) Liebherr
Geldokumentationssystem BioDocAnalyze .

(BDA) digital y y Biometra GmbH
Gewe_behomogenlsator nach Potter- VWR
Elvehjem

Heiz- und Magnetriihrer Combimag Ret IKA®
Inverses Labormikroskop DM IL LED Leica
Kreisschuttler (Vortexer) VWR
Kreisschuttler (Vortexer) MS1 Minishaker IKA®
Kuhlschrank (+4 °C) Liebherr
Laborautoklav VX-55 Systec
Live cell movie analyzer JuLI™ Br NanoEnTek
Mechanische Pipette Gilson

(2; 10; 20; 100; 200; 1000 pl)

Mechanische Pipette E dorf
(10; 20; 100; 500; 1000 pl) bppendor
Mikrowelle R-334 Sharp
Mikrozentrifuge Biofuge® Pico Heraeus
Mikrozentrifuge Mikro 200R Hettich

Nalgene™ Unwire™ Gestelle

Thermo Scientific™

NanoDrop™ 1000 Spektralphotometer

Thermo Fisher Scientific

Neubauerzahlkammer (0,0025 mm?)

Brand

Reaktionsgefal3-Stander

VWR
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Materialien

Reinstwassersystem arium® pro VF

Sartorius Stedim Biotech

Schuttel- und Mischgerat Duomax 2030 Heidolph
Sicherheitswerkbank Herasafe® HERAEUS®
Sonication System Bioruptor Plus® Diagenode

Tiefkuihllagergerat (-80 °C) HERAfreeze®
Basic

Thermo Scientific™

UV-Transilluminator Tl 1

Biometra GmbH

Wasserbad AQUAline AL 12

Lauda

3.8 Datenverarbeitungsprogramme

Tabelle 8: Datenverarbeitungsprogramme

Name Firma
(Fluoreszenz-) Mikroskopsoftwareplattform Leica
Application Suite V4 LAS 4.0

Adobe Spark Adobe Inc.

EndNote X8

Clarivate Analytics

Excel® for Microsoft 365

Microsoft Corporation

Extreme Limited Dilution Analysis

Walter and Eliza Hall Institute of Medical
Research, Hu, Y., Smyth, GK.

Geldokumentationskamera PowerShot G6 Canon
G_eldokumentatlonsprogramm Biometra GmbH
BioDocAnalyze

IBM SPSS Statistics 27 IBM

ImageJ Open Source

Photoshop Elements 2021 Adobe Systems Software Ireland Limited
PowerPoint® for Office 365 Microsoft Corporation

Word for Office 365 Microsoft Corporation

XMind 2020 XMind Ltd.
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4 Methoden
4.1 Zellkultur

4.1.1 Kultivierbedingungen und Herstellung des Mediums

Die Zelllinien wurden in einem COz-Inkubator kultiviert, bei konstanter Temperatur von 37 °C
und einem CO2-Gehalt von 5 %. Zellkulturarbeiten, wie das Passagieren oder die Behandlung
der Zellen, wurden stets unter sterilen Bedingungen mit sterilen Materialien unter einer
Sicherheitswerkbank mit Abzug durchgefihrt.

Alle Zelllinien — naive, vorbestrahlte und behandelte - wurden in einem serumfreien Medium
kultiviert, das die Selbsterneuerung der Zellen unterstitzte [7]. Es bestand aus dem
Neurobasal Medium der Firma Gibco, dem das B27-Supplement und die rekombinanten
humanen Wachstumsfaktoren EGF und bFGF hinzugegeben wurden [7]. Das initial zehnfach
konzentrierte B27 Supplement wurde direkt zum Medium gegeben und wurde so auf eine
einfache Konzentration verdinnt. Die Wachstumsfaktoren wurden separat als zehnfach
konzentrierte Lésung angesetzt und zum Medium (mit B27) in einem Verhéltnis von 1:9
gegeben, sodass auch sie letztlich in einfacher Konzentration vorlagen.

Um jenes separat angesetzte, zehnfach konzentrierte Reservoir herzustellen, wurde anfangs
B27 wie oben beschrieben zum Neurobasal-Medium hinzugegeben. AnschlieRend werden in
25 ml aus dem sich ergebenden Medium 1 g BSA durch das Schittelgerat fir 30 Min. bei
Raumtemperatur geldst und in ein 50 ml Zentrifugenrdhrchen tbertragen. Die Losung wird mit
einer Spritze entnommen und durch einen Spritzenfilter (Milliporfilter) steril filtriert, bis auf 5 ml
der Losung. In diesen werden 100 pl aus einer bFGF-Stocklésung mit der Konzentration 0,1
po/ul sowie 20 ul aus einer EGF-Stocklosung mit der Konzentration 1 pg/ul geldst. Beide
Stocklésungen werden bei -80 °C aufbewahrt und zu diesem Zwecke vorher in einem
Wasserbad aufgetaut. Die genannte Mischlésung wird erneut steril filtriert, unter Benutzung
des gleichen Spritzenfilters. Um das Maximum an geldsten Wachstumsfaktoren
auszuschopfen, wird das Rohrchen mit 5 ml Medium gespilt und der Filtrationsvorgang
wiederholt. Es ergibt sich also ein Filtrat mit einem Totalvolumen von etwa 30 ml. Dieses wird
nun auf zwei Zentrifugenrbhrchen aufgeteilt, mit je 15 ml an Filtrat. Es schlief3t sich eine
zehnfache Verdinnung durch die Hinzugabe von 45 ml Medium an, sodass sich ein
Totalvolumen von 50 ml pro Zentrifugenrohrchen ergibt. Zum Schluss wird von jedem
Roéhrchen eine Probe von je 500 ul enthommen und jeweils in ein Well einer 24-Well-Platte
Ubertragen. Diese Platte wird bei 37 °C im Inkubator hinterlegt. Ziel hiervon ist die Erkennung
einer etwaigen Kontamination oder bakteriellen Ansiedlung in den Folgetagen und -wochen.
In den Rohrchen befindet sich nun eine zehnfach konzentrierte Wachstumsfaktor-Losung mit
einer Endkonzentration von 1 g/100 ml BSA, 100 ng/ml bFGF und 200 ng/ml EGF. Die
Réhrchen werden bei 4°C im Kihlschrank aufbewahrt.

Die folgende Tabelle gibt Uberblick tiber die Bestandteile der verwendeten Medien.

Tabelle 9: Zusammensetzung der verwendeten Medien

Bezeichnung des Mediums Zusammensetzung des Mediums

ﬁg‘iﬁ!ﬂ,‘ﬁﬁr“”QSforder”deS sl Pl Neurobasal™ Medium + B27-Supplement
Neurobasal™ Medium + B27-Supplement

Selbsterneuerungsforderndes Medium + 0,1 % BSA

NB *bFGF+EGF + 10 ng/ml bFGF

+ 20 ng/ml EGF

Neurobasal™ Medium + B27-Supplement
10-fach konz., wachstumsfaktor- 1 % BSA
angereichertes Medium + 100 ng/ml bFGF

+ 200 ng/ml EGF
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4.1.2 Kultivierung von GSC-Sphéarenkulturen

Die GSC-Zelllinien werden als nicht-adharente Spharen kultiviert. Sie wachsen daher gelost
im Zellkulturmedium und haften nicht an der Oberflache der Kulturflasche. Ihr Wachstum wird
primér durch das umgebende Medium und seine Wachstumsfaktoren bestimmt und limitiert
und nicht von der Wachstumsflache des KultiviergefaRes. GSC-Spharen von 100-500 pm
Durchmesser wurden durch Sedimentation gesammelt und mit einem kombinierten
enzymatisch-mechanischen Verreibungsansatz dissoziiert.

Die GSC-Spharen sedimentierten unter Einfluss der Schwerkraft in einer Ecke der
Kulturflasche, von wo aus sie per Pipette (unter Mithahme von Medium) entnommen und in
ein Mikroreaktionsgefal® tberfihrt wurden. Nach erneuter Sedimentierung der Zellaggregate
wurde der Uberstand (an Medium) entfernt. Zum Zellpellet wurde nun 0,05 % Trypsin-EDTA
gegeben (i.d.R. 200 pl bei groRem Zellpellet; bei kleinem Zellpellet 50 -100 pl) und das
Gemisch insgesamt zehn Mal resuspendiert. Die Trypsin-EDTA-L6sung dient zur
enzymatischen Verdauung der Zell-Zell-Verbindungen und damit der Dissoziation der
Zellspharen [446, S.115]. Es folgte eine direkte Neutralisation mit 1 ml Neurobasal-Medium
um zytotoxische und irreversible Schaden durch eine lange Einwirkzeit der
Dissoziationslésung zu verhindern [446, S.115]. Das Mikroreaktionsgefal3 wurde in einer
Mikrozentrifuge fur 3 Min. mit 2000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut entfernt und
das Zellpellet resuspendiert mit 1 ml NB *°FCF*ECF Dije sich ergebende Zellsuspension wurde
durch einen Pre-Seperationsfilter in ein neues Mikroreaktionsgefaf filtriert.

Es schloss sich die Bestimmung der Zellzahl an. Hierzu wurden 20 pl der unverdiinnten
Zellsuspension mit 20 pl Trypanblau gemischt (und damit 1:2 verdiinnt). Trypanblau ist ein
Farbstoff, der nur tote Zellen farbt, wéhrend vitale Zellen ihn nicht aufnehmen. Vitale Zellen
leuchten daher hell, tote Zellen werden dunkelblau gefarbt. Das Zellsuspensions-Trypanblau-
Gemisch wurde nun in eine Neubauerzahlkammer Uberfihrt und ein Kammerfeld ausgefulit.
Dies beinhaltet 3 x 3 GroRquadranten mit jeweils 1 mm Kantenlange und damit 1 mm? Flache.
Nun wurde die Anzahl von lebenden wie toten Zellen in den vier Eckquadranten des
Kammerfelds gezahlt und der Durchschnitt ,n“ aus diesen vier Eckquadranten bestimmt. Nach
der folgenden Formel wurde die Zellkonzentration c in Zellen pro Milliliter bestimmit:

¢ =nx 2 (Verdinnungsfaktor) x 10 000

4.1.3 Kryokonservierung, Auftauen und Wiederkultivierung von GSC

Um permanente Kultivierungsarbeit und Veranderungen an Zelllinien (wie Alterungsprozess,
Veranderung der Vitalitat) zu verhindern, werden diese durch entsprechende
Kryokonservierung eingefroren und in flissigem Stickstoff aufbewahrt [446, S.137]. Dies
gewabhrleistet eine Langlebigkeit und Wiederverwendbarkeit der Zellen zu einem spéteren
Zeitpunkt.

Hierzu wurden die Zellspharen in der Kulturflasche sedimentiert, entnommen und in einem
Mikroreaktionsgefal in einer Mikrozentrifuge fur 3 Min. mit 2000 rpm zentrifugiert. Hiernach
wurde der Uberstand entfernt, 2 ml Gefriermedium hinzugegeben und wenige Male
resuspendiert. Das Gefriermedium bestand aus 1,6 ml B27-supplementiertem
Neurobasalmedium, 0,2 ml 10-fach konzentrierter NB *PFCF*ECF_| gsung und 0,2 ml 99,5%
DMSO. Neben dem ublichen Zellkulturmedium waren hiermit zu 10 % (v/iv) DMSO als
Frostschutzmittel enthalten. Es verhindert die Kristallbildung in und au3erhalb der Zellen [446,
S.137] und damit die irreversible Schadigung und Zerstérung der Zellen wahrend des
Gefriervorgangs. Die Zellsuspension wurde in ein Kryoréhrchen Ubertragen und in einer
Einfrierbox fur 24 Stunden deponiert. In ihr wird der Kiihlvorgang schonend vollzogen durch
eine Abkuhlfrequenz von -1 °C pro Minute bis zur Gefriertemperatur von -80 °C. Hiernach wird
das Kryorthrchen in einem Stickstofftank aufbewahrt, der die Gefriertemperatur von ca. -196
°C aufweist.

Zum Auftauen der Zellen wurde das Kryordhrchen in einem vorgewarmten Wasserbad bis auf
37 °C aufgewarmt. Die Zellsuspension wurde in ein Mikroreaktionsgefaf Gibertragen und in
einer Mikrozentrifuge mit 2000 rpm fur 3 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt, das
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Zellpellet in dem ublichen Zellkulturmedium (NB *PFCF*EGF) resuspendiert und in eine
Kulturflasche samt Zellkulturmedium Ubertragen, die im Inkubator hinterlegt wurde.

4.2 Bestrahlung der Zellen

In vorherigen Forschungsarbeiten der Arbeitsgruppe wurden Klone der Glioblastom-
abgeleiteten Stammzelllinie 1051 mit ionisierender Strahlung behandelt, um die Auswirkungen
der Strahlentherapie zu modellieren. Diese Strahlenbehandlung wird in [1] erlautert. Dabei
wurde ein hypofraktioniertes Bestrahlungsschema angewandt, das aus sieben Fraktionen von
je 2 Gy Rontgenstrahlung bestand, die von einem Gulmay RS225 GS014 Rontgengerat
(Gulmay Medical Ltd., Camberley, UK) bei einer Stromstarke von 200 kV, einer Spannung von
15 mA und einer Dosisleistung von 1 Gy/min erzeugt wurde [1]. Die Tumorspharen wurden
hierzu einen Tag vor der Bestrahlung passagiert. Unmittelbar nach der Bestrahlung wurden
die Zellen bis zur nachsten Bestrahlung in ihrem Zellkulturmedium im Inkubator kultiviert [1].
Abgesehen von der Bestrahlung wurden die Kontrollkulturen aus naiven #1051-Zellklonen
parallel dazu in gleicher Weise behandelt. Insgesamt wurden daher sieben aufeinander
folgende Fraktionen von Strahlen- oder Scheinbehandlungen an isogenen Paaren aus #1051
und #1051 _IR durchgefihrt [1].

4.3 Selektion der Zellen durch Temozolomidbehandlung

4.3.1 Selektionsprozess

Zur Zielsetzung dieser Arbeit gehorte die Charakterisierung von Temozolomid-resistenten
Klonen der Glioblastom-abgeleiteten Stammzelllinie #1051. Die Grundlage hierfir bildete ein
mehrschrittiger Selektionsprozess, der durch wiederholte Behandlung der Zellen mit
Temozolomid induziert wurde. Zur Subkultivierung dieser Temozolomid-resistenten Klone
wurden Klone der beiden Zelllinien aus elterlicher #1051-Linie und vorbestrahlter Linie
#1051 IR mit Temozolomid in unterschiedlichen Konzentrationen behandelt. Zeitpunkt der
Behandlung war stets am Folgetag nach durchschnittlich 24 Stunden nach dem Passagieren
der Zellen. Die nachste Behandlung folgte, wenn die Zellspharen den Zustand zum nachsten
Passagieren erreicht haben, sprich wenn sie sich in der spaten exponentiellen (log-)
Wachstumsphase befanden. Der Zeitraum zwischen zwei Passagen betrug bei bestrahlten
Zelllinien durchschnittlich 21 Tage und bei unbestrahlten 22 Tage. Uber dem gesamten
Zeitraum von ca. 16 Wochen befanden sich die Zellen in Anwesenheit des Temozolomid.
Hierbei fanden insgesamt sechs Behandlungsphasen statt, angelehnt an das Therapieschema
von Glioblastomen zum gegenwaértigen Zeitpunkt aus adjuvanter Radiochemotherapie mit (zur
Bestrahlung begleitender Temozolomid-Gabe und) anschlieRender alleiniger Gabe von
Temozolomid in sechs Zyklen [21, 447]. Nach dieser mehrschrittigen Temozolomid-
Behandlung wurde der Selektionsprozess als abgeschlossen betrachtet. Dies wurde als
Endpunkt der Behandlung festgelegt, da nach jedem Behandlungsschritt Zellen durch die
zytotoxische Wirkung des Temozolomid zugrunde gingen (s. 5.2) und andere trotz der hohen
Konzentration des Chemotherapeutikums (berlebten und proliferierten. Wiederholt man
diesen Prozess, wie in der vorliegenden Arbeit getan wurde, nimmt die Resistenzfahigkeit der
Tumorzellen gegentiber Temozolomid mutmalflich fortlaufend zu. Das zu erwartende Ergebnis
ist eine steigende Aggressivitat der Tumorzellen in vitro und analog hierzu des Tumorgewebes
in vivo.

TMZ ist in Wasser unlgslich, kann aber in DMSO geltst werden [448]. Der Grund hierfir liegt
in der Eigenschaft des DMSO, ein organisches Lésungsmittel zu sein, das mit Wasser
mischbar ist [449]. Die Temozolomid-Arbeitsstocklosung beinhaltete daher DMSO als
Dissoziationsmedium (s. 4.3.2). Um die mit TMZ verbundenen Effekte eindeutig von
unspezifischen Auswirkungen des Losungsmittels zu trennen, wurden alle Behandlungen von
GSC mit TMZ parallel zu einer Scheinbehandlung mit TMZ-freiem DMSO durchgefiuhrt. Die
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Kontroll-Sublinien  wurden als #1051 DMSO bezeichnet und mit demselben
Selektionsverfahren erzeugt, nur dass die Zellen mit TMZ-freiem DMSO behandelt wurden.
Daher wurden, um eine Kontrollgruppe zu kultivieren, andere Klone der beiden Zelllinien
#1051 und #1051 IR mit DMSO behandelt. Das Volumen an DMSO, das zur Behandlung
verwendet wurde, entsprach dabei stets dem Volumen an der Temozolomid-
Arbeitsstocklosung, das den Zellen in der Kulturflasche verabreicht wurde. Ferner fand die
Behandlung mit DMSO immer parallel zu jedem Behandlungsschritt mit Temozolomid statt und
umfasste daher insgesamt ebenso sechs Zyklen.

Fur die sich anschlieRenden Experimente wurden die Zellklone ausgewabhilt, die jeweils mit der
hdchsten Konzentration an Temozolomid und DMSO behandelt wurden (s. 4.3.2). Diese waren
jene Klone, die mehrschrittig mit 100 uM Temozolomid respektive 0,194% DMSO behandelt
wurden. Es war plausibel, davon auszugehen, dass diese Zellklone — nach Selektion und
Resistenzentwicklung — von den vorliegenden behandelten Zelllinien den hdchsten Grad an
etwaigen (molekular-)biologischen Veré&nderungen und Resistenzmechanismen aufwiesen
[449]. In der Untersuchung und Charakterisierung dieser war es daher stringent, den Fokus
auf genannte Zellklone zu setzen. Die restlichen Zellklone, die mit niedrigeren Konzentrationen
an Temozolomid und DMSO behandelt wurden, wurden kryokonserviert.

4.3.2 Herstellung der Temozolomid-Arbeitsstockldsung und Behandlungsschema

Zur Behandlung der Zelllinien mit Temozolomid wurde dieser Arbeit vorangehend eine
Arbeitsstocklésung hergestellt und aliquotiert, sodass in jedem Behandlungsschritt eine
identische Behandlungslésung verwendet wurde. Hierzu wurden 100 mg Temozolomid (von
der Firma Sigma-Aldrich®) — bei einem molekularen Gewicht von 194,151 g/mol [450] — in 10
ml 99,5%-ige DMSO-L0Osung geldst. Dies entspricht einer Konzentration von 51,5 mM. Diese
Lésung wurde anschlieBend im Verhaltnis von 1:1 mit kalter, steriler PBS-Pufferlésung
gemischt, sodass die finale Konzentration von Temozolomid in der Lésung 25,75 mM
entsprach. Dies stellte die Arbeitsstockldsung dar und wurde fiir spateren Gebrauch aliquotiert
und bei -80 °C aufbewahrt.

Fur den Selektionsprozess der Zellen wurden als Temozolomid-Konzentrationen (zur
Behandlung) 1 uM, 10 uM und 100 puM festgelegt. Um diese Konzentrationen im Kulturmedium
von 7 ml zu erreichen, war fur die Konzentration von 1 uM pro Behandlungsschritt die
Verabreichung von ca. 0,272 pl an obiger Arbeitsstocklésung nétig, fir 10 uM ca. 2,72 pl und
fir 100 uM als hochste Konzentration ca. 27,2 yl. Um mdgliche Pipettierfehler zu minimieren,
wurde fir alle Behandlungskonzentrationen und zu behandelnden Zelllinien eine gemeinsame
Gebrauchsmischlosung erstellt, in der die Temozolomid-Arbeitsstocklosung 1:9 mit eiskaltem
B27-supplementiertem Neurobasalmedium gemischt und damit 1:10 verdinnt wurde. Aus
dieser Temozolomid-Gebrauchslésung wurde den Zellen im néchsten Schritt jeweils das
Zehnfache der oben genannten (aus der Arbeitsstocklésung bendtigten) Volumina verabreicht,
sprich 2,72 pl Temozolomid-Arbeitsgemisch fir die Konzentration von 1 pM, 27,2 pl fir 10 pM
und 272 pl fir 100 puM. Analog hierzu wurde wie in 4.3.1 dargelegt dem anderen Teil der
Zelllinien dieselben Volumina an DMSO verabreicht (d.h. 2,72 pl, 27,2 pl und 272 ul an 5%
DMSO fir drei Zellklone pro Zelllinie), sodass die DMSO-Konzentration 0,0019, 0,0194 und
0,194 Prozent betrug.

Daraus ergaben sich fiir jede der sechs Zelllinien aus 3.1 folgende sechs Klone, die
exemplarisch an der Zelllinie #1051 dargestellt sind:

Tabelle 10: Exemplarisches Behandlungsschema

Zelllinie + Behandlung

#1051 + 1 uM Temozolomid in 0,0019% DMSO
#1051 + 10 pM Temozolomid in 0,0194%
DMSO

#1051 + 100 pM Temozolomid in 0,194%
DMSO
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#1051 + 0,0019% DMSO
#1051 + 0,0194% DMSO
#1051 + 0,194% DMSO

4.4 Bestimmung der Selbsterneuerungskapazitat durch das Extreme
Limited Dilution Assay

4.4.1 Prinzip des Extreme-Limited-Dilution-Assays

Beim Extreme-Limited-Dilution-Assay (ELDA) - Gbersetzt Grenzwert-Verdinnung - handelt es
sich um eine experimentelle Methode, um die Frequenz von Effektorzellen (mit spezifischen
Eigenschaften und Funktion) innerhalb einer Gesamtpopulation zu bestimmen [451, 452]. In
dieser Arbeit diente sie der Bestimmung der Anreicherung von GSC in den verschiedenen
Zellreihen unter unterschiedlichen Konditionen sowie ihrer Kapazitat zur Selbsterneuerung. Es
handelt sich um eine Art Dosis-Wirkungs-Experiment, bei dem jede einzelne Kultur eine
negative oder positive Reaktion ermdglicht (nach dem Alles-oder-Nichts-Prinzip) [451, 453].

Diese positive Reaktion ist im vorliegenden Fall durch ein sichtbares Wachstum, sprich eine
Bildung von mindestens einer Neuro- bzw. Tumorsphére definiert; bei Ausbleiben dessen
handelt es sich um eine negative Reaktion. Die Haufigkeit der gebildeten Neurosphéren ist
dabei nicht von Relevanz, da unklar bleibt, ob dieser eine oder mehrere GSC zugrunde liegen.
Entscheidend ist dagegen die negative Reaktion, da sie demonstriert, dass keine GSC in
dieser Kultur vorhanden war [453]. Andernfalls wére eine positive Reaktion erfolgt, da GSC
(selbst bei geringer Zellanzahl) stark tumorigen sind.

Die Grundlage bildet das Anlegen einer Verdiinnungsreihe. Dabei erfolgt die Ausplattierung
der Zellen ab einer solch hohen Konzentration, wo die erwiinschte Reaktion in jedem Fall
auftritt (100 %), schrittweise absteigend und verdinnend bis zu einem so niedrigen Grenzwert,
dass er (nahezu) limitierend ist fir die erwinschte Reaktion (0%) [451, 452]. Die Rate an
positiven und negativen Reaktionen flir jede Konzentration erlaubt die Bestimmung der
Frequenz an GSC pro Zellreihe und den Vergleich dieser [451]. Das zugrunde liegende
Analysemodell ist in 4.4.3 beschrieben.

4.4.2 Durchfiihrung

In der vorliegenden Arbeit wurden entsprechend der Proliferationskapazitat der Zelllinie #1051
die obere Grenze der Zellkonzentration pro Kultur im ELDA mit 20 Zellen/Kultur und die untere
Grenze mit (rechnerisch) 0,3075 Zellen/Kultur festgelegt. Die Verdunnungsschritte zwischen
diesen Konzentrationen besalRen jeweils den Verdinnungsfaktor 1:2. Damit ergab sich eine
Verdinnungsreihe mit den Konzentrationen [20 - 10 - 5 - 2,5 - 1,25 — 0,6125 — 0,3075]
Zellen/Kultur.

Zur Vorbereitung des ELDA wurden die Zellen wie in 4.1.2 beschrieben passagiert und gezahit.
Im Anschluss wurde die Zellsuspension in NB *PFEF*EGF 1:100-fach verdiinnt (in zwei Schritten
a 1:10-Verdinnung). Fir die Konzentrationen von 20, 10, 5 und 2,5 wurde jeweils ein 50 ml-
Zentrifugenréhrchen beschriftet und mit 20 ml NB *PF6F*EGF pro RGhrchen gefiillt. Nun wurde
fur die jeweilige Zellkonzentration eines jeden Zentrifugenréhrchens das bendtigte
Zellsuspensionsvolumen (auf das Volumen von 20 ml bezogen) entnommen und ins
Zentrifugenréhrchen Gberfuhrt. Fur jede dieser Konzentrationen (20 — 10 — 5 — 2,5) wurde eine
24-Well-Platte vorbereitet und in die Wells aller Reihen jeweils 1 ml NB *PFSF*EGF yerteilt, mit
Ausnahme der ersten Reihe, die vorerst leer blieb. Aus dem Zentrifugenréhrchen wurden
sechsmal 2 ml der Zellsuspension entnommen und in die sechs Wells der ersten (leeren)
Reihe der zugehoérigen Well-Platte Gberfiihrt. Nun wurde die Verdiinnungsreihe initiiert, indem
1 ml Zellsuspension von jedem Well der ersten Reihe in das darunterliegende Well der zweiten
Reihe Ubertragen und (in dem dort vorhandenem Medium) mehrfach resuspendiert wurden.
Dieser Verdunnungsschritt zwischen zwei Reihen wurde bis zur letzten Reihe fortgefiihrt und
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das verbleibende Zellsuspensionsvolumen (von 1 ml) wurde in eine Restplatte Ubertragen.
Damit ergab sich folgendes Konzentrations- und Verdinnungsmuster:

20 10 5 2,5 2,5
10 5 2,5 1,25 1,25
5 2,5 1,25 0,6125 0,6125
2,5 1,25 0,6125 0,3075 0,3075
ater, : ; : s
(,Rest")

Abbildung 12: Verdinnungsmuster des ELDA

Die erste Reihe jeder Platte beinhaltete die hdchste Zellkonzentration, die in jedem der sechs Wells (pro Reihe)
enthalten war. Ausgehend von dieser ersten Reihe wurde eine mehrschrittige 1:2-Verdiinnung bis zur letzten Reihe
vorgenommen. Die restliche Zellsuspension wurde in die finfte ,Restplatte” transferiert. Pro ELDA-Set ergaben
sich daher die H6chstkonzentration von 20 und die niedrigste Konzentration von 0,3075 Zellen/Well. Ersichtlich ist,
dass je niedriger die Zellkonzentration ist, desto mehr Kulturen wurden angelegt. Quelle: Eigene Darstellung

Diese Verdunnungsreine wurde zur Validierung der Ergebnisse pro Zellreine dreimal
durchgefuhrt. Zum ELDA einer Zellreihe wurde stets das ELDA der Kontrollgruppe parallel
durchgefihrt.

4.4.3 Auswertung des Extreme-Limited-Dilution-Assays

Nach erfolgter Ausplattierung der Zellen in den Well-Platten fand eine Inkubation im CO»-
Inkubator bei einer Temperatur von 37 °C und einem CO»-Gehalt von 5 % fiir durchschnittlich
vier bis funf Wochen statt. Diese Zeit gentgte, um eine Pasitiv- von einer Negativreaktion zu
unterscheiden. Da die Durchfuhrung des ELDA einer Zellreihe immer parallel zur
Kontrollgruppe geschah, erfolgte die Auswertung beider ELDA ebenso parallel zum selben
Zeitpunkt. Durch lichtmikroskopische Betrachtung wurde beurteilt, ob sich in einem Well
mindestens eine Neurosphare gebildet hat. Fiur dieses Well wurde demnach eine
Positivreaktion verzeichnet. Erfolgte kein sichtbares Zellwachstum wurde eine Negativreaktion
vermerkt. So wurde die Gesamtanzahl an Wells, positiven sowie negativen Antworten fir die
jeweilige Zellkonzentration ermittelt, exemplarisch in der folgenden Tabelle dargestellt:

Tabelle 11: Exemplarische ELDA-Auswertung

Konzentration Gesamtanzahl Anzahl an Zellreihe
[Zellen/Well] (Wells) Positivreaktionen

20 6 6 #1051 _IR_TMZ
10 12 12 #1051 IR_TMZ
5 18 17 #1051 _IR_TMZ
2,5 30 23 #1051_IR_TMZ
1,25 24 11 #1051 IR_TMZ
0,625 18 6 #1051 IR_TMZ
0,3125 12 1 #1051 _IR_TMZ
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20 6 6 #1051_IR_DMSO
10 12 12 #1051_IR_DMSO
5 18 16 #1051_IR_DMSO
2,5 30 15 #1051_IR_DMSO
1,25 23 9 #1051_IR_DMSO
0,625 18 3 #1051_IR_DMSO
0,3125 12 1 #1051_IR_DMSO

Zur Analyse dieser erhobenen Daten wurde eine Extreme-Limited-Dilution-Analysis
verwendet. Dieses Softwareprogramm ist als Online-Werkzeug frei zuganglich auf der
Webseite [11] und wird durch [451] zur Verfugung gestellt. Nach Eingabe der Daten ist diese
Software dazu imstande, die Stammzell-Frequenz innerhalb der Ausgangs- bzw.
Gesamtpopulation zu ermitteln. Diese Bestimmung unterliegt einem 95 %-Konfidenzintervall
und setzt die Annahme des ,Poisson-Single-Hit-Model“ voraus. Dieses geht von einer
Poisson-Verteilung von Effektorzellen (bzw. Stammzellen) innerhalb verschiedener
Populationen aus und setzt voraus, dass eine einzige Effektor- bzw. Stammzelle ausreichend
ist, um eine Positivreaktion einer Kultur im ELDA auszuldsen [451].

Daruber hinaus vergleicht die Software die Stammzell-Frequenz verschiedener
Zellpopulationen unter Angabe des p-Werts [451]. Als Signifikanzniveau wurde der Wert
a=0,05 festgelegt. Bei multipler Testung ergab sich hierbei die Notwendigkeit einer Alpha-
Korrektur. Zur Alpha-Korrektur wurde die Korrektur nach Benjamini-Hochberg herangezogen.
Es ergab sich ein korrigiertes Signifikanzniveau von a=0,02857.

45 Immunfluoreszenzfarbung

45.1 Prinzip der Immunfluoreszenzfarbung

Die Identifizierung von Zell-/Gewebseigenschaften und -strukturen durch die
Immunfluoreszenzfarbung nimmt einen wichtigen Platz im Rahmen immunzytochemischer
Untersuchungen ein. Sie ist charakterisiert durch die hohe Spezifitat ihres Nachweises, da er
auf der spezifischen Antigen-Antikdrper-Reaktionen basiert [454, S.270]. Hierbei stellt die
Zielstruktur ein Antigen da, das durch seine dreidimensionale Tertidarstruktur verschiedene
Angriffspunkte (Epitope) fir Antikbrper bietet. Ein oder mehrere Antikdrper haben eine Affinitat
zu diesen Epitopen und kénnen nach dem Schlussel-Schloss-Prinzip spezifisch an sie binden;
hierdurch erfolgt die Markierung dieser Zielstrukturen. Um diese Markierung nachweisbar zu
gestalten, ist ein Detektionssystem vorhanden, das in der Regel ein farbliches Signal bei
erfolgter Bindung aussendet (und bei erfolgloser Bindung bzw. bei Nicht-Vorhandensein des
Antigens nicht). Diese kann durch UV-Mikroskopie detektiert werden [454, S.270]. Diese
fluoreszierenden Detektionssysteme kdnnen unmittelbar kovalent mit Antikérpern verbunden
sein, welche direkt an das Antigen binden und dieses damit unmittelbar markieren. Solche
Antikorper werden als Primarantikorper bezeichnet, da sie direkt an das Antigen binden. Diese
Methode wird daher als direkte Immunfluoreszenz bezeichnet, da die immunfluoreszierende
Komponente direkt mit dem Priméarantikbrper verbunden ist.

Im Gegenzug bindet bei der indirekten Immunfluoreszenz im ersten Schritt ein unkonjugierter
Primarantikorper (an dem kein immunfluoreszierendes Detektionssystem gebunden ist) an das
Antigen. Im zweiten Schritt wird ein konjugierter Sekundéarantikdrper dazugegeben, der Trager
fur das Detektionssystem ist. Dieser erkennt und bindet an den Primarantikérper (der damit
selbst als Antigen fungiert) und dient zur farblichen Markierung der erfolgten Antigen-
Identifizierung [454, S.273, 288]. Ein Vorteil dieser indirekten Immunfluoreszenz gegenuber
der direkten ist die Moglichkeit, dass mehrere polyklonale Antikérper (die folglich gegen
unterschiedliche Epitope gerichtet sind) an denselben Priméarantikorper binden kénnen und
farbig markieren [13, S.107, 454, S.288]. Dadurch wird eine Signalverstarkung erzielt, die im
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Mikroskop auch starker imponiert. In dieser Arbeit werden Fluorochrome als Detektionssystem
verwendet. Diese sind kovalent mit den Sekundarantikdrpern verbunden und ihre Fluoreszenz
kann durch ein Fluoreszenzmikroskop visualisiert werden. Hierbei wird von einer Lichtquelle
des Mikroskops Licht mit einer spezifischen Anregungswellenl&nge ausgesendet, die an das
Fluorochrom angepasst ist. Letzteres absorbiert das ausgesandte Licht, wird dadurch zur
Fluoreszenz angeregt und sendet wiederum Licht mit einer bestimmten Emissionswellenldnge
aus, die durch den Betrachter wahrgenommen werden kann [454, S.360].

Zur kombinierten (Mehrfach-)Farbung von mehreren Antigenen kann man die verwendeten
Primarantikérper-Sekundarantikérper-Paare nacheinander oder simultan inkubieren lassen
[454, S.293]. Da in der vorliegenden Arbeit die Markierung der unterschiedlichen Antigene
durch Primarantikorper erfolgte, die aus unterschiedlichen Spezies stammen, konnte die
simultane, zeitsparende Methode angewandt werden [13, S.106]. Der Grund ist, dass durch
die Gewinnung der Primarantikérper aus unterschiedlichen (Host-)Spezies diese sich auch in
ihrer Eigenschaft als Antigen fur die Sekundarantikorper unterscheiden. In anderen Worten
unterscheiden sich die Epitope der Sekundarantikorper auf diesen unterschiedlichen
Primarantikérpern und daher kdnnen sie simultan an ihr jeweiliges Epitop binden und dieses
markieren. Dies wird in Abbildung 13 veranschaulicht. Hierbei missen Kreuzreaktionen
ausgeschlossen werden. Aus diesem Grund wurden in dieser Arbeit solche
Sekundarantikorper verwendet, die gegen die respektive Host-Spezies gerichtet sind (und
nicht an die Primarantikbrper aus den anderen Hostspezies binden) [13, S.107]. Ferner
konnten aufgrund eines vorangehenden Optimierungs- und Etablierungsprozess der
Antikorper-Auswahl und Methodik Kreuzreaktionen zwischen den Sekund&rantikorpern
untereinander als auch zwischen ihnen und dem jeweils gegenteiligen Primarantikrper
ausgeschlossen werden. Dartber hinaus muss darauf Acht gegeben werden, dass sich die
Detektionssysteme der Sekundéarantikorper in ihren Absorptions- und Emissionswellenlangen
bzw. -spektra unterscheiden, damit keine Uberlappung des Detektionssignals vorliegt [13,
S.104, 110]. Dies wurde garantiert durch die gleichzeitige Anwendung verschiedener
Fluorochrome.

Legende

L3 * )\I:I

Primdrantikarper

F Sekunddrantikérper #1
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Abbildung 13: Indirekte Immunfluoreszenz und Doppelféarbung

Bei der indirekten Immunfluoreszenz erfolgt die Markierung des Antigens in zwei Schritten. Im ersten Schritt bindet
ein Priméarantikdrper aus einer bestimmten Hostspezies (hier ,Mouse® bzw. ,Rabbit“) spezifisch an das Antigen (hier
Nestin bzw. GFAP). Im zweiten Schritt bindet an ihn ein Sekundéarantikérper, der gegen seinen Host reaktiv ist. Der
Sekundérantikorper ist mit einem Fluorochrom verbunden und sendet ein Farbsignal aus. Wenn unterschiedliche
Priméarantikdrper verschiedene Hosts besitzen kann man sie simultan farben, da keine Kreuzreaktion zwischen
Priméar- und Sekundérantikérpern auftreten. Dabei missen die Sekundarantikérper unterschiedliche Fluorochrome
besitzen, um eine Signal-Uberlappung zu vermeiden. Quelle: In Anlehnung an [13, S.108]

4.5.2 Herstellung von ornithinbeschichteten Deckglaschen

Zur Anwendung von immunzytochemischen Methoden wie der Immunfluoreszenzfarbung bei
nicht-adhérenten Zellen wie in der vorliegenden Arbeit ist die Immobilisierung dieser Zellen
durch induzierte Anheftung an Zellkulturoberflachen noétig. Insbesondere ist dies im
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vorliegenden Fall vonnéten, da das verwendete Kulturmedium serumfrei ist. Die verwendeten
Kulturgefalle missen daher (zur Immunzytochemie) mit Anheftungsfaktoren beschichtet
werden [446, S.63]. Diese Vorbeschichtung verstarkt die Anhaftung von Zellen an der
Glasoberflache. Diese Anheftung tragt zur Differenzierung der Tumorzellen bei und ist daher
im vorliegenden Experiment der Immunfluoreszenzfarbung forderlich [455].

In dieser Arbeit wurde Poly-L-Ornithin als Anheftungsfaktor verwendet. Damit wurden die
Deckglaschen beschichtet, die als Kulturoberflache fur die Zellen dienten, die zu einem
spateren Zeitpunkt einer immunfluoreszenten Farbung unterzogen wurden. Vorgenommen
wurde dies vom Laborteam. Die bendtigten Materialien stellen Poly-L-Ornithinhydrobromid-
Pulver und einfach konzentrierter steriler PBS-Puffer dar. Zum Ansetzen der Poly-L-
Ornithinlésung wurden 50 mg des Poly-L-Ornithin-Pulvers in 3,33 ml PBS-Puffer gelst und
mit einem Spritzenfilter steril filtriert. Dies stellte die 1000-fach konzentrierte Stocklésung dar
(mit einer Poly-L-Ornithin-Konzentration von 15 mg/ml), die aliquotiert wurde. Um die
Gebrauchslésung herzustellen, wurde ein 300 pl-Aliquot der Stocklésung in 30 ml PBS-Puffer
gelost. Die Losung wurde auf sechs Zentrifugenrdéhrchen a 5 ml verteilt und jedes Réhrchen
auf 50 ml mit (45 ml) sterilem PBS-Puffer aufgefullt. Die resultierende (1-fache) Konzentration
der fertigen Gebrauchslésung betrug 15 pg/ml. Die Lésung wurde bei -20°C gelagert.

Zur Beschichtung der Deckglaschen wurden diese zuerst in eine Glaspetrischale gelegt und
sterilisiert. Hiernach wurden sie mit steriler, gebogener Pinzette enthommen und jedes
Deckglaschen in ein separates Well einer 24-Well-Platte getan. Im nachsten Schritt wurden in
jedes Well 0,5 ml der Poly-L-Ornithin-Gebrauchslésung gegeben und die Well-Platten wurden
bis zum Folgetag im COa-Inkubator bei 37 °C aufbewahrt. Am Folgetag wurde die Poly-L-
Ornithin-Loésung abgesaugt und die Wells bzw. Deckglaschen jeweils dreimal mit sterilem
PBS-Puffer gewaschen. In jedem Waschschritt wurden 1 ml PBS-Puffer gegeben und nach
funf Minuten entfernt (und mit frischem PBS ersetzt). Nach dem letzten Waschschritt wurden
die Wells jeweils mit 0,5 ml sterilem PBS aufgefillt und erneut bis zum Folgetag im CO»-
Inkubator bei 37 °C aufbewahrt. Am folgenden dritten Tag wurde die PBS-L6sung entfernt und
der vorherige Waschschritt (mit PBS-Puffer) erneut dreimal wiederholt. Zum Schluss wurde
jedes Well mit 1 ml PBS-Puffer aufgeflillt. Die Well-Platten mit den Deckglaschen waren nun
gebrauchsfertig und fur etwa vier Wochen haltbar. Die Aufbewahrung erfolgte im Kihlschrank
bei 4 °C.

4.5.3 Vorbereitung: Zellausplattierung auf Deckglaschen

Zur Vorbereitung des Zellmaterials fur die immunfluoreszente Farbung wurden die Zellen auf
den Ornithin-beschichteten Deckglaschen ausplattiert und fiir sieben Tage inkubiert. Hierzu
wurden die beschichteten Deckglaschen von ihrer Well-Platte enthommen und in eine neue
24-Well-Platte (bertragen. Es folgte ein, zu 4.5.2 identischer, dreiteiliger Waschschritt;
allerdings wurde als Waschmedium NB *FCF*EGF gnstelle des PBS-Puffers verwendet. Nach
dem letzten Waschschritt wurde das restliche Medium entfernt und die Deckglaschen in eine
neue 24-Well-Platte Ubertragen mit einem Deckglaschen pro Well. Im zweiten Teil der
Vorbereitung wurden die zu farbenden Zellen passagiert (s. 4.1.2) und jeweils das bendtigte
Zellsuspensionsvolumen fir 30 000 Zellen berechnet. Dieses Zellsuspensionsvolumen wurde
auf die Deckglaschen pipettiert. Die Well-Platte wurde nun zur Adhéasion der Zellen an die
Oberflache der Deckglaschen fiir 10 Min. bei 37 °C im CO..Inkubator inkubiert. Es folgte die
Beurteilung der Zelldichte, -verteilung und -adh&sion im Lichtmikroskop. Im letzten Schritt
wurden 1 ml des jeweiligen Mediums (NB®FCF-ECF hzw, NB *FCF+ECF) in die Wells gegeben und
die Zellen fur sieben Tage im CO.-Inkubator bei 37 °C inkubiert. Fir jede Zelllinie wurden
Zellklone auf insgesamt zehn Deckglaschen kultiviert, finf fir jedes der beiden Medien.

45.4 Fixierung der Zellen und Farben mit Priméarantikdrper

Nach der Inkubationszeit von sieben Tagen wurde das Zellmaterial im ersten Teil und am Tag
der Immunfluoreszenzfarbung fixiert. Hierzu wurde zuerst das Medium der Wells, in denen
sich die Deckglaschen mit kultivierten Zellen befinden, abgesaugt. Die Wells wurden nun
dreimal gewaschen mit einfach konzentriertem PBS-Puffer; pro Waschschritt wurden die Wells
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mit 1 ml PBS-Puffer gefillt, der nach 5 Min. entfernt wurde. Wahrend der Wartezeit wurde 0,2
% Triton X angesetzt, das aus 100 % Triton X in zwei Verdinnungsschritten mit PBS als
Verdiunnungsmedium hergestellt wurde, sodass eine Gesamtverdiinnung von 1:500 bestand.
Triton-X diente der Permeabilisierung der Zellen. Nach Beendigung des Waschschrittes
wurden die Zellen auf den Deckglaschen durch die Zugabe von 4 % PFA fixiert. Hierzu wurden
0,5 ml an 4 % PFA in jedes Well gegeben und die Zellen inkubierten fir 5 Min. auf einem
Eisblock. Es schloss sich ein identischer Waschschritt wie zu Beginn des ersten Teils an. Nach
dem Waschen wurden die Deckglaschen auf eine Well-Platte Ubertragen. Die angesetzten 0,2
% Triton X wurden nun aufgetragen durch die Pipettierung von 20 ul der 0,2 % Triton X-Lésung
auf jedes Deckgléaschen. Die Zellen wurden erneut fir 5 Min. auf einem Eisblock inkubiert. In
dieser Zeit wurde jenes Volumen an Blockierlésung angesetzt, das fur den ersten und den
zweiten Teil bendtigt wurde; dies betrug im vorliegenden Fall 200 ul pro Deckglaschen. Die
Blockierlosung beinhaltete als Ausgangsmedium den PBS-Puffer, in dem die 10%-ige BSA-
und FcR Blocking Reagent-Stockldsung 1:9 verdinnt wurden, sodass eine 1%-ige Arbeits-
Blockierlésung entstand. Nach Behandlung des Zellmaterials mit Triton X wurden pro
Deckglaschen 50 pl der angesetzten Blockierldsung gegeben und fir 30 Min. belassen.
Dadurch wurden unspezifische Bindungsstellen blockiert.

Zwischenzeitlich wurden zwei Primarantikorper-Gemische angesetzt. Die verwendeten
Primarantikorper (s. Tabelle 4) wurden - wie in Abbildung 14 gezeigt - kombiniert und stets
(gemeinsam) in der 1%-igen Blockierldsung geldst. Diese Kombination wurde ausgewahlt, da
die vorhandenen Antikdrper an Anti-GFAP und Anti-Ki67 den Hasen (,Rabbit®) als ,Host* bzw.
Spezies gemeinsam haben. Sie kénnen nicht gepaart zur Farbung verwendet werden, da der
spater dazugegebene (einfarbig) fluoreszierende Sekundarantikérper (der gegen ,Rabbit"
speziesreaktiv ist) an beide Primarantikdper gleichermalien binden wiirde. Deshalb wére keine
(ausreichende) Differenzierung in der Farbung zwischen beiden Zielstrukturen mdglich. Der
Anti-Nestin-Antikorper dagegen stammt von der Maus (,Mouse*) und wird daher durch einen
anderen Sekundarantikdrper erkannt und gebunden, der speziesreaktiv gegen ,Maus® ist.
Daher kann er jeweils mit einem der beiden anderen Priméarantikdrper kombiniert werden.

Anti-GFAP /' Anti-Nestin / *  Anti-Ki67

(Dako) | (Abcam) | (Abcam)
Rabbit | Mouse | | @ Rabbit
1:500 J 1:200 1:100
AN 4 VIR 4
Gemisch 1 Gemisch 2

Abbildung 14: Priméarantikdrper-Gemische

Als Primérantikdrper wurden Anti-GFAP, -Nestin und -Ki67 verwendet, die mit unterschiedlicher Verdiinnung in der
Blockierlésung verdunnt wurden. Kombiniert wurde Anti-Nestin (mit ,Mouse” als divergenten Host) jeweils in zwei
verschiedenen Gemischen: Im ersten mit Anti-GFAP und im zweiten mit Anti-Ki67, da beide Letztgenannten
.Rabbit* als gemeinsamen Host haben und daher nicht kombiniert werden konnen. Quelle: Eigene Darstellung

Nach erfolgter Blockierung der unspezifischen Bindungsstellen bei allen Deckglaschen wurden
die Primarantikérper-Gemische nach dem Schema in Abbildung 15 (fur jedes Medium) mit
jeweils 50 pl des festgelegten Gemischs pro Deckgldschen gegeben. Insgesamt wurden pro
Zelllinie die Zellen von vier Deckglaschen mit Prim&rantikdrpern markiert (zwei pro Medium),
wahrend sechs Deckglaschen kein solches Gemisches erhielten (drei pro Medium). Diese
Deckglaschen dienten als Negativkontrolle (&-Kontrolle) fir die Farbung der drei
Zielstrukturen. Dies, weil zu ihnen spater nur der Sekundarantikdrper gegeben wurde. Diesem
fehlte damit die Zielstruktur (die ein Primarantikdrper ist) und damit durfte hier kein
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Fluoreszieren sichtbar werden. Hierdurch wurde eruiert, ob eine allgemeine unspezifische
Bindung des Sekundarantikorpers vorlag [13, S.111]. Falls dies vorgelegen wirde, ware die
Aussagekraft der erfolgten Farbung der Antigene eingeschrankt. Die Inkubation fand bei 4 °C
im Kuhlschrank in einer feuchten Kammer statt und dauert bis zum Folgetag an.

Anti-
Nestin +
Anti-
GFAP

Anti-
Nestin +
Anti-
Ki67

Q_
Kontrolle

Q-
Kontrolle
fur GFAP

Q-
Kontrolle

fur Nestin fur Ki67

2 3

Medium. NB-bFGF/-EGF/ NB +bFGF/+EGF

Abbildung 15: Verteilungsmuster der Primé&rantikdrper

Die Deckglaschen von jeder Zelllinie wurden fir jedes Medium mit 1 bis 5 nummeriert. Zum ersten wurden die
Antikdrper Anti-Nestin und -GFAP gegeben. Damit wurden hier diese zwei Antigene als Zielstrukturen markiert.
Zum Zweiten wurde kein Primarantikorper gegeben, sondern nur der sekundare, der Anti-Nestin als Antigen besitzt.
Das dritte Deckglaschen erhielt nur den Sekundéarantikérper gegen Anti-GFAP. Zum vierten Deckglédschen wurden
die beiden Zielstrukturen Nestin und Ki67 durch die Primarantikdrper Anti-Nestin und Anti-Ki67 markiert. Das flnfte
Deckglaschen erhielt nur den Sekundérantikérper mit Anti-Ki67 als Zielstruktur. Quelle: Eigene Darstellung

455 Auftragen der Sekundarantikérper

Im zweiten Teil der Immunfluoreszenz-Farbung wurden die Deckgldschen am Folgetag
dreimal gewaschen mit jeweils 50 pl PBS, um die Blockierlésung bzw. Primarantikdrper-
Gemische auszuwaschen. Es folgte eine erneute Blockierung mit 50 pl der Blockierlésung pro
Deckglaschen fir 30 Min. In der Zwischenzeit wurde das Sekundarantikbrper-Gemisch bei
dunkler Raumbeleuchtung angesetzt. Hierzu wurden die in Tabelle 4 angegebenen
Sekundarantikdrper verwendet und beide mit einer 1:500 Verdiinnung in PBS-Puffer geldst.
Es wurde (so wie in 4.5.1 beschrieben) eine simultane Mehrfachfarbung angewandt. Dabei
war der erste Sekundarantikdrper mit dem grinen Fluoreszenzfarbstoff Alexa Fluor 488
markiert. Da er gegen ,Maus“ speziesreaktiv ist, band er an den Primarantikorper Anti-Nestin.
Der zweite Sekundarantikorper besall den roten Fluoreszenzfarbstoff Alexa Fluor 555 und
band an Primarantikorper, die aus ,Hase® stammen, in diesem Fall an Anti-GFAP und Anti-
Ki67. Da bei jeder Zelllinie zum Zweiten der Deckgldaschen (s. Abbildung 15) die
Primarantikorper Anti-Nestin und Anti-GFAP simultan gegeben wurden, banden auch beide
Sekundarantikorper an das Zellmaterial dieser Deckglaschen. Damit wurden die zugehdrigen
Zellen, falls sie beide Antigene exprimierten, doppelt mit beiden Fluoreszenzfarbstoffen gefarbt
und markiert. Selbiges gilt fiir die Zellen des vierten Deckglaschen jeder Zelllinie (und Medium-
Kondition), mit dem Unterschied, dass hier Anti-Nestin und Anti-Ki67 simultan gegeben
wurden. Hier lag demnach ebenso eine Doppeltmarkierung vor, wenn die Zellen beide
Antigene exprimierten.

Auf jedes Deckglaschen wurden folgend 50 pl des Sekundarantikdrper-Gemisches gegeben
und unter Lichtausschluss fir 60 min inkubiert. Es erfolgte ein erneuter dreimaliger
Waschschritt mit PBS-Puffer. Anschlieend wurde der blaue Fluoreszenzfarbstoff 4',6-
Diamidin-2-phenylindol (DAPI) zu jedem Deckgldschen gegeben, der als Gegenfarbung
diente. Dieser Farbstoff bindet spezifisch an die zellulare DNA (-Doppelhelix) und eignet sich
daher zur Farbung von Zellkernen [454, S.276]. Hierzu wurde DAPI 1:1000 in PBS-Puffer
verdinnt. Aus dieser Gebrauchslésung wurden 50 pl pro Deckglaschen aufgetragen und fur
15 Min. inkubiert. Durch die Farbung mit DAPI wurden alle vorhandenen Zellen gefarbt und
markiert. Die aufgetragene Losung wurde hiernach mit Filterpapier abgesaugt. Final wurden
die Objekttrager beschriftet und mit dem Klebemittel Fluorescence Mounting Medium (Dako)
pro Deckglaschen bestiickt. Das Klebemittel diente zur Fixierung der Deckgldschen, die nun
durch Drehung invers auf das Klebemittel auf den Objekttrdgern positioniert wurden. Die
Objekttrager wurden zum Trocknen dber Nacht bei 4 °C gelagert. Die
Immunfluoreszenzfarbung war damit abgeschlossen. Die Zellen wurden zeitnah (nach 5
Tagen) fotografiert, da die Fluoreszenzintensitat nachlésst.
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45.6 Dokumentation der gefarbten Zellen

Die Dokumentation der durchgefihrten Immunfluoreszenz-Farbung erfolgte (ber das
Fluoreszenzmikroskop DM IRB (Leica) und mithilfe der digitalen Farbkamera DFC480 (Leica)
bei einer 20-fachen VergrofRerung. Exemplarische Zellen wurden bei 40-facher Vergrél3erung
fotografiert. Von jeder Zelllinie und je Farbung (aus Nestin+GFAP und Nestin+Ki67) wurden
dabei ausgehend von der DAPI-Zellkernfarbung pro Mediumkondition (mit und ohne
Wachstumsfaktoren) drei Regionen mit hoher Zelldichte ausgewahlt. Die DAPI-Farbung einer
Region wurde fotografiert. Im Anschluss wurden beide FluoreszenZzfilter (entsprechend der
Sekundarantikorper, die in roter und griiner Farbe fluoreszierten) nacheinander eingestellt und
die gleiche Region fotografiert, sodass in der spateren Bildbearbeitung die Féarbungen
Uberlagert und damit verschiedene Farbungen der gleichen Zellen visualisiert werden konnten.
Die Spektra der Wellenlangen fir die Anregung (Absorption) und Emission waren wie folgt:

Tabelle 12: Absorptions- und Emissionsspektra

Farbung durch... Absorption Emission Farbe
DAPI 358 461 Blau
Alexa Fluor® 488 494 519 Rot
Alexa Fluor® 555 554 567 Grin

Im Live-Bild wurde die Belichtungszeit fir jeden FluoreszenZzfilter so hoch wie nétig und so
gering wie maglich eingestellt, sodass die bildliche Trennschéarfe zwischen stark ausgepréagter
Farbung (als Indikator fir eine hohe Genexpression der Zielstruktur) und schwach
ausgepragter Farbung (als Indikator fir eine geringe Genexpression der Zielstruktur) hoch
war. Die Belichtungszeit fur die Farbungen und Zelllinien ist (in beiden Media identisch) in
Tabelle 13 angegeben. Fur alle Zelllinien wurden zwecks spéaterer Prasentierung ebenso
Bilder derselben Regionen in hoherer Belichtungszeit aufgenommen, die eine hdhere
Farbintensitat innehatten.

Tabelle 13: Belichtungszeiten der Farbungen

Gefarbte Zielstrukturen Belichtungszeit
Bestrahlte Zelllinien Unbestrahlte Zelllinien
(#1051_IR, #1051_IR_DMSO, (#1051, #1051_DMSO,
#1051 IR TMZ) #1051 TMZ)

Zellkern (DAPI) 100 ms 100 ms

Nestin 4s+6s 0,7s+15s

GFAP 1s+4s 0,7s+15s

Ki67 15s+3s 0,7s+15s

Insgesamt ergaben sich pro Zelllinie folgende Farbungskombinationen und Bildanzahl:
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1. Farbung 2. Farbung

x 3 dokumentierte
Regionen

x 3 dokumentierte
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X 2 Media X 2 Media

Abbildung 16: Farbungskombinationen pro Zelllinie

Die durchgefiihrten Farbungen hatten drei verschiedene Zielstrukturen: Zellkern (DAPI), Nestin, GFAP und Ki67.
Diese wurden (bei denselben Zellen pro Farbung) in zwei verschiedenen Kombinationen angefarbt. Die erste
Farbungskombination vereinte die Anfarbung der Zellkerne (DAPI, in blau), Nestin (in griin) und GFAP (in rot.) Die
zweite Farbungskombination beinhaltete das Anfarben der Zellkerne (DAPI), Nestin (in grin) und Ki67 (in rot).
Diese beiden Farbungskombinationen fanden fiir beide Media (NB-bFGF/-EGF und NB +bFGF/+EGF) statt. Bei
der Bilddokumentation wurden je Farbung drei verschiedene Regionen dokumentiert. Quelle: Eigene Darstellung

4.5.7 Immunfluoreszenz-Auswertung

Das Ziel der Auswertung der Bilder, die nach der immunfluoreszenten Farbung der Zellen
aufgenommen wurden, war die Haufigkeitsbestimmung der gefarbten Zellen fur die
unterschiedlichen Immunfarbungen. Durch die Farbung der Zellkerne mit DAPI wurde eine
unspezifische Farbung aller vorhandenen Zellen realisiert. Diese Farbung diente daher als
Referenz fur die Gesamtanzahl an Zellen. Die Antikdrper-Immunfarbung dagegen diente als
spezifische Farbung von Zielstrukturen bzw. -proteinen. Eine erfolgte, sichtbare Immunfarbung
einer Zelle bedeutete die stattgefundene Proteinexpression des Zielproteins (und Aktivitat des
jeweiligen Gens) und diente damit als Positivreaktion. Das exprimierte Zielprotein wurde
demnach identifiziert und mittels Primar- und Sekundarantikbérpern markiert. Als
Negativreaktion wurde eine fehlende Immunfarbung einer Zelle eingestuft; das Zielprotein
wurde demzufolge nicht exprimiert und das zugehorige Gen war inaktiv zum Zeitpunkt der
Farbung. Die Auswertung umfasste drei Arbeitsschritte. Zuerst wurden die Bilder zur
gualitativen Aufwertung und zur Vereinfachung der Analyse fotografisch bearbeitet. Im
nachsten Schritt wurden sie fotografisch ausgewertet, durch Zellzéhlung der erfolgten
Farbungen und damit wurden die Haufigkeiten der stattgefundenen Farbungen bestimmt.
Zuletzt wurden diese Haufigkeiten statistisch auf Signifikanz untersucht.

4.5.7.1 Fotografische Bearbeitung der Immunfluoreszenz-Bilder

Die fotografische Bearbeitung der Bilder wurde fir alle Bilder (mit der
Bildbearbeitungssoftware Adobe Photoshop Elements 2021) gleichermaf3en durchgefiihrt,
sodass sie in den bildlichen Aspekten (der Scharfe, Helligkeit, Uberlappung etc.)
Ubereinstimmten. Fir jede Zellreihe und Kondition (NB*FSF-ECF oder NB *PFCF*EGF) Jagen Bilder
von drei Regionen (vom Deckglaschen) der konkomitanten Mehrfachfarbung DAPI, Nestin und
GFAP und von drei Regionen der Mehrfachfarbung DAPI, Nestin und Ki67 vor. Die Schéarfe
der Bilder wurde gleichermafRRen erhoht und optimal eingestellt. Es folgten Uberlappungen
zweier Bilder in verschiedenen Kombinationen und digitalen Mischmodi (der
Bildbearbeitungssoftware), um die spatere fotografische Auswertung zu prazisieren und
verschiedene Referenzen bei der Unterscheidung einer Positiv- von einer Negativreaktion zu
besitzen. DAPI-Bilder wurden unter partieller Deckkraft mit den Bildern von Nestin, GFAP und
Ki67 per Standard-Mischmodus (reine Uberlappung ohne weitere Effekte) uberlappt.
Zusatzlich wurden die DAPI-Bilder mit jeder anderen Farbung mit einem bestimmten
Mischmodus Uberlappt.
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Dies erfolgte bei GFAP-Bildern mit dem Mischmodus ,Aufhellen* mit vollstandiger Deckkraft
(100%) beider Farbungen (nachfolgend ,Modus 2“ genannt). Hier wahlte die Software fur jedes
Bildpixel die jeweils hellere (Ausgangs-)Farbe von beiden Bildern fur das Ergebnisbild aus
[456]. Es resultierte eine starkere Hervorhebung der GFAP-Farbung (und damit eine
erleichterte Zuordnung der Zellfortsatze zu den Zellen), ohne die Deckkraft der DAPI-Farbung
zu reduzieren (in Kontrast zum Standard-Mischmodus), wie in der folgenden Abbildung
erkennbar ist:

Abbildung 17: Mischmodi von DAPI- und GFAP-Farbung

Die Uberlappung der DAPI- (I) und GFAP-Farbungen (ll) erfolgte im Standard-Mischmodus (I1l) und im Modus 2
(1V). Die Uberlappung im (lll) erfolgte unter partieller Deckkraft beider Farbungen, sodass eine verstarkte Deckkraft
der GFAP- zu Lasten der DAPI-Farbungen geschah. In (IV) dagegen erfolgte die Uberlappung mit maximaler
Deckkraft beider Farbungen, sodass eine starkere Hervorhebung der GFAP-Farbung realisiert wurde und zugleich
die Zuordnung der gefarbten (roten) Zellfortsatze zu den Zellen erleichtert wurde. Quelle: Eigene Darstellung

Mit Nestin-Bildern erfolgte die Uberlappung im Mischmodus ,Abdunkeln® mit 100% Deckkraft
(nachfolgend ,Modus 3“ genannt). Dabei wurde von der Software fir jedes Bildpixel die
dunklere Farbe von beiden Ausgangsfarben (DAPI und Nestin) fur das Ergebnisbild
ausgewahlt [456]. Das Ergebnisbild zeigte einerseits eine Reduzierung der Zellform auf die
Form des (DAPI-gefarbten) Zellkerns, unter Subtraktion der Nestin-gefarbten Zellbereiche
aullerhalb des Zellkerns. Andererseits wurde die reduzierte Form mit der Nestin-Féarbung
gefullt (s. Abbildung 18).

Der Nutzen hiervon war die vereinfachte Bestimmung der Nestin-positiven und -negativen
;ellen im weiteren Schritt. Da nahezu alle Zellen Nestin-positiv waren, erleichterte diese
Uberlappung das Erfassen dieser durch Ersparung des manuellen Zahlens (s. 4.5.7.2).
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Abbildung 18: Mischmodi von DAPI- und Nestin-Farbung

Die DAPI- (I) und Nestin-Farbungen (1) wurden durch zwei Mischmodi Gberlappt. Im Standard-Mischmodus (1)
erfolgte eine Uberlappung mit partieller Deckkraft beider Farbungen. Im Modus 3 (IV) erfolgte eine Reduzierung
der Zellform auf die Form des (DAPI-gefarbten) Zellkerns. Zugleich wurde dieser mit der Nestin-Farbung ausgefllt.
Dies ermdglichte die schnelle Identifizierung Nestin-negativer Zellen. Quelle: Eigene Darstellung

Zuletzt wurde der Mischmodus ,Abdunkeln® auch zur Uberlappung der DAPI- mit den Ki67-
Bildern verwendet (mit 100% Deckkraft; nachfolgend ,Modus 4 genannt). Da die gefarbten
Zellbereiche in beiden Farbungen identisch waren (namlich auf den Zellkern beschrankt),
wurde die Zellform hier nicht reduziert. Dagegen fand eine (digitale) Vermischung des blauen
Farbtons (der DAPI-Farbung) und des rotlichen Farbtons (der Ki67-Farbung) statt. Die
Ergebnisfarbe prasentierte sich als griner Farbton in Abstufungen (s. Abbildung 19). Der
Zweck dieser Uberlappungsart lag in der leichteren Identifizierung und Differenzierung
zwischen starker, mittlerer und schwacher Ki67-Farbung bzw. Expression (s. 4.5.7.2).
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Abbildung 19: Mischmodi von DAPI- und Ki67-Farbung

Die Uberlappung der DAPI- (1) und Ki67-Farbung (Il) wurde (iber zwei Mischmodi durchgefiihrt. In (lll) ist der
Standard-Mischmodus dargestellt, der unter partieller Deckkraft beider Farbungen geschah. Verschiedene
Farbabstufungen der orange-rosanen Ergebnisfarbe sind erkennbar, die unterschiedliche Expressionsstarken von
Ki67 anzeigen. Zur leichteren Differenzierung dieser erfolgte eine weitere Uberlappung im Modus 4 (1V), wodurch
eine (digitale) Farbvermischung der beider Farbungen aus DAPI und Ki67 eine grin-braune Ergebnisfarbe mit
Abstufungen ergab. Quelle: Eigene Darstellung

45.7.2 Auswertung der mikroskopischen Aufnahmen

Die Auswertung der Bilder erfolgte mit der Bildanalysesoftware ImageJ. Sie bestand darin, die
Haufigkeit der Zellen zu bestimmen, die eine Positivreaktion und damit Anfarbung eines (oder
mehrere) der Zielproteine aus Nestin, GFAP und Ki67 zeigten und den Anteil dieser Zellen an
der verwendeten Gesamtpopulation. Die Haufigkeitsbestimmung der Zellen, die positiv
reagierten auf die Nestin-, GFAP- und Ki67-Farbungen, folgte einer dichotomischen Einteilung
in positive und negative Zellen.

Im ersten Schritt wurde die Gesamtpopulation als Referenzwert durch die Quantifizierung der
DAPI-Farbung bestimmt, da DAPI die Zellkerne bzw. DNA anfarbt und damit jede vitale Zelle
DAPI-positiv ist. Im n&chsten Schritt erfolgte die Z&hlung der Nestin-positiven Zellen. Da
Nestin ein Stammzellmarker ist, exprimiert die vorliegende Zelllinie #1051 als Glioblastom-
abgeleitete Tumorstammzell-angereicherte Linie diesen Marker ubiquitdr. Nach der Nestin-
Zahlung erfolgte die Zahlung der GFAP-positiven Zellen. Grundlage hierfiir bildeten einerseits
die beiden GFAP-Farbungen pro Region mit unterschiedlichen Belichtungszeiten (s. Tabelle
13). Wahrend das Bild mit hoher Belichtungszeit dazu diente, die GFAP-positiven Zellen zu
identifizieren, wurde das Bild mit niedriger Belichtungszeit dazu verwendet, eine
Positivreaktion im Kontrast zum Hintergrundrauschen zu definieren. Hierdurch konnte das
Signal-Rausch-Verhaltnis moglichst hoch angesetzt werden und die Positivreaktion einheitlich
fur alle Zelllinien definiert werden. Zuletzt wurde die Anzahl Ki67-positiver Zellen bestimmt.
Hier erfolgte die Einteilung dichotomisch (in positive und negative Zellen). Die ldentifizierung
der Ki67-positiven Zellen erfolgte unter Zuhilfenahme mehrerer Modi desselben

67



Methoden

Farbungsbildes. Zum einen wurde das Ki67-Bild mit niedriger Belichtungszeit (s. Tabelle 13)
verwendet, um eine positive Reaktion in Abgrenzung zum Hintergrundrauschen zu definieren.
Das Ki67-Bild mit héherer Belichtungszeit wurde gewahlt, um die Ki67-positiven Zellen zu
identifizieren.

45.7.3 Statistische Auswertung

Nach der fotografischen Auswertung lagen die Informationen tber die Expressionshaufigkeit
der oben genannten Proteine in den unterschiedlichen Zelllinien in Form von Kontingenztafeln
vor. Anhand derer konnte der Anteil der positiv-gefarbten Zellen bestimmt und graphisch
dargestellt werden. Die deskriptive Statistik wurde mithilfe von SPSS-Version 27 erstellt.
Dargestellt wurde sie anhand der absoluten und relativen Haufigkeit fur alle Farbungen. Zur
Bestimmung, ob die vorliegenden Unterschiede unabhéngig voneinander sind (und damit
signifikant verschieden) wurden paarweise Vergleiche zwischen den verschiedenen Zelllinien
Uber den zweiseitigen exakten Test nach Fisher durchgefiihrt. Die Anwendbarkeit von diesem
war bei den vorliegenden Daten aus kategorialen unabhdngigen Ausgangsvariablen und
kategorialen abhangigen Zielvariablen gegeben. Das Signifikanzniveau von a=0,05 wurde
festgelegt. Bei multiplen Tests wurde eine Alpha-Korrektur tiber die Korrektur nach Benjamini-
Hochberg vorgenommen. Diese wurde fir die Testung bzw. Daten der GFAP-Expression und
fur die Daten der Ki67-Expression separat durchgefuhrt. Dies, weil beide Datensétze getrennt
und unabhangig voneinander sind, da keine parallele Farbung von Zellen fir beide Proteine
erfolgte. Fir den GFAP-Datensatz betrug das korrigierte Signifikanzniveau a=0,04167 und fiir
den Ki67-Datensatz a=0,0380. Die Korrekturen berlicksichtigen die multiplen Tests, die die
Nestin-Expression betreffen, da hier voneinander abhangige Daten vorliegen.

4.6 Live-Cell-lmaging-Mikroskopie

Die Bildgebung bzw. Mikroskopie lebendiger Zellen (live-cell imaging) ermdéglicht die
Beobachtung dieser in Echtzeit und die Analyse von dynamischen biologischen Prozessen wie
ihrer Proliferation und Differenzierung. In der vorliegenden Arbeit wurde sich diese
Untersuchungsmethode zu Nutze gemacht, um die durchschnittliche Verdopplungszeit der
verschiedenen Zelllinien zu bestimmen.

Hierzu wurden im ersten Schritt ornithinbeschichtete Deckglaschen hergestellt (s. 4.5.2) und
auf eine 24-Well-Platte Ubertragen. Im zweiten Schritt wurden die Zellsuspensionen wie in
4.1.2 beschrieben passagiert. Das bendtigte Suspensionsvolumen fir 100 000 Zellen wurde
berechnet und auf die Deckglaschen transferiert. Zur Adhasion der Zellen wurde die Well-
Platte samt der Deckglaschen nun fur zehn Minuten in den CO»-Inkubator gestellt. Hiernach
erfolgte die Beurteilung des Adh&sionsgrades im Lichtmikroskop; war dieser ausreichend
wurde in jedes Well (d.h. zu jedem Deckglaschen und jeder Zellkultur) 1 ml NB *PFCF+EGF.
Medium transferiert. Unmittelbar danach wurden die Well-Platten unter den Live Zell-
Analysator im CO2-Inkubator bei konstanter Temperatur von 37 °C und einem CO»-Gehalt von
5 % positioniert. Die Bildeinstellungen an Schéarfe und Kontrast wurden optimiert und die
VergroBerung auf ca. 20-fach eingestellt. Die Bildfrequenz der Uber die Mikroskopkamera
dokumentierten Bilder wurde auf 1/30 Min. gestellt. Durch die doppelte Mikroskopeinheit
konnten TMZ- und Kontrollgruppe parallel beobachtet und verglichen werden. Nach zehn
Tagen wurde die Fotoaufnahme gestoppt und das gewonnene Bildmaterial ausgewertet.

4.6.1 Auswertung der Verdopplungszeit via Live-Cell-Imaging

Zur Bestimmung der Verdopplungszeit der unterschiedlichen Zelllinien erfolgte eine
fotographische Auswertung des zugrundeliegenden Bildmaterials. Die beobachteten Zellen
wurden einzeln bis zu ihrer Teilung verfolgt, und anhand der Bildnummerierung konnte die
zeitliche Differenz zwischen Aufnahmestart, der unmittelbar nach dem Passagieren der Zellen
stattfand, und der Zellteilung bestimmt werden. Auf diese Weise wurden pro Zelllinie 65 bis ca.
200 Zellen beobachtet. Die gewonnenen metrischen (Zeit-)Daten wurden im ersten Schritt
durch eine deskriptive Statistik auf ihre Mittelwerte, Mediane und Standardabweichung
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untersucht. Im zweiten Schritt wurde der Shapiro-Wilk-Test zur Uberprifung einer méglichen
Normalverteilung angewandt, jedoch lag keine hinreichende Normalverteilung vor. Der Test
war bei allen vier Zelllinien signifikant. Daher kamen nicht-parametrische Tests zur
Anwendung. Fiir diese wurde das Signifikanzniveau mit a=0,05 festgelegt. Als Aquivalent zur
ANOVA bzw. einfaktorielle Varianzanalyse wurde der nichtparametrische Kruskal-Wallis-Test
angewandt. Hiermit wurde untersucht, ob sich die zentrale Tendenz der vorliegenden
unabhangigen Stichproben (d.h. Zelllinien) unterscheidet. Da dieser ein signifikantes Ergebnis
zeigte, wurde zum paarweisen Vergleich der unabhéngigen Stichproben der Mann-Whitney-
U-Test benutzt, um zu untersuchen, ob die zentrale Tendenz zweier Zelllinien divergiert und
mit welcher Signifikanz. Da bei den vorliegenden Zelllinien somit multiples Testen angewandt
wurde, erfolgte die Alpha-Korrektur nach Benjamini-Hochberg, sodass sich ein korrigiertes
Signifikanzniveau von a=0,05 ergab. Zur Bestimmung der Effektstarke wurde als Effektmald
Cohen’s ds unter Verwendung der gepoolten Standardabweichung fiir ungleich grof3e Gruppen
herangezogen. Die verwendete Formel lautet (aus [457]):

M, - M
Cohen's dg = 21
(n1-1) x SD? + (np-1) x 5D
ng+ny—2
mit

M, = Mittelwert der Stichprobe 1

M,= Mittelwert der Stichprobe 2

SD,= Standardabweichung der Stichprobe 1

SD, = Standardabweichung der Stichprobe 2

n, = Stichprobenumfang der Stichprobe 1

n, = Stichprobenumfang der Stichprobe 2

Zur Interpretation dienten folgende Richtwerte [457]:
Kleiner Effekt |ds| = 0,2

Mittlerer Effekt |ds| = 0,5

GroRer Effekt |dg| = 0,8

4.7 FAIRE

Das Prinzip wie Vor- und Nachteile der FAIRE-Methode wurden bereits in 2.5.7.2.3 erlautert.

In der vorliegenden Arbeit galt der Fokus der Optimierung der FAIRE-Methode fir Glioblastom-
abgeleitete Tumorstammzellen, die als nicht-adhérente Zellen in einer Suspension kultiviert
werden. Dies erfolgte durch einen Optimierungsprozess der FAIRE-Methode, die an den
unterschiedlichen #1051-Zelllinien aus 3.1 angewandt wurde. Es resultierte eine Vielzahl an
Modifikationen des urspringlichen Protokolls in [9], um ein zufriedenstellendes Resultat der
FAIRE-Methode anhand der Menge und Reinheit der gewonnenen FAIRE-DNA zu erzielen.
Diese werden in 5.6.1 beschrieben.
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5 Ergebnisse
5.1 Zielsetzung und Design der Studie

Das Hauptziel des Projekts war es festzustellen, ob die TMZ-Behandlung allein oder nach
ionisierender Strahlung (IR fir ,ionizing radiation®) einen Einfluss auf die Chromatinstruktur
und DNA-Methylierungsmuster in humanen GSC hat. Um diese Frage zu klaren, wurden in
dieser Studie experimentelle Modelle von TMZ-behandelten GSC erstellt, wie in Abbildung 22
dargestellt. Die zugrundeliegende Idee ist es, die Auswirkungen von TMZ auf die Proliferation,
Selbsterneuerung, Differenzierung und Chromatinstruktur von GSC im Kontext von neu
diagnostiziertem GB (#1051 _TMZ) oder nach einer Strahlenbehandlung (#1051 IR+TMZ) zu
rekapitulieren und zu charakterisieren, wie in Abbildung 20 dargestellt.

1051_IR
[y
65
L2 S0
< Selbsterneuerung (ELDA)

Proliferation (KI67)

Astrozytenartige Differenzierung (GFAP)

Profilierung von transkriptionell

1051 ,naiv”
v aktivem Chromatin (FAIRE)

Abbildung 20: Studiendesign zur Charakterisierung von phanotypischen und epigenetischen
Veranderungen in GSC nach TMZ-Behandlung

Zur Rekapitulation von TMZ-induzierten Veranderungen in GSC mit und ohne Strahlenbehandlung wurden
unbehandelte (,haive) sowie vorbestrahle (IR) Zellklone der GSC-Zelllinie #1051 in mehreren Zyklen mit TMZ
behandelt. Hiernach schloss sich eine Untersuchung ihrer Kapazitét zur Selbsterneuerung, Proliferation und
Differenzierung sowie eine Profilierung ihres transkriptionell aktives (offenes) Chromatin an. Quelle: Eigene
Darstellung

5.2 Etablierung eines experimentellen Modells fur TMZ-resistente GSC

Um die Auswirkungen von TMZ auf der phanotypischen und epigenetischen Ebene zu
untersuchen, wurde ein experimentelles Modell fir TMZ-resistente GSC wie in Methoden (s.
4.3) beschrieben etabliert. Die GSC-Linien #1051 und #1051 IR wurden einer TMZ-
Behandlung mit einer Konzentration von 100 pM unterzogen - einer Konzentration, die Uber
der im Gehirn von GBM-Patienten gemessenen TMZ-Konzentration liegt (30-50 uM, [144,
458]). Der Grundgedanke war, dass das Uberleben von GSC unter der Behandlung mit 100
UM TMZ in vitro die Tumorresistenz gegenlber klinisch erreichbaren TMZ-Dosen, die fur die
GB-Therapie verwendet werden, angemessen rekapitulieren sollte. GSC wurden in
Anwesenheit von TMZ fir eine Gesamtzeit von ca. 16 Wochen (6 Passagen) gehalten, wobei
die TMZ-L6sung nach jeder Passage erneuert wurde. Wahrend der Selektion wurde die
Viabilitdt der Zellen mit Hilfe des Trypanblau-Assays Uberwacht (s. 4.1.2). Die elterliche Linie
#1051 zeigte einen biphasischen Erholungstrend, bei dem das Niveau der Viabilitat der
Population nach den ersten drei Durchgéangen der TMZ- oder DMSO-Behandlung abnahm,
aber nach dem vierten Durchgang stetig anstieg (s. Abbildung 21). Bemerkenswert ist, dass
die Veranderungen der Viabilitat zwischen DMSO- und TMZ-behandelten Zellen sehr ahnliche
Profile zeigten. Dies deutet darauf hin, dass der anféangliche Riickgang der Viabilitat eher auf
die toxischen Wirkungen von DMSO als auf die zytotoxischen Wirkungen von TMZ
zuriickzufuhren ist. Interessanterweise zeigte die #1051_IR-Linie sowohl nach der DMSO- als
auch nach der TMZ-Behandlung eine deutlich geringere Reduktion der Viabilitat, was auf eine
allgemein grol3ere Robustheit der vorbestrahlten GSC hindeutet. Nach dem vierten
Behandlungszyklus hatte sich die Viabilitat aller Linien eingependelt und blieb auf einem
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vergleichbaren und konstanten Niveau, was als Kriterium fiur die Beendigung des
Selektionsprozesses herangezogen wurde.
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Abbildung 21: Zellviabilitat wéhrend des Selektionsprozesses

Darstellung der Zellviabilitat (in % auf der y-Achse) in Abhéngigkeit von der Anzahl an Behandlungen (auf der x-
Achse) mittels TMZ bzw. DMSO. Die Viabilitat der Subpopulationen der GSC-Linie #1051 zeigt wéhrend des
Selektionsprozesses mittels TMZ (und DMSO) einen biphasischen Verlauf fur alle Zelllinien (A). Die vorbestrahlten
Zelllinien (#1051_IR_TMZ und #1051_IR_DMSO) zeigen sich gegentber der Zytotoxizitdét der Behandlung
resistenter mit geringerer Reduktion der Viabilitit. Zur vereinfachten Ubersicht sind die jeweiligen
Standardabweichungen der Subpopulationen in (B) dargestellt. Quelle: Eigene Darstellung
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Abbildung 22: Selektion von TMZ-resistenten Populationen der GSC-Linie #1051

Schematische Darstellung der experimentellen Ansétze zur Selektion von TMZ-resistenten Populationen aus
unbestrahlten (B) oder vorselektierten strahlenresistenten Populationen (C) der GSC-Linie #1051. Die Vorselektion
strahlenresistenter GSC-Klone (A) wurde vorab durch (Kalasauskas et al. 2020) durchgefiihrt [1]. Die Selektion
umfasste sechs Behandlungszyklen mit TMZ, fir welches DMSO als Dissoziationsmedium verwendet wurde. Als
Kontrollgruppe wurden Klone der GSC-Linie #1051 mit TMZ-freiem DMSO behandelt und identisch selektiert (D).
Quelle: Eigene Darstellung

5.3 Die Auswirkungen der TMZ-Behandlung auf die Selbsterneuerung
von unbehandelten oder vorbestrahlten GSC

Selbsterneuerung ist eine grundlegende biologische Aktivitat aller Stammzellen, einschlieBlich
der GSC (s. 2.5.2). Die in dieser Studie erzeugten experimentellen Modelle von TMZ-
resistenten GSC bieten die Moglichkeit, die Auswirkungen von TMZ auf die Selbsterneuerung
von GSC zu charakterisieren. Um die Auswirkungen von TMZ auf die Selbsterneuerung von
GSC zu bestimmen, wurden TMZ-selektierte Sublinien, die von unbestrahlten oder bestrahlten
GSC stammen, fur 6 Passagen in Abwesenheit von TMZ oder DMSO expandiert und auf den
Grad der Selbsterneuerungsaktivitat untersucht. Zu diesem Zweck wurde die Haufigkeit der
Zellen mit Selbsterneuerungskapazitat bzw. die Stammzellfrequenz zwischen den TMZ-
selektierten Sublinien #1051 _TMZ und #1051 _IR_TMZ und den entsprechenden
Referenzsublinien #1051 _DMSO oder #1051 IR_DMSO mittels ELDA verglichen. Die
jeweiligen Stammzellfrequenzen (SZF) werden als 1/SZF angegeben.

Die Ergebnisse zeigten, dass die Selbsterneuerungsaktivitat in der durch TMZ selektierten
GSC-Linie #1051 _TMZ gegenuber der Elternlinie #1051 erhoht ist (1,58 gegentber 2,59,
P<0,0001; s. Abbildung 23). Der Anstieg der Selbsterneuerung kann nicht auf die Wirkung des
TMZ-L6sungsmittels DMSO zurlckgefihrt werden, wie die ahnliche
Selbsterneuerungsaktivitdt der #1051 DMSO-Zellen im Vergleich zur unbehandelten
Elternlinie zeigt (2,29 gegenuber 2,59, p=0,333). In ahnlicher Weise zeigten vorbestrahlte
#1051 _IR-Zellen eine signifikante (P=0,00425) Erh6hung der Selbsterneuerungsaktivitat nach
TMZ-Selektion im Vergleich zur Referenzlinie #1051 IR_DMSO (1,64 gegentber 2,30).
Bemerkenswert ist, dass die DMSO-Behandlung allein zu einem gegenteiligen Effekt flhrte,
namlich zu einer Abnahme der Selbsterneuerung (2,30 gegentiber 1,37). Dies bedeutet, dass
die TMZ-assoziierte Erhéhung der Selbsterneuerung in der #1051 IR-Linie noch gréfl3er
gewesen sein kdnnte, wenn ihr nicht durch die unspezifischen Effekte des Ldsungsmittels
DMSO entgegengewirkt worden ware. Interessanterweise wurde die Hemmung der
Selbsterneuerung durch DMSO nur in vorbestrahlten #1051 _IR-Zellen (2,3 vs. 1,37), nicht
aber in unbestrahlten #1051-Zellen (2,29 vs. 2,59) beobachtet, was auf eine unterschiedliche
Empfindlichkeit von unbestrahlten und vorbestrahlten GSC gegeniiber DMSO hinweist. In
Anbetracht der Tatsache, dass DMSO Zytotoxizitat vermittelt, indem es die Funktion der
Zellmembran beeintrachtigt [459], ist eine mogliche Erklarung, dass die Strahlenbehandlung
die Durchlassigkeit oder Struktur der GSC-Membran verdndert. Insgesamt zeigen diese
Experimente, dass eine TMZ-Behandlung die Selbsterneuerungsaktivitat entweder in ,naiven”
(unbehandelten) GSC oder in GSC, die vor der TMZ-Behandlung klinischen Dosen
ionisierender Strahlung ausgesetzt waren, erhoht.

5.4 Auswirkungen von TMZ auf das Differenzierungspotenzial von
unbestrahlten oder strahlenselektierten GSC

Stammzellen kdnnen sich auf unterschiedliche Weise teilen, namlich durch symmetrische oder
asymmetrische Zellteilung. Bei der symmetrischen Teilung entstehen zwei identische Zellen,
die die gleiche zellulare Bestimmung haben. Bei der asymmetrischen Teilung entstehen
Tochterzellen, die ein unterschiedliches Schicksal haben und sich in ihren ph&notypischen und
molekularen Eigenschaften unterscheiden. Bei der asymmetrischen Teilung einer
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undifferenzierten Stammzelle behalt eine der Tochterzellen dieselben Eigenschaften wie die
Mutterzelle, wahrend die andere Tochterzelle einen differenzierteren Zustand annimmt, der
mit einer Verringerung der Selbsterneuerungsaktivitat einhergeht [280]. Bei neuralen
Stammzellen geht die Induktion der Differenzierung mit einer verstarkten Expression von
phanotypischen Markern der wichtigsten neuralen Linien einher, d. h. astrozytar,
oligodendrozytér oder neuronal. Bei GSC ist die Differenzierung abnormal und kann sich in
gemischten Mustern manifestieren, die zwischen den verschiedenen GSC-Typen und in
Abhangigkeit von ihrer Ursprungszelle variieren. Unter experimentellen Bedingungen kann der
Entzug der die Selbsterneuerung férdernden Wachstumsfaktoren bFGF und EGF aus dem
Kultivierungsmedium bei einigen (aber nicht allen) GSC-Typen eine Differenzierung auslosen.

Bei der GSC-Linie #1051 fuhrt der Entzug von bFGF/EGF zu einer erhohten Expression des
astrozytaren Markers GFAP [1, 444]. Der Anteil der GFAP-exprimierenden Zellen der GSC-
Linie #1051 in dieser Studie stand in Ubereinstimmung mit frilheren Studien, wie in Abbildung
24 gezeigt. Um festzustellen, ob TMZ eine Auswirkung auf die Differenzierungsfahigkeit hat,
wurde die GFAP-Expression durch Immunfluoreszenzfarbung von Zellen in TMZ-selektierten
GSC, die in Anwesenheit oder Abwesenheit der Selbsterneuerungsfaktoren bFGF und EGF
gewachsen waren, untersucht. Als Referenzkontrolle wurden parallel dazu DMSO-selektierte
Sublinien analysiert.

A B
Zelllinie SZF ° S
#1051 2,59 ]
#1051_DMSO 2,29 g
#1051_TMZ 1,58 ¥
#1051_IR 1,37 3 )
#10515_(;R_DM 230
#1051_IR_TMZ 1,64 h N S .
C D ° i N ¢ ”

dose (number of cells)

log fraction nonresponding
2
log fraction nonresponding

-4
|

dose (number of cells) dose (number of cells)
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Abbildung 23: Vergleichende Bewertungen der Selbsterneuerungskapazitat in TMZ-selektierten GSC

A: Zusammenfassung der ELDA-Ergebnisse fir DMSO- oder TMZ-selektierte Sublinien, die von der unbestrahlten
(elterlichen) oder vorbestrahlten Linie #1051 bzw. #1051_IR stammen. B: ELDA-Daten fir DMSO-behandelte
Kontrollproben. C: ELDA-Ergebnisse fur die Elternlinie #1051 und ihre TMZ-selektierte Sublinie #1051_TMZ. D:
ELDA-Ergebnisse fiir die vorbestrahlte Linie #1051 IR und ihre TMZ-selektierte Sublinie #1051 _IR_TMZ. Quelle:
Eigene Darstellung und [11]

Die Ergebnisse zeigten, dass die Linie #1051 und ihre Derivate unter Bedingungen, die die
Selbsterneuerung férdern (+bFGF/+EGF), praktisch keine GFAP-exprimierenden Zellen
aufweisen. Unter differenzierungsfordernden Bedingungen (-bFGF/-EGF) wurde die GFAP-
Expression jedoch deutlich induziert, wobei die Population der GFAP+-Zellen zwischen den
Linien variierte (Abbildung 24, B). Auch hier wurde festgestellt, dass TMZ und sein
Lésungsmittel DMSO entgegengesetzte Wirkungen auf die Differenzierung der GSC austben.
In den mit DMSO selektierten Linien war die GFAP-Induktion im Vergleich zu den ,naiven”
(elterlichen) Zellen signifikant grof3er (unbestrahlt: 11,9% vs. 7,7% mit P=0,0007 bzw.
bestrahlt: 8,2% vs. 5,3% mit P=0,001), was darauf hindeutet, dass DMSO die inharente
Differenzierungsfahigkeit der #1051-Zellen erhoht. Im Gegensatz dazu zeigten TMZ-
selektierte Linien, die entweder von unbestrahlten oder von vorbestrahlten GSC abstammen,
einen  signifikant  geringeren  Anteil an  GFAP-exprimierenden  Zellen unter
differenzierungsinduzierenden Bedingungen (-bFGF/-EGF) im Vergleich zu Referenzlinien,
die nur mit DMSO behandelt wurden (unbestrahlt: 7,5% vs. 11,9% mit P=0,0005 bzw.
bestrahlt: 4,9% vs. 8,2% mit P<0,0001; jeweils Abbildung 24, C).

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Selbsterneuerungsanalysen zeigen diese Daten,
dass TMZ bei GSC eine doppelte Wirkung hat: Einerseits steigert es die Fahigkeit zur
Selbsterneuerung und andererseits verringert es das Differenzierungspotenzial.

+ EGF/bFGF - EGF/bFGF +EGF/+bFGF -EGF/-bFGF

».

#1051 GFAP-Expression
B GFAP (%) | GFAP(%) c
Zelllinie +bFGF/ -bFGF/
+EGF -EGF 14, #1051_DMSO
—
#1051_DMSO 0 11,9 0% 1 I
#1051_TMZ 0 75 g 100 #1051_IR_DMSO
- P #1051_TMZ S
3 g00 ~ 1
: i
#1051 0 7,7 :
: #1051_IR_TMZ
1
#1051_IR_DMSO 0 8,2 ]
p=0.0005 p<0.0001
#1051_IR_TMZ 0 4,9
#1051_IR 0 53 .

EGF/bFGF: - + - + - + - +
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Abbildung 24: Auswirkungen von TMZ auf die GFAP-Expression unter selbsterneuerungsfdordernden und
differenzierungsinduzierenden Bedingungen in unbestrahlten und bestrahlten GSC

A: Reprasentative Bilder der GFAP-Expression, bewertet durch Immunfluoreszenzfarbung. Links,
VergroRerungsfaktor 20x, Mafstableiste entspricht 50 pum. Rechts, 40-fache VergrdoRerung, MafRstableiste
entspricht 100 pupm. "+bFGF/+EGF", selbsterneuerungsfordernde Kulturbedingungen. "-bFGF/-EGF",
differenzierungsinduzierende Kulturbedingungen. Die Zellen wurden mit spezifischen Antikérpern fir GFAP (rotes
Signal) und Nestin (griines Signal) angefarbt. Nukleare Gegenfarbung durch DAPI (blaues Signal). B:
Quantifizierung der GFAP-exprimierenden Zellen in verschiedenen Linien. C: Grafische Darstellung der erhobenen
Ergebnisse anhand von TMZ-selektierten Linien und Referenzlinien, die nur in Gegenwart von DMSO selektiert
wurden. Quelle: Eigene Darstellung, in Anlehnung an [1]

5.5 Die Auswirkungen der TMZ-Behandlung auf die Proliferation von
GSC

Die Ubergange zwischen Selbsterneuerung und Differenzierung gehen mit Veranderungen
der Zellproliferation einher. Die Tatsache, dass sowohl die Selbsterneuerung (Abbildung 23)
als auch die Differenzierung (Abbildung 24) von GSC durch TMZ beeinflusst werden, legt
nahe, dass auch die Proliferationsaktivitat durch TMZ beeinflusst werden kdnnte. Um dieser
Frage nachzugehen, wurde der Prozentsatz der proliferierenden Zellen in TMZ-selektierten
GSC und in Referenzsublinien, die nur mit DMSO behandelt wurden, durch Auswertung der
Expression von Ki67, dem Marker fUr Zellproliferation, bestimmt. Grundsatzlich wurde eine
Ki67-Expression in unterschiedlichen Intensitatsstufen beobachtet, ein Umstand, der sich nach
Literaturrecherche bereits in [460] vorbeschrieben erwies. In der GB-Literatur wird der Ki67-
Index bisher nur nach einer binaren Einteilung (in Ki67-positive und -negative Tumorzellen)
bestimmt, ohne diesen Umstand zu beriicksichtigen [1, 326, 430, 461].

Die Ergebnisse zeigten, dass der Anteil der Ki67-exprimierenden Zellen in den
strahlenselektierten GSC im Vergleich zur elterlichen Linie unter selbsterneuerungsférdernden
Bedingungen mehr als dreifach hoher ist. Dies deutet darauf hin, dass die Bestrahlung zu
einem signifikanten Anstieg des Basalniveaus der proliferativen Aktivitat in selbsterneuernden
GSC fuhrt (41,1 bzw. 12,9%, P<0,0001) (Abbildung 25, A). Unter
Selbsterneuerungsbedingungen hatte die TMZ-Behandlung keine signifikante Auswirkung auf
die Proliferationskapazitat der unbestrahlten GSC, wahrend die DMSO-Behandlung zu einer
signifikanten (P=0,017), aber geringfigigen Reduktion des Prozentanteils an Ki67-
exprimierenden  Zellen fihrte (10,4 vs. 12,9%) (Abbildung 25, A). Unter
differenzierungsférdernden Bedingungen zeigten TMZ-selektierte Zellen, die aus
unbestrahlten GSC stammen, einen signifikanten (P=0,0006), aber eher bescheidenen
Anstieg des Prozentsatzes der Ki67-exprimierenden Zellen (4,7 vs. 2,2). Im Gegensatz zu
unbestrahlten GSC zeigten bestrahlte GSC nach der Selektion mit DMSO oder TMZ
wesentlich tiefgreifendere Veranderungen in der Proliferationskapazitat. Die Behandlung von
bestrahlten GSC mit DMSO allein fuhrte zu einer mehr als dreifachen Verringerung der Ki67-
exprimierenden Zellen unter selbsterneuerungsfordernden Bedingungen (12,4 gegeniuber
41,1 % in "DMSO-naiven" Zellen). Im Gegensatz dazu war die proliferative Aktivitat in TMZ-
selektierten Zellen im Vergleich zu der mit DMSO allein behandelten Referenzlinie deutlich
erhoht. Im Vergleich zur DMSO-selektierten Referenzlinie wies die TMZ-selektierte Linie einen
3,19- bzw. 4,4-fach hdheren Anteil an Ki67-Zellen unter selbsterneuerungsférdernden bzw.
differenzierungsinduzierenden Bedingungen auf (39,6 vs. 12.4% mit P<0,0001 bzw. 25,2 vs.
5,7% mit P<0,0001).
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Zelllinie #1051 #1051_DMSO #1051_TMZ #1051_IR #1051_IR_DMSO | #1051_IR_TMZ
Ki67 (%)
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Abbildung 25: Auswirkungen von TMZ auf die Proliferationsféhigkeit unter selbsterneuerungsférdernden
und differenzierungsinduzierenden Bedingungen in unbestrahlten und bestrahlten GSC

A: Beurteilung der Proliferationsféhigkeit anhand der Quantifizierung der Ki67-exprimierenden Zellen in
verschiedenen Linien. "+bFGF/+EGF", selbsterneuerungsférdernde Kulturbedingungen. "-bFGF/-EGF",
differenzierungsinduzierende Kulturbedingungen. B: Grafische Darstellung der erhobenen Ergebnisse anhand von
TMZ-selektierten Linien und Referenzlinien, die nur in Gegenwart von DMSO selektiert wurden. Quelle: Eigene
Darstellung

Diese Ergebnisse zeigen also, dass sowohl die Strahlen- als auch die TMZ-Behandlung die
Proliferationsfahigkeit von GSC auf eine kooperative Weise steigern. Die DMSO-Behandlung
bewirkte aufgrund ihrer Zytotoxizitat eine Reduktion der Proliferationskapazitat, die in
bestrahlten GSC ein wesentlich groReres Ausmald aufwies, welches erneut auf eine
unterschiedliche Empfindlichkeit von unbestrahlten und vorbestrahlten GSC gegenlber
DMSO hinweist. Dies ist konkordant zur beobachteten Hemmung der Selbsterneuerung in
Abbildung 23, die bestrahlte GSC starker trifft als unbestrahlte. Eine mdgliche Erklarung ist
wie bereits erwahnt eine strahlungsinduzierte Anderung der Membranstruktur oder -
permeabilitat, sodass die DMSO-vermittelte Zytotoxizitat potenziert wird (s. 5.3).

Um die obige Schlussfolgerung, dass die TMZ-Behandlung die Proliferationskapazitat von
GSC konkordant zur Strahlenbehandlung steigert, zu bestéatigen, wurde die durchschnittliche
Zellverdopplungszeit mit Hilfe der Bildgebung von lebenden Zellen bestimmt, wie in Abbildung
26 dargestellt. Das arithmetische Mittel wird in Abbildung 27, A angezeigt, der Median in
Abbildung 27, B.
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Zelle #21 Teilung 2 (48h) Tellung 2(57h)

g
bo

Abbildung 26: Bestimmung der Zellverdopplungszeit mittels Live-Mikroskopie.

A: Repréasentatives Bild des Beobachtungsfeldes. Nummeriert sind die Zellen, die ca. 400 Stunden lang
beobachtet wurden. B: Reprasentatives Bild einer einzelnen Zelle (#21), die Gber zwei aufeinanderfolgende
Teilungsrunden beobachtet wurde. Quelle: Eigene Darstellung

Die Ergebnisse zeigten, dass die bestrahlten GSC eine signifikant (P<0,001) verkirzte
Verdopplungszeit als unbestrahlte GSC aufwiesen, sowohl nach DMSO- wie TMZ-
Behandlung (46,43 vs. 51,56 h, bzw. 49,74 vs. 57,7 h, Abbildung 27, A). Dies spiegelt eine
strahlungsinduzierte Verstarkung der proliferativen Aktivitat wider und steht im Einklang mit
den Ergebnissen der Ki67-Bestimmung. Sie weist in Bezug auf die Verdopplungszeit eine
mittlere Effektstarke auf (d,= 0,44 — 0,5). Uberraschenderweise weisen die TMZ-selektierten
GSC-Linien im jeweiligen Vergleich zu ihren DMSO-Referenzlinien sowohl ohne als auch mit
Strahlenbehandlung eine signifikante Verlangerung der Verdopplungszeit um 11,91 bzw.
6,67 % auf (unbestrahlt: 57,7 vs. 51,56h mit P=0,004 bzw. bestrahlt: 49,74 vs. 46,43 h mit
P=0,003; s. Abbildung 27, A). Bei TMZ-induzierter Erh6hung der proliferativen Aktivitat (unter
Selbsterneuerungsbedingungen) im vorherigen Experiment wére hier der gegenteilige Effekt
zu erwarten gewesen. Eine mogliche Erklarung ist, dass TMZ bekanntermal3en Uber die
Induktion von DNA-Doppelstrangbriichen einen Zellzyklusarrest in der G2-Phase auslost
[129, 259, 462]. Dieser fuhrt bei den TMZ-selektierten GSC nicht zur Apoptose oder
Autophagie aufgrund ihrer erworbenen TMZ-Resistenz, kdnnte jedoch die verlangerte
Verdopplungszeit als Maf3stab fir einen verlangerten Zellzyklus erklaren.
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Abbildung 27: Auswirkungen von TMZ auf die Verdopplungszeit unter selbsterneuerungsfdordernden
Bedingungen in unbestrahlten und bestrahlten GSC

A: Bestimmung der Verdopplungszeit (Mittelwert) anhand einer Lebendzell-Mikrokospie in verschiedenen Linien.
"+bFGF/+EGF", selbsterneuerungsférdernde Kulturbedingungen. B: Grafische Darstellung der erhobenen
Ergebnisse (mit Angabe des Medians) anhand von TMZ-selektierten Linien und Referenzlinien, die nur in
Gegenwart von DMSO selektiert wurden. Quelle: Eigene Darstellung

Diese TMZ-assoziierte Verlangerung der Verdopplungszeit ist in bestrahlten GSC (im
Vergleich zu den Referenzlinien) geringer ausgepragt als in unbestrahlten GSC (und wies
entsprechend eine geringere (milde) Effektstarke mit d,= 0,31 auf vs. d,= 0,38).

5.6 Die Auswirkungen von TMZ auf die Genexpression in bestrahlten
GSC

Die Tatsache, dass Bestrahlung und TMZ einen kooperativen Effekt auf die
Proliferationsfahigkeit von GSCs haben, legt nahe, dass einige gemeinsame Wege, die an der
Regulierung der Proliferation beteiligt sind, durch beide Behandlungen verédndert werden
kbénnen. Um diese Frage auf molekularer Ebene zu klaren, wurden die GSC-Linien
#1051 IR_DMSO und #1051_IR_TMZ einer vergleichenden Analyse der transkriptionell
aktiven Promotorregionen mittels FAIRE unterzogen. Die FAIRE-Methode ist eine relativ neue
Methode, die es ermdglicht, transkriptionell aktive Regionen im Chromatin, so genannte
Peaks, zu identifizieren. Sie wurde erstmalig anhand von Hefezellen entwickelt und auf
menschliche Zellen wie Gewebe Ubertragen, ist aber noch nicht fir humane GSC optimiert
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worden [9]. Daher lag eines der Ziele dieser Studie auf der Etablierung und Optimierung der
FAIRE-Methode fur humane GSC.

5.6.1 Optimierung des Protokolls und Generierung von FAIRE-DNA aus humanen GSC

Im Folgenden werden die Optimierungen und Modifikationen der FAIRE-Methode fur die
verwendeten Glioblastom-abgeleiteten Tumorstammzell-angereicherten Zelllinien
beschrieben. Als Grundlage diente das urspriingliche Protokoll von Simon et al [9]. Sofern von
diesem nicht abgewichen wurde, werden jene identischen Arbeitsschritte nicht separat
aufgefuhrt und beschrieben. Die modifizierten Arbeitsschritte werden getreu der
urspringlichen Nummerierung beschriftet. Die Optimierung fand zusammen mit einer
Labormitarbeiterin (Alina Braukmann) statt. Ein Uberblick tiber die Etappen des Experiments
mit dem zeitlichen Rahmen bietet Abbildung 28.

Fir die FAIRE-Methoden wurden fir die Zelllinien aus 3.1 je 10 Millionen Zellen am Tag vor
Experimentbeginn ausgesat, aufgeteilt auf je zwei T175-Kulturflaschen mit 60 ml Medium aus
NB *PFGFFEGF pro Flasche. Das Verfahren wurde mit allen Zelllinien parallel unter gleichen
Konditionen durchgefihrt. Ausgewéahlt wurde aus dem vorgegebenen Protokoll das Prozedere
(B), da die Nutzung eines Zellaufschlussgerats (engl. bead-beater) wie im Prozedere (A) nicht
maoglich war.

(i) Nach Ausséaen der Zellen in den Kulturflaschen erfolgte eine 24-stiindige Inkubation. Am
Folgetag wurde mit den nachfolgenden Schritten begonnen.

(2) Sonifikation: Als Sonifikationsmodus wurden 70 s mit 10-s-Burst gefolgt von 60-s-Rest
eingestellt. Die Sonifikation wurde mit dem Sonication-System Bioruptor Plus® von Diagenode
durchgefiuhrt. Die ideale durchschnittliche Chromatin-Fragmentlange wurde mit 300 bis 400
Basenpaaren (bp) mit einer Streuung der Fragmentlangen von 150 bis 750 bp angegeben [9].
Zur Ermittlung und Optimierung der bendtigten Anzahl an Sonifikationszyklen, um diese
Vorgabe zu erreichen, wurde die Sonifikation auf drei Niveaus umgesetzt. Im ersten
Sonifikationsabschnitt wurden 116 Zyklen durchgefiihrt. Aus diesem Zell-Lysat wurde (fur jede
Zelllinie) ein 800 pl-Aliquot als Zwischenergebnis entnommen. Das restliche Zell-Lysat wurde
mit weiteren 30 Zyklen sonifiziert. Hiernach wurden erneut 800 pl als Aliquot abgenommen als
zweites Zwischenergebnis. Das verbleibende Zelllysat wurde anschlie3end mit 54 weiteren
Zyklen sonifiziert.

Es ergaben sich daher fur jede Zelllinie drei sonifizierte Zell-Lysat-Aliquots. Sie stellten drei
Sonifikationsniveaus dar: mit 116 Zyklen fur das erste, 146 Zyklen fur das zweite und 200
Zyklen fur das dritte Aliquot. Bis zum Schritt (30) (Ermittlung der Sonifikationseffizienz) wurden
alle Schritte parallel mit allen drei Aliquots pro Zelllinie durchgefiihrt.
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Abbildung 28: FAIRE-Etappen und -Zeitrahmen

Am ersten Experimenttag wurden die Zellen, die am Vortag passagiert und gezahlt wurden, zur
Quervernetzung zwischen (inaktivem) Chromatin und Proteinen mit Formaldehyd versetzt. Es folgten
Schritte zur Lyse von Zellen und Kern sowie eine Sonifikation. Aus dem Zell-Lysat wird ein erster Aliquot zur
spateren |Isolierung der FAIRE-DNA entnommen. Ein zweiter Aliquot wird als Input-Control-DNA
entnommen, um die Effizienz der Sonifikation zu Uberprifen. Hierfir schlieRen sich mehrere Schritte bis zur
Gelektrophorese an Tag 3 an. War die Sonifikation effizient, wurde die Extraktion, Isolierung und Reinigung
der FAIRE-DNA (aus dem ersten Aliquot) aufgenommen. An Tag 6 erfolgte die Berechnung der
volumennormierten Ratio aus Faire- und Input-Control-DNA, um den Ertrag an FAIRE-DNA zu evaluieren.
Quelle: Eigene Darstellung, in Anlehnung an [2, 9]

(3) Um die Effizienz der Sonifikation zu ermitteln, wurde ein 200 pl-Aliquot Zell-Lysat
entnommen, wahrend im Protokoll 100 ul Zell-Lysat angegeben sind. Aus diesem Grund
wurden in den nachfolgenden Schritten zu diesem Zell-Lysat-Aliquot das doppelte Volumen
an Reagenzien und Losungen gegeben, wenn im urspriinglichen Protokoll eine absolute
Volumenangabe erfolgte. Wurde ein relatives Volumen angegeben (wie beispielweise aus
Schritt (21) ,Geben Sie ein Zehntel des Lésungsvolumens an 3 M Natriumacetat (pH 5,2) hinzu
(...)[9]), so wurden diese Vorgaben umgesetzt. Konkret betrifft der Umstand an doppeltem
(Absolut-) Volumen die Schritte (6, 7, 8, 9, 12, 18 und 21).

(4) Die Zentrifugation wurde mit einer Dauer von 10 Min. (statt 5 Min.) durchgefihrt. Diese
zeitliche Verdopplung betraf auch die Zentrifugationsschritte in den Arbeitsschritten (10, 13,
16, 19, 23 (hier 20 anstatt 15 min), 32, 35, 38, 41, 44, 48 (hier 20 anstatt 15 min)).

(28) Das DNA-Pellet wurde in 15 pl an 10 mM Tris-HCL (pH 7.4) resuspendiert.

(29) Zur Quantifizierung wurden je Probe 3 pl der Input-Control-DNA-LOsung aus (28)
entnommen und mittels Spektralphotometer quantifiziert. Es wurde die Konzentration der
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Input-Control-DNA fir sechs Proben (da fiur jede Zelllinie eine) pro Sonifikationsniveau (aus
116, 146 und 200 Zyklen) bestimmt. Innerhalb eines Sonifikationsniveaus wurden die Proben
daraufhin auf die niedrigste DNA-Konzentration unter ihnen mit Tris-HClI 10 mM (pH 7.4)
verdinnt, um in Schritt (30) die gleiche DNA-Menge von jeder Zelllinie ins Agarose-Gel
aufzutragen. Damit wurde die Vergleichbarkeit der Farbung im Agarose-Gel gewahrleistet.

(30) Um die Effizienz der Sonifikation zu Uberprifen, wurde ein 1,5 %-Agarose-Gel angesetzt.
Hierfur wurde vorherig ein 10-fach konz. TBE-Puffer hergestellt. Hierzu wurden 108 g Tris, 55
g Borsédure und 40 ml 0,5 M Na,-EDTA (pH 8.0) in 900 ml ddH»0 gelést und das
Lésungsvolumen mit ddH20 auf 1 | aufgefillt. Dieser TBE-Puffer wurde 1:10 in ddH20 verdinnt,
um einen einfachen TBE-Puffer zu erhalten. Hierin wurden 1,5 g Agarose geldst. Es folgten
die Erhitzung in der Mikrowelle, ein sich anschlieRendes Abkuhlen und das Ausgiel3en in die
Gelkammer.

Es folgte das Auftragen der Input-Control-DNA in die Gelkammer. Hierzu wurden jeweils 4 pl
Input-Faire-DNA (nach der Verdinnung von Schritt (29)) mit 1 pl Loading Dye (6-fach konz.)
gemischt und in die Geltaschen gegeben. Parallel wurde als DNA-Leiter 1 pl GeneRuler 100
bp mit 1ul Loading Dye (6-fach konz.) und 3 pl ddH20 gemischt und ebenso in eine Geltasche
Ubertragen. Die Gelelektrophorese wurde bei einer Spannung von 100 V fir 120 Min.
durchgefiuhrt. Hierauf erfolgte die Farbung der (aufgetrennten) DNA-Fragmente mittels dem
Fluoreszenzfarbstoff SYBR™ Gold Nucleic Acid Gel Stain (anstelle von Ethidiumbromid, das
im Protokoll vorgesehen war, da es um ein Vielfaches sensitiver ist als dieses). Hierzu wurde
eine 1-fach konz. SYBR™ Gold-Farbel6sung hergestellt durch eine 1:10000 Verdinnung der
Stocklésung in Wasser. Das Gel wurde vorsichtig aus der Gelkammer entnommen. Die Gel-
Visualisierung erfolgte per UV-Transilluminator vor und nach der Farbung durch die SYBR™
Gold-Farbelésung fir 60 Min. bei Raumtemperatur. Es ergab sich folgendes Bild:

Ohne SYBR Gold-Farbung 60 min SYBR Gold-Farbung 100 bp
DNA-

Leiter

Abbildung 29: Anféarbung der Input-Control-DNA (116-146-200 Zyklen) nach Gelelektrophorese

Nach gelelektrophoretischer Auftrennung der Fragmente der Input-Control-DNA erfolgte die Visualisierung
der (fortlaufenden) DNA-Banden per UV-Transilluminator vor (links) und nach 60-minutliger Farbung
(rechts) mittels SYBR™ Gold-Féarbeldsung. Die DNA der unterschiedlichen Sonifikationsniveaus (aus 116,
146 und 200 Zyklen) wurde parallel getrennt. Als MaR fir die Fragmentl&nge diente eine 100 bp DNA-Leiter.
Es ist zu erkennen, dass die Sonifikation mit 116 und 146 Zyklen ineffizient und nicht ausreichend war; der
Grof3teil der DNA-Fragmente war langer als 1000 bp. Die Sonifikation mit 200 Zyklen dagegen prasentierte
sich als effzient und angemessen, da der Grof3teil der Fragmente eine Lange von weniger als 1000 bp
besal3. Quelle: Eigene Darstellung
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Aufgrund der groRRen Streubreite der DNA-Fragmente mit dominierend Fragmenten, die gro3er
als 1000 bp waren, wurde die Sonifikation mit 116 und 146 Zyklen als ineffizient und
unzureichend bewertet. Aus den durchgefiihrten Niveaus bot die Sonifikation mit 200 Zyklen
die bestmogliche Fragmentierung, mit einem tUberwiegenden Anteil an DNA-Fragmenten, die
kleiner als 1000 bp waren. Sie wurde deshalb ausgewahlt fir das weitere Prozedere. Die Zell-
Lysatproben, die mit 116 und 146 Zyklen sonifiziert und nach Schritt (2) des Protokolls bei 4
°C aufbewahrt wurden, wurden nun zusatzlich mit 84 respektive 54 weiteren Zyklen sonifiziert,
um insgesamt 200 Zyklen durchlaufen zu haben. Diese Proben (mit ehemals 116 und 146
durchlaufenen Zyklen) wurden mit den Proben mit primar 200 durchgefihrten Zyklen
entsprechend der Zugehdrigkeit zur Zelllinie gepoolt.

Es ergaben sich daher anstatt 18 Proben vorher nun 6 Proben an Zell-Lysat. An diesen wurden
alle Arbeitsschritte des Protokolls (und wie oben angegeben modifiziert) ab Schritt (3)
angewendet. Wahrend die Experimentdurchfiihrung bisher der Optimierung diente, begann
mit der Wiederholung der Arbeitsschritte die ergebnisrelevante Durchfihrung der FAIRE-
Methode.

(29) Da alle Arbeitsschritte ab Schritt (3) mit den gepoolten Proben wiederholt wurden, wurde
eine erneute Quantifizierung der Input-Control-DNA vorgenommen. Hierzu wurden je Probe 2
pl der Input-Control-DNA-L6sung entnommen und mittels Spektralphotometer quantifiziert.
Wie oben flir den ersten Durchlauf beschrieben wurden die Proben auch hier auf die niedrigste
gemessene DNA-Konzentration verdinnt, um im nachsten Schritt fur jede Zelllinie die gleiche
Menge an DNA gelelektrophoretisch aufzutrennen.

(30) Ebenso wurde eine erneute Gel-Elektrophorese durchgefiihrt, um die DNA-Fragmente
der Input-Control entsprechend ihrer L&nge aufzutrennen und die Effizienz der Sonifikation mit
200 Zyklen zu bestatigen. Nach entsprechender Farbung in einer SYBR™ Gold-Farbelésung
ergab sich das Verteilungsmuster in Abbildung 30. Es ist deutlich zu erkennen, dass die
hochste Farbintensitat und damit gréf3te DNA-Anreicherung zwischen 100 und 400 bp Lange
besteht, mit einer Streuung von etwas weniger als 100 bp bis Gber 1000 bp hinaus. Damit liegt
die ungefahre durchschnittliche Fragmentlange zwischen 100 und 400 bp und erflllt die
Anforderungen an eine hinreichende und adaquaten Sonifikation [9].

(31) Das restliche Zell-Lysat wurde fur die weiteren Arbeitsschritte in zwei
Mikroreaktionsgefaf3e mit je 300 pl aliquotiert. Das restliche Zell-Lysat wurde bei -80 °C
aufbewahrt.

(57) Die Reinigung der FAIRE-DNA erfolgte mit dem DNA Clean & Concentrator™-5-Kit (Zymo
Research) nach dem vorgebebenen Protokoll in [463]. Abweichend davon wurden in Schritt
(5) zwei Elutionsschritte mit je 10 ul an 10 mM Tris-HCI (pH 7.4) (als DNA-Elutionspuffer)
durchgefuhrt und nach jedem Eluieren 2 min inkubiert.

(58) Zur Quantifizierung der FAIRE-DNA wurden 2 pl der FAIRE-DNA-L&sung pro Probe
enthommen.
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80 min SYBR Gold-Farbung 24 h SYBR Gold-Farbung

1051 naiv (SP) SP_TMZ SP_DMSO 1051 naiv(SP) SP_TMZ SP_DMSO

100 bp 100 bp
DNA- DNA-
Leiter Leiter

Abbildung 30: Anfarbung der Input-Control-DNA (200 Zyklen) nach Gelelektrophorese

Die gepoolte Input-Control-DNA nach 200 Zyklen Sonifikation wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt, um die
Effizienz der Sonifikation zu bestéatigen. Die Proben aller Zelllinien wurden parallel getrennt (weif3: unbestrahilt, rot:
bestrahlt). Die fortlaufenden DNA-Banden wurden nach 80-minutiger (links) und 24-stiindiger Farbung (rechts) mittels
SYBR™ Gold-Féarbeldsung per UV-Transilluminator visualisiert. Die DNA-Fragmentlangen streuen von 100 bis tber
1000 bp. Markant wie deutlich ausgepragt ist die Anreicherung von DNA-Fragmenten zwischen 100 und 400 bp
Lange. Dieser Bereich stellt die durchschnittliche Fragmentlange dar und bedeutet damit eine effiziente und adaquate
Sonifikation. Quelle: Eigene Darstellung

5.6.2 Quantifizierung der Pure FAIRE DNA und der Input-Control-DNA

Nach Durchfuihrung der FAIRE-Methode wurde Uberprift, ob der Ertrag an isolierter FAIRE-
DNA innerhalb einer angemessenen Reichweite liegt. Als Mald hierfir diente die
volumennormierte Ratio der isolierten FAIRE-DNA im Verhéltnis zur isolierten Input-Control-
DNA. Diese Ratio befindet sich idealerweise im Bereich zwischen 1 und 3 % und sollte 5 %
nicht Ubersteigen, da dies haufig ein Merkmal fir Unterfixierung ist [9]. Zur Berechnung der
Ratio wurde der Gesamtertrag der FAIRE-DNA (in ng) durch das verwendete Zell-Lysat-
Volumen (in pl) dividiert; dieser Wert wurde entsprechend fiir die Input-Control-DNA
berechnet. Die Werttabellen fiir beide DNA-Arten sind in Anhangstabelle 1 und Anhangstabelle
2 zu finden. Die volumennormierte Ratio ergibt sich aus dem Verhaltnis des Wertes der FAIRE-
DNA zum Wert der Input-Control-DNA. Diese betrug bei den verschiedenen Zelllinien wie folgt:

Tabelle 14: Ratio FAIRE-DNA/Input-Control-DNA

Zelllinie Volumennormierte Ratio
FAIRE-DNA/Input-Control-DNA
1051 SP 2,55 %
1051 SP TMZ 3,47 %
1051 SP DMSO 4,08 %
#1051 IR 3,31 %
#1051 IR TMZ 453 %
#1051 IR DMSO 4,69 %
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Es ist zu erkennen, dass fir die FAIRE-DNA von allen Zelllinien die MaRgabe von 5 % erfllt
wurde. Daher war nicht mit einer Unterfixierung und damit unzureichender Qualitét der FAIRE-
DNA zu rechnen.

Ebenso war der Reinheitsgrad der isolierten FAIRE- und Input-Control-DNA angemessen. Zur
Reinheitsbestimmung wird sich die Eigenschaft der DNA zunutze gemacht, dass sie Licht bei
einer Wellenlange von 260 nm absorbiert. Das Mafl3 an Absorption wird bei dieser Wellenlange
spektrophotometrisch bestimmt und in Verhaltnis gesetzt zur Absorption bei 230 und 280 nm,
da bei diesen Wellenlangen das Absorptionsmaximum fiir andere Molekile wie Proteine,
Phenol und weitere liegt. Indem die Absorptionsmalle bei 260 nm und 230 bzw. 280 nm in
Verhdltnis gesetzt werden, wird hierdurch das Vorhandensein von Kontamination der DNA
durch das Vorhandensein von andersartigen Stoffen ersichtlich. Je stéarker die Kontamination,
desto groRRer die abweichende Absorption bei 230 bzw. 280 nm, desto kleiner die Ratio aus
der Absorption bei 260 nm und bei diesen beiden Wellenlangen. Die Ratio von 260 nm/ 230
nm sollte zwischen 2,0 und 2,2 und die Ration von 260 nm/ 280 nm bei ungeféhr 1,8 liegen;
kleinere Werte indizieren eine Kontamination [464]. Bei den vorliegenden Proben orientierten
sich die beiden Ratios am Zielbereich. Teilweise liegt eine leichte Abweichung vor, jedoch
stets mit einer Ratio grof3er und nicht kleiner als der Zielbereich, wie aus Anhangstabelle 1
und Anhangstabelle 2 ersichtlich ist.

Der Fokus dieser Arbeit in Bezug auf die FAIRE-Methode lag auf der Etablierung und
Optimierung der FAIRE-Methode fiir GB-abgeleitete Tumorstammzellen (im Allgemeinen und
im Speziellen) sowie der Gewinnung von FAIRE-DNA fir die vorliegenden Zellklone aus
Tabelle 1. Die FAIRE-DNA-Proben wurden einer Hochdurchsatz-Sequenzierung (FAIRE-Seq)
unterzogen. Im zweiten Schritt wurden Peaks von offenem Chromatin (als Anreicherung von
FAIRE-DNA) in Genpromotorregionen bestimmt, mit der parallelen Verwendung von
Kontrollproben als Referenz, um das Hintergrundrauschen zu definieren. Die zugehérigen
Gene dieser Peakregionen wurden bestimmt. Resiimierend konnten durch diese Daten die
offenen Chromatinregionen (und damit aktiv regulierte Genregionen) der unterschiedlichen
Zelllinien bestimmt werden. Sie wurden verglichen und bioinformatisch interpretiert, um
mogliche Einflisse der unterschiedlichen Behandlungen ermitteln zu kdnnen.

5.6.3 FAIREseq-Ergebnisse

Nach der Optimierungsphase konnten FAIRE-DNA-Proben aus den in Tabelle 1 aufgefihrten
GSC-Linien erfolgreich generiert und fir Hochdurchsatz-Sequenzierungsanalysen an
kommerzielle Anbieter von Next Generation Sequencing (StarSeq GmbH Mainz) und
Bioinformatik-Dienstleistungen (Novel Software Systems Inc.) geschickt werden.

Die in der FAIRE-DNA angereicherten Genomregionen ("Peaks") wurden zwischen
verschiedenen Linien verglichen (Abbildung 31, A) Um Hintergrundpeaks auszuschlief3en,
wurde die gesamte genomische DNA derselben Linie ("Input-DNA") parallel zur FAIRE-DNA
analysiert (Abbildung 31, B) Die Ergebnisse zeigten eine signifikante Anreicherung von
offenen Chromatinregionen ("Peaks") in allen FAIRE-DNA-Proben im Vergleich zu den
Hintergrundpeaks in den Input-DNA-Proben (Abbildung 31, B) Die grofdte Anzahl von Peaks
wurde bei solchen GSC festgestellt, die entweder allein oder in Kombination mit Bestrahlung
oder TMZ mit DMSO behandelt wurden. Der Anteil der Peaks in Promotorregionen ("Promotor-
Peaks") war jedoch bei den mit DMSO behandelten GSC im Vergleich zu den unbehandelten
"naiven” GSC geringer (2,39 % bzw. 4,31 %). Dies deutet darauf hin, dass die meisten der mit
DMSO-Behandlung assoziierten Peaks aul3erhalb von transkriptionell regulatorischen
Regionen liegen und die Transkriptionsrate méglicherweise nicht wirksam veradndern. Der
groldte Anteil an Promotor-Peaks wurde in bestrahlten GSC gefunden, bei denen der Antell
der Promotor-Peaks im Vergleich zu "naiven" GSC um das Zweifache erhéht war (8,8 % bzw.
4,31 %). Im Gegensatz dazu wiesen TMZ-selektierte unbestrahlte GSC eine 2-fache
Verringerung des Promotor-Peaks-Anteils im Vergleich zur entsprechenden Referenzlinie
#1051_DMSO auf (1,18 bzw. 2,39). Die Gesamtzahl der offenen Chromatin-Peaks und der
Anteil der Promotor-Peaks waren bei TMZ-behandelten und bestrahlten GSC (Linie
#1051 IR_TMZ) und der Referenzlinie #1051 IR_DMSO ahnlich (2,27 bzw. 2,13). In
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Anbetracht der Tatsache, dass eine Strahlenbehandlung zu einem starken Anstieg der
Promotor-Peaks fihrt (8,8 % bzw. 4,31 %), deutet dieses Ergebnis darauf hin, dass sich das
Spektrum der durch Strahlung verursachten Chromatinveranderungen von denen durch TMZ
verursachten unterscheidet.

Bioinformatische Analysen lieferten wichtige Erkenntnisse tber die funktionelle Bedeutung der
in FAIRE-DNA-Proben angereicherten Promotor-Peaks. Es wurden zwei Arten von FAIREseq-
Datenanalysen durchgefiihrt. Ein Ansatz zielte darauf ab, offene Chromatinregionen mit Hilfe
der GeneOntology (GO)-Datenbank funktionell zu annotieren. Da die Gene, die sich in der
Néhe von Promotor-Peaks befinden, aufgrund der offenen Chromatinstruktur potenziell aktiv
sind, ist ihre Funktion ein Hinweis auf einen Prozess, der unter einer bestimmten Bedingung,
z. B. einer Medikamentenbehandlung, aktiviert wird. Die Ergebnisse der GO-Analyse
enthdllten einige interessante Unterschiede in den funktionellen Kategorien, die entweder in
bestrahlungs- oder TMZ-selektierten GSC angereichert wurden (Abbildung 32, A-C).In
bestrahlungsselektierten GSC gab es einzigartige funktionelle Gruppen, die mit dem
Nukleinsdurestoffwechsel zusammenhangen (Abbildung 32, A). Die Anreicherung dieser
Kategorien in bestrahlten GSC steht im Einklang mit den Auswirkungen der Strahlung auf die
DNA-Replikation, -Reparatur und -Rekombination, die die wichtigsten Prozesse des DNA-
Stoffwechsels umfassen. In Ubereinstimmung mit der Schlussfolgerung, dass der
.Nukleinsaurestoffwechsel" ein Merkmal ist, das mit der Strahlenbehandlung in Verbindung
steht, war er weder in den TMZ-selektierten (#1051 _TMZ) noch in den Referenzlinien (#1051
"naiv" oder #1051_DMSO) angereichert (Abbildung 32, A+B)
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A #1051_DMSO #1051_TMZ #1051 IR #1051_IR_DMSO
589,135 39,508 56,863 455,065
#1051_“naiv”
93,210 FAIREseq 452,268
Offenes Chromatin (Peaks)
Promoter-Peaks
B
Linie DNA-Probe Peaks-Anzahl Promoter-Peaks Promoter-Peaks %
#1051 "naiv” genDNA INPUT 6,473 46 0.71
#1051 _DMSO genDNA INPUT 6,428 13 0.20
#1051 _TMZ genDNA INPUT 8,989 30 0.33
#1051_IR genDNA INPUT 4,515 19 0.42
#1051_IR_DMSO genDNA INPUT 4,324 9 0.21
#1051_IR_TMZ genDNA INPUT 4,489 12 0.27
#1051_"naiv”_FAIRE-DNA FAIRE 93,210 4,017 4.31
#1051 DMSO_FAIRE-DNA FAIRE 589,135 14,108 2.39
#1051 _TMZ_FAIRE-DNA FAIRE 39,508 468 1.18
#1051 IR_FAIRE-DNA FAIRE 56,863 5,003 8.80
#1051 _IR_DMSO_FAIRE-DNA FAIRE 455,065 9,706 2.13
#1051 IR TMZ_ FAIRE-DNA FAIRE 452,268 10,281 2.27

Abbildung 31: Zusammenfassung der FAIRE-Analysen - Uberblick

A: Schematischer Uberblick (iber die FAIRE-Analysen. Die Zahlen geben die Gesamtzahl der offenen Chromatin-
Peaks an. B: Zusammenfassung der Ergebnisse. "Input-DNA", Kontrollproben der gesamten genomischen DNA.
"FAIRE-DNA", offene Chromatinfraktionen, die durch FAIRE erhalten wurden. "Peaks-Anzahl", Gesamtzahl der
Peaks. "Promoter-Peaks": Anzahl der Peaks, die sich in Promotorregionen befinden. "Promotor-Peaks %"
Prozentsatz der mit Promotor assoziierten Peaks. Der rote Kasten hebt die in den FAIRE-Proben identifizierten
Promotorfraktionen hervor. Quelle: Eigene Darstellung

In TMZ-selektierten GSC waren Gene, die mit der Neurogenese zusammenhangen, unter den
10 wichtigsten funktionellen Kategorien vorherrschend. Die Tatsache, dass diese Kategorien
weder in den Strahlungs-selektierten GSC noch in den Referenzproben angereichert waren
(Abbildung 32, A+B) deutet darauf hin, dass Veranderungen in Genen, die an der Regulierung
neurodevelopmentaler Prozesse beteiligt sind, ein spezifisches Merkmal fur TMZ-selektierte
GSC sind. Interessanterweise wurden TMZ-spezifische Merkmale in der Linie #1051_IR_TMZ,
die den bestrahlten GSC nach der Behandlung mit TMZ entspricht, nicht mehr nachgewiesen.
Hier waren die angereicherten GO-Kategorien denen sehr ahnlich, die in der mit DMSO allein
behandelten Referenzlinie #1051 _IR_DMSO identifiziert wurden (Abbildung 32, C). Das
Fehlen offensichtlicher Unterschiede zwischen den Linien #1051 IR_ TMZ und
#1051 IR_DMSO, die durch die funktionelle Annotation von FAIRE-DNA aufgedeckt wurden,
spiegelt die Ergebnisse der Promotoranalyse wider, die ebenfalls keine Unterschiede
zwischen diesen Linien zeigte (Abbildung 31, B).
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A

#1051_"naiv”

#1051_IR

TermID Term Enrichment logP [TermID Term Enrichment  logP
GO:0044237  cellular metabolic process 7.69E-31 -69.3401 G0:0044237 cellular metabolic process 1.12E-49 -112.717
GO:0044260  cellular macromolecule metabolic process 1.63E-25 -57.0732 G0:0044260 cellular macromolecule metabolic process 3.80E-44 -99.9779
GO:0008152  metabolic process 3.52E-21 -47.0952 G0:0008152 metabolic process 3.37E-33  -74.7702
GO:0071704  organic substance metabolic process 1.59E-19 -43.2877 G0:0044238 primary metabolic process 6.66E-33 -74.0898
GO:0044238  primary metabolic process 3.38E-19 -42.5316 GQ:0071704 organic substance metabolic process 4.50E-32 -72.1791
GO:0006807  nitrogen compound metabolic process 9.89E-18 -39.1548 G0:0090304 nucleic acid metabolic process 5.34E-32 -72.0074
GO:0043170  macromolecule metabolic process 6.65E-17 -37.2488 G0:0043170 macromolecule metabolic process 3.61E-31 -70.0958
GO:1901576  organic substance biosynthetic process 1.68E-16 -36.3254 GO:0006807 nitrogen compound metabolic process 8.58E-30 -66.9284
GO:0009058  biosynthetic process 4.69E-16 -35.2965 G0:0006139 taining d bolic process 1.97E-29 -66.0968
G0:0044249 _ cellular biosynthetic process 5.27E-16 -35.1798 G0:0034641 cellular nitrogen compound metabolic process 1.26E-28 -64.2408

B #1051_DMSO #1051_TMZ

Term ID Term Enrichment logP TermID Term Enrichment  logP
G0:0044237  cellular metabolic process 7.50E-48 -108.509 IGO:0009653 anatomical structure morphogenesis 7.15E-16 -34.8736
GO:0044260  cellular macromolecule metabolic process ~ 1.49E-35 -80.1935 IGO: g ion of 8.89E-16 -34.6566
GO:0008152  metabolic process 7.86E-29 -64.7126 IGO:0007399 nervous system development 3.34E-15 -33.3316
GO0:0071704  organic substance metabolic process 1.44E-23 -52.5965 IG0:0048468 cell development 4.02E-15 -33.1478
GO:0009058  biosynthetic process 3.35E-23 -51.7495 IGO:0022008 neurogenesis 1.26E-14 -32.0018
G0O:0044238  primary metabolic process 5.59E-23 -51.2379 IGO:0030182 neuron differentiation 5.85E-14 -30.4701
GO:0044249  cellular biosynthetic process 1.97E-22 -49.9797 IGO:0120036 plasma membrane bounded cell projection organization 7.48E-14 -30.2238
G0:1901576  organic substance biosynthetic process 2.04E-22 -49.9436 IGO:0000902 cell morphogenesis 7.86E-14 -30.1742
G0:0031323  regulation of cellular metabolic process 8.42E-21 -46.2243 (GO:0048812 neuron projection morphogenesis 8.56E-14 -30.089
G0:0006807  nitrogen compound metabolic process 7.92€-20 -43.9827 [GO:0030030 cell projection organization 1.07E-13 -29.8637

C #1051_IR_DMSO #1051IR_TMZ

TermiD Term Enrichment logP TermlID Term Enrichment  logP
G0:0044237 cellular metabolic process 1.33E-37 -84.9119 IG0:0044237 cellular metabolic process 4.39E-36 -81.413
G0:0044260 cellular macromolecule metabolic process  1.31E-25 -57.2957 IG0:0044260 cellular macromolecule metabaolic process 3.54E-26  -58.6043|
G0:0008152 metabolic process 2.33E-20 -45,2057 IG0:0008152 metabolic process 2,73E-20  -45,0457
GO:0009058 biosynthetic process 2.99E-18 -40.3518 IGO:0009058 biosynthetic process 3.09E-19 -42.6211
G0:1901576 organic substance biosynthetic process 4,50E-18 -39.9421 IG0:1901576 organic substance biosynthetic process 8.38E-19  -41.6236
G0:0044249 cellular biosynthetic process 3.33E-17 -37.9396 1G0:0044249  cellular biosynthetic process 3.79E-18  -40.1136
GO:0071704 organic substance metabolic process 9.36E-17 -36.907 |G0:0071704 organic substance metabolic process 1.58E-15 -34.0824
G0:0043412 macromolecule modification 1.92E-16 -36.1877 |GO:0044238 primary metabolic process 9.39E-15 -32.2992
G0:0044238 primary metabolic process 2.95E-15 -33.457 IGO:0016043 cellular component organization 1.52E-14 -31.8185)
G0:0036211 protein modification process 4.95E-15 -32.9396 |G0:0031323 regulation of cellular metabolic process 1.54E-14 -31.8039

D #1051_DMSO #1051_TMZ

TermID Term Enrichment logP TermlD  Term Enrichment  logP
WP437 EGF/EGFR Signaling Pathway 0.000372341 -7.8957| \WP2858 Ectoderm Differentiation 5.26E-05 -9.85271
WP481 Insulin Signaling 0.000469653 -7.66352 IWP35 G Protein Signaling Pathways 0.000185542 -8.59223
WP2446 Retinoblastoma (RB) in Cancer 0.001681839 -6.38787 (WP465  Tryptophan metabolism 0.000828779 -7.09556
WP179 Cell Cycle 0.002175515 -6.13049 IWP536  Calcium Regulation in the Cardiac Cell 0.001711318 -6.37049
WP1984 Integrated Breast Cancer Pathway 0.002754601 -5.89448 WP3584 MECP2 and Associated Rett Syndrome 0.004303271 -5.44838
WP306 Focal Adhesion 0.003748963 -5.58628 WP289  Myometrial Relaxation and Contraction Pathways 0.006057744  -5.10642
WP3594 Circadianrythm related genes 0.004723381 -5.35523 I\WP437  EGF/EGFR Signaling Pathway 0.006103196 -5.09894
WP51 Regulation of Actin Cytoskeleton 0.008375846 -4.7824] IWP306  Focal Adhesion 0.009119925 -4.69729
WP2377 Integrated Pancreatic Cancer Pathway 0.008446318 -4.77402 IWP2380 Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) signaling pathway  0.009383069 -4.66885
WP465 Tryptophan metabolism 0.010711522 -4.53644 IWP2853 Endoderm Differentiation 0.00940326 -4.6667
E #1051_IR_DMSO #1051IR_TMZ
TermID Term Enrichment logP TermID Term Enrichment  logP
WP51 Regulation of Actin Cytoskeleton 0.000574 -7.46216 [WP2118 Arrhythmogenic Right Ventricular Cardiomyopathy 0.000884178 -7.03085|
Wp481 Insulin Signaling 0.001307 -6.64034 [WP481  Insulin Signaling 0.001021426 -6.88656
\WP3594 Circadian rythm related genes 0.002101 -6.16539; |WP437  EGF/EGFR Signaling Pathway 0.002821358 -5.87054
\WP2446 Retinoblastoma (RB) in Cancer 0.003257 -5.72705 [WP2380 Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) signaling pathway  0.003322076 -5.70717,
\WP437 EGF/EGFR Signaling Pathway 0.003554 -5.63959 WP3594 Circadian rythm related genes 0.004237044 -5.46389
\WP2380 Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) signaling pathway  0.004104 -5.49578 [WP306  Focal Adhesion 0.007886487 -4.8426
WP23 B Cell Receptor Signaling Pathway 0.006951 -4.96882 (wp24 Peptide GPCRs 0.00876241 -4.73728
WP2637 Structural Pathway of Interleukin 1 (IL-1) 0.010985 -4.51121 [WP2637 Structural Pathway of Interleukin 1 (IL-1) 0.009914839 -4.61372,
\WP465 Tryptophan metabolism 0.015785 -4.14868 [WP2446 Retinoblastoma (RB) in Cancer 0.013341388 -4.31688
WP179 Cell Cycle 0.016485 -4.10529 |WP465  Tryptophan metabolism 0.014365065 -4.24296
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Abbildung 32: Zusammenfassung der FAIRE-Analysen — Funktionelle und Signalweg-Analyse

A-C: Funktionelle GeneOntology-Annotation von Genen in der N&he von Promotor-Peaks von GSC mit A)
Strahlensektion und naiver #1051-Linie, B) TMZ-Selektion und DMSO-Referenzlinie, C) TMZ-Selektion nach
Bestrahlung und entsprechender DMSO-Referenzlinie. Die 10 wichtigsten funktionellen GO-Kategorien sind dargestellt.
Hervorgehoben sind die Kategorien, die in einer oder in beiden Gruppen angereichert sind. D-E: Signalweg-Assoziation
(GUber WikiPathways-Datenbank) von Genen in der Nahe von Promoter-Peaks von GSC mit D) TMZ-Selektion und
DMSO-Referenzlinie und E) TMZ-Selektion nach Bestrahlung und entsprechender DMSO-Referenzlinie. Quelle: Eigene
Darstellung

Im zweiten Ansatz wurden Gene, die sich in der Nahe von Promotor-Peaks befinden, mit Hilfe
der WikiPathways-Datenbank im Hinblick auf ihre Assoziation mit einem bestimmten
Signalweg charakterisiert. Ahnlich wie bei den GO-Analysen zeigten die Ergebnisse der
funktionellen Annotation durch Signalwege, dass sich die mit TMZ assoziierten Merkmale
zwischen unbestrahlten und bestrahlten GSC unterscheiden. In unbestrahlten GSC waren die
Ektoderm-Differenzierungs- und MECP2-Signalwege, die an der Neurogenese beteiligt sind,
nach TMZ-Behandlung angereichert (Abbildung 32, D), nicht aber in bestrahlten GSC, die ein
ahnliches Anreicherungsprofil wie die Referenzprobe aufwiesen (Abbildung 32, E)
Das Ektoderm wird auch subspezialisiert, um das neurale Ektoderm zu bilden, aus dem das
Neuralrohr und die Neuralleiste hervorgehen, aus denen sich spater das Gehirn, das
Ruckenmark und die peripheren Nerven entwickeln. G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
(GPCR) sind fur die funktionelle Neurotransmission im gesamten zentralen Nervensystem
notwendig und steuern neurophysiologische Prozesse, die von der Bewegung bis zur
Stimmung reichen.

Somit stimmen sowohl GO- als auch WikiPathways-Analysen der FAIRE-seq-Daten mit der
Schlussfolgerung Uberein, dass sich die Auswirkungen von TMZ auf den Zustand des
Chromatins sowohl hinsichtlich des Anteils als auch des Funktionsspektrums der offenen
Chromatinregionen zwischen unbestrahlten und bestrahlten GSC unterscheiden. In
unbestrahlten GSC fiuhrt die TMZ-Behandlung zu einer Verringerung der Gesamtzahl der
offenen Chromatin-Peaks sowie des Anteils der mit Promotoren assoziierten Peaks (Abbildung
31, B) was mit einer globalen Chromatinverdichtung vereinbar ist. Andererseits umfassen die
Auswirkungen von TMZ auf die Chromatinstruktur auch eine regionale Offnung
(Dekondensation) innerhalb bestimmter Regionen, einschlie3lich derjenigen, die Gene
beherbergen, die an der neuronalen Entwicklung beteiligt sind. In bestrahlten GSC ist das
Chromatin weniger anfallig fir die durch TMZ induzierten strukturellen Veranderungen. Dies
wird durch das Fehlen signifikanter Veranderungen des Gesamtgrades der Chromatin6ffnung
oder des Anteils der mit Promotor assoziierten Peaks in bestrahlten GSC nach der Behandlung
mit TMZ belegt.
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6 Diskussion

Glioblastom-Stammzellen nehmen eine Schlisselrolle in der nahezu unumganglichen
Rezidivierung von Glioblastomen trotz multimodaler Therapie ein, da sie ein vielfaltiges
Repertoire an inharenten wie erworbenen Resistenzmechanismen gegen die alkylierende
Therapie mittels Temozolomid und gegen Strahlentherapie aufweisen und hierdurch den
Progress von GB vermitteln. Zur Rekapitulation der therapieinduzierten Veranderungen auf
GSC auf zellularer Ebene wurde in der folgenden Arbeit ein experimentelles Modell etabliert,
um die Auswirkungen der Behandlung mittels TMZ, Bestrahlung und deren Kombination auf
unterschiedlichen Ebenen untersuchen zu kénnen. Hierzu wurden die Zelllinie #1051 und ihr
vorbestrahltes Aquivalent #1051 _IR in einem mehrschrittigen Selektionsprozess mehrfach mit
TMZ in klinisch relevanter Dosis behandelt und anschlie3end hinsichtlich ihrer Kapazitat zur
Selbsterneuerung, Differenzierung wie Proliferation sowie hinsichtlich ihrer Chromatin-Struktur
charakterisiert.

6.1 Vorteile und Limitationen des experimentellen Modells

Als Kernbestandteil des experimentellen Designs wurde die aus einer GB-Primarkultur
gewonnene Tumorstammzell-angereicherte Linie #1051 ausgewahlt, um die Grundlage fir ein
experimentelles zellkulturbasiertes Modell zu legen. Dies aus dem Grund, dass GB-abgeleitete
Tumorstammzellen einerseits eine bemerkenswerte phéanotypische Ahnlichkeit mit
physiologischen Neuralstammzellen aufweisen und andererseits in vivo die Kennzeichen ihres
Primartumors hinsichtlich genetischer Aberrationen, Genexpression und Phanotyp
widerspiegeln [286, 465]. Von der Verwendung von etablierten (kommerziell erhaltlichen) GB-
Zelllinien wurde abgesehen, da diese hinsichtlich beider Aspekte eine geringe Verlasslichkeit
aufweisen: Sie  verlieren  wahrend ihnrer  langfristigen Kultivierung unter
differenzierungsinduzierenden Bedingungen (in einem serumhaltigen Medium) ihre
Stammzellkapazitat und divergieren hinsichtlich Gen-Expressionsprofil und genomischen
Veréanderungen von ihren Primarkulturen [286, 466, 467]. Ein entscheidender Faktor in der
Kultivierung von GB-abgeleiteten Tumorstammzelllinien fir die Bewahrung ihrer phéano- und
genotypischen Charakteristika ist die Verwendung von serumfreiem Medium unter Zusatz von
Wachstumsfaktoren (wie bFGF und EGF), wie in dieser Arbeit bertcksichtigt [286, 468].
Ahnliche GSC-Modelle wurden in anderen Arbeiten wie [315, 352, 428, 469] etabliert.

Das vorliegende experimentelle Modell erméglichte die direkte Untersuchung der
Auswirkungen einzelner Behandlungen aus TMZ und Strahlentherapie wie ihrer Kombination
unter Verwendung klinisch-relevanter Dosen. Die verwendete TMZ-Dosis von 100 uM liegt
dabei geringgradig oberhalb der im Hirnparenchym von GB-Patienten gemessenen
Konzentration von 30-50 uM [144, 458]. Von GSC, die eine solche TMZ-Behandlung mit 100
MM Uberleben, ist eine akkurate Rekapitulation der pathophysiologischen Tumorresistenz
gegenlber TMZ zu erwarten gewesen. Zur Anwendung kommende TMZ-Konzentrationen
oberhalb dieser Dosis (bis hin zu 4000 uM) in einigen Studien stellen keine physiologischen
Begebenheiten dar und kdnnen damit ein nicht-reprasentatives Bild der TMZ-Wirkung
beinhalten [449]. Das Dosierungsschema wurde mit 6 Zyklen ausgewahlt, um den klinischen
Standard einer adjuvanten TMZ-Therapie bei primaren GB zu imitieren, die sich ebenso auf 6
Zyklen belauft. Da die zellulare Antwort nicht nur von der TMZ-Konzentration, sondern auch
vom Dosierungsschema abhangt, ist die multiple TMZ-Applikation einer einmaligen hohen
Dosis uberlegen und naher an der physiologisch-klinischen TMZ-Antwort [449].

Als wichtiger Bestandteil dieser Arbeit wurden parallel zur TMZ-Selektion DMSO-
Referenzlinien etabliert, die synchron mit TMZ-freiem DMSO behandelt wurden, da DMSO als
Dissoziationsmedium fir TMZ diente. Damit konnten in dieser Arbeit charakterisierte
Veradnderungen eindeutig der TMZ-Behandlung zugeordnet und von der DMSO-Wirkung
differenziert werden. Nicht selten fehlen solche DMSO-Referenzlinien in experimentellen
Studien zur TMZ-Wirkung in GB, sodass als TMZ-induziert deklarierte Effekte mit der toxischen
Wirkung von DMSO vermengt werden konnen [449]. Allgemein ist die bisher fehlende
Etablierung von standardisierten experimentellen Protokollen fiir TMZ-Behandlungen
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anzumerken, weshalb jede Studie, so auch diese, einen individuellen Ansatz wahlt, was den
Vergleich der Ergebnisse erschwert.

Zusatzlich zur allgemeinen Charakterisierung der TMZ-Wirkung in GSC konnten diese
dynamischen Veranderungen anhand des vorliegenden Modells zu unterschiedlichen
Zeitpunkten und Zust&nden beschrieben werden. So war eine Beobachtung der dynamischen
TMZ-Response und -Zytotoxizitat zur Anfang der TMZ-Behandlung und ihre Entwicklung im
Verlauf des mehrschrittigen Selektionsprozesses anhand der Zellviabilitat (s. 5.2) mdglich.
Ferner konnten die TMZ-Behandlungsreaktion und die beschriebenen TMZ-induzierten
Veranderungen durch die Verwendung von #1051 und #1051 IR sowohl in unbestrahlten als
auch in bestrahlten GSC modelliert werden. Dies ermdglichte eine Differenzierung von TMZ-
und bestrahlungsspezifischen Effekten, die teilweise entgegengesetzt und teilweise
konkordant waren. Auch konnte hiermit ein entsprechendes Aquivalent von bestrahlten und
TMZ-behandelten GB erzeugt werden.

Das verwendete experimentelle Modell ermdglichte dartiber hinaus eine direkte Analyse der
durch die unterschiedlichen Behandlungen induzierten Veranderungen der Chromatinstruktur.
Dies ermdglichte die Charakterisierung von therapieinduzierten longitudinalen epigenetischen
Veréanderungen in der vorliegenden GSC-Linie. Diese sind in rekurrenten GB bzw. GSC bisher
wenig systematisch erforscht und kénnen anhand des vorliegenden Modells ndher beleuchtet
werden. Die Auswirkungen dieser epigenetischen Evolution, anhand der Chromatinstruktur
und -6ffnung untersucht, konnten in der vorliegenden Arbeit direkt mit Veranderungen auf
zellularer Ebene wie Proliferation und Stammzellkapazitat korreliert werden.

Limitierend fur das verwendete experimentelle Modell ist insbesondere die unzureichende
Modellierung des pathophysiologischen Tumormicroenvironment von GSC. Es liegt nahe,
dass GSC ihr vollkommenes geno- und phanotypisches Potenzial in ihrer spezifischen
Nischenumgebung ausschdpfen kénnen, da das hier vorliegende komplexe und verzweigte
Netzwerk vielfaltig mit GSC wechselwirkt und ihr molekulares Profil beeinflusst (s. 2.5.4). Im
vorliegenden Modell fehlen diese (und weitere) Komponenten des TME, das von relevanter
Bedeutung fur die Pathophysiologie und Therapieresistenz von GB ist. Das experimentelle
Design dieser Arbeit (durch Kultivierung als Tumorspharen) ist fir die Modellierung dieser
funktionellen Einheiten nicht geeignet, sodass der Status der verwendeten GSC in vivo
mutmalllich von dem in vitro divergiert [470]. Der Umstand der eingeschréankten
Modellierbarkeit des TME selbst und der Behandlungseffekte auf das TME muss bei der
Interpretation der Ergebnisse dieser Arbeit beriicksichtigt werden.

Fur zuklnftige Studien ist damit eine Optimierung und Standardisierung von experimentellen
Behandlungsprotokollen mittels TMZ (und Bestrahlung) notwendig. Zur Inkludierung und
realitaitsnahen Modellierung des TME im vorliegenden experimentellen Modell kdnnen in
zuklnftigen Arbeiten solche TMZ- und bestrahlungsresistenten GSC-Linien orthotop in
Mausen transplantiert werden, um den Einfluss von TME zu eruieren. Alternativ und ndher an
den pathophysiologischen Begebenheiten kdnnen solche GSC, die aus priméren
Glioblastomen isoliert wurden, orthotop in Mause transplantiert werden und in vivo mittels TMZ
und Bestrahlung mehrschrittig behandelt werden, ahnlich wie in [432] umgesetzt. Hierdurch
kann auch der Einfluss des TME bei der TMZ-Resistenzentwicklung néher beschrieben
werden.

Zusammenfassend bietet das vorliegende Modell in Anbetracht der Tatsache, dass die
Therapieresistenz von GB und das Wachstum nach der Therapie in erster Linie von GSC
bestimmt werden, die Mdglichkeit, (molekulare) Schliisselprozesse zu identifizieren, die an der
Resistenz von GB gegen Radiochemotherapie und der Rezidivbildung nach der Therapie
beteiligt sind.

91



Diskussion

6.2 Zeitliche Dynamik und bestrahlungsvermitteltes Konterkarieren der
TMZ-Zytotoxizitat

Zur Entwicklung des experimentellen Modells wurde die GSC-Linie #1051 in unbestrahlter und
bestrahlter Form mehrschrittig mit TMZ-haltigem DMSO und TMZ-freiem DMSO behandelt.
Die wahrenddessen erhobenen Viabilitatsdaten zeigten allgemein einen biphasischen
Erholungstrend, der eine initial betonte Reduktion der Viabilitdt der Zelllinien und eine
zunehmende Erholung im weiteren Verlauf anzeigte, bis auf ein hohes, konstantes Niveau (s.
5.2). Dies weist darauf hin, dass die zytotoxische Wirkung von TMZ auf die GSC-Linie sich auf
die Anfangsphase der Behandlung (bis zu 4 Behandlungsrunden) beschrankt. Dies deckt sich
mit dem Kklinischen Nutzen von TMZ zu Beginn der antitumoralen Therapie fir GB und
Wirkverlust bei verlangerter Applikation der adjuvanten TMZ-Therapie bei priméren GB mit
IDH-Wildtyp [471]. Diese Entwicklung bestatigt die Uberlegenheit einer multiplen TMZ-
Applikation zur Rekapitulation des Therapieansprechens wie der therapieassoziierten
Veranderung in GB anhand eines experimentellen Modells gegenuber einer einmaligen
hochdosierten TMZ-Applikation [449]. Ferner ist bei progredienter Viabilitatszunahme eine
zunehmende Robustheit der GSC gegeniber TMZ anzunehmen, was den dem Modell
zugrundeliegenden Grundgedanken der Erzeugung eines TMZ-Resistenzmodells bestétigt.
Fiur diesen Verlauf bieten sich mehrere Erklarungen. Naheliegend ist, dass die graduelle
Abnahme der Viabilitatsreduktion durch eine graduelle Zunahme von TMZ-assoziierten
Veranderungen begleitet wird, die die GSC weniger empfindlich fir die Zytotoxizitat von TMZ
sein lassen. Diese konnten die hier beschriebene Zunahme der Proliferationsaktivitét
(Abbildung 25) wie zunehmende Abnahme der Chromatinzugénglichkeit (Abbildung 31) und
andersartige Ausbildung von Resistenzmechanismen beinhalten. Andererseits zeigt die reine
DMSO-Behandlung eine &ahnliche Reduktion der Viabilitdt an, sodass eine zunehmende
Toleranz gegentiber DMSO ursachlich fur den Verlauf sein konnte. Fur erstgenannte Erklarung
einer vorrangig TMZ-vermittelten Toxizitat und TMZ-assoziierten Veranderungen spricht eine
grolRere Reduktion der Viabilitdt zu Beginn und eine schnellere Regeneration (in #1051_TMZ
gegenuber #1051_DMSO) unter TMZ-Behandlung. Ferner konnte bereits in GB-Zelllinien der
sukzessive Erwerb von resistenzvermittelnden molekularen Veréanderungen durch wiederholte
TMZ-Behandlung experimentell simuliert werden [264, 472]. Auch die hier dargestellte
zeitliche Limitation der TMZ-Zytotoxizitat und Viabilitditszunahme von TMZ-behandelten GB-
Zelllinien bei zunehmender Behandlungsdauer konnte in anderen Arbeiten ebenso gezeigt
werden [473].

Die bestrahlten GSC der Linie #1051 zeigten unabhangig von der Behandlung eine stets
hohere Viabilitat, insbesondere in den ersten Behandlungszyklen. Dennoch war eine DMSO-/
TMZ-vermittelte Toxizitat nachweisbar, die sich nach den ersten Behandlungszyklen anhand
einer zunehmenden Viabilitat abgeschwacht zeigte. Dies deutet daraufhin, dass bestrahlte
GSC grundsatzlich eine geringere Empfindlichkeit gegeniber (zyto-)toxischen Effekten
aufweisen. Als Ursache hierfir kdnnen eine allgemein erhéhte Robustheit und
Resistenzkapazitat postuliert werden, die durch strahleninduzierte Veréanderungen erworben
wurden, wie eine héhere Kapazitat zur Selbsterneuerung und zur Proliferation (s. 5.3 und 5.5).
Als konkurrierende Ursache kann die Bestrahlung selbst die GSC unempfindlicher gegeniber
TMZ machen, was experimentelle Daten nahelegen. Es konnte in vitro gezeigt werden, wie
eine Co-Behandlung von TMZ und Bestrahlung nur dann einen zusatzlichen zytotoxischen
Effekt hatte, wenn die TMZ-Behandlung vor der Bestrahlung erfolgt ist; eine TMZ-
Nachbehandlung hatte kaum einen Effekt [474, 475]. Daher wird TMZ als Radiosensibilisator
angesehen, wenn die Behandlung mit TMZ vor der Bestrahlung erfolgt [474]. Dies erklart,
wieso die bestrahlten GSC in dieser Arbeit deutlich unempfindlicher gegentiber der TMZ-
Zytotoxizitat waren. Als molekulare Ursache wird hypothetisiert, dass die Bestrahlung
bekanntermal3en einen Zellzyklus-Arrest ausldst wie eine Herabregulierung der MMR-Gene in
vitro (MSH2 und MSHG6) [474]. Diese Faktoren sind maf3geblich fir die TMZ-vermittelte
Zytotoxizitat, da diese sich auf sich replizierende Zellen begrenzt und funktionsfahige MMR-
Mechanismen voraussetzt [474].
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Klinische Implikation dieser Erkenntnisse ist, dass zum einen die Behandlung mit TMZ (bei
aktuell paralleler Gabe bei neudiagnostiziertem GB) grundsatzlich der Strahlentherapie
vorangehen und bei konkomitierender Gabe vorangestellt sein sollte, um die zytotoxische
TMZ-Wirkung nicht zu konterkarieren [474]. Zum anderen kann ein verbesserter Nutzen der
TMZ-Behandlung bei intensivierter TMZ-Therapie zu Beginn postuliert werden, da hier die
Suszeptibilitat von GSC gegeniber TMZ am hoéchsten ist, zumindest bei der vorliegenden
Linie. Bisherige alternative Therapieschemata mittels verlangerter adjuvanter TMZ-Therapie
oder mittels hoher TMZ-Dosis konnten allerdings keinen klinischen Nutzen im Sinne eines
Uberlebensvorteils zeigen [95, 471]. Moglicher Grund ist neben der generellen Limitation des
TMZ-Nutzens die oben erwahnte bestrahlungsvermittelte Abschwéachung der TMZ-Wirkung,
da erwahnte Studien alternative TMZ-Schemata in paralleler Gabe zur Bestrahlung untersucht
haben.

6.3 Selbsterneuerungskapazitat unter TMZ

Als inharente Charakteristik nimmt die (unlimitierte) Selbsterneuerung eine grundlegende
Rolle in der Pathophysiologie von GSC ein. Sie ist die Grundlage fur die Erhaltung ihres
Stammzellstatus wie fur ihr tumorigenes Potenzial. Um den Einfluss einer TMZ-Resistenz
hierauf zu untersuchen, wurde die Selbsterneuerungs- und Stammzellkapazitit der
(selektierten) Zelllinien mittels Extreme Limited Dilution Assay untersucht und die
Stammzellfrequenz bestimmt. Hier zeigte sich eine TMZ-vermittelte Erhthung der
Selbsterneuerungskapazitat von sowohl naiven wie vorbestrahlten GSC. Vorbestrahlte GSC
wiesen allgemein eine héhere Stammzellfrequenz gegenliber unbestrahlten GSC auf. DMSO
hemmte die Selbsterneuerung allein in bestrahlten GSC durch Reduktion der
Stammzellfrequenz.

6.3.1 Vorteile und Limitationen des ELDA

Ublicherweise wird zur Bestimmung der Selbsterneuerungskapazitat das Neurospharen-
Assay (auch sphere-forming assay genannt) angewandt, das als Standard-in-vitro-Methode
zur ldentifizierung von GSC und anderen Tumorstammzellen gilt [476]. Es wird in den
verschiedenen Studien mit unterschiedlichen Modifikationen durchgefiihrt; gemein ist die
Ausplattierung von Einzelzell-Suspensionen in einem serumfreien Medium auf einer nicht-
adharenten Platte [476]. So sehen die meisten Studien eine einmalige Durchfiihrung vor, wie
in [461, 477, 478], wahrend einige wie [415] eine serielle Durchfiihrung bis zu sechs Passagen
vornehmen. Die Stammzellh&dufigkeit wird je nach Modifikation unterschiedlich anhand der
durchschnittlichen SphéarengréRe und/oder der Anzahl der gebildeten Spharen berechnet
[461, 477-480].

Die hier durchgefiihrte ELDA-Methode weist gegentiber dem Neurospharen-Assay mehrere
Vorteile auf. Zum einen erfolgte die Ausplattierung einer im Vergleich sehr geringen Zellzahl
(bis zu einer Zelle/Well), die eine akkuratere Beurteilung der Klonalitét der einzelnen Zelle
ermdglicht als eine Neurospharen-Bildung bei tausenden zugrundeliegenden Zellen.
Insbesondere ist die Aggregation und Fusion von Neurosphéren ein haufig beobachtetes
Phanomen, sodass individuelle Sphéaren nicht klonalen Ursprungs sein missen, sondern eher
chimare Gebilde darstellen [476]. Dies schrankt entscheidend die Aussagekraft der
Bewertungsgrundlage mittels Spharengrol3e und -anzahl ein. Das ELDA wirkt diesem Artefakt
entgegen, da ferner die Spharenfusion keinen Einfluss auf die Auswertung des Experiments
besitzt (als Alles-oder-nichts-Reaktion, s. 4.4.1). Zum anderen scheint die anhand eines
etablierten Modells nach [451] berechnete Stammzellfrequenz im ELDA ein Uberlegeneres
Mal fur die Selbsterneuerungskapazitat als die Berechnung der Stammzellhaufigkeit anhand
der Spharenanzahl zu sein. Dies, da die Schéatzung der Stammzellhaufigkeit anhand der
Sphérenhaufigkeit die allgemein akzeptierte Pramisse einer Eins-zu-Eins-Beziehung zwischen
Neurosphéaren und (Tumor-) Stammzellen voraussetzt (d.h. jede Sphére wirde von einer
Stammzelle abstammen) [481]. Hierfur besteht jedoch kein experimenteller Beweis und diese
Annahme ist ungiiltig, sodass hierdurch die Stammzellfrequenz Uberschatzt wird [481].
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Trotz der verbreiteten Anwendung von solchen in vitro-Methoden zum Nachweis und zur
Anreicherung von (Tumor-)Stammzellen bestehen grundsatzliche Bedenken beziglich des
Designs dieser Methoden. So kdnnten (im Neurospharen-Assay und ELDA) entstehende
Neurosphéaren auf die Versuchsbedingungen selbst zuriickzufiihren und ein Artefakt dieser
sein, anstatt ein (patho-)physiologisches Ereignis widerzuspiegeln [476]. Da das TME und die
GSZ-spezifischen Nischen unzulanglich modelliert werden, kénnen ihr Einfluss und ihre
Wechselwirkung nicht reflektiert werden (s. 6.1) [476]. Weiterhin stellen Neurosphéren
komplexe, heterogene Zellcluster aus Stammzellen, Progenitorzellen und differenzierten
Zellen dar, von denen nicht nur Stamm-, sondern auch Progenitorzellen begrenzte Kapazitat
zur Selbsterneuerung via Bildung von Neurospharen aufweisen [476]. Die Grenze von
Letztgenannten scheint bei sechs seriellen Passagen zu liegen, nur Stammzellen weisen eine
dariiberhinausgehende (uneingeschrankte) Kapazitat zur Selbsterneuerung auf [482, 483].
Um diese beiden Voraussetzungen zu bericksichtigen, bietet sich ein weiterentwickeltes
Modell zur spezifischeren Identifizierung von GSC und Darstellung ihres
Selbsterneuerungspotenzials an. Dieses sieht die orthotope Transplantation von Glioma- bzw.
Tumorspharen von GB in (immunsupprimierten) Mausen vor und die serielle Passagierung
(und damit Durchfihrung eines in vivo-Neurosphéren-Assays) der Tumorsphéren utber 6
Passagen (in Mausehirnen), wie in [483] durchgefuhrt. Eine Alternative ist die Durchfiihrung
eines in vivo-ELDA durch die orthotope Transplantation einer Einzelzell-Verdinnungsreihe in
Mausen, wie in [246] angewandt.

6.3.2 TMZ-vermittelte Verstarkung der Stammzellkapazitat von GSC

Die beobachtete TMZ-induzierte Erhdhung der Stammzellfrequenz in der GSC-Linie #1051
stellt eine VergroRerung der GSC-Population und der Selbsterneuerungskapazitat dar. Sie
zeigt eine Verstarkung der Stammzellkapazitat als Konsequenz einer mittelfristigen TMZ-
Behandlung auf, die mutmallich zu einer verstarkten Therapieresistenz fuhrt und Bestandtell
der Rezidivbildung von GB ist. Dies lag sowohl in unbestrahlten als auch bestrahlten GSC der
Linie #1051 vor. In bestrahlten GSC scheint die DMSO-Toxizitat potenziert zu sein, was der
naheliegende Grund dafir ist, dass die Stammzellfrequenz von TMZ-Klonen geringfugig
unterhalb der elterlichen #1051_IR-Linie lag. Diese Beobachtung ist nicht spezifisch fur die
vorliegende GSC-Linie, sondern konnte in anderen GSC-Linien in vitro wie in vivo rekapituliert
werden, wo eine TMZ-vermittelte Expansion der GSC-Population und eine Erhdhung der
Selbsterneuerungsaktivitat festgestellt werden konnten [473, 484, 485]. Dies ist wie oben in
5.2 dargestellt und [486] beschrieben von einer abnehmenden Suszeptibilitat gegentiber TMZ
begleitet als Korrelat fur eine zunehmende TMZ-Resistenz.

Als Ursache dieser Entwicklung lassen sich drei Szenarien vermuten, die separat oder
synchron vorliegen kénnen. Zum einen kann eine therapieinduzierte Selektion von GSC
vorliegen, die ein groReres inharentes Resistenzpotenzial inmitten der intratumoralen
Heterogenitat (innerhalb der #1051-Linie) aufweisen, sodass sie positiv selektiert werden und
sich der Stammzellanteil erhéht. Zum anderen kann eine therapieinduzierte Dedifferenzierung
vorliegen, bei der differenzierte Nicht-GSC dedifferenzieren und GSC-&hnliche
Charakteristiken erwerben und dadurch den Stammzellanteil erh6hen [485]. Zuletzt ist eine
Expansion der GSC-Subpopulation mdglich, durch einen therapeutischen Stimulus zum
selektiven Wachstum von GSC [485].

Es lasst sich eine zunehmende experimentelle Evidenz konstatieren Uber eine TMZ-
getriebene Konversion von Nicht-GSC zu GSC. So wurde eine TMZ-vermittelte
Hochregulierung von phanotypischen GSC-Markern wie CD133, CD44 und SOX2
nachgewiesen, die anhand von Abstammungsanalysen auf eine Konversion von Nicht-GSC in
GSC zuruckgefuhrt werden konnte [484-486]. Diese phanotypische Konversion hin zu einer
undifferenzierten  GSC-Population ist durch einen funktionalen Erwerb von
stammzelldhnlichen Eigenschaften wie der Selbsterneuerungskapazitat begleitet, und von
einer zunehmenden Resistenz gegenliber TMZ [486]. Als mdgliche Erklarung auf molekularer
Ebene fur diese Entwicklung wird ein TMZ-induzierter hypoxischer Stress vermutet, der die
Hypoxie-induzierten Faktoren HIF-1 und -2 hochreguliert und wie in 2.5.4 und 2.4.2.2.1
beschrieben zu einer vermehrten Stammzellkapazitat und Therapieresistenz fuhrt [487].
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Demnach kann die TMZ-Behandlung der #1051-Linie eine Dedifferenzierung in differenzierten
GB- und Progenitorzellen und eine Konversion in GSC ausgel6st haben, welche die erhdhte
Stammzellkapazitat posttherapeutisch erklart. Ein entsprechendes phanotypisches Korrelat
lasst sich hierzu in der TMZ-vermittelten Verringerung des Differenzierungspotenzials und der
GFAP-Expression (s. Abbildung 24) finden. Ferner wurde neben obigem
Konversionsmechanismus eine TMZ-vermittelte Amplifikation von GSC-Populationen
berichtet [484]. Demnach kann die Erhdhung der Stammzellfrequenz der #1051-Linie auch
teilweise durch eine Expansion von elterlichen GSC erklart werden, wie es die verstarkte
Proliferation von GSC (anhand der Ki-67-Expression) nach TMZ-Behandlung aufzeigte (s.
Abbildung 25).

6.3.3 Erhdhung der Selbsterneuerungskapazitat von GSC durch Strahlentherapie

Ein gleichgerichteter Effekt auf die Stammzellkapazitat lasst sich auch nach der Bestrahlung
der GSC der Linie #1051 feststellen. Ahnlich wie nach TMZ-Behandlung zeigt sich auch hier
die Stammzellfrequenz erhéht und damit die Selbsterneuerungskapazitat verstarkt, wie bereits
fur die #1051-Linie in [1] beschrieben. Dies ist mutmallich ein inhdrentes Charakteristikum
und allgemeine Folge der Radioresistenz von GSC, da ein gleichgerichteter Zusammenhang
zwischen ionisierender Bestrahlung und Stammzellkapazitdt von GSC in vielen Arbeiten
rekapituliert werden konnte. So hatte eine fraktionierte Strahlenbehandlung von GB-Zelllinien
sowohl in vivo wie in vitro eine Anreicherung der GSC-Subpopulation zur Folge [1, 34, 488-
490].

Prinzipiell lassen sich als Ursache dieser Wechselwirkung die oben genannten Szenarien
vermuten, namlich eine therapieinduzierte Selektion von GSC, eine proliferative Expansion
von GSC und eine therapieinduzierte Dedifferenzierung von Nicht-GSC hin zu GSC unter
Erwerb von Stammzelleigenschaften. Tatséchlich sind hier alle drei Entwicklungen
wahrscheinlich. Zum einen weisen GSC eine inharent, groRere Resistenzkapazitat gegeniber
ionisierender Strahlung als differenzierte GB-Zellen auf, wie in 2.5.8.1 beschrieben, u.a. durch
ihre groRere DNA-Reparaturkapazitat, inr Tumormicroenvironment und Hochregulierung von
diversen Radioresistenz-vermittelnden Signalwegen, infolge derer eine geringe Zytotoxizitat
und Apoptoserate unter Bestrahlung eintreten [34]. Zum anderen beschrieben Gao et al.
(2013) anhand einer experimentell gestitzten Simulation, dass allein die Selektion von GSC
nicht ausreicht, um die beobachtete Frequenzerh6hung von GSC zu erklaren [491]. Vielmehr
sind eine zusatzliche Zellzyklusprogression und eine Verstarkung der proliferativen Aktivitat
von GSC vonnéten, sodass ebenso eine Expansion der GSC-Subpopulation unter der
Bestrahlungsbehandlung stattfindet, wie in [489] nachgewiesen. Zuletzt ist in experimentellen
zellbasierten Modellen nicht nur eine TMZ-assoziierte, sondern auch eine
bestrahlungsinduzierte Dedifferenzierung und Konversion von differenzierten GB-Zellen in
GSC beschrieben, die mit einer Hochregulierung von Stammzellmarkern und einer
Herabregulierung von neuralen Differenzierungsmarkern einhergeht [109, 420, 488, 490].

Zusammengefasst stitzen die aus den ELDA gewonnenen Erkenntnisse die Validitat und
Reliabilitat des implementierten, TMZ- und bestrahlungresistenten GSC-Modells in dieser
Arbeit, das eine Verstarkung der Stammzellkapazitat der GSC-Linie #1051 nach TMZ- und
Strahlentherapie aufzeigt. Dies liefert zusatzliche experimentelle Evidenz fir eine
therapievermittelte Erhéhung der Stammzellkapazitat von GSC, die Teil der TMZ-Resistenz ist
und vorrangig durch die Konversion von Nicht-GSC in GSC und den Erwerb
stammezelldhnlicher Eigenschaften begriindet zu sein scheint. Fir zukinftige Arbeiten steht
insbesondere die Korrelation der Ergebnisse hinsichtlich erhdhter Selbsterneuerungskapazitat
der GSC nach Bestrahlung und/oder TMZ mit ihrer Tumorigenitat in vivo (durch orthotope
Transplantation) aus. Kalasauskas et al. (2020) konnten entgegen der allgemeinen Annahme,
dass Selbsterneuerung das tumorigene Potenzial von GSC widerspiegelt, keine Korrelation
zwischen Selbsterneuerungskapazitat und Tumorwachstumsraten feststellen [1].
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6.4 Negative Korrelation zwischen TMZ- und Strahlungsresistenz und
Differenzierungsgrad

Zur Multipotenz von physiologischen Neuralstammzellen wie Glioblastom-Stammzellen gehort
ihre Fahigkeit zur Erhaltung eines undifferenzierten Zustandes wie zeitgleich die Bildung von
Tochterzellen, die einen funktionell wie morphologisch differenzierten Zustand einnehmen.
Dies schafft die Grundlage fir die markante intratumorale Heterogenitat von GB und halt diese
aufrecht. Zur Untersuchung der TMZ-Wirkung auf die Differenzierungskapazitat der
selektierten Zelllinien erfolgte eine immunfluoreszente Visualisierung und Bestimmung der
GFAP-Expression. Hier zeigte sich eine fehlende GFAP-Expression unter

selbsterneuerungsfordernden Bedingungen in allen Zelllinien, wéhrend
differenzierungsférdernde  Bedingungen eine  GFAP-Expression induzierten. Der
unterschiedlich stark ausgepragte Anstieg der GFAP-Expression in

differenzierungsférdernden Bedingungen steht reprasentativ fir das multipotente und
Differenzierungspotenzial der vorliegenden GSC-Linien. Das Ausmald der Differenzierung
bleibt dennoch beschrankt, was wohl den grundsatzlich dedifferenzierten Zustand der Zelllinie
#1051 widerspiegelt [396].

Sowohl in unbestrahlten wie bestrahlten GSC hatte DMSO auf die GFAP-Expression einen
fordernden Effekt, wahrend TMZ diese verringerte. Die TMZ-vermittelte Reduktion der GFAP-
Bildung spiegelt eine Reduktion des Differenzierungspotenzials der behandelten GSC wider.
Dies zeigt an, dass eine mehrfache Behandlung mit TMZ und eine Resistenz gegen dieses in
GSC mit einem verringerten Differenzierungspotenzial und -grad einhergehen. In der Literatur
wird eine gegenlaufige Wechselwirkung zwischen der TMZ-Resistenz und dem
Differenzierungsgrad von GSC beschrieben. So bewirkt eine Behandlung von GSC mit
verschiedenen Wirkstoffen (u.a. Calcitriol und R-Elemen) eine hohere Suszeptibilitat dieser
GSC gegenuber TMZ und geringere Viabilitat tber die Stimulation einer verstarkten
Differenzierung dieser GSC und Hochregulierung der GFAP-Expression [492-496]. Damit
nimmt die TMZ-Resistenz von GSC mit zunehmender Differenzierung ab. Eine solche
differenzierungsinduzierende antitumorale Therapie wurde fir GSC bereits untersucht; eine
zunehmende Beeintrachtigung der Tumorigenitat und Therapieresistenz wurde beobachtet
[497]. Ebenso bewirkte die reine Kultivierung von GSC unter differenzierungsférdernden
Bedingungen (ohne weitere Behandlung) eine gréfRere Suszeptibilitat gegeniiber TMZ [498].
Diese Beobachtungen sind kongruent mit den Ergebnissen dieser Arbeit. Dies aus dem Grund,
dass eine zunehmende TMZ-Suszeptibilitat durch einen zunehmenden Differenzierungsgrad
im Umkehrschluss einen abnehmenden Differenzierungsgrad bei zunehmender TMZ-
Resistenz bedeutet, wie in dieser Arbeit bei der GSC-Linie #1051 beobachtet wurde.

Kontrér zu diesen Beobachtungen und angeflihrten Arbeiten stehen die Ergebnisse von Beier
et al. (2008). Sie berichteten von einer selektiven TMZ-Zytotoxizitat, da die TMZ-Behandlung
von GSC-angereicherten GB-Zelllinien selektiv (CD133-positive) GSC dezimierte, wahrend
der Anteil an differenzierten (CD133-negative) Nicht-GSC unverdndert blieb [430]. Sie
postulierten daher, dass TMZ entweder selektiv gegen GSC zytotoxisch ist (und differenzierte
GB-Zellen verschont) oder eine Differenzierung von GSC induziert [430]. Mehrere Faktoren
schranken dabei die Aussagekraft dieser Arbeit ein. Zum einen haben die Autoren die Wirkung
von Temozolomid nicht unter vollstdndig differenzierenden Bedingungen (FBS-haltiges
Medium) untersucht [498]. Zum anderen stitzt sich die Schlussfolgerung der selektiven
Dezimierung von GSC auf den konstant bleibenden Anteil an CD133-negativen Zellen und der
verminderten Kapazitat zur Tumorspharenbildung, wobei Ersteres als Aquivalent fir
differenzierte Nicht-GSC und Zweiteres als Aquivalent fir GSC betrachtet wurde. Allerdings
kénnen Tumorsphéaren, wie in 5.2 erlautert, nicht nur von GSC, sondern auch von Nicht-GSC
gebildet werden. Da hier keine serielle Durchfihrung stattfand, kann der Schluss auf eine
GSC-spezifische Dezimierung nicht gezogen werden. Ebenso ist ein negativer CD133-Status
kein definitives Ausschlusskriterium fur einen GSC-Status, da eine hohe Falsch-Negativ-Rate
vorliegt (s. 2.5.5). Demnach kann in der obig erwdhnten Arbeit, in der kein anderes Kriterium
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herangezogen wurde, die Dezimierung der Zellzahl durch TMZ nicht auf eine bestimmte
Subpopulation spezifiziert werden.

Als Erklarung fur das dargelegte Verhéltnis zwischen Differenzierungsgrad und TMZ-
Resistenz von GSC lasst sich vermuten, dass es ein Ausdruck einer TMZ-induzierten
Dedifferenzierung von Nicht-GSC hin zu einem GSC-&hnlichen Zustand ist, wie in 6.3.2
dargelegt, die zu einer Verringerung der Nicht-GSC-Population fuhrt und damit zu einer
Verminderung des GFAP-Expressionsgrades flhrt. Alternativ ist zu hypothetisieren, dass TMZ
das inharente Differenzierungspotenzial reduziert, indem es Differenzierungsmechanismen
blockiert und GSC und/oder GB-Zellen auf dem Differenzierungspfad hin zu einem
undifferenzierten Zustand bewegt. Die TMZ-vermittelte Erhéhung der Stammzellkapazitat aus
Abbildung 23 wéare damit vereinbar. Ferner ist fur TMZ eine hemmende Wirkung auf die
neuronale Differenzierung bekannt, die die verminderte Differenzierungskapazitat erklaren
kénnte [499-502].

Auch nach Bestrahlungsbehandlung der ,naiven® #1051-Linie zeigte sich eine Verringerung
der GFAP-Expression als Abbild einer verringerten Differenzierungskapazitat. Ahnlich wie in
6.3.3 scheint auch hier eine im Vergleich zur TMZ-Therapie gleichgerichtete Beziehung
zwischen der Bestrahlung(-sresistenz) und dem Differenzierungsgrad von GSC bzw. GB-
Zellen zu bestehen. So geht auch hier eine zunehmende Differenzierung von GSC mit einer
abnehmenden Radioresistenz ~ einher: Bei  experimenteller = FoOrderung  der
Differenzierungskaskade in GSC durch verschiedene Wirkstoffe und erhéhter Expression von
Differenzierungsmarkern nimmt die Radiosensitivitdt der behandelten GSC zu [503-505].
Mogliche Erklarungen fur diese entgegengesetzte Beziehung decken sich mit obigen
Uberlegungen (einer behandlungsinduzierten Dedifferenzierung von GB-Zellen (s. 6.3.3) bzw.
Reduktion des inharenten Differenzierungspotenzials).

6.5 Proliferationsfordernde Wirkung der TMZ- und Strahlenresistenz

Die Untersuchung der Proliferationskapazitat der selektierten GSC erfolgte anhand der
Bestimmung des Ki67-Index nach immunfluoreszenter Farbung. Eine starke Erh6hung der
proliferativen Aktivitat wurde durch Bestrahlung bewirkt. Die TMZ-Behandlung hatte auf
unbestrahlte GSC einen bescheidenen  proliferationsfordernden  Effekt  unter
differenzierungsfoérdernden Bedingungen, wéahrend sie eine starke, mehrfache Erhéhung der
Proliferationsaktivitat auf bestrahlte GSC unter differenzierungs- und
selbsterneuerungsfordernde Bedingungen hatte. Die DMSO-vermittelte
Proliferationsreduktion aufgrund seiner Toxizitat kam vor allem in bestrahlten GSC zu tragen.

Als Alternative zur Ki67-Farbung zur Bewertung von Zellproliferation werden in einigen Studien
das sog. MTT-Assay (wie in [477, 479]) oder das BrdU-Assay (wie in [1, 290]) angewandt. Das
Erstere stellt eine farbmetrische Methode zur Messung der Viabilitit und metabolischen
Aktivitat von Zellen dar [506]. Dies erfolgt durch die Quantifizierung der Farbreaktion, die durch
zellulare Aufnahme und metabolische Umsetzung des MTT(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid)-Substrats entsteht [506]. Dies stellt eine sensitive Methode zur
Messung der Viabilitdt dar, jedoch werden im Gegensatz zur Ki67-Farbung metabolisch aktive
Zellen auch dann markiert, wenn sie proliferativ nicht aktiv sind [506]; dies ist bei der
Bewertung zu beachten, da sie die Spezifitdt womdglich einschrankt. Das BrdU-Assay stellt
ebenso eine farbmetrische Methode dar. Hierbei erfolgt die Gabe des synthetischen
Nukleosid-Analogons BrdU (Bromdesoxyuridin), das proliferierende und damit DNA-
replizierende Zellen die neu synthetisierte DNA einbauen [506]. Durch die immunfluoreszente
Markierung des integrierten BrdU kann die Proliferationsbestimmung der Zellen erfolgen. Dies
stellt eine sensitive wie spezifische Nachweismethode dar. Sie weist gegeniber der Ki67-
Immunmarkierung den Vorteil auf, dass spezifisch Zellen in der Replikationsphase markiert
werden, wahrend die Intensitat der Ki67-Farbung von der spezifischen Zellzyklus-Phase
abhangt und variiert [460]. Wahrend BrdU damit ein binarer Marker ist, scheint Ki67 eher ein
gradueller Marker zu sein [460].
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Trotz der zytotoxischen Wirkung des alkylierenden TMZ (zu Beginn der Behandlung) wird die
proliferative Kapazitat der behandelten GSC bei mehrfacher Behandlung erhdht. Nach
Uberwundener Suszeptibilitdt der GSC kehrt sich also die Auswirkung des TMZ um, von einem
auf proliferative Zellen beschrénkt wirkendem zytotoxischen Agens, das Zellen depletiert, hin
zu einer TMZ-vermittelten Steigerung der Proliferationsféahigkeit. Dabei wurde die initiale
depletierende und proliferationsvermindernde Wirkung von TMZ (ersichtlich anhand
verminderter Ki67-Expression) von GB-Zellen und GSC nach einmaliger Behandlung in
mehreren Arbeiten gezeigt ([430, 477, 507, 508]) ebenso wie eine Erhéhung der proliferativen
Aktivitat (mit erhohter Ki6 7-Expression) nach mehrschrittiger Behandlung und der Erwerb einer
TMZ-Resistenz wie in dieser Arbeit gezeigt ([486, 509]). Auch die beschriebene Verstarkung
der proliferativen Aktivitat und Ki67-Expression nach Strahlentherapie (in [1, 510]) deckt sich
mit den hiesigen Ergebnissen. Hierin ist diese TMZ-assoziierte Hochregulation der
Proliferation entweder als Konsequenz TMZ-vermittelter molekularer Veranderungen oder als
zellulare Adaptation auf die TMZ-Therapie zu begriinden.

Im Zusammenschau mit der dargestellten Erh6hung der Stammzellfrequenz in Abbildung 23
liegt die Vermutung nahe, dass die proliferationssteigernde Wirkung der TMZ-Behandlung
Ausdruck einer vermehrten Proliferation der behandelten GSC und damit Expansion der GSC-
Population ist. Damit wurde der allgemein von GSC angenommene ruhende (englisch
guiescent) Zustand durch TMZ hin zu einem proliferativen Phanotyp beeinflusst werden.
Alternativ kénnte die erhohte Ki67-Expression darauf zurtckgefuhrt werden, dass die
(postulierte) neue Subpopulation an dedifferenzierten konvertierten GSC einen stérker
proliferativen Phanotyp als elterliche GSC aufweisen, wie in [485, 486] hypothetisiert.

Bemerkenswerterweise waren der Stammzellanteil und der Ki67-Index auch in GSC erhéht,
die aus rekurrenten GB nach klinischer TMZ- und Strahlentherapie gewonnen wurden ([511]),
kongruent zu den Ergebnissen des hier verwendeten Modells therapieresistenter GSC. Dies
weist darauf hin, dass GSC, die eine Radiochemotherapie Uberleben (in vitro wie in dieser
Arbeit und in vivo wie in [511]), zu einem proliferativen GSC-Phéanotyp wechseln und den
Rezidivtumor bilden, wie die Autoren in [511] darlegen.

Auffallig ist die deutliche Betonung der Proliferationserhéhung nach TMZ-Behandlung in
bestrahlten GSC im Vergleich zu unbestrahlten GSC. Demnach kommt die TMZ-vermittelte
Proliferationsverstarkung in GSC mit strahlungsinduzierten Veréanderungen deutlich starker zu
tragen als in unbestrahlten. Allgemein ist die komplexe Wechselwirkung zwischen TMZ- und
Strahlentherapie kaum erforscht [474]. Es bleibt hier nur zu vermuten, dass die TMZ- und
Strahlenbehandlung die Proliferationsfahigkeit von GSC Uber proliferationsfordernde
molekulare Veranderungen in kooperativer Weise verstarken. Dies kénnte Uber synergistisch
wirkende und sich gegenseitig potenzierende Veranderungen erfolgen.

Diese Wechselwirkung muss weiter erforscht werden, Uber bspw. eine dezidierte
Untersuchung der hochregulierten (proliferationsbetreffenden) Signalwege in GSC nach TMZ-
und Strahlentherapie, die Aufschluss dariiber geben kann, inwieweit sich beide Resistenzen
Uberschneiden und synergistisch wirken. [397]. Ferner miissen die hier gewonnenen
Erkenntnisse Uber Einfluss von Bestrahlung und TMZ auf die Differenzierung wie
Proliferationsaktivitdt von GSC und ihre Implikationen in zukinftigen Arbeiten weiter evaluiert
werden, insbesondere durch ihre Korrelation mit dem in vivo-Verhalten von GSC und ihrer
Tumorigenitat.

6.6 Verlangerte Zellzyklusdauer nach TMZ-Selektion

Zur Bestatigung der erhohten Proliferationskapazitat unter TMZ-Einfluss erfolgte die Ermittlung
der Verdopplungszeit der selektierten Zelllinien mittels Live-Cell Imaging-Mikroskopie. Sie ist
ein Mal} fur die Dauer des Zellzyklus. Als Alternative hierzu kann das Wachstumsassay aus
[509] betrachtet werden, wo eine gleiche Zellzahl unter verschiedenen Konditionen ausplattiert
wird und in regelmafligen Intervallen gezahlt wird. Hieraus kann eine Wachstumskurve erstellt
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werden, die Aufschluss Uber die Proliferationsgeschwindigkeit gibt und aus der die
Verdopplungszeit der Gesamtpopulation bestimmt werden kann. lhm liegt also eine
Gesamtbetrachtung der Zellkultur zugrunde und keine Einzelzellbetrachtung wie bei der Live-
Cell-Imaging-Mikroskopie.

Die bestrahlten Zelllinien zeigten nach Behandlung im Vergleich zu den unbestrahlten Linien
eine kiurzere Verdopplungszeit auf. Dagegen wiesen TMZ-behandelte GSC (unabhangig von
ihrem Bestrahlungsstatus) verlangerte Verdopplungszeiten auf. Dies Uberrascht, da anhand
der in Abbildung 25 dargestellten Verstarkung der Proliferationsaktivitat durch TMZ eine
verkirzte Verdopplungszeit zu erwarten war, wie bei den bestrahlten GSC bestehend. Diese
Verlangerung der Verdopplungszeit und damit des Zellzyklus ist anhaltend, da sie lange Zeit
nach Beendigung der TMZ-Behandlung festgestellt werden konnte. Eine naheliegende
Erklarung hierfir ist in der beschriebenen Auswirkung des TMZ auf den Zellzyklus zu
vermuten. Die Zytotoxizitait von TMZ wird Uber einen G2/M-Zellzyklusarrest von
proliferierenden Zellen (tber die Induktion von DNA-Doppelstrangbriichen) vermittelt [129,
259, 462]. Die mehrfache Behandlung der GSC mit TMZ in dieser Arbeit fuhrte zu einer
zunehmenden Viabilitat und Abschwéchung der zytotoxischen Wirkung, sodass auch eine
abnehmende Effizienz dieses Zyklusarrests anzunehmen ist. Demnach ist es naheliegend zu
vermuten, dass die selektierten GSC diesen G2/M-Arrest Giberwinden konnten, sodass keine
Apoptose oder Autophagie aktiviert wird, und weiterhin proliferieren; die verlangerte
Zyklusdauer bliebe demnach als Konsequenz dieses initialen Zyklusarrests erhalten. Die Ki67-
Expression ist hierdurch nicht beeinflusst, da es in allen Zellzyklusphasen aul3er der GO-
Ruhephase exprimiert wird [398].

Unterstitzend hierfir zeigten Lin et al. (2018) sowohl eine Zunahme des G2/M-Arrests wie
zeitgleich eine Abnahme der Apoptoserate in GB-Zelllinien mit experimentell erworbener TMZ-
Resistenz auf, die eine langsamere Proliferation und damit eine langere Zellzyklusdauer
aufwiesen [479]. Die Autoren vermuteten, dass der durch TMZ ausgeldste G2/M-Arrest nicht
nur ein zerstorerischer, sondern auch ein rekonstruktiver Prozess fir Glioblastomzellen ist, wo
beispielsweise die DNA-Reparatur intensiviert werden kann. Tiek et al. (2018) wiesen kontréar
hierzu einen fehlenden G2/M-Arrest als Charakteristikum fir TMZ-selektierte GB-Zelllinien
nach, der bei erneuter TMZ-Behandlung wesentlich geringfligiger zu induzieren war (als bei
TMZ-nativen Zellen) [509]. Diese offenbar widerspriichlichen Ergebnisse lassen sich nach
Yamashiro et al. (2020) mit einer unterschiedlichen Reaktion von TMZ-selektierten
Glioblastomzellen erklaren, da in ihrer Arbeit einige GB-Zellen nach TMZ-Selektion einen
transienten G2/M-Arrest aufwiesen, wahrend bei anderen kein Zellzyklus-Arrest beobachtet
wurde [259]. Demnach kann die beobachtete Verlangerung der Zellzyklus-Dauer bei TMZ-
selektierten Zelllinien in dieser Arbeit vielmehr einen linienspezifischen Effekt darstellen als ein
universales Charakteristikum einer TMZ-Resistenz. Die bestrahlten GSC zeigten (im Vergleich
zur Kontrollgruppe) eine relativ geringere Verlangerung der Verdopplungszeit nach TMZ-
Behandlung als die unbestrahlten GSC. Dies konnte durch den kooperativen
proliferationsférdernden Effekt beider Therapien begriindet sein (s. 6.5), sodass die
Verlangerung des Zellzyklus ein geringes Ausmal annimmt. Ebenso ist die
bestrahlungsvermittelte Abschwachung der zytotoxischen Wirkung des TMZ als Grund hierfir
moglich (s. 6.2).

Da die ,naive” Zelllinie #1051 und ihr bestrahltes Korrelat #1051_IR nicht in diesem Experiment
inkludiert waren, kann nicht der direkte Vergleich zwischen ihnen und die Quantifizierung der
bestrahlungsinduzierten Wirkung erfolgen. Jedoch kdnnen die bestrahlten und unbestrahlten
Linien retrospektiv nach erfolgter TMZ- bzw. DMSO-Behandlung miteinander verglichen
werden und damit auf die Wirkung der Bestrahlung geschlossen werden. Die bestrahlten
Linien zeigten hierbei (unabhangig von der weiteren Behandlung) eine signifikant kirzere
Verdopplungszeit auf, die auf eine Beschleunigung der Zellzyklusprogression als Effekt der
mehrfachen fraktionierten Bestrahlung schlieRen lasst.

Der Einfluss ionisierender Strahlung auf den Zellzyklus von Glioblastomzellen wurde mehrfach
untersucht, hier jedoch fast ausschlielllich der Effekt einer einmaligen Bestrahlung
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beschrieben. Er lasst sich wie folgt zusammenfassen: Erstens: Sowohl GSC wie differenzierte
GB-Zellen zeigen einen bestrahlungsinduzierten Zellzyklus-Arrest in der G2/M-Phase auf
([512-514]), der typischerweise in bestrahlten Zellen aufgrund der Induktion von DNA-DSB
auftritt [515]. Zweitens ist dieser G2/M-Arrest in GSC weniger h&ufig auftretend als in
differenzierten GB-Zellen und héalt bis mindestens 72 h nach Bestrahlung an [516, 517].
Drittens scheint der G2/M-Arrest Teil der Radioresistenz von GB zu sein, da hierauf die
Reparatur von DNA-DSB durch die homologe Rekombination beruht und effizienter stattfindet
[518]. Eine Blockade dieses G2/M-Arrestes fuhrte zu einer erhéhten Radiosensitivitat in
differenzierten GB-Zellen und erhéhter Radiozytotoxizitat [518]. Zuletzt ging eine zunehmende
Radioresistenz mit einem abgeschwachten Zellzyklusarrest einher [519].

In Relation dieser Erkenntnisse zu den vorliegenden Ergebnissen lasst sich eine
Wechselwirkung zwischen der fraktionierten Bestrahlung und der Zellzyklusprogression (der
#1051-GSC-Linie) vermuten, die positiv korrelieren. Eine spezifische Aussage zur
Beeinflussung der Zellzyklusphasen ist an dieser Stelle bei fehlender Untersuchung dieser
nicht moglich. Es lasst sich zum einen vermuten, dass kein wesentlicher G2/M-Arrest
ausgelost wurde (da dieser mit einer verlangerten Zellzyklusdauer einhergehen wirde),
bedingt durch eine mutmalfiliche Radioresistenz der #1051-Linie. Zum anderen ist es moglich,
dass der beschriebene G2/M-Arrest vielmehr Folge einer einmaligen Bestrahlung ist (wie fast
ausschlielich in der Literatur zu finden), wahrend eine mehrfache fraktionierte Bestrahlung
(wie hier vorliegend) mit einer verdnderten Umstrukturierung des Zellzyklus von GSC
einhergehen kann. Denkbar ist ein initialer G2/M-Arrest zur Mobilisierung der DNA-
Reparaturmaschinerie, die infolge hochreguliert wird, wie anhand der hier gezeigten
Chromatinéffnung in Promotorregionen von Genen, die mit dem Nukleinsaurestoffwechsel
verbunden sind (s. Abbildung 32), vermutet werden kann. Diese Hochregulierung der DNA-
Reparatur konnte im Verlauf der mehrfachen Bestrahlung zu einem Verzicht auf den G2/M-
Arrest fihren und damit eine Zellzyklusverlangerung verhindern. Weiterhin geht die
Verkirzung der Verdopplungszeit konform mit der bestrahlungsinduzierten Erhéhung der
Ki67-Expression (s. Abbildung 25) als Ubereinstimmendes Korrelat fiur eine
bestrahlungsinduzierte Verstarkung der proliferativen Aktivitat und Zellzyklusprogression.

6.7 Globale Chromatinkondensation und locusspezifische
Chromatindffnung unter TMZ

Die vorangehenden Untersuchungen zeigen einen kooperativen Effekt von Bestrahlung und
TMZ auf die Proliferationsfahigkeit von (behandlungsresistenten) GSC auf. Um mdgliche
Veranderungen von Signalwegregulationen Uber epigenetische Alterationen und
Chromatinstrukturveranderungen durch beide Behandlungen zu untersuchen, wurden die
selektierten Zelllinien durch die FAIRE-Methode charakterisiert und transkriptionell aktive
Regionen im Chromatin identifiziert. Hiermit erfolgte erstmal eine Optimierung der FAIRE-
Methode fir humane GSC-Linien. Die Vor- und Nachteile der Methode wurden bereits in
2.5.7.2 diskutiert.

Die Ergebnisse zeigen, dass sowohl Bestrahlung wie TMZ genomweite Verdnderungen der
Chromatinstruktur bewirken. Hier Ilasst sich zum einen Kkonstatieren, dass diese
Veranderungen anhaltend sind, da sie noch lange Zeit nach Abschluss der Behandlungen
festgestellt werden kdnnen. Zum anderen l&sst sich ein divergierender epigenetischer Effekt
beobachten, da Bestrahlung und TMZ die Chromatinstruktur in unbestrahlten GSC
unterschiedlich beeinflussten. Dies wird durch die gegenséatzlichen Auswirkungen dieser
Behandlungen auf den Anteil des offenen Chromatins, insbesondere in den regulatorischen
Promotorregionen, belegt. Die Bestrahlung fiihrte zu einem starken Anstieg der offenen
Promotorregionen, was eine verstarkte Transkription von Genen bedeutet, die von diesen
Promotoren aus reguliert werden. Im Gegensatz dazu fihrte TMZ zu einer allgemeinen
Verringerung des offenen Chromatins in den Promotorregionen, was mit einer allgemeinen
Verringerung der Transkriptionsaktivitat vereinbar ist. Wahrend die epigenetischen Effekte von
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TMZ auf die Chromatinstruktur in GSC experimentell bisher kaum untersucht wurden, deckt
sich die obere Schlussfolgerung mit den Ergebnissen von Belter et al. (2020). Sie zeigten eine
hypermethylierende Wirkung des TMZ auf GB-Zelllinien, da der 5mC-Gehalt der DNA
dosisabhéngig (bei TMZ-Konzentrationen von 10-50 pM) und mit wiederholter TMZ-
Behandlung zunahm [520]. Diese TMZ-vermittelte Hypermethylierung steht im Einklang mit
einer allgemeinen Chromatinverdichtung, wie sie hier beobachtet wurde. Hinsichtlich der
Chromatinuntersuchungen von rekurrenten GB wiesen diese nach Radiochemotherapie eine
allgemeine Verringerung des offenen Chromatins auf im Vergleich zu primaren GB [385].
Prinzipiell vereinbar mit der hier gezeigten TMZ-Wirkung ist ein Vergleich dennoch nicht
moglich, da zum einen hier spezifisch GSC untersucht wurden und zum anderen das klinische
Regime der Therapiekombination aus TMZ und Bestrahlung von dem in dieser Arbeit abweicht
(bei konkomitierender TMZ-Gabe zur Bestrahlung anstatt einer sequentiellen TMZ-Gabe nach
Bestrahlung). Dies hat wahrscheinlich Einfluss auf die Interaktion zwischen TMZ und
Strahlentherapie und deren epigenetischen Effekt, der in Bezug auf TMZ in dieser Arbeit (bei
der Linie #1051 _IR_TMZ) mutmaflich eingeschrankt wurde.

Bei genauerer Untersuchung der Genloci mit veranderter Chromatinstruktur lasst sich
feststellen, dass sowohl Bestrahlung wie auch TMZ zu einer Verdnderung des Spektrums
offener Promotoren in bestimmten Regionen fiihren. Das Spektrum der durch Bestrahlung
verursachten Chromatinverdnderungen unterscheidet sich von denen, die durch TMZ
verursacht werden, sowie zwischen nicht- und vorbestrahlten GSC. In nicht-bestrahlten GSC
fuhrte die TMZ-Behandlung zu einer Anreicherung offener Promotoren in der Nahe von Genen,
die an der Neurogenese und neuralen Differenzierung beteiligt sind, und ist damit mit ihrer
Hochregulierung vereinbar (Abbildung 32, B). Dies erscheint kontrar zur allgemeinen
hemmenden Wirkung von TMZ auf die Neurogenese (in gesundem Hirnparenchym) zu sein
[499-502]. Eine mdgliche Erklarung ist, dass die hier beschriebene divergierende TMZ-
Wirkung spezifisch im Kontext der gestérten Tumorpathophysiologie von GB und von GSC zu
sehen ist. Mdglich ist auch, dass eine mehrfache TMZ-Behandlung mit zunehmender TMZ-
Resistenz in GSC mit einer entgegengesetzten reaktiven Hochregulierung dieser Gene
einhergeht.

Abweichend von der TMZ-Wirkung ist die Bestrahlungsbehandlung mit einer
Chromatinéffnung innerhalb von Promotoren von Genen verbunden, die mit dem
Nukleinsdurestoffwechsel assoziiert sind (Abbildung 32, A). Die erwahnten TMZ-assoziierten
Veranderungen wurden in vorbestrahlten GSC nicht mehr festgestellt, bei denen die
Wirkungen von TMZ denen von DMSO allein &hnlich waren (Abbildung 32, C). Obwohl unklar
ist, warum vorbestrahlte GSC nach TMZ-Behandlung nicht ahnliche Veranderungen in der
Chromatinstruktur zeigen wie nicht-bestrahlte GSC, ist eine logische Erklarung, dass die
Strahlenbehandlung (vor der TMZ-Behandlung) GSC allgemein weniger anfallig flir Stérungen
in der Chromatinstruktur macht. Eine weitere Erklarung ist, wie in 6.2 angefuhrt, dass die
Bestrahlung GSC unempfindlicher gegenuber der TMZ-Wirkung (auf epigenetischer Ebene)
macht durch ihren Effekt des Zellzyklus-Arrests und der Herabregulierung der MMR-Gene,
sodass daher TMZ-assoziierte Chromatinveranderungen nicht induziert werden kdénnen.
Alternativ ist es moglich, dass die Bestrahlung eine Selektion von bestimmten Klonen bewirkt,
die resistenter gegen die durch TMZ verursachten Chromatinstérungen sind. Aus klinischer
Sicht koénnte die geringere Anfélligkeit bestrahlter GSC fur TMZ bedeuten, dass
strahleninduzierte Veranderungen des Chromatins der Wirksamkeit von TMZ in Bezug auf
Chromatinveranderungen entgegenwirken, was einer der Grunde fur die unbefriedigende
Wirksamkeit von TMZ als Therapie fur rezidivierende GB sein kdnnte.

6.8 Breites Wirkungsspektrum von Dimethylsulfoxid
Diese Studie zeigt, wie wichtig es ist, die Auswirkungen von DMSO, einem Ldsungsvermittler

fur TMZ, zu berlcksichtigen. In Ubereinstimmung mit den zuvor gezeigten Wirkungen von
DMSO in verschiedenen Zelltypen wurde auch in dieser Studie ein tiefgreifender Einfluss von
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DMSO festgestellt. So verringerte DMSO die Stammzellfrequenz insbesondere in
vorbestrahlten GSC als Hinweis flr eine potenzierte Zytotoxizitdt bei vorangehender
Bestrahlungsbehandlung (Abbildung 23). Eine mogliche Erklarung hierfur ist, dass
ionisierende Strahlung zum einen tber ROS zur Schadigung von Zellmembranen fuhrt und
zum anderen Permeabilitatsanderungen von Zellmembranen bewirkt [521-523]. Da DMSO
hauptsachlich seine Zytotoxizitdt durch die Beeintrachtigung der Zellmembranfunktion
vermittelt ([459]), konnte die membranverandernde Wirkung der vorherigen Bestrahlung der
GSC der Grund fir die potenzierte Wirkung von DMSO sein. Dieser Umstand kann ebenso als
Erklarung fur die selektive proliferationshemmende Wirkung des DMSO dienen, da DMSO
insbesondere in vorbestrahlten GSC eine erhebliche Reduktion der Proliferationsrate
verursachte, wahrend sie in nicht-bestrahlten GSC nur geringfugig reduziert war (Abbildung
25). Dieser proliferationshemmende Effekt von DMSO steht im Einklang mit der
vorbeschriebenen, proliferations- wie viabilititshemmenden zytotoxischen Wirkung von
DMSO, teilweise apoptosefordernde Signalwege umfassend, die in verschiedenen,
physiologischen wie tumorésen Zelltypen nachgewiesen werden konnte [524-528].

Dagegen zeigte DMSO eine Erhéhung der Differenzierungskapazitat der behandelten GSC
unabhangig von ihrem Bestrahlungsstatus auf (Abbildung 24). Diese
differenzierungsinduzierende Wirkung des DMSO korrespondiert mit der vielfach
charakterisierten differenzierungsférdernden des DMSO in verschiedenen Zelltypen und auch
in Astrozyten (Uber Verstarkung der GFAP-Expression) [528-530]. Dabei ist die Erh6hung des
Differenzierungspotenzials in humanen embryonalen Stammzellen mit einer Herabregulierung
von Stammzell- und Pluripotenzmarkern verbunden, korrespondierend zur reduzierten
Stammzellfrequenz aus Abbildung 23 [529, 531, 532]. Dies kann eine Ursache fur eine
reduzierte Tumorigenitat von GB-Zelllinien nach DMSO-Behandlung darstellen [533].

Auch auf epigenetischer Ebene war ein Effekt der DMSO-Behandlung nachzuweisen
(Abbildung 32, B). Hier zeigte sich das grof3te Mald an offenem Chromatin unter den mit DMSO
behandelten Linien jedoch mit einem verringerten Anteil an Promotor-assoziierten Peaks
verbunden, sodass die meisten DMSO-assoziierten Peaks aulRerhalb von transkriptionell
regulatorischen Elementen liegen. Dies zeigt auf, dass DMSO auf epigenetischer Ebene nicht
inert ist, sondern mit tiefgreifender Veranderung einhergeht [449]. Dabei scheint ein starker
gewebsspezifischer Faktor eine wichtige Rolle in der Ausprdgung der epigenetischen
Veradnderung zu spielen. Wahrend in osteoblastischen Zelllinien eine globale DNA-
Demethylierung u. a. Uber eine Herabregulierung von DNMT-Enzymen als Folge der DMSO-
Behandlung von Thaler et al. (2012) beschrieben wurde, wurde von Verheijen et al. (2019) in
iPSC-abgeleiteten Herzzellen der gegenteilige Effekt mit einer genomischen
Hypermethylierung tber Hochregulierung der DNMT-Enzymaktivitat beschrieben [534, 535].
Dagegen blieb in derselben Arbeit das Methylom in Leberzellen unverandert durch die DMSO-
Behandlung [535]. Wahrend also die erstgenannte Arbeit mit einer globalen Chromatinéffnung
zu vereinbar ist und mit den Ergebnissen dieser Arbeit korrespondiert, geht aus der
zweitgenannten Arbeit sowohl eine Chromatinverdichtung als auch ein unverandertes
Methylom als Folge der DMSO-Behandlung einher. Dies zeigt zum einen das Spektrum von
DMSO-induzierten epigenetischen Veranderungen auf und zum anderen den
gewebsspezifischen Charakter dieser.

Insgesamt wird damit die Wichtigkeit der Betrachtung der spezifischen Auswirkungen wie
Zytotoxizitat des DMSO untermauert. Dies dient in experimentellen Studien haufig als
Dissoziationsmedium fir Chemotherapeutika wie TMZ, ist jedoch nicht inert, sondern weist ein
breites Wirkungsspektrum auf phénotypischer, genetischer wie epigenetischer Ebene auf.

6.9 Schlussfolgerungen

Insgesamt zeigen die Ergebnisse der Selbsterneuerungs-, Differenzierungs- und
Proliferationsanalysen, dass TMZ wie Bestrahlung zumindest auf die in der Studie verwendete
GSC-Linie wachstums- und selbsterneuerungsférdernde Effekte hat, die nach TMZ-
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Behandlung mit einer verlangerten und nach Bestrahlung mit einer verklrzten Zellzyklusdauer
einhergehen. Auf epigenetischer Ebene fihrte TMZ zu einer allgemeinen
Chromatinverdichtung mit locusspezifischer Chromatinoffnung in Genregionen, die an der
Neurogenese und neuralen Differenzierung beteiligt sind, wahrend Bestrahlung eine
promotorspezifische Chromatinéffnung bewirkt, insbesondere in Genregionen, die am
Nukleinsdurestoffwechsel  beteiligt sind. Ferner bestehen Hinweise fir ein
strahlungsvermitteltes Konterkarieren der TMZ-Wirkung bei partieller Beschrankung der
beschriebenen Effekte in vorbestrahlten GSC.

Diese charakterisierten TMZ- und Bestrahlungsvermittelten Veranderungen kénnen einen
linienspezifischen Effekt darstellen und aufgrund der ausgepragten intertumoralen
Heterogenitat von Glioblastomen allgemein und GSC speziell sich in anderen GSC-Linien in
einer anderen Auspragung und zu einem anderen Ausmalf darstellen, insbesondere da
uneinheitliche Veradnderungen in GSC auf Behandlungsmodalitaten festgestellt werden
konnten [1]. Es besteht daher die Notwendigkeit, systematische Untersuchungen unter
Verwendung unterschiedlicher Arten von GSC aus verschiedenen Tumoren wie Tumornischen
Zu etablieren, um das Wirkungsspektrum von TMZ wie Resistenz-assoziierter Veranderungen
auf breiterer Ebene abbilden zu kénnen. Ebenso ist eine Korrelation der hier und zukiinftig
erhobenen Ergebnisse mit der in vivo-Charakterisierung von GSC mit und ohne Behandlung
vonnodten, um ein pathophysiologisch naheres Abbild des Tumornetzwerkes und -
microenvironments zu erreichen.
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7 Zusammenfassung

Glioblastom-Stammzellen (GSC) stehen im Zentrum der heterogenen Tumorarchitektur von
Glioblastomen und sind von zentraler Bedeutung fur die Tumorpathophysiologie durch ihre
unlimitierte Selbsterneuerungsfahigkeit und multipotente Kapazitat. Durch ihr breites
Repertoire an inharenten wie erworbenen Resistenzmechanismen wird die Therapieresistenz
von Glioblastomen gegeniiber dem etablierten Chemotherapeutikum Temozolomid (TMZ) und
der Strahlentherapie wie ihre Rezidivbildung und ihr Progress in erster Linie durch GSC
bestimmt. Das Ziel dieser Studie war die Rekapitulation der therapieinduzierten
Veranderungen in GSC fir die TMZ- und Strahlentherapie wie ihrer Kombination auf zellularer,
phanotypischer und epigenetischer Ebene. Hierdurch wird eine Identifizierung von
Schlisselprozessen ermdglicht, die an der Resistenz von Glioblastomen gegenuber der
Radiochemotherapie beteiligt sind.

Hierzu wurde ein experimentelles Modell fir TMZ-resistente GSC etabliert, indem die GSC-
Linie #1051 und ihr vorbestrahltes Aquivalent #1051 IR mit einer klinisch relevanten Dosis
von 100 uM an TMZ in sechs Zyklen behandelt wurden und fir eine Gesamtzeit von ca. 16
Wochen in Anwesenheit von TMZ gehalten wurden. AnschlieBend erfolgte die
Charakterisierung der TMZ- und bestrahlungsinduzierten Veranderungen auf Ebene der
Stammzellkapazitat Gber das Extreme Limited Dilution Assay, wahrend das Differenzierungs-
und Proliferationspotenzial Gber die Immunfluoreszenz-gestitzte Auswertung der GFAP- bzw.
Ki67-Expression quantifiziert wurde. Erganzend wurde die Verdopplungszeit der Zellen tber
Live-Mikroskopie bestimmt. Zur Untersuchung der epigenetischen und Chromatin-
Veranderungen wurde die FAIRE-Methode in dieser Studie erstmalig fur humane GSC
etabliert. Als Referenzkontrolle wurden parallel dazu DMSO-behandelte Sublinien verwendet,
da DMSO als Dissoziationsmedium fur TMZ diente.

Wahrend der Behandlungszyklen mit TMZ zeichnete sich ein biphasischer Erholungstrend ab
mit initial betonter Zytotoxizitdt und zunehmender Resistenz der GSC gegeniiber TMZ.
Vorbestrahlte GSC zeigten eine geringere Suszeptibilitdt gegenliber der TMZ-Zytotoxizitéat, die
sich mit experimentellen Daten einer sequentiell beschrankten Wirkung der TMZ-Zytotoxizitat
deckt, die sich nur vor (und nicht nach) einer Bestrahlung entfaltet [474, 475]. Als Folge der
mehrschrittigen Behandlung der GSC zeigte sich eine TMZ- wie Bestrahlungs-vermittelte
Erhdhung der Stammzellfrequenz als Mal3 fir eine verstarkte Selbsterneuerungskapazitat,
welche die vorhandene Evidenz Uber den Einfluss der Behandlungsmodalitaten auf die
Stammzellkapazitat rekapituliert [1, 34, 473, 484, 485, 489]. Dabei scheint dieser bekannte
Behandlungseffekt nach aktuellem Wissensstand vorrangig durch eine Expansion der
(therapieresistenten) GSC-Subpopulation und einer de novo-Bildung von (undifferenzierten)
GSC durch die Induktion einer Konversion von differenzierten GB-Zellen begriindet zu sein
[484-486, 488].

Parallel zu diesem Therapieeffekt zeigte sich eine proliferationssteigernde Wirkung der TMZ-
und Strahlenbehandlung. Ersteres bewirkte dabei eine drei- bis vierfache Erhéhung und
Letzteres eine dreifache des Ki67-Index. Der Effekt beider Behandlungen wirkt damit initial
depletierend fir proliferierende Zellen und im Verlauf kontrar hierzu verstarkend fur die
proliferative Aktivitat, eine duale Wirkung, die in anderen Arbeiten nachvollzogen werden kann
[1, 430, 477, 486, 507-510]. Erwéhnenswert ist die deutliche Betonung der TMZ-vermittelten
Proliferationssteigerung in vorbestrahlten GSC (im Vergleich zu unbestrahlten), die eine
kooperative  Proliferationssteigerung  beider  Therapiemodalitditen  vermuten  I&sst.
Interessanterweise konnten auch in GSC aus GB-Rezidiven nach Radiochemotherapie eine
erhohte Stammzell- und Proliferationskapazitat festgestellt werden, als Hinweis flr einen
therapieinduzierten Wechsel von einem ruhenden zu einem proliferativen GSC-Phéanotyp, der
in dieser Arbeit in vitro rekapituliert werden konnte [500]. Auch hinsichtlich des
Differenzierungsgrades liel3 sich eine zur erhdhten Stammzellkapazitat korrelierende
Veranderung feststellen. Sowohl die TMZ- wie Strahlenbehandlung hatte eine verringerte
GFAP-Expression und damit eine Reduktion des Differenzierungspotenzials zur Folge. Dies
liefert neue Evidenz fUr den direkten inhibitiven Effekt beider Behandlungsmodalitaten auf das
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Differenzierungspotenzial von GSC und steht im Einklang mit der in der Literatur
beschriebenen gegenlaufigen Wechselwirkung zwischen der TMZ- und Radioresistenz und
dem Differenzierungsgrad von GSC. Ihr nach nimmt die Therapieresistenz von GSC mit
zunehmendem Differenzierungsgrad ab und bedeutet im Umkehrschluss einen abnehmenden
Differenzierungsgrad bei zunehmender TMZ- und Strahlenresistenz [492-496, 504, 505].
Hinsichtlich der Proliferationsgeschwindigkeit zeigten die TMZ- und Strahlenbehandlung einen
gegensatzlichen Effekt. Wéahrend die TMZ-selektierten GSC eine Verlangerung der
Verdopplungszeit um ca. 6 bis 12 % zeigten, wiesen die vorbestrahlten GSC unabhéangig von
ihrer weiteren Behandlung eine verkirzte Verdopplungszeit (im Vergleich zu unbestrahlten
GSC) auf. In Zusammenhang mit der vorhandenen Literatur lasst sich als Ursache der TMZ-
vermittelten Verlangerung ein G2/M-Zellzyklusarrest vermuten, der bei TMZ-Resistenz eine
rekonstruktive Rolle fir Glioblastomzellen einnehmen kann [476]. Jedoch scheint die
Beeinflussung des Zellzyklusarrests (und damit -dauer) durch TMZ einer heterogenen Antwort
zu unterliegen und damit vielmehr einen linienspezifischen Effekt als einen universalen Teil
der TMZ-Resistenz darzustellen [248].

Zuletzt erfolgte in dieser Arbeit erstmalig eine Optimierung und Etablierung der FAIRE-
Methode fir humane  GSC-Linien zur  Charakterisierung therapieinduzierter
Chromatinveranderungen hinsichtlich transkriptionell aktiver Regionen. Hier zeigten sich
divergierende Effekte der Behandlungsmodalitdten in regulatorischen Promotorregionen,
wobei TMZ zu einer allgemeinen Kondensation und damit Gen-Silencing und Bestrahlung
entgegengesetzt zu einer Chromatindffnung ebendort und damit vermehrter Genexpression
fuhrte. Im spezifischen Kontext der Genregionen bewirkte TMZ eine Chromatinéffnung und
damit Anreicherung von Promotoren, deren Gene mit der neuralen Differenzierung und
Neurogenese verbunden sind, wahrend die Bestrahlung hiervon abweichend zu einer
Chromatindffnung von Promotoren fuhrte, deren Gene an dem Nukleinsaurestoffwechsel
beteiligt sind. Dies bietet neue Einblicke in die TMZ- und bestrahlungsvermittelten
epigenetischen Veranderungen in GSC als Abbild der epigenetischen Dysregulation in
rekurrenten GB, die eine Schlisselrolle in der Progression von Glioblastomen einnehmen und
bisher kaum systematisch untersucht wurden. Interessanterweise konnten die TMZ-
assoziierten epigenetischen Veranderungen in vorbestrahlten GSC nicht mehr festgestellt
werden. Dies ist als einer von mehreren Hinweisen in dieser Arbeit eine neue deskriptive
Evidenz fir ein entweder allgemeines Konterkarieren von zytotoxischen Wirkungen oder
spezifisches Konterkarieren der TMZ-Wirkung (auf GSC) durch eine vorherige Bestrahlung,
eine Wechselwirkung, die bisher kaum erforscht ist [474, 475].

Die vorliegende Arbeit etabliert ein experimentelles Modell, das die Mdéglichkeit bietet, das
Wirkungsspektrum und die Resistenzmechanismen von Behandlungsmodalititen in
zuklnftigen Arbeiten systematisch in unterschiedlichen GSC zu charakterisieren sowie durch
eine in vivo-Etablierung des Modells die gewonnenen Erkenntnisse mit der Tumorigenitéat der
GSC zu korrelieren und den externen Einfluss des Tumormicroenvironments hierauf zu
untersuchen.
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Anhang

9 Anhang
Anhang 1

Anhangstabelle 1: Input-Control-DNA (200 Zyklen)- Reinheitsratio, Konzentration und Gesamtmenge/
Lysatvolumen

Zelllinie Reinheitsratio Konzentration Gesamtmenge /
260/230 260/280 [ng/ul] Lysatvolumen [ng/ul]

#1051 2,29 1,87 1387,5 138,75

#1051 TMZ 2,30 1,86 980,4 98,04

#1051 DMSO 2,32 1,87 1296,0 129,60

#1051 IR 2,26 1,86 680,9 68,09

#1051 IR TMZ 2,27 1,86 671,6 67,16
#1051 IR DMSO 2,27 1,86 666,0 66,60

Anhangstabelle 2: FAIRE-DNA (200 Zyklen) - Reinheitsratio, Konzentration und Gesamtmenge/
Lysatvolumen

Zelllinie Reinheitsratio Konzentration Gesamtmenge /
260/230 260/280 [ng/ul] Lysatvolumen [ng/ul]
#1051 2,19 1,88 106,2 3,54
#1051 TMZ 2,01 1,87 102,0 3,40
#1051 DMSO 2,11 1,88 158,6 5,29
#1051 IR 2,64 1,91 67,6 2,25
#1051 IR_TMZ 2,19 1,90 91,3 3,04
#1051 IR DMSO 2,18 1,90 93,8 3,13
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