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1. Zusammenfassung

Das Glioblastom (GBM) und das Gliosarkom (GSarc) sind maligne Hirntumore mit einer sehr
schlechten Prognose. Trotz einer aggressiven, multimodalen Therapie, die aus chirurgischer Re-
sektion, fraktionierter Bestrahlung und adjuvanter Chemotherapie mit Temozolomid (TMZ) be-
steht, liegt die mittlere Uberlebenszeit bei 14,6 (GBM) bzw. 8 bis 10 Monaten (GSarc). Ursachen
dafiir werden im infiltrativen Wachstum dieser Gliome und in der Aktivitit der O°-Methylguanin-
DNA-Methyltransferase (MGMT) gesehen, deren Expression epigenetisch reguliert wird. In Tumo-
ren mit hypomethyliertem Promotor wird MGMT exprimiert, die die durch TMZ Ubertragenen
Methyladdukte von der DNA entfernt. Eine weitere Ursache fiir die Radio- und Chemoresistenz ist
die Existenz von Stammzell-ahnlichen Gliomzellen (SLGCs) im Tumor. SGLCs besitzen die Fahigkeit

zur Selbsterneuerung und sind fiir den Tumorprogress und die Rezidivbildung von Bedeutung.

In dieser Arbeit wurden in vitro Experimente durchgefiihrt, um zu untersuchen, welche Auswir-
kungen die Bestrahlung in An- und Abwesenheit von TMZ auf die Proliferation, die Vitalitat, den
Zellzyklus und die Apoptose von SLGCs hat. Hierzu wurden die Zellen in einem Ansatz einmalig mit
Dosen von 2 bis 20 Gray (Gy) bestrahlt und in einem parallelen Ansatz zusatzlich mit TMZ behan-
delt. Des Weiteren wurde untersucht, wie sich die unterschiedliche zeitliche Abfolge von Bestrah-
lung und TMZ-Behandlung auf Proliferation und Vitalitdt auswirken. Dabei erfolgte die TMZ-Gabe

entweder zeitgleich mit der einmaligen Bestrahlung oder 24h spater.

Die Auswirkungen der alleinigen Bestrahlung waren dosisabhangig. Dosen unter 10 Gy zeigten nur
bei zwei von acht SLGC-Linien einen hemmenden Effekt auf die Proliferation und induzierten bei
keiner SLGC-Linie effizient den Zelltod. Grundsatzlich war die Hemmung der Proliferation ausge-
pragter als die Reduktion der Vitalitdt. So lag die Effektivdosis 50 (EDsg) hinsichtlich der Prolifera-
tion bei zwei der untersuchten SLGC-Linien bei 2 bzw. 5 Gy, bei drei Linien wurde sie mit 10 Gy,
bei zwei Linien mit 20 Gy erreicht. Bei einer Linie wurde die EDsy auch mit 20 Gy nicht erreicht.
Hinsichtlich der Vitalitat wurde die EDsy bei keiner der SLGC-Linien mit den verwendeten Strah-
lendosen erreicht. In Kombination mit der Bestrahlung wies TMZ nur bei niedrigen Strahlendosen
einen zusatzlichen Proliferations- und Vitalitdts-reduzierenden Effekt auf, der bei den untersuch-
ten SLGC-Linien unterschiedlich stark ausgepragt war. Umgekehrt verstarkte die Bestrahlung die
Wirkung von TMZ in der Mehrheit der SLGC-Linien nur bei hohen Strahlendosen. Die zeitgleiche
TMZ-Gabe und Bestrahlung erbrachte im Vergleich zur um 24h verzégerten TMZ-Applikation kei-
ne signifikanten Unterschiede. Insgesamt sind die Ergebnisse dahingehend zu interpretieren, dass
TMZ bei suboptimaler Bestrahlung die Gliomtherapie verbessert und in diesem Fall der MGMT-

Status als kritischer Parameter fungiert.
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2. Einleitung

Die Tumore des Zentralen Nervensystems (ZNS) lassen sich in hirneigene Tumore und intrazere-
brale Metastasen einteilen. Zur Gruppe der hirneigenen Tumore zahlen neuroepitheliale Tumore,
Tumore der Meningen, Keimzelltumore, das ZNS betreffende Lymphome und hdmatopoietische
Neoplasien sowie Tumore der Sella. Gliome gehoéren zu den neuroepithelialen Tumoren und leiten
sich histogenetisch von der Neuroglia ab. Man unterscheidet Astrozytome, Oligodendrogliome,

Oligoastrozytome, Ependymome und Glioblastome (Louis et al., 2007).

2.1. Neuroepitheliale Tumore

Gliome sind mit 70% die haufigsten intrakraniellen Tumore (Ohgaki und Kleihues, 2009). Nach der
Klassifikation der Weltgesundheitsorganisation (WHO) aus dem Jahre 2007 (Louis et al., 2007)
werden Gliome in WHO-Grad | bis IV unterteilt. Die Klassifizierung orientiert sich am Grad der
Kernatypien, der Proliferationsrate, der Vaskularisierung, der Ausbildung von Nekrosen sowie
dem Differenzierungsgrad (Huse und Holland, 2010). Je hoher der Grad, desto maligner sind die
Tumore. Der WHO-Grad des Glioms ist neben dem Alter des Patienten und seinem klinischen
Zustand, sowie der Lokalisation und der chirurgischen Resektabilitdt des Tumors ein entscheiden-
des Kriterium fiir die Prognose und die jeweilige Therapie (Louis et al., 2007). WHO-Grad | Tumo-
re, wie beispielsweise das pilozytische Astrozytom, sind Lasionen, die lediglich eine geringe
Proliferationsaktivitat aufweisen und nach deren chirurgischer Resektion in der Regel eine Heilung
moglich ist. Sie treten insbesondere im Kindes- und Jugendalter auf. Diffuse Astrozytome werden
als WHO-Grad Il Tumore klassifiziert. Sie zeigen ein infiltrierendes Wachstum mit einer geringen
Proliferationsrate und es besteht eine Chance auf Heilung. Diese Astrozytome kénnen einen ho-
heren Malignitatsgrad annehmen, z.B. den eines anaplastischen Astrozytoms, das als WHO-
Grad lll Tumor eingeordnet wird. Tumore dieses Grades weisen durch besondere histologische
Merkmale wie z.B. nukledre Atypien und durch eine rege mitotische Aktivitat auf ihre Malignitat
hin. Hochmaligne Tumore wie Glioblastome oder Gliosarkome (WHO-Grad IV) sind durch eine
ausgepragte mitotische Aktivitdt sowie zahlreiche Nekrosen gekennzeichnet (Norden und Wen,

2006).

Patienten mit intrakraniellen Tumoren klagen in Gber 50% der Falle Giber Kopfschmerzen, die oft-
mals durch das den Tumor umgebende Odem und den dadurch entstandenen Hirndruck ausgeldst
werden. Weitere haufige klinische Symptome des durch den Tumor verursachten intrakraniellen

Druckanstieges sind Ubelkeit, Niichternerbrechen und Sehstérungen. In seltenen Fillen kann der
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Druckanstieg zu einer Stauungspapille fihren. Die Lokalisation des Tumors spielt in Bezug auf
fokal-neurologische Defizite eine wichtige Rolle. Als hdufigste Defizite sind hier epileptische Anfal-
le, Gesichtsfeldausfalle durch eine Kompression des Chiasma opticums, ein Sprachdefizit und eine
Hemiparese zu nennen. Ferner konnen intrakranielle Tumore durch Personlichkeitsveranderun-
gen und Gedachtnisverlust symptomatisch werden (Chang et al., 2005; Sizoo et al., 2010; Walbert
und Khan, 2014).

Die Ursprungszelle, die fur die Entstehung von Gliomen verantwortlich ist, ist bisher nicht eindeu-
tig identifiziert (Huse und Holland, 2010). Es gibt Evidenzen dafir, dass neurale Stamm- oder Pro-
genitorzellen im adulten Gehirn in Tumorzellen mutieren. Andererseits gibt es Hinweise darauf,
dass reife Astrozyten und Oligodendrozyten durch Mutationen eine Dedifferenzierung durchlau-
fen kénnen und damit zu Tumor-induzierenden Zellen (engl.: tumor-initiating cells, TICs) werden

(Huse und Holland, 2010; Sutter et al., 2007).

2.2. Das Glioblastom (GBM)

Die haufigsten WHO-Grad IV Tumore sind die Glioblastome, die entweder de novo entstehen
(primare GBMs) oder aus niedergradigen astrozytaren Neoplasien hervorgehen (sekundare GBMs)
(Huse und Holland, 2010). Uber 90 % der GBMs sind primire, weniger als 10% sekundire GBMs
(Ohgaki und Kleihues, 2005). Die sekundaren GBMs treten eher bei jiingeren Patienten auf und
entwickeln sich wesentlich langsamer (Ohgaki und Kleihues, 2009). GBMs machen 55% der hirn-

eigenen Tumore aus (Cho et al., 2013).

Das Gliosarkom (GSarc) wird h&ufig als eine Variante des GBMs angesehen. Die WHO beschreibt
das GSarc als eine gut umschriebene Lasion mit identifizierbaren gliomatésen und metaplastisch
mesenchymalen Anteilen (Han et al., 2010; Louis et al., 2007). Ein Teil erfillt histologisch die Krite-
rien eines GBMs, ein anderer Teil enthalt eine groRe Variabilitdt unterschiedlichsten Gewebes.
Letzteres kann seinen Ursprung in Fibroblasten, Knorpel-, Muskel- oder ossdren Zellen haben (Han

et al., 2010).

Die Inzidenz der GSarcs macht 1,8 bis 2,8% der Inzidenz der GBMs aus (Louis et al.,, 2007;
Lutterbach et al., 2001). Sie treten vor allem zwischen dem 50. und 70. Lebensjahr auf. Manner
sind haufiger betroffen als Frauen (Han et al., 2010). Epidemiologische Studien zeigten, dass die
mittlere Uberlebenszeit von Patienten mit einem GSarc (8 bis 10 Monate) noch schlechter als die
der GBM-Patienten (14,6 Monate) ist (Kozak et al., 2009). In diesen Studien wurde aber auch ge-

zeigt, dass die Radiotherapie einen zuséatzlichen Effekt auf die GSarc-Therapie hat (Biswas et al.,
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2011; Han et al., 2010; Kozak et al., 2009; Romero-Rojas et al., 2013). GSarc-Patienten werden
aufgrund der Seltenheit dieses Tumors und daher aufgrund einer nur geringen Anzahl vorhande-
ner Studien dhnlich wie GBM-Patienten behandelt (Han et al., 2010). Lediglich eine Arbeitsgruppe
vermutete eine eigene Tumor-Entitdt der GSarcs, da diese (1) eine andere Pradilektionsstelle
(Temporallappen) als GBMs (GroRRhirnhemispharen, Balken) aufweisen, (2) makroskopisch Menin-
geomen dhneln, (3) im Gegensatz zu GBMs ein hohes Metastasierungspotential und (4) seltener

eine EGFR (engl.: endothelial growth factor receptor)-Mutation aufweisen (Han et al., 2010).

Die Analysen einer Vielzahl von primaren GBMs hinsichtlich genetischer Veranderungen und be-
stimmter Expressionsmuster flihrten zu einer Einteilung in vier GBM-Subtypen, die moglicher-
weise in der Zukunft eine Grundlage fir unterschiedliche Therapieansatze darstellen kénnten
(Network, 2008). Es wird zwischen dem klassischen, dem mesenchymalen, dem proneuralen so-
wie dem neuralen GBM-Subtyp unterschieden (Huse und Holland, 2010; Van Meir et al., 2010).
Der klassische Subtyp zeichnet sich durch eine ausgepragte Zellproliferation aus. Er ist durch die
Amplifikation des EGFR-Gens sowie einen Verlust der PTEN- (Phosphatase und Tensin-Homolog)
und CDKN2A-Genorte charakterisiert. Ferner weist dieser Subtyp eine verstarkte Expression des
neuralen Vorldufer- und Stammzellmarkers Nestin (Veselska et al., 2006) sowie eine Aktivierung
der Notch- und Sonic hedgehog-Signalwege auf. GBMs vom klassischen Typ sprechen sehr gut auf
die géngige Radiochemotherapie an, da der p53-Signalweg intakt ist (Verhaak et al., 2010). Der
mesenchymale GBM-Subtyp weist ein Expressionsmuster auf, das mit dem Mesenchym und der
Angiogenese assoziiert ist. Bei diesem Subtyp treten gehauft Inaktivierungen der Gene NF1 (Neu-
rofibromin), p53 und PTEN auf. Tumore dieses Subtyps sprechen auf aggressive Formen der Ra-
diochemotherapie an. Der dritte GBM-Subtyp wird als proneural bezeichnet. Sein Expressions-
muster weist Ahnlichkeiten zu dem bei der neuronalen Entwicklung vorherrschenden Muster auf.
So wurde ein hohes Expressionslevel oligodendrozytischer (z.B. OLIG2; Oligodendrozyten Tran-
skriptionsfaktor) und proneuraler (z.B. DCX; engl.: doublecortin) Entwicklungsgene beobachtet.
GBMs dieses Subtyps exprimieren dariiber hinaus den Transkriptionsfaktor Sox2 [engl: sex deter-
ming region Y (SRY)-Box 2], der fiir die Aufrechterhaltung des Stammzellstatus in embryonalen
(Chambers und Tomlinson, 2009) und neuralen (Episkopou, 2005) Stammzellen von Bedeutung
ist. Ferner sind bei den oftmals eher jungen Patienten Mutationen im Bereich der Gene des
PDGFRa (engl.: platelet-derived growth factor receptor 1) sowie der Isozitratdehydrogenasen 1
und 2 (IDH1/2) festzustellen. In ber 50% der Fille ist der Tumorsuppressor p53 defekt. IDH1/2-
Mutationen werden auch bei niedergradigen Gliomen nachgewiesen. Daher wird vermutet, dass
die aus den niedergradigen Gliomen entstehenden sekunddaren GBMs zum proneuralen Subtyp
zdhlen (Parsons et al., 2008; Verhaak et al., 2010). Der neurale Subtyp ist am wenigsten gut cha-

rakterisiert. Er weist hinsichtlich des Genexpressionsmusters groRe Ahnlichkeiten zum normalen
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Hirngewebe auf. Insbesondere lasst sich eine Aktivierung von Genen erkennen, die fiir Neurofila-
mente [NEFL (Neurofilament-leichte-Kette Polypeptid), GABRA1 (Gamma-Amino-Buttersdure A
Rezeptor, alpha 1), SYT1 (Synaptotagmin 1) und SLC12A5 [Losliche Transporterfamilie 12 (Kali-
um/Chlorid-Transporter), Mitglied 5] kodieren. Zusammenfassend ist festzustellen, dass mit Aus-
nahme des klassischen Subtyps (p53-Signalweg intakt) alle GBM-Subtypen eine Inaktivierung der
p53- und Retinoblastom (Rb)-Signalwege sowie eine Aktivierung der Rezeptortyrosinkinasewege

aufweisen (Network, 2008; Preusser et al., 2006; Van Meir et al., 2010).

2.3. Diagnose und Therapieregime

In der Diagnostik von GBMs spielen sowohl die radiologische Bildgebung als auch die Histologie
eine Rolle. Sowohl computertomographisch als auch kernspintomographisch sind GBMs durch
deutliche Inhomogenitaten gekennzeichnet, die durch das Auftreten von Nekrosen, Blutungen
und perifokalen Odemen entstehen. Typisch ist insbesondere in der Kernspintomographie die
ringférmige Kontrastmittelaufnahme mit einem durch Nekrosen verursachten hypodensen Zent-
rum (Persano et al., 2011; Van Meir et al., 2010). Die endgiiltige Diagnose GBM kann jedoch nur
mithilfe der Histologie gestellt werden. Mikroskopisch zeigen sich neben den auch makroskopisch
nachweisbaren Nekrosen und Zysten nukledre Atypien, eine ausgepragte mitotische Aktivitat
sowie eine Vielzahl an mikrovaskuldren Proliferaten (Brat und Van Meir, 2004; Van Meir et al.,
2010). Derzeit sind Glioblastome trotz aller Fortschritte der aktuellen Forschung nicht heilbar. Das

Auftreten von Therapieresistenzen ist nahezu die Regel und die Rezidivbildung unausweichlich.

Der ,Goldstandard” der Glioblastomtherapie umfasst derzeit die maximal mogliche chirurgische
Resektion des Tumors und eine adjuvante Radiochemotherapie (Stupp et al., 2007; Stupp et al.,
2005). Dabei erfolgt die Radiotherapie fraktioniert. Durch die Kombinationstherapie mit dem
alkylierenden Agens Temozolomid (TMZ) konnte die mittlere Uberlebensdauer von 12,1 Monaten
auf 14,6 Monate gesteigert werden, die mittlere 2-Jahres-Uberlebensrate wurde durch die zusatz-
liche Gabe von TMZ zur Radiotherapie von 10,4% auf 26,5% erhoht (Stupp et al., 2007; Stupp et
al., 2005).

Nach chirurgischer Resektion zur Reduktion der Tumormasse wird der Patient tiber sechs Wochen
an 5 Tagen pro Woche fraktioniert mit Einzeldosen von 2 Gy und somit mit einer Gesamtdosis von
60 Gy bestrahlt (Stupp et al., 2005). Adjuvant dazu erhélt der Patient taglich das oral verabreichte
Chemotherapeutikum TMZ (iber einen Zeitraum von 42 Tagen, wobei die Dosis typischerweise
75mg/m? Korperoberfliche (KOF) betragt. Dieser sechswdchigen durchgingigen Radiochemo-

therapie folgt eine Therapiepause von vier Wochen. Im Anschluss daran wird der Patient in sechs
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bis zwolf Zyklen mit einer alleinigen TMZ-Therapie behandelt (Stupp et al., 2007; Stupp et al.,
2005). Die Anzahl der Zyklen ist dabei abhadngig von Nebenwirkungen wie z.B. nicht beherrschbare
Ubelkeit, himatotoxische Auswirkungen oder opportunistische Infektionen sowie vom Anspre-
chen auf die Therapie. Wahrend eines 28-Tageszyklus werden dem Patienten Uber 5 Tage
150-200 mg/m? KOF/d TMZ mit einer darauffolgenden Pause von 23 Tagen verabreicht (Abb. 1)
(Friedman et al., 2000; Norden und Wen, 2006).

4 Wochen 1. 2. 3. 4. 5. 6.
Pause  Zyklus Zyklus Zyklus Zyklus Zyklus Zyklus
TMZ ununterbrochen fiir 42 E
Tage
| | ] | ] | | ] | | | | ]
| I 1 | | | I | 1 | | | |

1 2 3 4 5 6 7 11 15 19 23 27 31
Wochen

||||| Fokale Strahlentherapie mit 5 x 2 Gy

- Chemotherapie mit Temozolomid (TMZ)

Abb. 1: Schema der GBM-Therapie (in Anlehnung an Stupp et al. 2007). - 6-wdchige fraktionierte Bestrah-
lung an 5 Tagen in der Woche mit Fraktionen von 2 Gy/Tag. Adjuvante Temozolomid-Therapie (75mg/m?
Korperoberflache (KOF) Gber 42 Tage. Nach einer 4-wochigen Therapiepause folgt die alleinige Chemothe-
rapie mit TMZ (150 — 200 mg/m? KOF) in 28-Tageszyklen an den ersten 5 Tagen eines jeden Zyklus.
Gy: Gray, d: Tag, TMZ: Temozolomid.

Die Ganzhirnbestrahlung fiir maligne Gliome fand erstmalig in den 70er Jahren statt und konnte
die mittlere Uberlebenszeit im Gegensatz zu konventionellen MaRnahmen postoperativ von 17
auf 37,5 Wochen steigern (Norden und Wen, 2006). Mittlerweile stellt die Standardradiotherapie
eine fir den Patienten schonendere partielle, nur das Tumorbett betreffende, fraktionierte Be-
strahlung mit einer Maximaldosis von 60 Gy dar (Stupp und Hegi, 2007; Stupp et al., 2005). Stu-
dien mit einer hoheren Strahlendosis oder anderen Fraktionierungsschemata im Gegensatz zum
oben Beschriebenen erbrachten zunachst keinen Vorteil (Norden und Wen, 2006). In mehreren
rezenten Studien wurde eine Hypofraktionierung mit z.T. Gesamtdosen bis 80 Gy getestet. Diese
brachte im Vergleich zur Standardtherapie zwar keine Verldngerung der mittleren Uberlebenszeit,
jedoch wurde bislang auch keine vermehrte Dosis-abhangige Toxizitat beobachtet (Ammirati et

al., 2014; Jastaniyah et al., 2013; Monjazeb et al., 2012).

Temozolomid (TMZ) ist das derzeit am haufigsten verwendete Medikament zur Behandlung von
GBMs (Beier et al., 2008). Es wurde schon in den 80er Jahren an der Aston Universitat als ein

3-Methylderivat von Mitozolomid, einem stark hdmatotoxischen Chemotherapeutikum, syntheti-
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siert (Friedman et al., 2000). Aufgrund seiner Eigenschaft, die Bluthirnschranke zu passieren, ist es
besonders gut flr die Therapie von Hirntumoren geeignet. Die Gabe erfolgt oral, im Gegensatz zu
einem GrolSteil der Ubrigen Chemotherapeutika, die intravends appliziert werden. TMZ verfiigt
Uber eine 100%ige Bioverfligbarkeit und akkumuliert nicht. Dadurch ist das Nebenwirkungspoten-
tial vergleichsweise gering, sodass TMZ in den meisten Fallen gut vertraglich ist (Friedman et al.,
2000). Es handelt sich bei TMZ um ein Prodrug, welches bei einem physiologischen pH-Wert spon-
tan zum aktiven alkylierenden Metaboliten MTIC [5-(3-Methyltriazen-1-yl)imidazol-4-carboxymid]
konvertiert, so dass fiir seine Aktivierung keine hepatische Metabolisierung notwendig ist (Clark
et al., 1995; Friedman et al., 2000). MTIC bewirkt eine Methylierung der DNA und wird durch die-
sen Vorgang in sein Abbauprodukt AIC (5-Aminoimidazol-4-carboxamid) umgewandelt, welches

Uber die Nieren ausgeschieden wird (Friedmann et al. 2000).

Bislang konnte aufgrund von Resistenzen die durch die Standardtherapie erzielte mittlere Uberle-
bensdauer von 14,6 Monaten nicht gesteigert werden. Eine Arbeitsgruppe fasste die Resistenz-
mechanismen in vier Gruppen zusammen. Hierzu gehoéren (I) Reparaturmechanismen wie die
Wirkung der O°-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT), (I1) die Deregulation von Signal-
wegen, (lll) die Bluthirnschranke und (IV) das Vorkommen von SLGCs (Ohka et al., 2012). Die fur

diese Arbeit wichtigen Zusammenhange werden in den folgenden Abschnitten genauer erlautert.

2.4. Reparaturmechanismen

Einen Bestandteil der Standardtherapie stellt das Chemotherapeutikum TMZ dar (Abb. 1; Kapi-
tel 2.3). TMZ gehort zur Gruppe der alkylierenden Agenzien, die DNA-Schdaden durch das Anhan-
gen von Alkylgruppen an die DNA bewirken. Die Induktion dieser Schaden fiihrt zur Aktivierung
von Reparaturvorgadngen, die ihrerseits Apoptose induzieren kdnnen (Hegi et al., 2008; Trivedi et
al., 2005). In 90% der Falle erfolgt die durch TMZ induzierte Alkylierung an den Purinen und es
entstehen N’-Methylguanin und N3-Methyladenin (Trivedi et al., 2005). Diese Modifizierungen
sind jedoch nur wenig zytotoxisch, da sie durch die Basenexzisionsreparatur korrigiert werden
(Hegi et al., 2008). Effektiver ist die in 5-10% der Falle auftretende Methylierung an der
0°-Position des Guanins, die wahrend der Replikation zu einer Fehlpaarung mit Thymin fiihrt.
Diese Veranderungen der DNA aktivieren die Basenfehlpaarungsreparatur. In Abhangigkeit vom
Expressionsmuster der jeweiligen Zellen fuhrt die Basenfehlpaarungsreparatur zu unterschiedli-
chen Ergebnissen. In etwa 70% der GBMs wird die MGMT exprimiert, ein DNA-Reparaturenzym,
das die Methylgruppe an der O°-Position des Guanins entfernt und somit den Effekt von TMZ

neutralisiert (Hegi et al., 2008). Folglich wirkt TMZ vor allem auf Tumore, die eine Methylierung
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des mgmt-Promotors aufweisen, da die Methylierung ein Abschalten des MGMT-Gens bewirkt
(Friedman et al., 2000; Hegi et al., 2008). Ein Defekt der Basenfehlpaarungsreparatur kann verhin-
dern, dass die Methylierung an der O°-Position des Guanins als Fehler erkannt wird und somit

weder Apoptose noch Zellzyklusarrest ausgelost werden (Friedman et al., 2000).

Bei MGMT-negativen Tumorzellen, die eine funktionierende Basenfehlpaarungsreparatur aufwei-
sen, kommt es durch Guanin-Thymin-Fehlpaarungen zur Bildung von DNA-Doppelstrangbriichen.
Die DNA-Doppelstrangbriiche fihren dann zur Induktion von Apoptose (Ochs und Kaina, 2000). Ist
die Basenfehlpaarungsreparatur bei MGMT-negativen Zellen nicht aktiv, wirkt TMZ nicht toxisch.
Demnach hangt die Wirksamkeit von TMZ unter anderem von einer funktionierenden Basenfehl-
paarungsreparatur ab (Friedman et al., 2000; Gerson, 2002; Hirose et al., 2001b). Gliome haben
sich bislang als relativ resistent gegen eine durch DNA-Schaden ausgeloste Apoptose erwiesen
(Hirose et al., 2001b). Daher wurde die Wirksamkeit von TMZ in MGMT-negativen Zellen, die eine
funktionierende Basenfehlpaarungsreparatur und entweder den p53-Wildtyp oder eine p53-
Mutation aufwiesen, untersucht. Es wurde gezeigt, dass die Basenfehlpaarungsreparatur nicht zur

CP1/WARL assoziierten Zellzyklusarrest und zur Senes-

Apoptose, jedoch zu einem mit p53- und p21
zenz fuhrt (Hirose et al., 2001b). Ferner wurde nachgewiesen, dass p53 an sich flr einen G2/M-
Arrest nicht notwendig ist, es jedoch fiir die Dauer des Arrests und das Uberleben TMZ-
behandelter Zellen eine Rolle spielt (Hirose et al., 2001b). Genauere Untersuchungen zeigten als
Ausléser des durch TMZ-induzierten G2/M-Arrestes eine Induktion der Checkpointkinase 1 (Hirose

et al., 2001a).

Das durch TMZ gebildete 0°-Methylguanin kann jedoch auch bei MGMT-negativen GBMs durch
eine Aktivierung der Basenfehlpaarungsreparatur mit nachfolgenden Doppelstrangbriichen einen
Ausloser flir Apoptose darstellen. Es wurde gezeigt, dass Apoptose in MGMT-negativen Gliomzell-
linien eine spate Antwort auf eine Behandlung mit TMZ darstellen kann (Roos et al., 2007). In
weiteren Analysen wurde beobachtet, dass der p53-Status hinsichtlich der Induktion von Apopto-
se ebenfalls eine Rolle spielt (Roos et al., 2007). p53-Wildtyp exprimierende Gliomzellen erwiesen
sich als chemosensitiver als Gliomzellen, die eine Mutation im p53-Gen aufwiesen. In beiden Fal-
len wurde eine Apoptose ausgelOst, jedoch fiihrte die p53-Mutation zu einer Aktivierung des

intrinsischen Signalwegs, der als weniger effizient als der extrinsische Weg gilt (Roos et al., 2007).

Verschiedene Studien versuchten durch gezieltes Modifizieren des Stupp-Schemas (Abb. 1) die
mittlere Uberlebenszeit zu verldngern. Dies erfolgte durch eine Intensivierung der TMZ-Therapie
(sog. RTOG 0525/EORTC-Studie, RESCUE-Studie, NOA-08-Studie) oder durch die zuséatzliche Gabe
von Carmustin, dem MGMT-Inhibitor O°-Benzylguanin oder Cilenglitid, einem selektiven Integrin-

Inhibitor (Ohka et al., 2012). Aufgrund der ausgepragten hamatotoxischen Nebenwirkungen konn-
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ten diese Ansatze jedoch nicht weiter verfolgt werden. Als erfolgsversprechend erwies sich eine
Kombinationstherapie aus Interferon- (IFN-B), TMZ und Bestrahlung, die von den Patienten sehr
gut vertragen wurde. Es wird angenommen, dass IFN-B die Chemosensitivitdt Gber eine p53-
Induktion und einer daraus resultierenden Reduktion der MGMT-Transkription bewirkt (Ohka et

al., 2012).

2.5. Deregulation von Signalwegen

GBMs zeichnen sich durch ein Missverhaltnis zwischen Zellproliferation und Zelltod aus
(Abukhdeir und Park, 2008). Ursache fiir das ungehinderte Zellwachstum und die Proliferation
sowie die Resistenz gegen die Standardtherapie sind zum einen deregulierte Signalwege (Ohka et
al.,, 2012), zum anderen therapieinduzierte Verdnderungen im Zellzyklus (Hirose et al., 2001b;
Lefranc et al., 2007). Gliome haben die Eigenschaft durch Veranderungen auf genomischer, tran-
skriptioneller und post-transkriptioneller Ebene von Proteinen, darunter Proteinkinasen und Tran-
skriptionsfaktoren, Uberlebensstrategien zu entwickeln, die zur Apoptoseresistenz fiihren kénnen
(Lefranc et al., 2007). So kann z.B. der EGFR/PI3K/AKT/mTOR-Signalweg durch mehrere Mutatio-
nen gestért sein. Dazu gehért eine Uberexpression von EGFR (>40% d. Félle), die zu erhdhter
Proliferation und Migration fiihrt. Des Weiteren fiihrt diese Uberexpression aber auch ber die
Beeinflussung von Signalwegen und von Zelltodinduktion zu Resistenzen gegeniiber Chemothera-
peutika (Lefranc et al., 2007; Ohka et al., 2012). Studien mit EGFR-Inhibitoren wie z.B. Gefitinib
zeigten jedoch sowohl allein als auch in Kombination mit TMZ keinen Effekt auf das Patienten-
Uberleben (Ohka et al., 2012). Mutationen des PTEN-Gens (Phosphatase und Tensin-Homolog),
die in 15-40% der Falle in primaren GBMs vorliegen, fihren zu einer verstarkten Invasion und
Proliferation (Bleau et al., 2009; Gregorian et al., 2009; Ohka et al., 2012). Als Folge dieser Mutati-
onen konnte eine vermehrte Radio- und Chemoresistenz nachgewiesen werden (Bleau et al.,
2009; Hu et al., 2005; Zheng et al., 2008). Weitere Signalwege, die genetisch verdndert sein kdn-
nen, sind der Notch-, der Sonic hedgehog- und der Wnt-Signalweg (Ohka et al., 2012).

Die Resistenz gegeniber der Apoptoseinduktion durch Deregulation des EGFR/PI3K/AKT/mTOR-
Signalweges wird als ein Charakteristikum vieler Tumorentitaten erachtet (Lefranc et al., 2007).
Apoptose ist eine Form des programmierten Zelltodes und durch eine Reduktion des Zellvolu-
mens, durch Chromatinkondensation, nukleosomale Fragmentierung sowie einen Verlust der Zell-
Zell-Interaktion charakterisiert (Ouyang et al., 2012). Des Weiteren zeichnet sie eine Fragmentie-
rung des Chromatins und intrazelluldre Proteolyse aus (Nishida et al., 2008; Ouyang et al., 2012).

Man unterscheidet zwischen dem intrinsischen (Mitochondrien-vermittelt) und dem extrinsischen
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(Todesrezeptor-vermittelt) Signalweg, die beide Apoptose induzieren. Beide Signalwege fihren zu
einer Aktivierung von intrazellularen Proteasen, den Caspasen (Ricci und Zong, 2006; Sun und
Peng, 2009). Die gemeinsame Endstrecke zur Apoptose wird Uber die Caspase-3 vermittelt, die
daher als Effektorcaspase bezeichnet wird (Ouyang et al., 2012; Sun und Peng, 2009). Die Ef-
fektorcaspase-3 spielt eine zentrale Rolle, da sie in die Spaltung von kernstandigen Proteinen wie
z.B. PARP-1 [Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase 1], aber auch in die Chromatinkondensation und die
DNA-Fragmentierung involviert ist (Galia et al., 2012; Porter und Janicke, 1999; Sun und Peng,
2009). DNA-Schaden flihren zu einer vermehrten Expression von PARP-1, das wiederum an der
Nukleotidexzisions-Reparatur beteiligt ist (Galia et al., 2012). In GBMs ist PARP-1 immunhisto-
chemisch nachweisbar, nicht aber in normalem Hirngewebe (Galia et al., 2012). Eine Hemmung
von PARP-1 bewirkt eine Erhéhung der Zytotoxizitdt von methylierenden Agenzien (Friedman et
al., 2000; Tentori et al., 2002). Die zuséatzliche Gabe von PARP-Inhibitoren zur TMZ-Behandlung
fihrte zu einem reduzierten G2/M-Zellzyklusarrest und zu einer Induktion der G2-

Checkpointkinase Chk1 (Tentori et al., 2002).

Als Schlisselproteine des Zellzyklus regulieren Zykline, zyklin-abhangige Kinasen (CDKs) und CDK-
Inhibitoren (p21c“’1/WAFl und p27""") das Verhaltnis zwischen Zellwachstum und Zelltod (Abukhdeir
und Park, 2008). Zellen durchlaufen die verschiedenen Phasen des Zellzyklus, der durch Inter-
aktionen verschiedener Zykline mit den zugehorigen CDK-Untereinheiten reguliert wird
(Abukhdeir und Park, 2008). Die wichtigsten CDKs, die den Zellzyklus regulieren, sind CDK2, CDK4
und CDK6. CDK4 und CDK6 bilden einen Komplex, der mit Zyklin D assoziiert ist, wohingegen CDK2
mit Zyklin E assoziiert ist (Abukhdeir und Park, 2008). Modulationen des Zellzyklus erfolgen u.a.
durch den CDK-Inhibitor p21“PYWA"' " der den Zyklin-E-CDK2-Komplex und den Zyklin-D-
CDK4/CDK6-Komplex hemmt. Der CDK-Inhibitor p27"** hemmt dagegen ausschlieBlich den Zyklin-
E-CDK2-Komplex (Abukhdeir und Park, 2008). Die Zyklin-CDK-Komplexe fungieren als Checkpoints
des Zellzyklus und beugen der Replikation geschadigter DNA vor, indem ein Zellzyklusarrest indu-
ziert wird. Somit ermoglichen sie eine DNA-Reparatur oder induzieren Zelltod, falls eine Reparatur

nicht moglich ist (Abukhdeir und Park, 2008).

lonisierende Strahlung induziert ein breites Spektrum an DNA-Schaden, wie Einzelstrang- und
Doppelstrangbriiche sowie Basenmodifikationen (Hirota et al., 2014; Pajonk et al., 2010). Den
schadlichsten Einfluss haben die Doppelstrangbriiche, da sie zu einem Verlust von DNA-
Fragmenten flhren koénnen (Hirota et al., 2014). Doppelstrangbriiche aktivieren die Se-
rin/Threonin-Kinase ATM (engl.: ataxia teleangiectasia mutated), die ihrerseits die Aktivierung der
Checkpointkinasen Chk1 und Chk2, sowie die der Zyklin-abhdngigen Kinase Cdc25c und p53 mit-
tels Phosphorylierung bewirkt (Bao et al., 2006a; Choudhury et al., 2006). Die Aktivierung von
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Chk1 und Chk2 fihrt zu einem Zellzyklus-Arrest in der S-Phase, die von Cdc25c resultiert in einem
G2-Arrest (Hoffmann et al., 1993). Eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors und Tumorsuppres-

sors p53 fihrt zu einer Induktion von p21°PY/WAR

, wodurch ein G1-Arrest induziert wird (Abbas
und Dutta, 2009). p21“PYWA™ \ird direkt durch den Tumorsuppressor p53 reguliert und gilt damit
als eines der wichtigsten Effektormolekiile von p53. Folglich ist in Tumoren mit einer p53-

Mutation das p21Ci”1/WAF1—LeveI reduziert.

Die Radiosensitivitat der Zellen ist grundséatzlich jedoch abhangig von der Zellzyklusphase. Zellen,
die sich in der spaten S-Phase befinden, sind besonders strahlenresistent, wohingegen Zellen in
der G2/M-Phase am sensitivsten auf ionisierende Strahlen reagieren (Pajonk et al., 2010). Das
Prinzip der fraktionierten Bestrahlung (Abb. 1) dient auf der einen Seite einer auf die einzelnen
Bestrahlungsvorgéange bezogenen Dosisreduktion. Auf der anderen Seite ermoglicht dieses Prinzip
eine Schadigung von Zellen, die den Zellzyklus langsam durchlaufen, und erlaubt somit ein Uber-
treten radioresistenter, sich in der S-Phase befindender Tumorzellen in die bestrahlungs-

sensitivere G2-Phase (Pajonk et al., 2010).

2.6. Bedeutung der Bluthirnschranke

Die Bluthirnschranke tragt zur Therapieresistenz bei, da sie den Durchtritt von Molekiilen verhin-
dert, die groBer als 500 Dalton (Da) sind. Somit kénnen viele Medikamente nicht zu ihrem Wir-
kungsort durchdringen oder sie erreichen diesen in einer wesentlich geringeren Konzentration als
beabsichtigt (Beier et al., 2011). Durch seine Fahigkeit die Bluthirnschranke zu passieren, kann
TMZ in den Hirnzellen durch die Alkylierung eine Schadigung der DNA bewirken, die zu einer Akti-
vierung von Reparaturmechanismen fiihrt. Etwa 20% der systemisch gemessenen TMZ-
Konzentration sind im Liquor nachweisbar (Ostermann et al., 2004). Es wird jedoch angenommen,
dass Tumorzellen, die sich im Kontrastmittel-anreichernden Bereich befinden, einer wesentlich
héheren TMZ-Konzentration ausgesetzt sind. Die Kontrastmittelanreicherung spricht fir eine
beeintrachtigte Bluthirnschranke, die ihrerseits wiederum dazu flihrt, dass die TMZ-Konzentration
im Tumorbett nahezu der systemischen entspricht (Ostermann et al., 2004; Portnow et al., 2009).
Um den Resistenz-Mechanismus einer intakten Bluthirnschranke umgehen zu kénnen, erfolgten
Studien mit der Implantation von Carmustin-Mikroplattchen (sogenannte Wafer) zusatzlich zur
Standardradiochemotherapie (Bock et al., 2010; Valtonen et al., 1997; Westphal et al., 2006).
Diese Therapieform bleibt aufgrund von aus dem operativen Eingriff resultierenden Komplikatio-
nen umstritten (Bock et al., 2010). Ein weiterhin untersuchtes Prinzip zur Umgehung der Bluthirn-

schranke stellte in einigen Studien der Aufbau eines Druckgradienten dar. Die Anwendung eines
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positiven Druckes bewirkte einen lokalen Druckgradienten, der es ermoglichte, Substanzen im
Extrazellularraum zu verteilen (Bankiewicz et al., 2000; Hadaczek et al., 2006; Krauze et al., 2008).
Durch eine gezielte Verteilung von Interleukin 13 oder TGF-B-Inhibitoren wurde im Vergleich zur

Standardtherapie eine Steigerung der Uberlebenszeit erreicht (Mut et al., 2008; Vallieres, 2009).

Trotz verschiedenster Ansitze zur Optimierung der GBM-Therapie konnte die mittlere Uberle-
benszeit von 14,6 Monaten bislang nicht erhéht werden. Eine Vielzahl an Studien postuliert, dass
GBMs eine kleine Gruppe an Zellen, die sogenannten Stammzell-dhnlichen Gliomzellen [engl.:
stem-like glioma-cells (SLGCs)] aufweisen, die fir die Resistenz gegen einen GroRteil der Thera-
pien und das Auftreten von Rezidiven verantwortlich sind (Huse und Holland, 2010; Ohka et al.,

2012; Schonberg et al., 2013; Van Meir et al., 2010).

Der nachfolgende Abschnitt gibt daher einen Uberblick tiber die SLGCs und deren Bedeutung fiir
die Therapie.

2.7. Tumorstammzellen und Stammazelltheorie

SLGCs sind Tumorzellen mit Ahnlichkeiten zu Stammzellen, die mittlerweile in allen soliden Tumo-
ren und in hamatopoietischen Tumoren nachgewiesen wurden (Reya et al., 2001; Schonberg et
al., 2013). Im Kontext des Glioms werden diese Zellen als SLGCs (Choschzick et al., 2014), GSCs
(engl.: glioma stem-like cells) (Ohka et al., 2012) oder BTSCs (engl.: brain tumor stem cells) (Dirks,
2010) bezeichnet.

Mittlerweile existieren zahlreiche experimentelle Befunde, die die Bedeutung von SLGCs fiir die
Entwicklung der ausgepragten Radio- und Chemoresistenz des GBMs belegen (Bao et al., 2006a;

Liu et al., 2006; Reya et al., 2001).

Fiir den Ursprung von SLGCs gibt mehrere Theorien. Die erste Theorie geht davon aus, dass sich
die SLGCs durch neoplastische Transformationen aus adulten neuralen Stammzellen (NSCs) oder
neuralen Progenitoren (NPCs) entwickeln (Ignatova et al., 2002; Jiang und Uhrbom, 2012). Dabei
verleihen Mutationen den NSCs und NPCs, die bereits oder noch Stammzelleigenschaften besit-
zen, tumorigene Eigenschaften (Jiang und Uhrbom, 2012; Sutter et al., 2007). Eine weitere Theo-
rie geht davon aus, dass neurale Vorlduferzellen mit einem eingeschrankten Stammzellpotential
Mutationen anhaufen. Dabei kommt es zum Erwerb tumorigener Eigenschaften und zur Manifes-
tation von Stammzelleigenschaften (Sutter et al., 2007). Die dritte Theorie beruht darauf, dass
reife gliale Zelltypen wie Astrozyten und Oligodendrozyten dedifferenzieren und zusatzlich Muta-
tionen anhaufen. Da die differenzierten glialen Zellderivate keine Stammzelleigenschaften besit-
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zen, muss die Fahigkeit zur Selbsterneuerung, zur unbegrenzten Teilung und zur Differenzierung
in den Zellen des Tumors jeweils erworben werden. Genetische aber insbesondere epigenetische
Veranderungen fiihren zur Aktivierung Stammzell-assoziierter Transkriptionsfaktoren und zum
Erwerb von Stammzelleigenschaften (Huse und Holland, 2010; Jiang und Uhrbom, 2012; Singh et
al., 2003; Sutter et al., 2007; Zaidi et al., 2009).

Wirde die Vermutung zutreffen, dass Stammzell-dhnliche Gliomzellen aus adulten NSCs oder
davon abgeleiteten Progenitoren hervorgehen, sollten sich SLGCs nur in den Bereichen des Ge-
hirns befinden, in denen NSCs (und NPCs) vorkommen (neurogene Regionen). Hierzu gehoéren die
Areale um das Ventrikelsystem (die subventrikuldre und die subependymale Zone, die Ausklei-
dung der lateralen Ventrikel und der Bereich um den 4. Ventrikel), der Gyrus dentatus, der Hippo-
campus und die subkortikale weille Substanz (Hadjipanayis und Van Meir, 2009; Persano et al.,
2011; Van Meir et al., 2010). Wiirden sich SLGCs jedoch von reifen glialen Zellderivaten ableiten,
sollten sie in nahezu allen Gehirnbereichen vorkommen. Eine praferentielle Entstehung von Glio-

men in den bekannten neurogenen Regionen wurde bisher nicht beschrieben.

Im Laufe der letzten Jahre wurden SLGCs in vitro in verschiedensten Analysen sehr gut charakteri-
siert (zum Uberblick siehe Schonberg et al., 2013). SLGCs wurden entweder ber eine Selektion in
Serum-freiem Medium, das EGF (engl.: epidermal growth factor) und bFGF (engl.: basic fibroblas-
tic growth factor) enthielt, gewonnen oder mittels FACS-Analysen (engl.: fluorescence-activated
cell sorting) aus Gliombiopsien selektiert, wobei der Fokus der Zellselektion auf dem Oberflachen-
Glykoprotein CD133/Prominin-1 lag (Dirks, 2010). Im Jahr 2002 konnten erstmalig in Serum-
freiem Medium Neurosphéaren-bildende, bipotente Vorlauferzellen aus GBMs expandiert werden
(Ilgnatova et al., 2002). Wenig spater wurde gezeigt, dass diese Vorlduferzellen die Fahigkeit zur
Selbsterneuerung haben (Singh et al., 2003). 2004 gelang es aus humanen GBMs Neurosphéren-
bildende Zellen zu isolieren, die nicht nur die Fahigkeit zur Differenzierung in Neurone, Astrozyten
und Oligodendrozyten hatten, sondern nach Inokulation in immunsupprimierte Mause Hirntumo-
re mit den typischen histologischen und zytologischen Eigenschaften des Ursprungs-GBMs bilden
konnten (Galli et al., 2004; Zaidi et al., 2009). Die meisten friihen Arbeiten mit SLGCs nutzten die
Anreicherung von Tumorzellen mittels FACS, wobei CD133/Prominin-1 in der Regel als Marker fiir
die Selektion diente (Beier et al., 2007; Singh et al., 2004). Die Bedeutung von CD133/Prominin-1

als universeller SLGC-Marker ist jedoch mittlerweile umstritten (siehe unten).

SLGCs weisen eine Vielzahl an Ahnlichkeiten zu NSCs auf (Lee et al., 2006). Die gemeinsamen Ei-
genschaften beider Zellgruppen umfassen zum einen die Fahigkeit zur Selbsterneuerung, zum
anderen das Differenzierungspotential, das jedoch bei SLGCs im Vergleich zu NSCs deutlich einge-

schrankt ist (Lathia et al., 2011; Reya et al., 2001).
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Wie die NSCs exprimieren SLGCs das Zelloberflachenprotein CD133/Prominin-1 (nachfolgend
CD133 genannt), dessen Expressionsstarke mit dem Grad der Malignitat des Tumors sowie der
Prognose des Patienten assoziiert zu sein scheint (Zaidi et al., 2009). Eine starke Expression von
CD133 scheint klinisch mit einer schlechteren Prognose fiir die Patienten zu korrelieren
(Zeppernick et al., 2008). CD133 galt lange Zeit als bona-fide Marker fur SLGCs (Singh et al., 2004;
Singh et al., 2003). Spatere Studien wiesen jedoch daraufhin, dass auch CD133-negative SLGCs
tumorigen sind und die Fahigkeit haben, in orthotopen Tumoren CD133-positive und CD133-
negative Zellen zu generieren (Beier et al., 2007; Chen et al., 2010; Wang et al., 2008). CD133-
negative SLGCs weisen einen niedrigeren Proliferationsindex als CD133-positive Zellen auf (Beier
et al., 2007). Weiterhin waren schon weniger als 1000 CD133-positive Zellen ausreichend, um in
immunsupprimierten Mausen orthotop Tumore zu induzieren, wahrend ein Vielfaches an CD133-
negativen Zellen dazu erforderlich war (Beier et al., 2007). Eine neuere Arbeit weist darauf hin,
dass die CD133-Expression mit einem bestimmten Differenzierungsstadium von SLGCs assoziiert
ist (Chen et al., 2010). So scheint die SLGC mit dem héchsten Stammzellcharakter, die sogenannte
Typ |-Zelle CD133-/Sox2+/Nestin+ zu sein. Die Typ |-Zelle kann sich selbst erneuern oder aber in
eine CD133-positive Typ ll-Zelle differenzieren, die sich wiederum selbst erneuern kann oder in
eine CD133-negative Typ llI-Zelle differenziert. Wahrend der Differenzierung von Typ |- in Typ II-
und Typ lll-Zellen werden Sox2 und Nestin sukzessive herunter reguliert (Chen et al., 2010). So-
wohl Typ |-, als auch Typ II- und Typ llI-Zellen kénnen orthotope Tumore in SCID (engl.: severe
combined immunodeficiency)-Mausen generieren, jedoch mit verschiedenen Ergebnissen hinsicht-
lich der Zellzusammensetzung und Invasivitdt (Chen et al., 2010). Wahrend Tumore mit Typ I-
Zellen ein aggressives und invasives rasches Wachstum aufweisen, sind Tumore mit Typ llI-Zellen
durch ein langsameres Wachstum sowie eine klare Abgrenzung vom umliegenden Gewebe ge-
kennzeichnet. Tumore mit Typ ll-Zellen dhneln in ihrem Wachstumsverhalten eher denen, die Typ

I-Zellen enthalten (Chen et al., 2010).

Die Expression von Nestin ist eine Eigenschaft von NSCs und SLGCs (Bexell et al., 2009; Wiese et
al., 2004; Zhang et al., 2008). Nestin ist ein Intermediarfilament, das vor allem in adulten neuralen
Stamm- (adNSCs) und Progenitorzellen (adNPCs) exprimiert wird (Dahlstrand et al., 1992;
Veselska et al., 2006; Wiese et al., 2004) und bei der Organisation des Zytoskeletts, der Signal-
Ubertragung sowie fiir den Zellmetabolismus von Bedeutung ist (Ehrmann et al., 2005). Die Nes-
tin-Expression nimmt mit fortschreitender Differenzierung der adNSCs ab und wird durch andere
Intermediarfilamente wie das saure Gliafaserprotein (GFAP) oder Neurofilamente ersetzt

(Dahlstrand et al., 1992; Wiese et al., 2004).
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Das Intermediarfilament GFAP wird in einigen Fallen zur Charakterisierung von Gliomstammzellen
herangezogen. GFAP wird sowohl von reifen Astrozyten (Eng et al., 1971) als auch von neuralen
Stammzellen (Morshead und van der Kooy, 2004) exprimiert. Obwohl maligne Gliome astrozyta-
ren Ursprungs typischerweise GFAP positiv sind, besteht Gber die Bedeutung der Expression von
GFAP in SLGCs Unklarheit. Meist wird GFAP als glialer Marker betrachtet, der die Differenzierung
von SLGCs im in vitro-Assay anzeigt (Galli et al., 2004; Singh et al., 2004; Yuan et al., 2004).

Wie oben beschrieben spielt der Transkriptionsfaktor Sox2 [engl.: sex determining region Y (SRY)-
box 2] eine wichtige Rolle fiir den Stammzellstatus der SLGCs, wahrend die Bedeutung von Oct3/4
und Nanog in der Regulation nicht abschliefend geklart ist. Sox2 ist fiir die Aufrechterhaltung des
Stammzellcharakters und fiir das Uberleben der SLGCs sowie deren Selbsterneuerung und Prolife-
ration notwendig (Alonso et al., 2011; Guo et al., 2011; Matsuoka et al., 2012). Es scheint zudem
eine Korrelation zwischen der Expressionsstarke von Sox2 und dem Grad der Malignitat der Glio-
me zu bestehen (Guo et al., 2011). In weiteren Arbeiten wurde eine Co-Expression der drei Tran-
skriptionsfaktoren Sox2, Oct3/4 und Nanog in Gliomzellen beschrieben (Guo et al., 2011;
Hagerstrand et al., 2011). Die Arbeiten unseres Labors weisen auf eine Hypermethylierung des
Oct3/4-Promotors in SLGCs hin, wobei geringe Level an mRNA nachweisbar sind (Choschzick et al.,
2014). Die Expression von Sox2 ist ebenfalls in NSCs nachweisbar und wird im Verlauf der neura-
len Differenzierung herunter reguliert (Episkopou, 2005; Guo et al., 2011; Hagerstrand et al.,
2011). Als Marker fiir den differenzierten Zustand gelten die Expression von GFAP, Oligodendrozy-
tenmarker (glial) sowie Tau, MAP2 (Mikrotubuli-assoziiertes Protein 2) oder Neurofilament (neu-
ronal) (Dahlstrand et al., 1992; Gunther et al., 2008; Yuan et al., 2004). Auch eine Transdifferen-
zierung in endotheliale Derivate wurde fir SLGCs, nicht aber fir NSCs beschrieben (Ricci-Vitiani et

al., 2010; Wang et al., 2010).

SLGCs haben ahnlich wie auch NSCs die Fahigkeit zur Migration im Hirnparenchym durch perivas-
kuldre Rdume und entlang von myelinisierten Faserziigen, so dass sich die SLGCs lber die Grenzen
des Tumorbettes hinaus und Hemisphéaren-ibergreifend ausbreiten kdnnen (Salazar und Rubin,
1976). Da SLGCs als tumorinduzierende Zellen wirken kénnen und die Fahigkeit zu klonalem
Wachstum haben, kénnen sie nach Migration an einer anderen Stelle des Gehirns einen neuen
Tumor generieren (Zaidi et al., 2009). Der chirurgische Eingriff kann den Tumor aus verschiedenen
Griinden nur unvollstandig eliminieren. Zum einen kann aus anatomischen Griinden oftmals keine
vollstandige Resektion erfolgen, da die Gefahr besteht, gesundes Gehirngewebe zu schadigen.
Zum anderen konnen einzelne verbleibende Zellen sowohl an der Stelle des Ursprungstumors als
auch nach Migration an anderen Stellen des Gehirns Rezidive hervorrufen (Salazar und Rubin,

1976; Xie und Chin, 2008). Zusatzlich ist die Eliminierung der verbleibenden Tumorzellen nicht
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moglich, da die SLGCs, denen hierbei haufig die Schlisselrolle zugeschrieben wird, Resistenzme-
chanismen entwickeln. Nach einer Bestrahlung mit 5 Gy hatten Bao et al. (2006) Hinweise darauf,
dass in SLGCs Uber die Phosphorylierung der Serin-Proteinkinase ATM (engl.: ataxia-
teleangiectasia-mutated) und der Checkpointkinasen Chkl und Chk2 DNA-Reparaturmechanis-
men aktiviert werden, die eine Ursache fir die Radioresistenz darstellen kénnten. Zudem wurde
beobachtet, dass CD133-positive SLGCs effektiver DNA-Reparaturmechanismen aktivierten, als

CD133-negative SLGCs (Bao et al., 2006a).

Mehrere rezente Studien haben ergeben, dass die Tumor-Mikroumgebung eine Bedeutung fiir die
Erhaltung der SLGCs spielt. Es wird angenommen, dass sich die SLGCs in Tumorzellnischen befin-
den, die fiir deren Uberleben und die Entwicklung von Therapieresistenzen von Bedeutung sind
(Lathia et al., 2011; Rosen und Jordan, 2009). Derzeit wird davon ausgegangen, dass sich die
SLGCs in einer hypoxischen, perivaskuldaren Nische befinden (Lathia et al., 2011). Solche SLGCs
besitzen die Fahigkeit zur Sezernierung von VEGF (engl.: vascular endothelial growth factor) und
im geringen MaRe auch von anderen angiogenetischen Faktoren wie z.B. Angiogenin, bFGF (engl.:
basic fibroblast growth factor), Interleukin 8, Interleukin 6 (Bao et al., 2006b). SLGCs férdern somit
die Angiogenese im Tumorbett. Darliber hinaus kdnnen SLGCs die Fahigkeit zur Differenzierung in
Endothelzellen besitzen, wodurch ebenfalls die Angiogenese geférdert wird (Ricci-Vitiani et al.,

2010; Wang et al., 2010).

Vor dem Hintergrund der Nischenhypothese wurde 2011 ein konzentrisches Drei-Schichten-
Modell fiir das GBM entwickelt (Persano et al., 2011). Der Kern ist dabei ein nekrotisches, hypoxi-
sches Areal. Es wird davon ausgegangen, dass sich in diesem Bereich die SLGCs mit dem hochsten
Stammzellcharakter befinden. Um den Kern wurden zwei weitere Schichten definiert. Es wird
angenommen, dass der Differenzierungsgrad der Zellen mit der Entfernung vom Kern von Schicht
zu Schicht zunimmt. Wahrend die kernstdndigen Zellen stark CD133 und Nestin exprimierten,
wurde bei den in der duBeren Schicht liegenden Zellen eine vermehrte GFAP- und R-llI-Tubulin-
Expression nachgewiesen. Die in der mittleren Schicht vorherrschenden Zellen wiederum waren
von einem gemischten Phanotyp. In dieser Schicht wurde noch eine leichte Hypoxie nachgewie-

sen (Persano et al., 2011).

Intratumorale Hypoxie flihrt zu einer erhohten Expression des Hypoxie-induzierenden Faktors
HIF1la, dessen Expressionsstarke mit der Aggressivitdat und dem Progress des Tumors korreliert
(Lathia et al., 2011; Persano et al., 2011). Hinsichtlich der Radioresistenz der GBMs spielen die
hypoxischen Areale ebenfalls eine Rolle, da in Abwesenheit von Sauerstoff die fiir den gleichen

biologischen Effekt benotigte Strahlendosis dreimal so hoch ist, wie unter normalen Sauerstoff-

27



bedingungen (Rich, 2007). Des Weiteren wird vermutet, dass Hypoxie die Gliomzellmigration und

somit eine Infiltration in normales Hirngewebe férdert (Persano et al., 2011).

2.8. Fragestellung

GBMs weisen eine ausgepragte Radio- und Chemoresistenz auf, so dass die derzeitige Therapie
rein palliativ ist (Stupp et al., 2007; Stupp et al., 2005). In zahlreichen Studien wurde in den letzten
Jahren versucht, die Resistenzbildung durch Modifizierungen der Standardtherapie zu umgehen.
Erhéhungen der Strahlendosis und eine intensivierte TMZ-Therapie innerhalb eines Therapiezyk-
lus erbrachten keinen Vorteil. Kombinationen der Standardtherapie mit MGMT-, PARP-1- oder
Tyrosinkinaseinhibitoren sowie Interferon-p konnten die mittlere Uberlebenszeit ebenfalls nicht
signifikant verlangern (Ohka et al., 2012). Von den verschiedenen potentiellen Ursachen fir die
Entstehung von Therapieresistenzen erscheinen insbesondere die SLGCs ausschlaggebend (Huse
und Holland, 2010). So ist bekannt, dass in SLGCs unter einer Bestrahlung mit 5 Gy effizient Repa-
ratursysteme aktiviert werden (Bao et al., 2006a). Unklar ist jedoch, inwieweit die SLGCs aus ver-
schiedenen Patienten unterschiedlich reagieren und wie sich eine Kombinationstherapie mit TMZ
auswirkt. Weiterhin gibt es bislang keine eindeutigen Erkenntnisse, ob die zeitliche Abfolge der

Radio- und Chemotherapie einen Einfluss auf das Uberleben von SLGCs hat.

In dieser Arbeit wurden aufler SLGC-Linien aus GBMs auch solche untersucht, die sich von einem
GSarc- und einem GSarc-Rezidiv ableiten. Die Motivation hierfir lag darin begriindet, dass GSarc-
Patienten aufgrund der limitierten Studienlage wie GBM-Patienten behandelt werden, obwohl
einige Autoren (Han et al., 2010) vermuten, dass GSarcs moglicherweise eine eigene Tumorentitat

darstellen konnten.

Zunachst wurde untersucht, welche Strahlendosis benétigt wird, um die Proliferation von SLGCs
um die Halfte zu reduzieren (EDsg). Danach wurde analysiert, ob Bestrahlung und TMZ in der
Kombinationstherapie synergistische Effekte zeigen. Dabei wurde ermittelt, ob TMZ die Wirkung
der Bestrahlung steigert und ob bzw. ab welchen Strahlendosen eine Synergie auftritt. Weiterhin
wurde untersucht, ob eine unterschiedliche zeitliche Abfolge von Bestrahlung und TMZ-Zugabe
unterschiedliche Auswirkungen auf die Proliferation und Vitalitdt von SLGCs hat. Fiir diese Analy-
sen wurden BrdU-ELISAs (Proliferation) und MTT-Assays (Vitalitdt) durchgefiihrt. Zuséatzlich wurde
mittels durchflusszytometrischer Analysen die Interkalierung von Propidiumiodid untersucht, um
Aufschluss Uber einen Einfluss auf die Zellzyklusprogression bzw. einen méglichen Zellzyklusarrest

Cip1/WAF1 und

zu bekommen. Unterstiitzend dazu wurde die Expression der Zellzyklusinhibitoren p21
p27""! mittels Western Blot-Analyse ermittelt. Die potentiellen Auswirkungen der verschiedenen
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Behandlungsstrategien auf den Zelltod wurden mit Hilfe eines Zytotoxizitatsassays lber die Frei-
setzung der Laktatdehydrogenase (LDH) untersucht. Zuséatzlich wurde mit der Western Blot-
Methode die Expression des DNA-Reparaturenzyms PARP-1 ermittelt, das ein Zielprotein der Ef-

fektorcaspase-3 ist und dessen Spaltung Hinweise auf die Induktion von Apoptose geben kann.
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3. Material und Methoden

3.1. Zellkultur

Die nachfolgend beschriebenen Experimente mit Tumormaterial wurden gemall der Helsinki-
Leitlinie mit Zustimmung der nationalen Regelung fiir die experimentelle Verwendung menschli-
chen Materials (Votum 08-070 der Ethikkommission der Universitat zu Liibeck) durchgefiihrt. Die
Glioblastom- und Gliosarkomproben stammten von Patienten, die im Rahmen der Tumortherapie
operiert wurden und zuvor ihr Einverstandnis zur Verwendung des Gewebes zu Forschungszwe-
cken gaben. Die Klassifizierung der Tumorart und des Grades erfolgte gemall den WHO-Richtlinien
durch einen Neuropathologen. Die Proben wurden anonymisiert und die daraus kultivierten Zell-

linien mit einem T und mit einer nachfolgenden Nummer kodiert.

Tab. 1: Patienteninformationen, Wachstumsverhalten, Morphologie und Stammzellcharakter
der verwendeten SLGC-Linien

SCLG- Tumor- Geschlecht/Alter = Wachstums- Nestin/GFAP CD133
Linie entitdt des Patienten verhalten

T1338 GBM M/65 Semi-adharent Ne++/G++ <5%
T1371 Gsarc W/83 Adharent Ne++/G(+) 21%
T1389 GBM M/67 Semi-adharent Ne+/G-, 10-15% Ne+/G+ 11%
T1440 GBM M/64 Adharent Ne++/G+++ 11%
T1442 GBM M/71 Semi-adharent Ne+++/G+ 37%
T1447 Gsarc W/74 Semi-adharent Ne++/G+ 13%
T1452 GBM M/63 Sphéren Ne+/G+ 45%
T1454 GBM M/56 Semi-adharent Ne+++/G+ <5%
T1495 GBM W/74 Adhérent Ne+/G-, 10% Ne+/G+ 15%
T1522 GBM M/67 Adhérent Ne+/G(+) 35%

CD133 (engl.): cluster of differentiation 133; G: GFAP (saures Gliafaserprotein); GBM: Glioblastom multiforme; Gsarc:
Gliosarkom; Ne: Nestin; T: Tumor; M: mannlich; W: weiblich, (+), +, ++, +++: Starke der Expression.

In dieser Arbeit wurden Gliomzelllinien verwendet, die mindestens 4 von 5 der fiir SLGCs typi-
schen Kriterien erfiillen. Zu diesen Kriterien gehéren die Fahigkeit zur Selbsterneuerung, die Fa-
higkeit zur klonalen Expansion, die Expression von SLGC-Markern, die Expression von Sox2 sowie
die Tumorigenitat in SCID-M&usen. Die in der Arbeit analysierten SLGC-Linien (Tab. 1) wurden von
den Mitarbeitern des Labors angelegt und in Serum-freiem Kulturmedium (siehe unten) expan-

diert.
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3.1.1. Kulturbedingungen

Die Kultivierung aller Zelllinien erfolgte in einer Wasserdampf-gesattigten Atmosphare im Brut-
schrank (Heraeus Hera Cell Inkubat 80; Heraeus, Hanau) bei 37°C und 5% CO,-Gehalt. Die SLGCs
wurden in Serum-freiem Medium [N-Medium: 80% DMEM/Ham’s F12 (Biochrom, Berlin) mit 2%
L-Glutamin (200mM) (PromoCell, Heidelberg), 1% Pencillin/Streptomycin (PromoCell) und 1%
Amphotericin B (PromoCell) sowie 20% BIT-9500 (PELOBiotech GmbH, Planegg/Martinsrief), hu r-
EGF (20 ng/ml) (PromoCell) und hu r-bFGF (20 ng/ml) (PromoCell)] kultiviert.

3.1.2. Beschichtung von KulturgefidBen mit Fibronektin

Die SLGCs wurden fir die nachfolgend beschriebenen Experimente in Fibronektin beschichteten
96-Loch-Mikrotiterplatten bzw. 25cm?2-Zellkulturflaschen (T25; Greiner bio-one, Frickenhofen)
ausplattiert, da das Fibronektin die Adharenz von SLGC-Kulturen foérdert. Hierzu wurde die Fibro-
nektin-Stammlésung (4 pg/ml, PromoCell, Heidelberg) 1:1000 in 1xPBS (8g NaCl; 0,2g KCl; 0,92g
Na,HPO,; 0,2g KH,PO, in 1 | dest. H,0; pH 7,4) verdiinnt. Fur die Beschichtung einer 96-Loch-
Platte wurden in jede Vertiefung 60 ul der Fibronektin-Verdiinnung pipettiert. Fir eine T25-
Kulturflasche wurden 2 ml bendétigt. Nach einer Inkubationszeit von mindestens 4 h im Brut-
schrank bei 37°C wurde die Losung abgesaugt und die Platten bzw. T25-Kulturflaschen drei Mal
mit 1xPBS gewaschen. Optional verblieb das PBS des letzten Waschschrittes auf den Platten bzw.
in den T25-Kulturflaschen, so dass diese bis zur Verwendung im Brutschrank gelagert werden

konnten.

3.1.3. Plattieren von Zellen

Um die Auswirkung von Bestrahlung und/oder Temozolomid (TMZ)-Behandlung auf die Prolifera-
tion, die Vitalitdat und den Zelltod der SLGC-Linien zu untersuchen, wurden die Zellen in Fib-
ronektin-beschichtete 96-Loch-Platten abhangig von der Proliferationsrate in einer Zelldichte von
5x10° bzw. 1x10* Zellen pro cm? plattiert. Dabei wurde die Proliferation mit Hilfe des BrdU (5-
Brom-2‘-desoxyuridin)-ELISAs ermittelt. Aussagen zur Vitalitdt und zum Zelltod wurden mittels
MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid)- und Lactatdehydrogenase-
Assay gewonnen. Zusatzlich wurden in der identischen Zelldichte Zellen in Fibronektin-
beschichtete T25-Kulturflaschen ausgesat, um die Auswirkungen der Behandlung auf den Zellzyk-
lus der SLGC-Linien (Durchflusszytometrie) sowie der p21°PYWAFL = p27"PL hzw. PARP-1-

Proteinexpression (Western Blot) zu bestimmen.

Zunachst wurden alle Zellkulturen im Mikroskop (Labovert FS; Leitz) auf den Phdnotyop und das

Wachstumsverhalten untersucht. Dann wurde bei adhdrent wachsenden Linien das Medium ab-
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gesaugt und die anhaftenden Zellen einmal mit 1xPBS gewaschen. Danach wurde pro T25-
Kulturflasche 1 ml Trypsin/EDTA-Losung (0,05% Trypsin/1XxEDTA; Gibco, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA) zugegeben und so lange bei Raumtemperatur inkubiert, bis sich
die Zellen vom Zellkulturgefall zu 16sen begannen. Dies wurde mikroskopisch kontrolliert. Die
Aktivitat des Trypsins wurde mithilfe eines Stopp-Mediums [90% DMEM/Ham’s F12 mit 2% L-
Glutamin (200mM), 1% Penicillin/Streptomycin, 1% Amphotericin B und 10% stammzellgeteste-
tem FCS] inaktiviert. Mithilfe einer Pasteurpipette wurden die Zellen vollstandig vom Flaschenbo-
den gelost und Aggregate mechanisch dissoziiert. AnschlieBend wurden die Zellen fir 5 min bei
250xg und Raumtemperatur zentrifugiert (Zentrifuge: Rotina 380R; Hettich AG, Bach, Schweiz),

der Uberstand verworfen und das Pellet nachfolgend in 1 ml 1xPBS suspendiert.

Um die Zellzahl zu bestimmen, wurde ein Aliquot (10 ul) der Zellsuspension mit 10 ul Trypanblau-
I6sung (Roth, Karlsruhe) gemischt und anschliefend die Anzahl der vitalen (=farblosen) Zellen mit
Hilfe einer Neubauer Zdhlkammer (Glaswarenfabrik Karl Hecht KG, Sondheim vor der Rhon) ermit-

telt.

Die fiir die Experimente bendtigte Menge an Zellsuspension wurde mit Medium gemischt, so dass
jeweils 100 pl verdiinnte Zellsuspension die Zellzahl von 1x10* bzw. 5x10° pro cm? enthielten.
100 pl Zellsuspension wurden mit Hilfe einer 8-Kanal-Pipette in die Vertiefungen der 96-Loch-
Platten pipettiert. Analog wurde mit den T25-Kulturflaschen verfahren, wobei hier die benétigte

Zellzahl in 4 ml Medium suspendiert wurde.

Spharisch wachsende Zellen wurden zunachst fiir 5 min bei 250xg und Raumtemperatur pelletiert
und anschlieBend wurde der Uberstand abgesaugt. Die Dissoziation der Zellaggregate (Sphéren)
erfolgte zunachst enzymatisch mit 1 ml Trypsin/1xEDTA fir 5 min bei Raumtemperatur, der eine
mechanische Dissoziation mittels Pasteurpipette folgte. Das Auszahlen und Plattieren entsprach

dem der adharent wachsenden Zellen.

3.2. Untersuchungen zur Auswirkung von Bestrahlung und Temozolomid-

Behandlung

Die Behandlung der SLGC-Linien erfolgte in Anlehnung an das klinische Vorgehen [fraktionierte
Radiotherapie mit adjuvanter Chemotherapie (Stupp et al., 2007; Stupp et al., 2005)]. Dabei wur-
de die Dosis der Bestrahlung so gewahlt, dass die experimentelle Dosis der Einzeit-Bestrahlung
der in der Klinik verwendeten fraktionierten Dosis mit einer Einzeldosis von 2 Gray (Gy) in 30 Frak-

tionen entspricht. Die Chemotherapie erfolgte in Abhdngigkeit vom MGMT-Status mit niedrigen
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(50uM) oder héheren (100uM, 200uM) TMZ-Konzentrationen (Tab. 2). Hierbei wurden die im
Labor vorhanden TMZ-Dosiswirkungskurven zu Grunde gelegt (C. Zechel, personliche Mitteilung).
In einem weiterfiihrenden Experiment wurde der Zeitpunkt der TMZ-Zugabe relativ zur Bestrah-
lung variiert (Abb. 2). Der Tag des Plattierens der Zellen wurde als Tag d-1, der Tag der Behand-
lung als Tag dO definiert. Fir die Dosiswirkungskurven mit Bestrahlung [Schema A, (Abb. 2)] er-
folgte die Zugabe des TMZ 4h vor der Bestrahlung an Tag d0. Die Messungen mittels BrdU-ELISA
und MTT-Assay wurden an Tag d4 durchgefiihrt. Um den Zeitfaktor der TMZ-Zugabe zu untersu-
chen, wurden zwei weitere Schemata entwickelt (Abb. 2). Bei Schema B1 erfolgte die TMZ-Zugabe
zeitgleich zur Bestrahlung an Tag dO. Die Messungen mittels LDH-Assay, Western Blot und Durch-
flusszytometrie wurden an Tag d3 durchgefiihrt, der BrdU-ELISA sowie der MTT-Assay an Tag d4.
Bei Schema B2 wurde das TMZ 24h nach der Bestrahlung an Tag d1 zugegeben. LDH-Assay, Wes-
tern Blot und Durchflusszytometrie erfolgten an Tag d3, der BrdU-ELISA und der MTT-Assay wur-
den an Tag d5 durchgefiihrt. Damit erfolgten LDH-Assay, Western Blot und Durchflusszytometrie
stets im identischen zeitlichen Abstand nach der Bestrahlung. BrdU-ELISA und MTT-Assay erfolg-

ten stets im identischen zeitlichen Abstand nach der TMZ-Zugabe.

Tab. 2: Temozolomid-Konzentrationen, MGMT- und p53- Status der untersuchten SLGC-Linien

SLGC-Linie Verwendete MGMT-Status p53-Status
TMZ-Konzentration
(in pM)

T1338 50 m mut.
T1371 200 u mut.
T1389 200 u mut.
T1440 50 m wt
T1442 100 m/u wt
T1447 100 m/u mut.
T1452 100 m/u mut™
T1454 200 m/u wt
T1495 50/100 m/u R273H
T1522 100 m/u wt

m: methyliert; u: unmethyliert; MGMT: 06-Methylguanin—DNA—MethyItransferase; T: Tumor; mut.: mehrere Einzel-
Nukleotid-austausche in Bereich von Exon 5 bis Exon 7; mut™" atypische p53 mRNA; R273H: Aminosdurerest Arginin
273 durch Histamin ersetzt; wt: Wild-Typ.
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Abb. 2: Schematische Darstellung des Behandlungskonzeptes mit Angabe der Zeitpunkte und der durch-
gefiihrten Analysen. — A: Schema zur Vorgehensweise bei Dosiswirkungskurven der Bestrahlung (RT). Die
Bestrahlung erfolgte an Tag dO, die TMZ-Zugabe 4h vor Bestrahlung. B1 und B2: Schemata zur Vorgehens-
weise mit zeitlich variierter TMZ-Zugabe relativ zur Bestrahlung. B1: Zeitgleiche Applikation von TMZ zur
Bestrahlung an Tag dO. B2: Um 24h zeitversetzte Applikation von TMZ relativ zur Bestrahlung an Tag d1. Die
Zellen wurden an Tag d-1 in 96-Lochplatten und 25cm? Zellkulturflaschen ausplattiert, die Bestrahlung er-
folgte stets an Tag d0. BrdU-ELISA und MTT-Test erfolgten bei Schema A und B1 an Tag d4, bei Schema B2
an Tag d5, LDH-Assay, Western Blot und Durchflusszytometrie stets an Tag d3. RT: Bestrahlung, TMZ:
Temozolomid, BrdU: BrdU-ELISA, MTT: MTT-Assay, LDH: Lactatdehydrogenase-Assay, WB: Western Blot, FC:
Durchflusszytometrie.

3.2.1. Behandlung mit Temozolomid

In dieser Arbeit wurde als Chemotherapeutikum in Dimethylsulfoxid (DMSO) geldstes Temozo-
lomid (Temodal®, TMZ) verwendet. In Abhangigkeit von der SLGC-Linie wurden Endkonzentratio-
nen von 50 uM, 100 uM und 200 puM eingesetzt (Tab. 2). Da TMZ hydrophob ist, diente DMSO als
Losungsmittel. Die DMSO-Konzentration im Ansatz lag stets bei < 1%. Zur Kontrolle wurde in den
Experimenten jeweils eine identische Probe parallel mit DMSO behandelt und untersucht. Als
zuséatzliche Kontrolle wurde eine unbehandelte Probenserie (8 Vertiefungen/Platte) oder T25-
Kulturflasche mitgefiihrt. Pro 96-Lochplatte wurden 3 SLGC-Linien untersucht, um eine Vergleich-

barkeit zwischen verschiedenen SLGC-Linien zu ermdoglichen (Abb. 3).
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Abb. 3: Behandlungsschema der 96-Loch-Mikrotiterplatten. - Es wurden stets drei SLGC-Linien gleichzeitig
behandelt. Die vertikalen Reihen wurden identisch behandelt. Die Temozolomid-Konzentrationen waren
zelllinienspezifisch (Tab. 2). @: unbehandelt; DMSO: Dimethylsulfoxid; TMZ: Temozolomid; LW: Leerwert.

Flr die Untersuchungen mit Hilfe der Western Blot-Methode und der durchflusszytometrischen

Analysen wurden jeweils 4 Zellkulturflaschen pro Zelllinie unterschiedlich behandelt (Abb. 4).

plattieren
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1’ 16h l 24h ‘L l’
s 10 ~>[mseD e
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Abb. 4: Behandlungsschema der Zellen in 25cm? Zellkulturflaschen. — Die Zelllinien wurden 16h (d-1) vor
der ersten Behandlung plattiert. Die Bestrahlung (symbolisch als Blitz dargestellt) erfolgte am Tag dO (An-
satz 2 bis 4) mit 10 Gy. Weiterhin wurden die Kulturen am gleichen Tag direkt im Anschluss an die Bestrah-
lung mit DMSO oder TMZ behandelt (Ansatz 1 bis 3). Im Ansatz 4 erfolgte die TMZ-Zugabe 24h nach der
Bestrahlung. Die Analyse der Kulturen erfolgte stets an Tag d3. DMSO: Dimethylsulfoxid; TMZ: Temozo-
lomid; Gy: Gray; FC: Durchflusszytometrie; WB: Western Blot.
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3.2.2. Bestrahlung der Zellen

Die Bestrahlung der Kulturen erfolgte analog zur Klinik mit einem Linearbeschleuniger, der in der
Strahlentherapie zur perkutanen Bestrahlung verwendet wird. Dieses Gerat erzeugt Elektronen
und beschleunigt diese dann mittels eines hochfrequenten Magnetfeldes. Nachfolgend werden
die beschleunigten Elektronen durch den Aufprall auf eine Kupferoberflache wieder abgebremst.
Dabei kommt es zu Energieumwandlungsprozessen und es entsteht unter anderem eine Brems-
strahlung in Form von hochenergetischen y-Quanten — die sog. Photonenstrahlung. Diese Photo-
nen erzeugen beim Auftreffen auf Gewebe Sekundarelektronen, die ihre Energie im Korper abge-
ben. Die Tiefe des Eindringens der y-Quanten und somit die effektive Behandlungstiefe ist von der
Energie der Strahlung abhangig. Photonenstrahlung wird insbesondere zur Bestrahlung von

tiefsitzenden Tumoren verwendet (Vyas et al., 2013).

Die Bestrahlung der Zellen erfolgte stets 24 h (Tag d0) nach dem Ausplattieren (Abb. 2). Bestrahlt
wurden die Zellen mit dem Linearbeschleuniger (Mevatron 74, Siemens, Deutschland) in Einzeldo-
sen von 2 bis 20 Gray (Gy). Die Mikrotiterplatten und T25-Kulturflaschen wurden unter dem Strah-
lenaustrittsfenster positioniert und mit 1,5-2 cm dicken Plastikplatten Gberdeckt, um das Opti-

mum der Strahlenintensitat auf der Oberflache des Zellrasens zu zentrieren.

BrdU-ELISA und MTT-Assay erfolgten in Abhdngigkeit vom Zeitpunkt der Zugabe des TMZ an Tag
d4 bzw. Tag d5. Der Lactatdehydrogenase-Assay wurde stets an Tag d3 in identischem Abstand
zur Bestrahlung durchgefiihrt. Darliber hinaus wurden der Zellzyklus mittels Durchflusszytometrie
und die Expressionslevel der Zellzyklusinhibitoren p21“PYWA™ 127! ynd des Proteins PARP-1
mittels der Western Blot-Methode untersucht. Diese Experimente erfolgten ebenfalls an Tag d3

nach der Bestrahlung (Abb. 2).

3.2.3. BrdU-ELISA

Mithilfe des BrdU-ELISA konnen Rickschliisse auf die Proliferation adharenter Zellen gewonnen
werden. Dies geschieht Gber den Einbau des Nukleotidanalogons 5-Brom-2‘-desoxyuridin (BrdU)
anstelle von Thymidin in die DNA proliferierender Zellen wahrend der Replikation in der S-Phase
des Zellzyklus. Das eingebaute BrdU wird mithilfe eines Antikdrpers bestimmt und lasst indirekt
Rickschliisse auf die DNA-Replikation und damit die Proliferation der Zellen zu. Die wichtigen
Schritte sind die Fixierung und Permeabilisierung der Zellen und die anschliefende Bindung eines
monoklonalen Peroxidase-gekoppelten Antikorpers an das eingebaute BrdU. Die Peroxidase wie-
derum oxidiert in der nachfolgenden Nachweisreaktion das nahezu farblose Substrat ABTS [2,2'-

Azino-di-(3-ethylbenzthiazolim-6-sulfonsdure)] zu einem griinen Farbstoff. Fiir die Analyse wurde
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das 5‘-Bromo-2'deoxy-uridine Labeling and Detection Kit Ill (Roche, Basel, Schweiz) verwendet. Es
wurden 1x10* Zellen/cm? ausplattiert und wie in Abb. 2 behandelt. Die BrdU-Zugabe erfolgte
immer an Tag dO 2h nach der Bestrahlung. Dabei wurden in jede Vertiefung der 96-Loch-Platten
(Abb. 3) 10 pl einer mit 1xPBS verdiinnten BrdU-Lésung (1:90) gegeben. Die Platten wurden da-
nach bis zum Tag der Messung (je nach experimentellem Schema an Tag d4 oder d5, Abb. 2), wie

im Kapitel 3.1.1. beschrieben, inkubiert.

Am Tag der Messung wurde zunachst das Medium vorsichtig abgesaugt und die Zellen wurden
zwei Mal mit je 220 ul Waschmedium (DMEM/2% FCS, auf 37°C temperiert) pro Vertiefung gewa-
schen. Nach Zugabe von 200 ul BrdU-Fixierldsung [70% Ethanol; 23,3% dest. H,0O (v:v) und 6,7%
HCI, auf -20°C temperiert] in jede Vertiefung wurde die Platte fiir 30 min bei -20°C inkubiert. Es
folgten das Absaugen der Fixierl6sung sowie jeweils drei Waschschritte mit 220 pl Waschmedium.
AnschlieBend wurden die Zellen fir 30 min bei 37°C im Brutschrank mit je 100 pl Nuklease-
Verdinnung (1:100 mit dem Inkubationspuffer aus dem Kit) pro Vertiefung inkubiert. Hierdurch
wurde die DNA verdaut und das Bromdesoxyuridin fiir die spatere Antikoérperbindung zuganglich
gemacht. Im Anschluss daran wurden die Zellen erneut jeweils drei Mal mit 220 ul Medium gewa-
schen. Es folgte die Inkubation mit dem BrdU-Antikérper mit 100 ul pro Vertiefung (,,Anti-BrdU-
POD, Fab fragments®, 1:100 mit 1xWaschpuffer aus dem Kit verdiinnt). Die Inkubation mit dem
Antikorper erfolgte fiir 30 min bei 37°C im Brutschrank. Um ungebundenen Antikérper zu entfer-
nen wurde anschlieBend jeweils drei Mal mit 220 ul 1xPBS gewaschen. Im letzten Schritt wurden
in jede Vertiefung 100 pl des Substrates ABTS (Komponente des Kits, Roche) zugegeben und an-
schlieBend wurde fiir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dieser Inkubationszeit wurde
die Absorption bei einer Wellenldnge von A = 405 nm (Referenzwellenldnge A = 490 nm) im ELISA-
Reader (UVM 340, Asys HiTech GmbH/LKB Biochrom, Berlin) unter der Verwendung der Software
MicroWin2000 (Microtek Laborsysteme GmbH, Overath) gemessen. Es folgten weitere Bestim-
mungen der optischen Dichte in zehnminitigen Abstanden. Zur Auswertung wurden die Messun-
gen des Zeitpunktes verwendet, bei dem die geringste auf der Platte gemessene optische Dichte
(OD) Uber 0,1 und die hochste OD unter 1,5 lag. Als Leerwert diente eine zellfreie, mit ABTS-

Losung beflllte Reihe. Die Ergebnisse wurden statistisch ausgewertet (s. Kap. 3.3).

3.2.4. MTT-Assay

Uber Anderungen der Vitalitit kann der MTT-Assay Aufschluss geben. Dazu wurden SLGC-
Kulturen an Tag d4 bzw. d5 des Experimentes in einer 96-Loch-Platte mit MTT [3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid], einem gelben Tetrazoliumsalz, inkubiert

(Abb. 2, Abb. 3). In lebenden, stoffwechselaktiven Zellen wird der Farbstoff in Folge der Aktivitat
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von Redoxenzymen in ein wasserunl6sliches, blauviolettes Formazan umgewandelt. Dessen Ab-
sorption wurde nach Solubilisierung mit einem organischen Loésungsmittel (hier Dimethylforma-

mid) gemessen (Twentyman und Luscombe, 1987).

Die Zellen wurden in einer Dichte von 1x10%/cm? plattiert und wie in Abb. 2 behandelt. Der MTT-
Assay fand 5 Tage nach TMZ/DMSO-Zugabe statt. Hierzu wurden unter Abdunkelung 10 pl MTT-
Losung [Smg MTT (Sigma, St. Louis, Missouri, USA) in 1 ml 1xPBS] in jede Vertiefung pipettiert.
Nach einer vierstliindigen Inkubationszeit im Brutschrank bei 37°C wurde die Reaktion mittels
MTT-Stopplosung [100 pl pro Vertiefung; 10% SDS (w:v), 50% N, N-Dimethylformamid (v:v) in
dest. H,0] gestoppt. Zum vollstandigen Lésen des Formazansalzes wurde 20 min bei Raumtempe-
ratur inkubiert. Nach dieser Inkubationszeit sowie nach weiteren 20 min und nach 24 h erfolgten
Messungen im ELISA-Reader bei einer Wellenldnge von A=570nm (Referenzwellenldnge
A = 655 nm) mit dem Programm MicroWin2000. Zur Auswertung wurden die Ergebnisse der Mes-
sung nach 40 min Inkubationszeit verwendet. Als Referenzwert diente eine zellfreie Reihe der
Platte, in die pro Vertiefung 10 pl MTT-Losung, 100 ul Stopplosung und 100 pl Medium pipettiert

wurden. Die Ergebnisse wurden statistisch ausgewertet (s. Kap. 3.3).

3.2.5. Zytotoxizitatstest

Der zytotoxische Effekt der Behandlung wurde mithilfe der Freisetzung der Lactatdehydrogenase
(LDH) bestimmt. Die LDH wird im Falle von Apoptose, Nekrose oder anderen die Vitalitat reduzie-
renden Prozessen bzw. einer permeabilisierten Zellmembran aus den Zellen freigesetzt (Burd und
Usategui-Gomez, 1973). Sie ist ein losliches, zytosolisches Enzym, welches die Oxidation von
Lactat zu Pyruvat katalysiert, wobei NAD" zu NADH + H* reduziert wird (Burd und Usategui-Gomez,
1973; Chan et al., 2013). Das NADH wiederum ermaglicht die Reduktion des schwach gelben Tet-
razoliumsalzes INT (2-p-lodophenyl-3-p-Nitrophenyl-5-phenyltetrazoliumchlorid) zu einem rotli-

chen Formazan, wobei die Umsetzung des Substrats mit der Aktivitdt der LDH positiv korreliert.

Fir den Assay wurde das CytoTox-Kit (CytoTox 96® Non-Radioaktive Cytotoxity Assay, Promega,
Madison, Wisconsin, USA) nach Instruktionen des Herstellers verwendet. Gemessen wurde stets
an Tag d3 (Abb. 2). Zunachst wurde die 96-Loch-Platte bei 250xg und 4°C flir 4 min zentrifugiert
(Zentrifuge: 5810 R, Eppendorf). AnschlieRend wurden 50 pl des Uberstandes aus jeder Vertiefung
auf eine neue 96-Loch-Platte lGberfiihrt. In jede Vertiefung der neuen Platte, die 50 pl Zellkultur-
Uberstand enthielt, wurden 50 ul Substrat-Mix (Komponente des Kits) pipettiert. Das Gemisch
wurde 30 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Abgestoppt wurde die Reaktion mit
50 pl einer auf 4°C temperierten Stopplosung (Komponente des Kits) pro Vertiefung. Direkt im
Anschluss wurde die optische Dichte im ELISA-Reader mit der Software MicroWin2000 bei einer
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Wellenldange von A = 490nm (eine Referenzwellenldange wurde in den Hersteller-Instruktionen des
Kits nicht beschrieben) gemessen. Als Leerwert diente eine vertikale Reihe mit 8 Vertiefungen, die

jeweils 50 pl Medium, 50 pl Substratmix und Stopplésung, aber keine Zellen enthielten.

3.2.6. Durchflusszytometrie

Mithilfe der Durchflusszytometrie konnen neben zytomorphologischen Daten unter Einsatz fluo-
reszenzmarkierter Antikérper und Farbstoffe definierte zelluldre Eigenschaften erfasst werden.
Das Prinzip beruht auf der Emission optischer Signale seitens der Zelle, wahrend diese einen La-
serstrahl passiert (Givan, 2011). Die Zellen werden in Einzelzellsuspension durch die Kapillare
eines Durchflusszytometers gesaugt und Laserstrahlen unterschiedlicher Energie ausgesetzt. Emit-
tiertes Streulicht und Fluoreszenzimpulse der Zellen werden anschlieRend von einem Detektor
ausgewertet. Das Vorwartsstreulicht (engl.: forwards scatter, FSC) korreliert mit der ZellgréRe, das
Seitwartsstreulicht (engl.: sidewards scatter, SSC) ist ein MaR fiir die Brechung des Lichtes im
rechten Winkel und gibt somit Auskunft tGber die Granularitdt der Zelle sowie deren Membran-

struktur (Picot et al., 2012).
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Abb. 5: Durchflusszytometrische Analyse Propidiumiodid-markierter mit DMSO behandelter Zellen der
Linie T1495. — A: Punktwolkendiagramm der durchflusszytometrischen Analyse der Linie T1495. Dabei ist
die Hohe der Intensitdten der FITC-Fluoreszenz (FITC-H) gegen die der PE-Fluoreszenz (PE-H) aufgetragen.
Die Linie im Punktwolkendiagramm umschlief3t die Population von Zellen, die fiir die Auswertung herange-
zogen wurden (R1). B: Histogramm der Zellen von R1 auf die einzelnen Zellzyklusphasen bzw. den Bereich
apoptotischer Zellen. Dabei ist die Hohe der Intensitdt der PE-Fluoreszenz (PE-H) gegen die Anzahl an Zellen
(counts) aufgetragen. Der Go/G;-Peak représentiert Zellen mit einem diploiden Chromosomensatz, der
G,/M-Peak Zellen mit einem doppelt diploiden Chromosomensatz. Im Bereich >4n befinden sich polyploide
beziehungsweise aneuploide Zellen. S: Synthesephase; M:Mitose; FITC: Fluoresceinisothiocyanat; PE: Phy-
coerythrin.

Propidiumiodid (Pl) ist ein DNA-interkalierendes Agens, welches zur Bestimmung des DNA-
Gehaltes herangezogen wird. Daraus kdnnen Riickschlisse auf die Phasen des Zellzyklus gezogen

werden. In der GO- und der G1-Phase liegt ein diploider Chromosomensatz vor. Wahrend der S-
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Phase wird die DNA verdoppelt, so dass in der G2-Phase schliefilich ein tetraploider Chromoso-
mensatz vorliegt. Die Hohe der Fluoreszenzintensitat korreliert dabei direkt mit dem DNA-Gehalt
(Abb. 5) (Riccardi und Nicoletti, 2006). Abb. 5 zeigt das Beispiel einer eigenen Analyse der mit
DMSO-behandelten Zelllinie T1495.

Die SLGC-Kulturen wurden in einer Dichte von 1x10* (T1495) bzw. 5x10° (T1389) plattiert und, wie
in Abb. 2 dargestellt, behandelt. Dann wurden die Zellen entsprechend ihrer Adhdrenz unter Ver-
wendung von Trypsin/ETDA (0,05%, Invitrogen™-Gibco®, Karlsruhe) geerntet und vorhandene
Aggregate dissoziiert. AnschlieRend wurde bei 250xg und 25°C fiir 5 min zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde verworfen, die Zellen in 1 ml 1xPBS resuspendiert und in ein 1,5 ml Eppendorf Reak-
tionsgefaR Gberfiihrt. Diese Suspension wurde 1 min bei 1400xg pelletiert (Eppendorf Centrifuge
5415C, Hamburg) und der Uberstand abgesaugt. Die weiteren Schritte erfolgten auf Eis. In jedes
Reaktionsgefda® wurden auf -20°C temperierte 500 pl Ethanol-Eisessig-Fixierlosung (95:5; v:v)
pipettiert. Nach griindlichem Resuspendieren wurden die Zellen 10-15 min auf Eis inkubiert. Da-
nach wurden sie flir 1 min bei 1000xg pelletiert, das Pellet mit 500 ul eiskaltem 1xPBS gewaschen
und ein drittes Mal wie oben pelletiert. Das Pellet wurde nun in 100 ul PI/FACS-Mix [95 ul 1xPBS,
4 ul PI (Sigma, St. Louis, Missouri, USA), 1 pl an 100 mg/ml RNAse (Roth, Karlsruhe)] resuspen-
diert und im Dunkeln 30 min auf Eis inkubiert. Nach der Inkubation wurden 400 pl eiskaltes PBS
zugegeben und die Zellsuspension Gber einen Einwegfilter (Partec, Celltrics, Gorlitz) gefiltert. Da-
nach wurde erneut fiir 1 min bei 1000xg zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das Pellet in

500 ul 1xPBS aufgenommen.

Die Messung erfolgte am Durchflusszytometer BD LSRIl unter Verwendung der BD FACS Diva

Software Version 6.1 (BD Biosciences, Heidelberg). Es wurden in der Regel 10000 Zellen analysiert.
Die Ergebnisse wurden in Punktwolkendiagrammen dargestellt (Abb. 5). Die Auswertung erfolgte

unter Verwendung der Software summit v4.3 (BD Biosciences, Heidelberg).

3.2.7. Western Blot-Analyse

Um die Auswirkungen der Radiochemotherapie auf die Proteinexpression in GBM-Zellen zu unter-
suchen, wurde das Verfahren des Western Blots verwendet. Untersucht wurden die Zellzyklusin-
hibitoren p21c“’1/wAF1 und p27“"' sowie das DNA-Reparaturenzym PARP-1 [Poly-(ADP-

ribose)Polymerase 1] (Tab. 4).

Zunachst wurden Gesamtzellextrakte (WCE; engl.: whole cell extract) hergestellt. Hierzu wurden
die in den 25cm?-Zellkulturflaschen plattierten SLGC-Kulturen (s.0.) mit Trypsin/EDTA geerntet
und in 1xPBS gewaschen. AnschlieRend wurden die Zellpellets in JLB-Puffer [SOmM Tris-Cl (pH
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7,5); 150mM NaCl; 10% Glycerol (v/v); 0,5% Triton-X-100 (v/v)] resuspendiert. Das Volumen war
dabei von der GroRe des Pellets abhangig und wurde empirisch ermittelt. Die Proteinkonzentra-
tion wurde mit Hilfe des Bradford-Assays bestimmt. Dazu wurde das 5x Bradford Reagenz (Bio-
Rad, Minchen) eingesetzt und nach Standardmethoden (Maniatis et al., 1989) vorgegangen. Zu-
nachst wurden die WCEs auf einem analytischen SDS-Gel untersucht. Dazu wurde die diskontinu-
ierliche SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli angewendet. Die Elektro-
phorese erfolgte mittels des Protean lll-Systems (BioRad, Miinchen). Die Farbung der analytischen
Gele wurde nach Standardprotokoll mit Coomassie Brilliant Blue (R-250; Roth, Karlsruhe) durchge-

fihrt (Maniatis et al., 1989).

Fir den Western Blot wurden 12 pg Protein pro Spur in einem SDS-Gel (4% Sammelgel; Tab. 3)
aufgetrennt. Der Gelladepuffer enthielt 25mM Tris, 0,2M Glycin und 0,1% SDS. Fir den Nachweis
von PARP-1 wurden 10%ige (Tab. 3), fiir die Zellzyklusinhibitoren (p21“""A™ und p27"*!) 15%ige
Trenngele (Tab. 3) verwendet. Die Elektrophorese erfolgte mit 1xLaufpuffer (248mM Trisma Base;
400mM Glycin; 0,5% SDS) fiir 45-50 min bei 200 Volt. Der Proteintransfer erfolgte fiir 1h bei
12 Volt mit 1xTransferpuffer (47,9mM Tris; 38,6mM Glycin; 0,037% SDS) mittels des Semi-dry-
Verfahrens (Blotkammer Transblot SD, Biorad, Miinchen) auf eine Nitrozellulosemembran (Bio-
rad, Munchen). Nach dem Transfer wurde die Membran mit 1xPBS/1% Trockenmilch blockiert
und dann Uber Nacht mit dem Priméarantikorper (Tab. 4) bei 4°C inkubiert. Am folgenden Tag
wurde nach dreimaligem Waschen mit 1xPBS/0,05%Tween 20 mit dem Sekundarantikdrper (Tab.
5) fur 1h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Detektion erfolgte nach erneutem dreimaligen Wa-
schen mit dem Kit ,Super Signal® West Dura Extended Duration Substrate” (Thermo Scientific,
Schwerte). Die Chemolumineszenz wurde mit Hilfe des ChemiDoc XRS (Biorad, Miinchen) unter
Verwendung der Quantity One Software Version 4.6.2 (BioRad, Miinchen) detektiert und die Ban-
denintensitdt quantifiziert. Alle Nitrozellulosemembranen wurden nachfolgend mit Antikorpern
gegen zwei oder drei Kontrollproteine inkubiert, die als Ladekontrollen dienten. Um Aussagen
Uber die Expressionslevel der untersuchten Proteine treffen zu kénnen, wurde die Bandenintensi-

tat der untersuchten Proteine zu derjenigen der Kontrollproteine normalisiert.
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Tab. 3: Zusammensetzung von Sammelgel und Trenngel

Komponente 4%iges Sammelgel 10%iges Trenngel 15%iges Trenngel
H,0 1,8ml 2ml 1,2ml
1,5M Tris-Puffer pH 8,8 - 1,25ml 1,25ml
1M Tris-Puffer pH 6,8 750pl - -
Acrylamid/Bisacrylamid
(30%/0,8%) 400ul 1,66ml 2,5ml
10% APS (w/v) 15ul 50ul 50ul
TEMED 4yl 3ul 3ul

APS: Ammoniumpersulfat; TEMED: Tetramethylethylendiamin; Tris: Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Tab. 4: Primarantikérper fiir die Western Blot-Analyse

Antikorper Name Herkunft Hersteller Verdiinnung

mpZICi”l/WAF1 AB 2946S Maus Cell Signaling Technology®, Danvers, 1:1000
Massachussetts, USA

otp27Kipl AB 2552 Kaninchen Cell Signaling Technology®, Danvers, 1:1000
Massachussetts, USA

aPARP-1 AB 9542S Kaninchen Cell Signaling Technology®, Danvers, 1:1000
Massachussetts, USA

aAktin MAB1501R Maus Millipore, Schwalbach, 1:1000

Deutschland
o: Symbol fur Antikorper; p21c'p1/WAFl + p27K'p1: Zellzyklusinhibitoren; PARP-1: Poly-(ADP-Ribose)-Polymerasel

Tab. 5: Sekundarantikérper fiir die Western Blot-Analyse

Antikorper Herkunft Hersteller Verdiinnung
Goat F(ab‘), Fragment Anti-Mouse IgG Ziege Beckman Coulter, Krefeld, 1:5000
(H+L)-Peroxidase [GAMPO] Deutschland
Goat F(ab‘), Fragment Anti-Rabbit IgG Ziege Beckman Coulter, Krefeld, 1:5000
(H+L)-Peroxidase [GARPO] Deutschland

Goat (engl.): Ziege; mouse (engl.): Maus; rabbit (engl.): Kaninchen; F(ab‘),: Teil des Antikorpers, der das Antigen bindet,
Dimer bestehend aus zwei F(ab)-Fragmenten; IgG (H+L): Immunglobulin G bestehend aus einer schweren (,,heavy” — H)
und einer leichten (,light” — L) Kette.
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3.3. Statistik

Die graphische Darstellung der Ergebnisse der BrdU-ELISA sowie der MTT- und LDH-Assays erfolg-
te mit Hilfe der Software Microsoft Office Excel 2010 (Microsoft Corporation, Redmond, USA). Es
wurden die Mittelwerte aus den Messwerten von jeweils acht Proben (einer Reihe auf der 96-
Loch-Platte entsprechend) und die Standardabweichung berechnet. Die Ermittlung statistisch
signifikanter Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen erfolgte sowohl fiir die Dosiswir-
kungskurven der Bestrahlung als auch fiir die Dosiswirkungskurven der Kombinationsbehandlung
mit Temozolomid mittels univariater Varianzanalyse (ANOVA). Bei vorliegender Signifikanz wurde
der gepaarte t-Test eingesetzt. Beim Vergleich der Messwerte von zwei Messreihen, die aus einer
Zelllinie und einem Versuchsansatz stammten, wurde ebenfalls der gepaarte t-Test verwendet.
Ein p-Wert, der kleiner als 0,05 war, wurde als statistisch signifikant angesehen und mit * bzw. flr
eine statistisch hohe Signifikanz (p<0,005) mit ** versehen. Die Berechnungen erfolgten mit Hilfe

von SPSS 19 (SPSS Inc., einer IBM SPSS Statistik, Chicago, USA).

Fir die Western Blot-Methode und die Durchflusszytometrie wurde der systematische Fehler
empirisch mit der Software Microsoft Office Excel 2010 (Microsoft Corporation, Redmond, USA)

bestimmt und in den Graphen angegeben.
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4. Ergebnisse

4.1. Bestrahlung und kombinierte Therapie mit Temozolomid (TMZ2)

Die Radiochemotherapie von Glioblastomen erfolgt als fraktionierte Bestrahlung liber 6 Wochen
an 5 Tagen pro Woche. Die adjuvante Chemotherapie umfasst eine tagliche orale Applikation von
Temozolomid (TMZ). In dieser Arbeit wurde in vitro an phanotypisch verschiedenen stamm-
zelldhnlichen Gliomzelllinien (SLGCs) untersucht, welche Sensitivitdt diese gegeniiber einer Be-
strahlung haben und ob eine Anderung in der zeitlichen Abfolge von Bestrahlung und TMZ-Gabe
Auswirkungen auf das Behandlungsergebnis hat. Um Aussagen (iber den Effekt der unterschiedli-
chen Behandlungen treffen zu kénnen, wurden die Proliferation mittels BrdU-ELISA und die Vitali-
tat mithilfe von MTT- sowie LDH-Assays untersucht. Diese Analysen wurden mehrfach wiederholt.
Ferner wurden die Expressionslevel der Zellzyklusproteine p21“PY"WA™ 127! sowie die des DNA-
Reparaturenzyms PARP-1 mittels Western Blot analysiert, um zu prifen, ob die Behandlungen
einen Zellzyklusarrest und/oder die Induktion von Apoptose bewirken. Zur Bestimmung moglicher
Einflisse auf den Zellzyklus wurden weiterhin durchflusszytometrische Messungen Propidiumio-

did-markierter Zellen durchgefihrt.

4.1.1. Dosiswirkungskurven der Bestrahlung

Die unterschiedliche Sensitivitat der SLGC-Linien lasst sich anhand der Effektivdosis 50 [EDs,] er-
kennen. Der EDsy entspricht die Strahlendosis, die 50% der maximalen Wirkung auslost oder bei
der in 50% der Falle der erwartete Effekt eintritt. In dieser Versuchsreihe wurden zur Bestimmung
der EDs; die SLGC-Linien mit unterschiedlichen Dosen von 0 bis 20 Gray (Gy) bestrahlt. Es wurden
SLGC-Kulturen eingesetzt, die sich von malignen Gliomen (Glioblastom multiforme, GBM; Gliosar-
kom, GSarc) ableiten. Alle Kulturen zeigten eine stabile Proliferation in Serum-freiem Medium und

enthielten Zellen mit stammzelldhnlichen Eigenschaften (Tab. 2).
4.1.1.1. Effekt auf die Proliferation

Um den Effekt steigender Strahlendosen auf die Proliferation zu bestimmen, wurde ein BrdU-
ELISA (Kap. 3.2.3.) durchgeflhrt. Die Ergebnisse sind in Abb. 6 bzw. Abb. 18 zusammengefasst, die

abgeleiteten EDso-Werte der einzelnen SLGC-Linien in Tab. 6 dargestellt.
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Abb. 6: Effekt ansteigender Strahlendosen auf den Einbau von BrdU in die DNA proliferierender SLGC-
Linien. - BrdU-ELISA. Die Bestrahlung erfolgte in parallelen Ansatzen (96-Lochplatten) mit 2, 5, 10 und 20
Gray (Gy). Eine 96-Lochplatte wurde nicht bestrahlt (0 Gy). Die Werte der unbehandelten Kontrollproben
wurden als 1 definiert und alle Gbrigen Werte wurden relativ dazu dargestellt. Der Einbau des Basenanalo-
gons BrdU (5-Brom-2‘-desoxyuridin) in die DNA proliferierender Zellen wurde am Tag d5 mittels ELISA
(engl.: enzyme-linked immunosorbent assay; Enzym-gekoppelter Immunadsorptionstest) bestimmt. Darge-
stellt sind die Mittelwerte von 8 parallel untersuchten Proben und die Standardabweichung. Die in der
Abbildung angegebenen statistischen Unterschiede (* fiir p<0,05; ** fiir p<0,005) zwischen den Bestrah-
lungsgruppen wurden mit der Varianzanalyse ANOVA ermittelt. T: Tumor.

Bei der Glioblastomlinie T1338 wurde mit dem ANOVA-Test im Vergleich der Bestrahlungsgrup-
pen untereinander ein statistisch signifikanter Unterschied (p<0,005) ermittelt (Abb. 6). Die Be-
strahlung mit einer Dosis von 2 Gy fiihrte bereits zu einer signifikanten Reduktion (p<0,005; t-
Test) des Einbaus von BrdU (Abb. 18, Anhang). Die relative optische Dichte (OD) war im Vergleich
zur unbestrahlten Kontrolle um 60% vermindert. Die EDsq wurde bereits bei einer Dosis von 2 Gy
erreicht. Eine Erhdhung der Strahlendosis auf 5 Gy flihrte zu keiner weiteren Reduktion des Ein-
baus von BrdU. Mit 10 und 20 Gy wurden geringfligig starker reduzierte Werte im Vergleich zu 2
und zu 5 Gy gemessen, wobei der Unterschied jedoch nicht signifikant war (p>0,05; t-Test). Bei

der Gliosarkomlinie T1371 zeigte sich in der ANOVA ein signifikanter Unterschied (p<0,005) zwi-
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schen den Bestrahlungsgruppen (Abb. 6). Bereits eine Dosis von 5 Gy fiihrte zu einer signifikanten
Reduktion der OD um 43% im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle (p<0,005; t-Test; Abb. 18,
Anhang). Die EDsy wurde bei 10 Gy erreicht. Die OD wurde mit dieser Strahlendosis im Vergleich
zur unbestrahlen Kontrolle signifikant um 54% reduziert (p<0,005). Eine weitere Dosissteigerung
auf 20 Gy verstarkte den Effekt, so dass mit 20 Gy eine Reduktion um 66% im Vergleich zur unbe-
strahlten Kontrolle erreicht wurde (p<0,005). Bei der Glioblastomlinie T1389 wurde mit dem A-
NOVA-Test im Vergleich der Bestrahlungsgruppen untereinander ein statistisch signifikanter Un-
terschied ermittelt (p<0,005; Abb. 6). Die Bestrahlung fuhrte jedoch erst ab einer Dosis von 10 Gy
zu einer signifikanten Verminderung der BrdU-Inkorporation im Vergleich zur unbestrahlten Kon-
trolle (p<0,005; t-Test; Reduktion um 36%; Abb. 18, Anhang). Eine Dosis von 20 Gy bewirkte im
Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle eine Reduktion um 50% (p<0,005). Bei der Glioblastomlinie
T1440 zeigte sich zwar in der ANOVA zwischen den Bestrahlungsgruppen ein signifikanter Unter-
schied (p<0,05; Abb. 6). Im daraufhin durchgefiihrten gepaarten t-Test wurde jedoch mit keiner
der verwendeten Strahlendosen im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle eine statistische Signifi-
kanz ermittelt (p>0,05; Abb. 18, Anhang). Die nachgewiesene Signifikanz in der ANOVA ist somit
am ehesten auf eine Kombination von einzelnen Bestrahlungsgruppen zuriickzufiihren. Das Er-
gebnis weist auf eine hohe Strahlenresistenz dieser SLGC-Linie hin. Bei der Glioblastomlinie T1442
wurde mit der ANOVA ein signifikanter Unterschied zwischen den Bestrahlungsgruppen ermittelt
(p<0,005; Abb. 6).Die Bestrahlung mit 5 Gy ergab eine nicht signifikante Reduktion der BrdU-
Inkorporation um 13% relativ zur Kontrolle (p>0,05; t-Test; Abb. 18, Anhang). Ab einer Dosis von
10 Gy wurde eine signifikante Reduktion der OD um Uber 80% relativ zur Kontrolle erreicht
[10 Gy: 80% (p<0,005; t-Test); 20 Gy: 88% (p<0,005; t-Test)]. Die Gliosarkomlinie T1447 bildet
unregelmaRig adharente Aggregate, die ab einer bestimmten GréRe im Zentrum tote Zellen ent-
halten kénnen (C. Zechel, personliche Mitteilung). Weiterhin sind die Aggregate nicht einfach zu
dissoziieren. Dies spiegelte sich in der Analyse wider, die aufgrund deutlich variierender Werte
mehrfach wiederholt werden musste. Eine konklusive experimentelle Serie ist in Abb. 6 zu sehen.
Zwischen den Bestrahlungsgruppen wurde in der ANOVA eine statistische Signifikanz ermittelt
(p<0,005). Mit steigender Strahlendosis war eine zunehmende Reduktion des Einbaus von BrdU
festzustellen. So wurde die OD mit 5 Gy im Vergleich zur Kontrolle um 20% reduziert, wobei diese
Reduktion nicht signifikant war (p>0,05; t-Test). Mit 10 Gy wurde eine signifikante Reduktion um
30% im Vergleich zur Kontrolle erzielt, mit 20 Gy um 70% (p<0,005; t-Test; Abb. 18, Anhang). Die
EDso wurde somit fiir die Bestrahlung erst bei 20 Gy erreicht. Bei der Glioblastomlinie T1495 wur-
de in dem ANOVA-Test ein signifikanter Unterschied zwischen den Bestrahlungsgruppen errech-
net (p<0,005; Abb. 6). Bereits die Bestrahlung mit 2 Gy fihrte zu einer signifikanten Reduktion des
BrdU-Einbaus, wobei die Reduktion relativ zur Kontrolle 12% betrug (p<0,05; t-Test; Abb. 18, An-
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hang). Dieser Effekt wurde durch die Steigerung der Strahlendosis verstarkt und die EDsy mit
<10 Gy erreicht [10 Gy: Reduktion um 80% (p<0,005; t-Test); 20 Gy: Reduktion um 90% (p<0,005;
t-Test)]. Noch deutlich effizienter wirkte sich die Bestrahlung auf die Glioblastomlinie T1522 aus.
In der ANOVA zeigte sich eine statistische Signifikanz zwischen den einzelnen Bestrahlungsgrup-
pen (p<0,005; Abb. 6). Bei dieser SLGC-Linie wurde die EDsq bereits mit 2 Gy erreicht [Reduktion
relativ zur unbestrahlten Kontrolle um 64% (p<0,005; t-Test); Abb. 6; Abb. 18, Anhang]. Eine Dosis
von 5 Gy fuhrte zu einer Reduktion der OD um 90% relativ zur Kontrolle und konnte durch weitere

Erhéhungen der Strahlendosis nicht weiter reduziert werden.

Fazit

Zusammenfassend flihrte die Bestrahlung mit Ausnahme von T1440 zu einer Reduktion des anti-
proliferativen Effektes bei den untersuchten SLGC-Linien. Allerdings wird auch deutlich, dass die
EDs, im Hinblick auf die Inhibition der Proliferation zwischen den einzelnen SLGC-Linien sehr stark
variierte. So wurde die EDs, bei zwei SLGC-Linien (T1338, T1522) bereits bei 2 Gy erreicht, bei drei
SLGC-Linien (T1371, T1442, T1495) bei einer Strahlendosis von 10 Gy und bei zwei SLGC-Linien
(T1389, T1447) bei 20 Gy. Bei T1440 hatte keine der verwendeten Strahlendosen einen Einfluss

die Proliferation (Tab. 6).

4.1.1.2. Effekt auf die Vitalitat

Um Rickschlisse auf eine mogliche Beeinflussung der Vitalitat durch die Bestrahlung zu
gewinnen, wurde ein MTT-Assay (Kap. 3.2.4.) durchgefiihrt. Die Daten sind in Abb. 7 bzw. Abb. 21

zusammengefasst, die abgeleiteten EDsy-Werte kdnnen der Tab. 6 entnommen werden.

Die Glioblastomlinie T1338 zeigte sich im MTT-Assay kaum sensitiv auf die Bestrahlung (Abb. 7).
Mit der Varianzanalyse (ANOVA) wurde zwar ein signifikanter Unterschied zwischen den Bestrah-
lungsgruppen ermittelt (p<0,005), im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle wurde jedoch ledig-
lich mit 20 Gy eine geringe, aber statistisch signifikante Senkung der OD um 15% beobachtet
(p<0,05; t-Test; Abb. 21, Anhang). Der Messwert nach einer Bestrahlung mit 2 Gy lag geringfiigig,
aber signifikant (p<0,05; t-Test) (ber dem der unbehandelten Kontrolle. Dies kénnte an einer
hoheren Zellzahl auf der 2 Gy-Platte liegen, die durch Proliferation oder experimentelle Ungenau-
igkeiten erklarbar ware. Bei der Gliosarkomlinie T1371 wurde in der ANOVA eine statistische Sig-
nifikanz zwischen den Bestrahlungsgruppen errechnet (p<0,005; Abb. 7). Nach einer Bestrahlung
mit 5 Gy wurde relativ zur Kontrolle keine signifikante Veranderung der OD gemessen (p>0,05; t-

Test; Abb. 21, Anhang). Relativ zur unbestrahlten Kontrolle wurde mit 10 Gy eine signifikante
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Senkung um 18%, mit 20 Gy um 40% beobachtet (p<0,005; t-Test; Abb. 21, Anhang). Die Bestrah-

lung verminderte somit deutlich die Vitalitat der T1371-Kultur, ohne dass die EDsq erreicht wurde.
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Abb. 7: Effekt ansteigender Strahlendosen auf die Vitalitdt von SLGC-Linien. - MTT-Assay. Die Bestrahlung
erfolgte in parallelen Ansitzen (96-Lochplatten) mit 2, 5, 10 und 20 Gray (Gy). Eine 96-Lochplatte wurde
nicht bestrahlt (0 Gy). Die Werte der unbehandelten Kontrollproben wurden als 1 definiert und alle Gbrigen
Werte relativ dazu dargestellt. Die Umwandlung des Farbstoffes MTT [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid] in ein blauviolettes Formazan wurde am Tag d5 mittels des MTT-Assays be-
stimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte von 8 parallel untersuchten Proben und die Standardabweichung.
Die Signifikanz wurde mit der Varianzanalyse ANOVA zwischen den Bestrahlungsgruppen ermittelt. * fir
p<0,05, ** flir p<0,005. T: Tumor.

Bei der Glioblastomlinie T1389 zeigte der ANOVA-Test eine statistische Signifikanz zwischen den
Bestrahlungsgruppen (p<0,005; Abb. 7). Die Bestrahlung flihrte mit ansteigenden Dosen zu einer
kontinuierlichen Abnahme der OD, wobei mit 20 Gy eine signifikante Reduktion um 46% relativ
zur unbestrahlten Kontrolle erreicht wurde (p<0,005; t-Test; Abb. 21, Anhang). Bei der
Glioblastomlinie T1440 wurde in der ANOVA kein signifikanter Unterschied zwischen den Bestrah-
lungsgruppen ermittelt (p>0,05; Abb. 7), was, wie schon im BrdU-ELISA (Abb. 6) festgestellt, auf
eine ausgepragte Radioresistenz dieser SLGC-Linie hindeutet. Bei der Glioblastomlinie T1442 wur-
de in der ANOVA ein signifikanter Unterschied zwischen den Bestrahlungsgruppen erhoben

(p>0,005; Abb. 7). Die Bestrahlung mit 2 und 5 Gy erbrachte keine signifikante Anderung der OD
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im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (p>0,05; t-Test; Abb. 21, Anhang). Erst mit 10 Gy wurde
eine signifikante Reduktion um 25% (p<0,005; t-Test) beobachtet, mit 20 Gy im Vergleich zur Kon-
trolle eine signifikante 40%ige Senkung erzielt (p<0,005; t-Test). Die Gliosarkomlinie T1447 zeigte
in dem ANOVA-Test eine statistische Signifikanz zwischen den Bestrahlungsgruppen (p<0,005;
Abb. 7). Diese SLGC-Linie reagierte bereits auf 2 Gy mit einer signifikanten Reduktion der OD um
8% im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle (p<0,005; t-Test; Abb. 21, Anhang). Durch eine Stei-
gerung der Strahlendosis auf 5 und 10 Gy wurde dieser Effekt im Vergleich zur Kontrolle zunachst
gesteigert [5 Gy: Reduktion um 27% (p<0,005; t-Test); 10 Gy: Reduktion um 48% (p<0,005; t-Test);
Abb. 21, Anhang], um dann bei einer Dosis von 20 Gy zu stagnieren. Die Steigerung der Strahlen-
dosis auf 20 Gy erbrachte demnach im Vergleich zu 10 Gy keinen zuséatzlichen Effekt. Bei der
Glioblastomlinie T1452 wurde in dem ANOVA-Test kein signifikanter Unterschied zwischen den
Bestrahlungsgruppen ermittelt (p>0,05; Abb. 7). Es fiihrte keine der untersuchten Strahlendosen
zu einer signifikanten Reduktion der OD im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle (p>0,05; t-Test;
Abb. 21, Anhang). Mit 2 und 5 Gy wurden hingegen leichte, signifikante Anstiege der OD beobach-
tet (2 Gy: Anstieg um 11%, 5 Gy: Anstieg um 9%; p<0,05; t-Test). Damit konnte die Bestrahlung die
Vitalitat der T1452-Kultur, dhnlich der T1440-Kultur, auch durch hohere Strahlendosen (20 Gy)
nicht verandern. Bei der Glioblastomlinie T1495 wurde in der ANOVA ein signifikanter Unter-
schied zwischen den Bestrahlungsgruppen erhoben (p<0,005; Abb. 7). Erst eine Bestrahlung von
20 Gy fiihrte zu einer signifikanten Anderung der OD im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle,
wobei die Reduktion nur 14% (p<0,005; Abb. 21, Anhang) betrug. Die EDs, wurde folglich nicht
erreicht. Somit kann festgestellt werden, dass die Vitalitat von T1495-Zellen durch die Bestrahlung
wenig beeinflusst wird. Die Glioblastomlinie T1522 reagierte im MTT-Assay (Abb. 7) wie schon im
BrdU-ELISA (Abb. 6) vergleichbar sensitiv auf die Bestrahlung. In der ANOVA wurde eine statisti-
sche Signifikanz zwischen den Bestrahlungsgruppen ermittelt (p<0,005; Abb. 7). Eine signifikante
Reduktion wurde bereits mit 2 Gy erreicht und die OD mit steigender Strahlendosis kontinuierlich
statistisch signifikant reduziert (t-Test; Abb. 21, Anhang). Mit 5 Gy erfolgte relativ zur Kontrolle
eine Reduktion um 30% (p<0,005), mit 10 Gy um 43% (p<0,005) und mit 20 Gy um 46% (p<0,005).

Damit wurde die EDsg mit 20 Gy nahezu erreicht.

Fazit

Wie schon in der Proliferationsanalyse (BrdU-ELISA) ergab auch der Vitalitatstest (MTT-Assay)
bestrahlter SLGC-Kulturen ein heterogenes Bild. So wurde die Vitalitdt bei zwei SLGC-Linien
(T1440, T1452) durch steigende Strahlendosen nicht beeinflusst. Die Ubrigen SLGC-Linien zeigten
nach Bestrahlung mit steigenden Dosen einen signifikanten Vitalitatsverlust, ohne dass die EDs

erreicht wurde. Fir die signifikante Reduktion der Vitalitat im Vergleich zur Kontrolle genligten
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bei 2 SLGC-Linien 2 Gy (T1447, T1522). Hohere Dosen von 5 Gy waren bei T1389, von 10 Gy bei
T1371 und T1442 erforderlich. Bei zwei SLGC-Linien (T1338, T1495) waren 20 Gy notwendig, um

Uberhaupt eine signifikante Reduktion der Vitalitédt zu erzielen (Tab. 6).

Tab. 6: Effektivdosis 50 (EDs) der Bestrahlung bei SLGC-Linien in BrdU-ELISA und MTT-Assay

SLGC-Linie EDs, - BrdU-ELISA EDso - MTT-Assay

T1338 <2Gy n.e.

T1371 <10Gy n.e.

T1389 20Gy >20 Gy
T1440 n.e. n.e.

T1442 <10Gy n.e.

T1447 < 20Gy n.e.

T1452 # n.e.

T1495 < 10Gy n.e.

T1522 <2Gy >20 Gy

EDsy — BrdU-ELISA: erzielte Effektivdosis 50 durch die Bestrahlung von SLGC-Linien, gemessen im BrdU-ELISA; EDgy —
MTT-Assay: erzielte Effektivdosis 50 durch Bestrahlung von SLGC-Linien, gemessen im MTT-Assay. BrdU: 5-Brom-2‘-
desoxyuridin; ELISA: enzymgekoppelter Immunadsorptionstest (engl.: enzyme-linked immunosorbent assay); MTT: 3-
(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid; EDs,: Effektivdosis 50; Gy: Gray; T: Tumor; n.e.: nicht er-
reicht; #: T1452 konnte aufgrund fehlender bis geringer Haftung an der Matrix der 96-Lochplatten nicht mittels BrdU-
ELISA untersucht werden.

4.1.2. Effekte der Kombinationsbehandlung

In der GBM-Therapie wird routinemaRig eine adjuvante Radiochemotherapie eingesetzt. Es sollte
daher untersucht werden, ob TMZ die Radiosensitivitdt von SLGCs fordern kann. Wie zuvor wur-

den die Effekte auf die Proliferation und die Vitalitat untersucht.
4.1.2.1. Effekt auf die Proliferation

Um den Effekt von TMZ auf die Proliferation der bestrahlten SLGC-Linien zu untersuchen, wurden
die TMZ-Konzentrationen so gewahlt, dass eine 50%ige Reduktion der Proliferation mit TMZ allein
annahernd erzielt wurde. Die SLGC-Linie T1338 wurde hier nicht weiter untersucht, da keine klare

Dosiswirkungskurve mit aufsteigenden Strahlendosen zu generieren war (Abb. 6; Abb. 7).

Die Behandlung von unbestrahlten SLGC-Kulturen der Gliosarkomlinie T1371 mit 200uM TMZ
(£ T200) bewirkte eine signifikante Verminderung der OD um 30% (p<0,005; t-Test; Abb. 8, linker
Graph). Dieser Effekt wurde durch die Bestrahlung weiter verstarkt (Abb. 8; Abb. 19, Anhang). In
der ANOVA zeigte sich ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den mit TMZ behandel-
ten Bestrahlungsgruppen (p<0,005; Abb. 8, rechter Graph). Im daraufhin durchgefiihrten t-Test
zeigte sich ein signifikanter Unterschied zur alleinigen TMZ-Behandlung nach einer Doppelbe-

handlung mit 10 und 20 Gy (p<0,05; t-Test). Mit 10 Gy wurde relativ zum Ansatz T200/Gy0 eine
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Reduktion der OD um 69% beobachtet. Eine Steigerung der Strahlendosis auf 20 Gy ergab jedoch
keine weitere Senkung der OD (Reduktion um 62%). Bei 20 Gy waren die Werte nach alleiniger
Bestrahlung jedoch nicht signifikant von der Doppelbehandlung verschieden (p>0,05; t-Test;
Abb. 19, Anhang). Folglich wirkte die Kombinationsbehandlung bei T1371 bei niedrigen Strahlen-
dosen bis 10 Gy signifikant besser als die alleinige chemotherapeutische Behandlung. Die Behand-
lung unbestrahlter T1371-Kulturen mit dem Losungsmittel DMSO ergab keinen zytotoxischen

Effekt (Abb. 17, Anhang).

Die Gabe von 200uM TMZ (£ T200) zu unbestrahlten Kulturen der Glioblastomlinie T1389 bewirk-
te eine signifikante Verminderung des BrdU-Einbaus um 76% (p<0,005; t-Test; Abb. 8, linker
Graph). Mit dem ANOVA-Test wurde ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den mit
TMZ behandelten Bestrahlungsgruppen ermittelt (p<0,005; Abb. 8, rechter Graph). Die zusatzliche
Bestrahlung mit 5 Gy und auch 20 Gy erbrachte keine signifikante Verstarkung des TMZ-Effektes
im Vergleich zur alleinigen TMZ-Behandlung, d.h. die Werte von T200/Gy0, T200/Gy5 und
T200/Gy20 waren nahezu identisch (p>0,05; t-Test). In Kombination von 200uM TMZ mit 10 Gy
wurde sogar eine geringe, aber nicht signifikant hohere BrdU-Inkorporation als mit TMZ allein
gemessen (p>0,05; t-Test). Damit konnte die zusatzliche Bestrahlung den TMZ-Effekt nicht stei-
gern, umgekehrt dagegen schon. So unterschieden sich die Werte von T0/Gy5 und T200/Gy5 um
das Dreifache voneinander (p<0,005; t-Test; Abb. 19, Anhang). Bei T0O/Gy10 und T200/Gy10 sowie
bei TO/Gy20 und T200/Gy20 war der Unterschied dagegen nicht mehr signifikant (p>0,05; t-Test;
Abb. 19, Anhang). DMSO hatte keinen zytotoxischen Effekt auf unbestrahlte T1389-Kulturen
(Abb. 17, Anhang). Insgesamt deuten die Experimente daraufhin, dass 200uM TMZ bei niedrige-

ren Strahlendosen eine zusatzliche proliferationshemmende Wirkung hatten.

51



T1371 T1389

1,64 1,64 1,64 1,6-
21,44 1,44 *k 21,44 214 *%
£ = < .| mmm
812{" ¥ 212 ' P e 5.5
21,0 21,0 21,0 210
£0.8] £0.8] 20,8 208
806 806 306 g'0'6
204 204 204 £ 04]
202 02 202 0,2
0 0 0 04
o oS H o oS 7 2
02 @ Q% % O3 % 97 %
T1440 T1442
1,6 1,6 1,64 1,6 -
Q Q
g4 214 . 214 g1y ———
512 i 512 512 & 1.2
21,0 21,0 21,0 21,0
] ] 2 2
£ 0,8 20,8 £ 0,8 2 0,8;
=% Q [~}
306 006 30,6 806
204 2 04 204 204
(] © ©
902 902 ©02 902 ﬁ
i 0 i 0 0 0 I-LI [-LI I'"I ]
o 0.8 H 2 o 0. 2.8 H 2
2 2 276 %g o2 2% 8% g
T1447 T1495
1,64 1,6 1,6 1,6
214 £14{ ———— 214 214 **
£ 4 £ 14 gl4 g

£ 1,0 £ 1,0 £1,01 £1,05
Q o o o

elative optis Di
oo oo 2
SN s O ® ()
Q

$C_) *%
relative optische Di
oo oo -
Chbdoood
elative optis Di
ocooo -
SN Pr o N
elative optische Di

o O O O —
SN hr o ® ()

%4 Sa 0 <0 o 0. 8. 2
2 €76 g g 2 % S "¢ g
T1522
1,6 1,6
@ @ * %
_0:;1,4- — %'1,4-,%
512 5 1:2
21,04 21,04
20,8/ 208
g 2
S 0,61 S 0,61
.204. .g04.
s 0,2] s 0,2]
04 0 Zn ch L
o 0.2 8 b %
Q 2'G 2% ‘g

Abb. 8: Effekt steigender Strahlendosen in Anwesenheit von Temozolomid (TMZ). Analyse der Proliferati-
on von SLGC-Linien. - BrdU-ELISA. Die Bestrahlung erfolgte in parallelen Ansédtzen (96-Lochplatten) mit 2, 5,
10 und 20 Gray (Gy). Eine 96-Lochplatte wurde nicht bestrahlt (0 Gy). Die eingesetzten TMZ-
Konzentrationen betrugen 50uM (T1440), 100uM (T1442, T1447, T1495, T1522), 200uM (T1371, T1389).
DMSO (Dimethylsulfoxid) diente als Losungsmittel fir die hydrophobe Substanz TMZ. Der Einbau des Ba-
senanalogons BrdU (5-Brom-2‘-desoxyuridin) in die DNA proliferierender Zellen wurde am Tag d5 mittels
ELISA (engl.: enzyme-linked immunosorbent assay; Enzym-gekoppelter Immunadsorptionstest) bestimmt.
Dargestellt sind die Mittelwerte von 8 parallel untersuchten Proben und die Standardabweichung. Die rela-
tive optische Dichte in der unbestrahlten DMSO-Kontrolle wurde als 1 definiert und alle tbrigen Werte
relativ dazu dargestellt. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen der unbestrahlten DMSO-Kontrolle
und der TMZ-Einfachbehandlung wurden mittels t-Test bestimmt (linker Graph). Statistisch signifikante
Unterschiede zwischen den TMZ-behandelten und zuséatzlich mit unterschiedlichen Dosen bestrahlten An-
satzen wurden mittels ANOVA ermittelt (rechter Graph). Die Signifikanzen wurden mit *(p<0,05) und
**(p<0,005) gekennzeichnet. Dunkelgraue Balken: DMSO; hellgraue Balken: TMZ (Temozolomid). T: Tumor.
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Die Gabe von 50uM TMZ (£ T50) zu Kulturen der Glioblastomlinie T1440 fiihrte zu einer signifi-
kanten Reduktion der BrdU-Inkorporation um 20% relativ zur unbestrahlten DMSO-Kontrolle
(p<0,005; t-Test; Abb. 8, linker Graph). In der Analyse der mit TMZ behandelten Bestrahlungs-
gruppen untereinander wurde mit dem ANOVA-Test ein statistisch signifikanter Unterschied er-
mittelt (p<0,05; Abb. 8, rechter Graph). Bei einer zuséatzlichen Bestrahlung mit 5 Gy (T50/Gy0
versus T50/Gy5) war im gepaarten t-Test keine signifikante Anderung des Effektes auf die BrdU-
Inkorporation zu beobachten (p>0,05). Auch die weitere Erhéhung der Strahlendosis bewirkte
keinen zusétzlichen signifikanten Effekt. So waren die Ergebnisse fur T50/Gy5, T50/Gy10 und
T50/Gy20 nahezu identisch [T50/Gy5 (0,67); T50/Gy10 (0,71); T50/Gy20 (0,76)]. Umgekehrt hin-
gegen war stets ein Unterschied zwischen der Kombinationsbehandlung und der korrespondie-
renden Probe der alleinigen Bestrahlung zu beobachten. So wurden &dhnlich signifikante Unter-
schiede zwischen DMSO/Gy5 und T50/Gy5, zwischen DMSO/Gy10 und T50/Gy10 sowie zwischen
DMSO/Gy20 und T50/Gy20 gemessen (p<0,005; t-Test; Abb. 19, Anhang). Insgesamt induzierten
50uM TMZ in T1440-Kulturen einen deutlichen Proliferations-inhibierenden Effekt, der aber durch
die zusatzliche Bestrahlung nicht zu steigern war. Umgekehrt bewirkte die Bestrahlung allein kei-
ne Reduktion der Proliferation (EDsy-Proliferation nicht erreicht), so dass die antiproliferative
Wirkung in der Koapplikation von TMZ und Bestrahlung hier allein auf der TMZ-Wirkung beruhte
(Abb. 19, Anhang). DMSO hatte auf T1440 keinen zytotoxischen Effekt (Abb. 17, Anhang).

Die Behandlung mit 100pM TMZ (£ T100) reduzierte die Inkorporation von BrdU bei der
Glioblastomlinie T1442 signifikant um 83% relativ zur unbestrahlten DMSO-Kontrolle (p<0,005; t-
Test; Abb. 8, linker Graph). Zwischen den mit TMZ behandelten Bestrahlungsgruppen wurde mit
dem ANOVA-Test ein statistisch signifikanter Unterschied erhoben (p<0,005; Abb. 8, rechter
Graph). Im daraufhin durchgefiihrten gepaarten t-Test zeigte sich, dass lediglich die zusatzliche
Bestrahlung mit 20 Gy eine signifikante Anderung der durch TMZ allein induzierten Verminderung
der OD bewirkte (zwischen T100/Gy0 und T100/Gy20: p=0,003). Die OD wurde durch die zusatzli-
che Bestrahlung um fast 50% im Vergleich zur alleinigen TMZ-Behandlung reduziert (Abb. 8). Kein
signifikanter Unterschied zur alleinigen TMZ-Behandlung wurde bei zusatzlicher Bestrahlung mit
2, 5 und 10 Gy beobachtet (zwischen T100/Gy0 und T100/Gy2 bzw. T100/Gy5 und T100/Gy10
jeweils p>0,05; t-Test). In Abwesenheit von TMZ war dagegen ein deutlicher Dosiswirkungseffekt
der Bestrahlung erkennbar (dunkelgraue Balken Abb. 19 - T1442, EDsy-Proliferation zwischen 5
und 10 Gy). Insgesamt zeigte sich, dass die reduzierenden Effekte der alleinigen TMZ-Behandlung
nur durch die Bestrahlung mit 20 Gy signifikant verstarkt wurden. Umgekehrt unterstiitzte TMZ in

allen Anséatzen die Wirkung der Bestrahlung, wobei dies bei niedrigen Strahlendosen (2 Gy, 5 Gy)
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effizienter war (EDsp-Proliferation in Anwesenheit von TMZ zwischen 5 und 10 Gy). DMSO hatte

einen geringen zytotoxischen Effekt auf T1442, der jedoch nicht signifikant war (Abb. 17, Anhang).

Mit 100pM TMZ (£ T100) wurde in den unbestrahlten Proben der Gliosarkomlinie T1447 eine
signifikante Reduktion der BrdU-Inkorporation um 58% relativ zur DMSO-Kontrolle erreicht
(p<0,005; t-Test; Abb. 8, linker Graph). Zwischen den mit TMZ behandelten Bestrahlungsgruppen
wurde in der ANOVA ebenfalls ein signifikanter Unterschied ermittelt (p<0,05; Abb. 8, rechter
Graph). Im daraufhin durchgefiihrten gepaarten t-Test wurde jedoch bei zusatzlicher Bestrahlung
mit 5 oder 10 Gy im Vergleich zur alleinigen TMZ-Behandlung keine statistische Signifikanz erho-
ben (p>0,05). Die OD lag im Vergleich zu T100/Gy0 im Bereich eines Mittelwertes von 0,4
(T100/Gy0: 0,4+0,1; T100/Gy5: 0,5%0,1; T100/Gy10: 0,5+0,2). Dagegen hatte die Doppelbehand-
lung mit 100uM TMZ und 20 Gy eine geringe Reduktion der relativen OD im Vergleich zu
T100/Gy0 zur Folge, die jedoch nicht signifikant war (p>0,05). Ebenso bestand zwischen den
Messwerten TO/Gy10 und T100/Gy10 bzw. TO/Gy20 und T100/Gy20 kein signifikanter Unter-
schied (p>0,05; Abb. 19, Anhang). Somit konnte TMZ den antiproliferativen Effekt héherer Strah-
lendosen (10 und 20 Gy; EDsg-Proliferation zwischen 10 und 20 Gy) nicht weiter steigern, wahrend
bei geringen Strahlendosen bzw. unbestrahlten Proben der Proliferations-reduzierende Effekt

verstarkt wurde. DMSO hatte keinen erkennbaren zytotoxischen Effekt (Abb. 17, Anhang).

Die Behandlung von Kulturen der Glioblastomlinie T1495 mit 100uM TMZ verminderte den BrdU-
Einbau im Vergleich zur DMSO-Kontrolle signifikant um 64% (p<0,005; t-Test; Abb. 8, linker
Graph). Zwischen den mit TMZ behandelten Bestrahlungsgruppen wurde mit der ANOVA ein sta-
tistisch signifikanter Unterschied ermittelt (p<0,005; Abb. 8, rechter Graph). Im daraufhin durch-
gefiihrten t-Test wurde bei zuséatzlicher Bestrahlung mit 2, 5, 10 und 20 Gy jeweils im Vergleich
zur allein mit TMZ behandelten Probe ein signifikanter Unterschied berechnet (p<0,005 fir 2, 10
und 20 Gy; p<0,05 fiir 5 Gy). Die zusatzliche Bestrahlung verstarkte folglich bereits den mit TMZ
allein beobachteten Effekt, wobei mit den ansteigenden Strahlendosen ein ahnliches Ergebnis
erreicht wurde (T100/Gy2: 0,210,1; T100/Gy5: 0,2+0,1; T100/Gy10: 0,2+0,1). Mit 20 Gy wurde in
Anwesenheit von TMZ eine weitere Senkung der BrdU-Inkorporation auf 7% des Wertes der
DMSO-Kontrolle beobachtet. Dabei unterschieden sich die Werte fir T0/Gy20 und T100/Gy20 nur
geringfligig, aber signifikant voneinander (p<0,005; t-Test; Abb. 19, Anhang). TMZ bewirkte folg-
lich bei allen Strahlendosen eine zusatzliche Verminderung des BrdU-Einbaus, wobei dieser nur
bei geringen Strahlendosen sehr deutlich war. DMSO zeigte keinen zytotoxischen Effekt (Abb. 17,
Anhang).
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Die Gabe von 100uM TMZ (£ T100) zu Kulturen der Glioblastomlinie T1522 fiihrte zu einer signifi-
kanten Reduktion des BrdU-Einbaus um 20% relativ zur DMSO-Kontrolle (p<0,05; t-Test; Abb. 8,
linker Graph). Zwischen den mit TMZ behandelten Bestrahlungsgruppen wurde mit dem ANOVA-
Test ein statistisch signifikanter Unterschied ermittelt (p<0,005; Abb. 8, rechter Graph). Der da-
raufhin durchgefiihrte t-Test erbrachte den Nachweis einer vorliegenden Signifikanz zwischen
jeder der mit TMZ behandelten Bestrahlungsgruppen und der alleinigen TMZ-Behandlung
(p<0,005). Bereits mit einer zusatzlichen Bestrahlung von 2 Gy zur TMZ-Behandlung betrug die
Reduktion der OD 55%, mit einer Bestrahlung von 5 Gy wurde eine Senkung um 89% relativ zur
DMSO-Kontrolle erzielt. Dieser Effekt konnte durch eine weitere Erh6hung der Strahlendosis nicht
gesteigert werden. Wurden in einem zusatzlichen t-Test die korrespondierenden Behandlungs-
gruppen untersucht, ergaben sich dagegen keine statistisch signifikanten Unterschiede (p>0,05 fiir
DMSO/2Gy und T100/2Gy, DMSO/5Gy und T100/5Gy, DMSO/10Gy und T100/10Gy sowie
DMSO/20Gy und T100/20Gy; Abb. 19, Anhang). Die Bestrahlung allein hatte bei T1522-Kulturen
bereits einen drastischen, reduzierenden Effekt (EDsq-Proliferation 2 Gy), der durch die zusatzliche
Behandlung mit TMZ nicht gesteigert werden konnte. Damit entsprach die Reduktion der OD nach
der Doppelbehandlung exakt derjenigen nach alleiniger Bestrahlung (Abb. 6, Abb. 8). DMSO wirk-
te nicht zytotoxisch auf T1522 (Abb. 17, Anhang).

Fazit

Zusammenfassend ist festzustellen, dass mit Ausnahme von zwei SLGC-Linien (T1440, T1522) TMZ
in allen weiteren SLGC-Linien die reduzierenden Effekte der Bestrahlung auf die Proliferation ver-
starken konnte, wobei dies primar bei niedrigen Strahlendosen evident war (Tab. 7). Bei vier
SLGC-Linien (T1371, T1442, T1447 und T1495) lagen die Werte fiir die Kombinationsbehandlung
mit TMZ und Bestrahlung deutlich unter denen fir TMZ allein. Bei zwei Linien (T1389, T1440)
waren die Werte fir TMZ und fiir doppelt behandelte Proben nahezu identisch. Bei einer SLGC-
Linie (T1522) waren die Effekte bereits mit 2 Gy so stark, dass TMZ keine zusatzlich férdernde
Wirkung auf die Senkung der Proliferation hatte. Der Vorteil der Doppelbehandlung gegeniber
der alleinigen Bestrahlung war somit bei vier SLGC-Linien evident. Allerdings waren die Unter-
schiede bei drei dieser SLGC-Linien (T1371, T1447 und T1495) nur mit Dosen < 10Gy signifikant
(Tab. 7).
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Tab. 7: Effekte der Doppelbehandlung mit TMZ und ionisierender Strahlung auf die Proliferation
von Gliomzellen

SLGC-Linie Bestrahlung Zytotoxischer Reduktion der Steigerung des Steigerung des

EDg, Effekt von Proliferation Effektes von Effektes von
DMSO mitTMZ (0 Gy) TMZ[relativzu Gy [relativ zu
Gy allein] TMZ allein]
T1371 <10 Gy nein 200uM / 30%+15 ja (5Gy) ja (bis 10Gy)
T1389 20 Gy nein 200uM / 76%+10 nein ja (bis 5Gy)
T1440 n.e. nein 50uM / 20%+5 Sonderfall Sonderfall
T1442 <10 Gy nein 100uM / 80%x7 ja ( bis 5Gy) ja (20Gy)
T1447 <20 Gy nein 100uM / 60%+15 nein ja (bis 5Gy)
T1452 # # # # #
T1495 <10 Gy nein 100uM / 64%25 ja (bis 2 Gy) ja (bis 20Gy)
T1522 <2 Gy nein 100uM / 23%+20 Sonderfall Sonderfall

# T1452 konnte aufgrund fehlender bis geringer Haftung an der Matrix der 96-Lochplatten nicht mittels BrdU-ELISA
untersucht werden. Sonderfall T1440: Die Zelllinie erwies sich als radioresistent, so dass der Effekt allein auf TMZ beruh-
te. Sonderfall T1522: Die Effekte waren mit 2 Gy so stark, dass TMZ keine férdernde Wirkung auf die Senkung der
Proliferation hatte. EDs: Effektivdosis 50; n.e.: nicht erreicht; DMSO: Dimethylsulfoxid; Gy: Gray; TMZ: Temozolomid;
T:Tumor.

4.1.2.2. Effekt auf die Vitalitat

Die Experimente zur Anderung der Vitalitit durch die Bestrahlung allein ergaben bei zwei SLGC-
Linien keine und bei sieben SLGC-Linien moderate Effekte (s. Kapitel 4.1.1.2; Tab. 8). Hier wurde
nun geprift, ob TMZ einen Einfluss auf die Vitalitat hatte und ob die nach Bestrahlung detektier-
ten Effekte durch TMZ moduliert werden konnten. DMSO, das als Losungsmittel fir TMZ diente,

zeigte nur bei vier SLGC-Linien einen geringen, messbaren Effekt (Abb. 20, Anhang).

Bei der Gliosarkomlinie T1371 wurde zwischen der DMSO-Kontrolle und der mit TMZ behandelten
Probe (200uM TMZ £ T200) ohne Bestrahlung eine signifikante Reduktion um 28% beobachtet
(p<0,005; t-Test; Abb. 9, linker Graph). Zwischen den mit TMZ behandelten Bestrahlungsgruppen
war jedoch in der ANOVA kein statistisch signifikanter Unterschied erkennbar (p>0,05; Abb. 9,
rechter Graph). Somit reduzierten 200uM TMZ die Vitalitat der Zellen deutlich, ohne dass dieser
Effekt durch die Bestrahlung mit steigenden Strahlendosen weiter verstarkt werden konnte. Al-
lerdings waren die ODs nach der Doppelbehandlung mit TMZ und Bestrahlung stets signifikant
niedriger als die nach der korrespondierenden alleinigen Bestrahlung (p<0,005 fir 5 und 10 Gy;
p<0,05 fiir 20 Gy; t-Test; Abb. 22, Anhang). Die Unterschiede der ODs waren dabei mit niedrigen
Strahlendosen groRer. Die Differenz der relativen OD zwischen TO/Gy5 und T200/Gy5 betrug 0,25,
wahrend sie zwischen T0/Gy20 und T200/Gy20 nur noch bei 0,13 lag. Folglich konnten

200uM TMZ die Wirkung der Bestrahlung, insbesondere bei niedrigen Strahlendosen, verstarken.
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Umgekehrt konnte die Wirkung des TMZ durch die zusatzliche Bestrahlung nicht beeinflusst wer-

den.

Bei der Glioblastomlinie T1389 wurde mit 200uM TMZ (£ T200) die relative OD der Zellen deut-
lich reduziert, wobei die statistisch signifikante Reduktion in den unbestrahlten Proben 50% der
DMSO-Kontrolle betrug (p<0,005; t-Test; Abb. 9, linker Graph). Die Analyse der mit TMZ behandel-
ten Bestrahlungsgruppen untereinander ergab in der ANOVA einen signifikanten Unterschied
(p<0,005; Abb. 9, rechter Graph). Der reduzierende Effekt des TMZ dnderte sich jedoch in Kombi-
nation mit steigenden Strahlendosen kaum, was sich auch im gepaarten t-Test widerspiegelte. Die
zusatzliche Bestrahlung mit 2 und 5 Gy erbrachte keine statistisch signifikante Reduktion im Ver-
gleich zur alleinigen TMZ-Behandlung (p>0,05). Ein leichter, jedoch nicht signifikanter Anstieg der
OD wurde nach einer zusatzlichen Bestrahlung mit 10 Gy im Vergleich zur alleinigen TMZ-
Behandlung beobachtet (p>0,05). Dieser wurde in weiteren Experimenten nicht bestatigt und
basiert vermutlich auf der bereits angesprochenen Problematik der Dissoziation von Spheroidkul-
turen. Lediglich die zuséatzliche Bestrahlung mit 20 Gy erbrachte im Vergleich zur alleinigen TMZ-
Behandlung eine geringfligige, aber statistisch signifikante Reduktion der relativen OD
(T200/Gy20: Reduktion um 14%; p<0,05). Das bedeutet, dass die Bestrahlung nur bei einer hohen
Strahlendosis einen geringfligigen zusatzlichen Reduktions-fordernden Effekt hatte. Mit steigen-
den Strahlendosen nahm die Differenz zwischen der alleinigen Bestrahlung und der Doppelbe-
handlung ab (Abb. 22, Anhang). Beispielsweise lag die Differenz der relativen OD zwischen TO/Gy2
und T200/Gy2 bei 0,4, wahrend sie zwischen TO/Gy10 und T200/Gy10 nur noch 0,1 betrug. Daher
kann geschlussfolgert werden, dass TMZ primér bei niedrigen Strahlendosen einen zusatzlichen

Effekt auf die Reduktion der Vitalitat ausibte.
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Abb. 9: Effekt steigender Strahlendosen in Anwesenheit von Temozolomid (TMZ). Analyse der Vitalitat
von SLGC-Linien.- MTT-Assay. Die Bestrahlung erfolgte in parallelen Ansatzen (96-Lochplatten) mit 2, 5, 10
und 20 Gray (Gy). Eine 96-Lochplatte wurde nicht bestrahlt (0 Gy). Die eingesetzten TMZ-Konzentrationen
betrugen 50uM (T1440), 100uM (T1442, T1447,T1495, T1522), 200uM (T1371, T1389). DMSO (Dimethylsul-
foxid) diente als Losungsmittel fur die hydrophobe Substanz TMZ. Die Umwandlung des Farbstoffes MTT [3-
(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid] in ein blauviolettes Formazan wurde am Tag d5
mittels des MTT-Assays bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte von 8 parallel untersuchten Proben und
die Standardabweichung. Die relative optische Dichte in der unbestrahlten DMSO-Kontrolle wurde als 1
definiert und alle Gbrigen Werte relativ dazu dargestellt. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen der
unbestrahlten DMSO-Kontrolle und der TMZ-Einfachbehandlung wurden mittels t-Test bestimmt (linker
Graph). Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den TMZ-behandelten und zusatzlich mit unter-
schiedlichen Dosen bestrahlten Ansdtzen wurden mittels ANOVA ermittelt (rechter Graph). Die Signifikan-
zen wurden mit *(p<0,05) und **(p<0,005) gekennzeichnet. Dunkelgraue Balken: DMSO; hellgraue Balken:
TMZ (Temozolomid). T: Tumor.
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Fir die Glioblastomlinie T1440 wurde nach alleiniger Behandlung mit 50uM TMZ (£ T50) eine
signifikante Reduktion der OD um 10% relativ zur DMSO-Kontrolle festgestellt (p<0,005; t-Test;
Abb. 9, linker Graph). Zwischen den mit TMZ behandelten Bestrahlungsgruppen wurde in der
ANOVA ein statistisch signifikanter Unterschied ermittelt (p<0,005; Abb. 9, rechter Graph). Im
Vergleich zur alleinigen TMZ-Behandlung wurde bei zusatzlicher Bestrahlung mit steigenden
Strahlendosen eine Reduktion der OD beobachtet. Die zuséatzliche Bestrahlung mit 5 Gy fihrte
bereits zu einer leichten, jedoch nicht signifikanten Senkung der OD im Vergleich zur alleinigen
TMZ-Behandlung (p>0,05; t-Test). Eine statistisch signifikante Reduktion der OD wurde sowohl fir
die Kombinationen T50/Gy10 und T50/Gy20 zu T50/Gy0 beobachtet (T50/Gy10: Reduktion um
32%; T50/Gy20: Reduktion um 34%; p<0,005; t-Test). Im Vergleich des Effektes der Doppelbe-
handlung von TMZ und Bestrahlung relativ zur korrespondierenden alleinigen Bestrahlung lag bei
allen Kombinationen der Wert fiir die Bestrahlung allein stets signifikant Gber dem der Doppelbe-
handlung (p<0,005; t-Test; Abb. 22, Anhang). Im Gegensatz zu anderen SLGC-Linien (z.B. T1371
und T1389) wurden diese Differenzen mit steigenden Strahlendosen jedoch nicht geringer. Somit
konnte TMZ den nur gering ausgepragten reduzierenden Effekt der alleinigen Bestrahlung (EDsq-
Vitalitat nicht erreicht) deutlich verstarken und folglich konnte die Doppelbehandlung die Vitalitat

besser reduzieren als die alleinige Bestrahlung.

Nach Gabe von 100uM TMZ (£ T100) allein wurde die OD der Glioblastomlinie T1442 im Vergleich
zur Kontrolle bereits um 47% reduziert (p<0,005; t-Test; Abb. 9, linker Graph). Die zusatzliche
Bestrahlung dnderte daran nur wenig, obwohl in der ANOVA zwischen den mit TMZ behandelten
Bestrahlungsgruppen ein statistisch signifikanter Unterschied ermittelt wurde (p<0,005; Abb. 9,
rechter Graph). Dieser Unterschied resultierte daraus, dass die Werte der OD flir die Anséatze
T100/Gy10 bzw. T100/Gy20 geringflgig, aber statistisch signifikant niedriger als die der T100/Gy0-
Probe waren (p<0,05; t-Test). Im Vergleich des Effektes der Doppelbehandlung von TMZ und Be-
strahlung relativ zur korrespondierenden alleinigen Bestrahlung mittels t-Test wurde fir alle un-
tersuchten Strahlendosen ein signifikanter Unterschied beobachtet (p<0,005; Abb. 22, Anhang).
Relativ zur alleinigen Bestrahlung konnte somit der reduzierende Effekt mit TMZ deutlich ver-
starkt werden. Dabei war der Effekt bei niedrigen Strahlendosen gréRer als bei héheren. So be-
trug die Differenz der relativen OD zwischen TO/Gy2 und T100/Gy2 0,4, wahrend der Unterschied
zwischen T0/Gy200 und T100/Gy200 nur noch bei 0,2 lag. Im Vergleich zur alleinigen TMZ-Gabe
konnte die Doppelbehandlung jedoch nur bei hohen Strahlendosen eine geringe Verstarkung des

die Vitalitdt reduzierenden Effektes bewirken.

Bei der Gliosarkomlinie T1447 wurde die relative OD nach einer Behandlung mit 100uM TMZ
(& T100) relativ zur DMSO-Kontrolle signifikant um 53% reduziert (p<0,005; t-Test; Abb. 9, linker
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Graph). Zwischen den einzelnen mit TMZ behandelten Bestrahlungsgruppen wurde mit dem A-
NOVA-Test ein statistisch signifikanter Unterschied ermittelt (p<0,05; Abb. 9, rechter Graph). Im
daraufhin durchgefiihrten gepaarten t-Test zeigte sich jedoch zwischen T100/Gy0 und T100/Gy5,
T100/Gy10 sowie T100/Gy20 kein signifikanter Unterschied. Die relative OD blieb im Vergleich zur
alleinigen TMZ-Behandlung trotz steigender Strahlendosen ahnlich (T100/Gy 5: 0,49; T100/Gy10:
0,43; T100/Gy20: 0,41). Relativ zur Bestrahlung allein nahm der reduzierende Effekt der zusatzli-
chen TMZ-Behandlung bei 5, 10 und 20 Gy stetig ab (Abb. 22, Anhang). Wahrend die Differenz
zwischen TO/Gy5 und T100/Gy5 0,5 betrug, lag der Wert zwischen T0/Gy20 und T100/Gy20 noch
bei 0,4. Somit war der die Vitalitat reduzierende Effekt von TMZ ohne Bestrahlung bzw. bei niedri-
gen Strahlendosen am groéfRten. Bezogen auf die Behandlung mit TMZ allein verminderte die zu-

satzliche Bestrahlung die Vitalitat zu keinem Zeitpunkt signifikant.

Bei der spharisch wachsenden Glioblastomlinie T1452 wurde die EDsq durch die alleinige Bestrah-
lung nicht erreicht und selbst Strahlendosen von 20 Gy bewirkten keine signifikante Reduktion der
OD (Abb. 7). Auch die Einzelbehandlung mit 100uM TMZ (£ T100) reduzierte die OD nicht signifi-
kant (p>0,05; t-Test; Abb. 9, linker Graph). Unabhéngig von der Strahlendosis wurden nach den
Doppelbehandlungen keine signifikanten Unterschiede zur DMSO-Kontrolle bzw. zur alleinigen
TMZ-Behandlung beobachtet. Der in der ANOVA ermittelte statistisch signifikante Unterschied
zwischen den mit TMZ behandelten Bestrahlungsgruppen (p<0,05) ist auf einen im gepaarten t-
Test nachgewiesenen signifikanten Anstieg der relativen OD bei T100/Gy10 im Vergleich zu
T100/GyO0 zurtickzufihren (p<0,005; Abb. 9). Folglich erwies sich die spharische SLGC-Linie T1452

als strahlen- und TMZ-resistent.

Bei der Glioblastomlinie T1495 fiihrte die Gabe von 100uM TMZ (£ T100) im Vergleich zur DMSO-
Kontrolle zu einer geringen, aber signifikanten Reduktion der relativen OD um 11% (p<0,005; t-
Test; Abb. 9, linker Graph). Zwischen den mit TMZ behandelten Bestrahlungsgruppen wurde in
der ANOVA ein statistisch signifikanter Unterschied ermittelt (p<0,005; Abb. 9, rechter Graph). Im
daraufhin durchgefihrten t-Test wurde nach zusatzlicher Bestrahlung mit 2 Gy noch keine statisti-
sche Signifikanz im Vergleich zur alleinigen TMZ-Behandlung errechnet (p>0,05). Erst ab einer
Strahlendosis von 5 Gy wurde in der Kombinationsbehandlung ein signifikanter Unterschied im
Vergleich zur alleinigen TMZ-Behandlung beobachtet (p<0,05; t-Test), der bei T100/Gy10 und
T100/Gy20 zunahm (p<0,005; t-Test). Folglich verstarkte die Bestrahlung die Wirkung des TMZ mit
steigender Strahlendosis. Die Gabe von 100 uM TMZ fihrte in Kombination mit allen untersuch-
ten Strahlendosen zu einem signifikanten Unterschied der ODs relativ zur alleinigen Bestrahlung
(p<0,005; Abb. 22, Anhang). Die grofSte Differenz der relativen OD zwischen alleiniger Bestrahlung
und der TMZ/Gy-Doppelbehandlung wurde bei 10 Gy (0,4) gemessen. Die Differenz der relativen
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OD zwischen TO/Gy20 und T100/Gy20 betrug 0,2, bei niedrigeren Strahlendosen (2 Gy bzw. 5 Gy)
war sie noch etwas geringer. Damit wurde die Vitalitats-senkende Wirkung in allen Ansatzen
durch 100uM TMZ verstarkt, wobei der Vorteil der Doppelbehandlung bei hoheren Strahlendosen

deutlicher war.

Die Applikation von 100uM TMZ (£ T100) allein fiihrte bei der Glioblastomlinie T1522 im Ver-
gleich zur DMSO-Kontrolle zu einer signifikanten Reduktion der relativen optischen Dichte um
20% (p<0,005; t-Test; Abb. 9, linker Graph). Mithilfe des ANOVA-Tests wurde zwischen den mit
TMZ behandelten Bestrahlungsgruppen ein statistisch signifikanter Unterschied ermittelt
(p<0,005; Abb. 9, rechter Graph). Der daraufhin durchgefiihrte gepaarte t-Test erbrachte sowohl
zwischen der alleinigen TMZ-Behandlung als auch der DMSO-Kontrolle und den Ansdtzen mit
zusatzlicher Bestrahlung signifikante Unterschiede (p<0,005).Bei zusatzlicher Bestrahlung mit 2
und 5 Gy wurde ein weiterer reduzierender Effekt des TMZ beobachtet (Abb. 22, Anhang). So
betrug die Reduktion der OD relativ zur alleinigen Bestrahlung bei T100/Gy2 17% und bei
T100/Gy5 8% (p<0,005; t-Test; Abb. 22, Anhang). Ab einer Strahlendosis von 10 Gy wurde kein
signifikanter Unterschied mehr zwischen den ODs nach alleiniger Bestrahlung und nach den Dop-
pelbehandlungen beobachtet (p>0,05, Abb. 22, Anhang). Folglich zeigte TMZ bei T1522-Kulturen
bei niedrigen, nicht aber bei hohen Strahlendosen einen zusatzlichen Vitalitdts-reduzierenden

Effekt.

Fazit

Zusammenfassend ist festzustellen, dass im Fall der spharischen SLGC-Linie T1452 eine ausgeprag-
te Radio- und TMZ-Resistenz vorlag, die auch nach der Doppelbehandlung auftrat. In allen Ubrigen
SLGC-Linien erbrachte die Behandlung mit TMZ allein eine Verminderung der Vitalitat, die aber
nur in vier (T1440, T1442, T1495, T1522) von acht Fallen durch die zusatzliche Bestrahlung signifi-
kant gesenkt wurde (Tab. 8). Umgekehrt konnte, insbesondere bei niedrigen Strahlendosen, die

Reduktion der Vitalitdt durch TMZ verstarkt werden (Tab. 8).
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Tab. 8: Effekt der Doppelbehandlung mit TMZ und ionisierender Strahlung auf die Vitalitat von
Gliomzellen

SLGC-Linie Bestrahlung Reduktion der Steigerung des Steigerung des

EDso Vitalitit mit TMZ Effektesvon TMZ  Effektes von Gy

(0 Gy) [relativ'zu Gy [relativ fu T™™MZ

allein] allein]
T1371 n.e. 100uM / 28%+20 nein ja (bis 10Gy)
T1389 >20Gy 200uM / 50%5 nein ja (bis 5Gy)
T1440 n.e. 50uM / 10%+10 ja (10/20Gy) ja (bis 20Gy)
T1442 n.e. 100pM / 50%+5 ja (10/20Gy) ja (bis 10Gy)
T1447 n.e. 100uM / 52%+5 nein ja (bis 5Gy)
T1452 n.e. 100uM / 0%+10 nein nein

T1495 n.e. 100uM / 0%25 ja (bis 20Gy) ja (bis 20Gy)
T1522 >20Gy 100uM / 23%+5 ja (bis 10Gy) ja (bis 5Gy)

EDsq: Effektivdosis 50; n.e.: nicht erreicht; DMSO: Dimethylsulfoxid; Gy: Gray; TMZ: Temozolomid; T: Tumor.

4.2. Einfluss der zeitlichen Abfolge von Bestrahlung und TMZ-Gabe

Um zu untersuchen, ob eine Anderung der zeitlichen Abfolge von Bestrahlung und TMZ-Zugabe
einen Effekt auf die Sensitivitdt von SLGC-Linien gegeniiber der Behandlung hat, wurden einige
der untersuchten SLGC-Linien nach verschiedenen Behandlungsregimen behandelt. Diese werden
nachfolgend als Regime A und Regime B bezeichnet. Dabei wurden die Zellen einmalig mit 10 oder
20 Gy bestrahlt und dieselben TMZ-Konzentrationen wie in Kapitel 4.1.2 eingesetzt. Regime A
steht fiir eine zeitgleiche Behandlung, d.h. das TMZ wurde direkt nach der Bestrahlung zugege-
ben. Regime B unterscheidet sich von Regime A dadurch, dass das TMZ erst 24 Stunden nach der
Bestrahlung appliziert wurde (Abb. 2, Kapitel 3.2). Untersucht wurden wiederum die Proliferation
(BrdU-ELISA) und die Vitalitat (MTT- und LDH-Assay). Dariber hinaus wurde mit Hilfe der Western
Blot-Methode die Expression des DNA-Reparaturenzyms PARP-1 bestimmt. Des Weiteren wurden
die Auswirkungen der Behandlung auf den Zellzyklus sowohl ber die Interkalierung von Propidi-
um-iodid (PI) mithilfe der Durchflusszytometrie untersucht als auch mittels Western Blot-Analysen
die Expression der Zellzyklusinhibitoren p21c"’1/WAFl und p27°"* bestimmt. Alle Werte wurden stets

gegen die unbestrahlte DMSO-Kontrolle normalisiert.

4.2.1. Effekt auf die Proliferation

Mittels BrdU-ELISA wurden die Auswirkungen der unterschiedlichen Behandlungsregime auf die
Proliferation von drei Glioblastom-abgeleiteten und einer Gliosarkom-abgeleiteten SLGC-Linie

untersucht (Abb. 10).
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Abb. 10: Einfluss der zeitlichen Abfolge von Bestrahlung und TMZ-Applikation auf die Proliferation von
SLGC-Linien. — BrdU-ELISA. (A): Zeitgleiche Behandlung mit ionisierender Strahlung und TMZ. (B): Zugabe
von TMZ 24h nach der Bestrahlung. Die Bestrahlung erfolgte in parallelen Ansatzen (96-Lochplatten) mit 10
und 20 Gray (Gy). Eine 96-Lochplatte wurde nicht bestrahlt (0 Gy). Die TMZ-Konzentrationen betrugen
50uM (T1495), 100uM (T1447) und 200uM (T1389, T1454). DMSO (Dimethylsulfoxid) diente als Losungsmit-
tel fir die hydrophobe Substanz TMZ. Der Einbau des Basenanalogons BrdU (5-Brom-2‘-desoxyuridin) in die
DNA proliferierender Zellen wurde am Tag d4 (A) bzw. Tag d5 (B) mittels ELISA (engl.: enzyme-linked immu-
nosorbent assay; Enzym-gekoppelter Immunadsorptionstest) bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte
von 8 parallel untersuchten Proben und die Standardabweichung. Die relative optische Dichte in der unbe-
strahlten DMSO-Kontrolle wurde als 1 definiert und alle Gbrigen Werte relativ dazu dargestellt. Statistisch
signifikante Unterschiede zwischen der unbestrahlten DMSO-Kontrolle und der TMZ-Einfachbehandlung
wurden mittels t-Test bestimmt (linker Graph). Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den TMZ-
behandelten und zusatzlich mit unterschiedlichen Dosen bestrahlten Ansdtzen wurden mittels ANOVA
ermittelt (rechter Graph). Die Signifikanzen wurden mit *(p<0,05) und **(p<0,005) gekennzeichnet. Dun-
kelgraue Balken: DMSO; hellgraue Balken: TMZ (Temozolomid). T: Tumor.
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Bei der Glioblastomlinie T1389 fiihrte die alleinige Behandlung mit 200uM TMZ im zeitgleichen
Ansatz (Regime A) relativ zur DMSO-Kontrolle zu einer signifikanten Verminderung der BrdU-
Inkorporation um 45% (p<0,005; t-Test; Abb. 10 A, linker Graph). Zwischen den mit TMZ behan-
delten Bestrahlungsgruppen wurde in der ANOVA ein signifikanter Unterschied ermittelt
(p<0,005; Abb. 10 A, rechter Graph). Bei gleichzeitiger Bestrahlung mit 10 und 20 Gy wurden fir
die TMZ-Behandlung signifikant niedrigere ODs gemessen, sowohl im Vergleich zur alleinigen
TMZ-Behandlung (t-Test; Abb. 24 A, Anhang) als auch im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. Relativ
zur unbestrahlten DMSO-Kontrolle ergab sich bei T200/Gy10 eine Verminderung um 70%
(p<0,005; t-Test), fur T200/Gy20 um 90% (p<0,005; t-Test). Erfolgte die TMZ-Gabe 24h nach der
Bestrahlung (Regime B), war die Reduktion des BrdU-Einbaus bereits in den bestrahlten Ansatzen
nachvollziehbar deutlich hoher (Abb. 10 B), da die Messung einen Tag spater als bei Regime A
stattfand (Abb. 2, Kapitel 3.2). Wahrend bei Regime B zwischen der DMSO-Kontrolle und der allei-
nigen TMZ-Behandlung kein signifikanter Unterschied erkennbar war (Abb. 10 B, linker Graph),
wurde in der ANOVA zwischen den mit TMZ behandelten Bestrahlungsgruppen ein statistisch
signifikanter Unterschied nachgewiesen (p<0,005; Abb. 10 B, rechter Graph). Im daraufhin durch-
gefiihrten gepaarten t-Test wurde sowohl zwischen T200/Gy0 und T200/Gy10 als auch zwischen
T200/G0 und T200/Gy20 bestatigt, dass die Reduktion der relativen OD signifikant war (p<0,005;
Abb. 24 B, Anhang). Relativ zur unbestrahlten DMSO-Kontrolle wurde unter Regime B fiir 10 Gy
eine Verminderung um 85% (p<0,005; t-Test), fir 20 Gy um 95% (p<0,005; t-Test) festgestellt.
Betrachtet man die Unterschiede zwischen den ODs fiir die alleinige Bestrahlung im Vergleich zur
Doppelbehandlung, zeigte sich, dass die Differenz zwischen den ODs gréRer war, wenn die Ansat-
ze zeitgleich mit ionisierender Strahlung und TMZ behandelt wurden (Abb. 23 A). So betrug die
Differenz der relativen ODs bei Regime A zwischen TO/Gy10 und T200/Gy10 0,3 (p<0,005; Reduk-
tion um 50% durch zusétzliche Gabe von TMZ) und zwischen TO/Gy20 und T200/Gy20 0,03
(p>0,05; Reduktion um 23% durch zusatzliche Gabe von TMZ). Regime B erbrachte zwischen
TO/Gy10(24h) und T200/Gy10(24h) eine signifikante Differenz von 0,07 (p<0,005; Reduktion um
30% durch zuséatzliche Gabe von TMZ), wahrend bei 20 Gy kein signifikanter Unterschied zwischen
TO/Gy20(24h) und T200/Gy20(24h) zu beobachten war (p>0,05; Abb. 23 B). Dieses Ergebnis
spricht dafiir, dass ein zusatzlicher Effekt von TMZ auf eine strahleninduzierte Reduktion der
Proliferation effizienter ist, wenn eine zeitgleiche Behandlung erfolgte. Umgekehrt schien jedoch
der zusatzliche Effekt der Bestrahlung auf die durch TMZ-induzierte Reduktion der Proliferation

effizienter, wenn eine zeitversetzte Behandlung erfolgte.

Bei der Gliosarkomlinie T1447 fiihrte die alleinige Behandlung mit 100uM TMZ im zeitgleichen
Behandlungsansatz (Regime A) zu einer signifikanten Reduktion der BrdU-Inkorporation um 35%

im Vergleich zur DMSO-Kontrolle (p<0,05; t-Test; Abb. 10 A, linker Graph), im zeitversetzen Ansatz
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(Regime B) lediglich zu einer Verminderung um 9%, die nicht signifikant war (p>0,05; Abb. 10 B,
linker Graph). Zwischen den mit TMZ behandelten Bestrahlungsgruppen wurde bei Regime A in
der ANOVA ein statistisch signifikanter Unterschied ermittelt (p<0,005; Abb. 10 A, rechter Graph).
Bei gleichzeitiger Bestrahlung mit 10 und 20 Gy wurden fiir die TMZ-Behandlung signifikant nied-
rigere ODs im Vergleich zur alleinigen TMZ-Behandlung gemessen (p<0,05; t-Test), wobei der
Unterschied zwischen 10 und 20 Gy jedoch nicht signifikant war (p>0,05; t-Test; Abb. 24 A, An-
hang). Relativ zur unbestrahlten DMSO-Kontrolle ergab sich bei T100/Gy10 eine Verminderung
um 47%, fur T100/Gy20 um 54%. Erfolgte die TMZ-Gabe 24h nach der Bestrahlung, war die Re-
duktion des BrdU-Einbaus bereits in den bestrahlten Ansatzen aufgrund der methodenbedingten
zeitversetzen Messung deutlich starker (Abb. 2, Kapitel 3.2; Abb. 10 B). Zwischen den mit TMZ
behandelten Bestrahlungsgruppen wurde in der ANOVA ein signifikanter Unterschied ermittelt
(p<0,005; Abb. 10 B, rechter Graph). Im daraufhin durchgefiihrten t-Test wurde sowohl zwischen
T100/Gy0 und T100/Gy10 als auch T100/Gy0 und T100/Gy20 ein signifikanter Unterschied be-
rechnet (p<0,005; Abb. 24 B, Anhang). Relativ zur unbestrahlten DMSO-Kontrolle wurde bei Re-
gime B fur 10 Gy eine Verminderung um 64%, fir 20 Gy um 71% festgestellt (Abb. 24 B, Anhang).
Betrachtet man die Unterschiede zwischen den ODs fiir die alleinige Bestrahlung im Vergleich zur
Doppelbehandlung, war mit 10 Gy weder im zeitversetzt doppelt behandelten Ansatz noch bei
zeitgleicher Behandlung eine signifikante Differenz zwischen den ODs erkennbar (Abb. 23, An-
hang). Zwischen TO/Gy20 und T100/Gy20 (Regime A) betrug die TMZ-vermittelte signifikante
Reduktion 20% (p>0,005, t-Test). Regime B erbrachte jedoch zwischen T0/Gy20(24h) und
T100/Gy20(24h) keine signifikante Differenz. Folglich ergab sich aus diesen Ergebnissen bei der
SLGC-Linie T1447 kein sicherer Vorteil fiir ein Behandlungsregime.

Bei der Glioblastomlinie T1454 fiihrte die alleinige Behandlung mit 200uM TMZ nach Behand-
lungsregime A im Vergleich zur unbestrahlten DMSO-Kontrolle zu einer signifikanten Verminde-
rung der BrdU-Inkorporation um 56% (p<0,005; t-Test; Abb. 10 A, linker Graph), bei Regime B zu
einer signifikanten Reduktion um 35% (p<0,005; t-Test; Abb. 10 B, linker Graph). Zwischen den
mit TMZ behandelten Bestrahlungsgruppen wurde bei Regime A in der ANOVA ein statistisch
signifikanter Unterschied ermittelt (p<0,005; Abb. 10 A, rechter Graph). Im daraufhin durchge-
flihrten gepaarten t-Test wurde bei gleichzeitiger Bestrahlung mit 20 Gy ein statistisch signifikan-
ter Unterschied im Vergleich zur alleinigen TMZ-Behandlung berechnet (p<0,05; Abb. 24 A, An-
hang). Relativ zur unbestrahlten DMSO-Kontrolle ergab sich bei T200/Gy20 eine Verminderung
um 82% (Regime A). Erfolgte die Behandlung gemall Regime B, war die Reduktion des BrdU-
Einbaus bereits in den bestrahlten Ansatzen deutlich starker (Abb. 10 B), was zumindest teilweise
daran lag, dass die Messung aufgrund der zeitversetzten Zugabe des TMZ einen Tag spater statt-

fand (Abb. 2, Kapitel 3.2). Wie schon bei Regime A beobachtet, wurde auch fiir Regime B in der
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ANOVA fir die mit TMZ behandelten Proben ein statistisch signifikanter Unterschied ermittelt
(p<0,005; Abb. 10 B, rechter Graph). Der daraufhin durchgefihrte t-Test ergab sowohl fir
T200/Gy10 als auch T200/Gy20 im Vergleich zu T200/Gy0 einen signifikanten Unterschied der
relativen ODs (p<0,005).Relativ zur unbestrahlten DMSO-Kontrolle wurde bei Regime B fir 10 Gy
eine Verminderung um 77%, fiir 20 Gy um 90% festgestellt (Abb. 23, Anhang). Betrachtet man die
Unterschiede zwischen den ODs fiir die Bestrahlung allein im Vergleich zur Doppelbehandlung,
zeigte sich, dass die zeitversetzt doppelt behandelten Ansatze eine geringere Differenz zwischen
den ODs aufwiesen als die Ansdtze bei zeitgleicher Behandlung mit ionisierender Strahlung und
TMZ (Abb. 23, Anhang). So entsprach bei Regime A zwischen T0/Gy10 und T200/Gy10 die Diffe-
renz von 0,4 einer durch TMZ induzierten Reduktion um 44% (p<0,005; t-Test). Flir TO/Gy20 und
T200/Gy20 betrug die TMZ-vermittelte Reduktion 60% (Differenz von 0,3; p<0,005; t-Test). Re-
gime B erbrachte zwischen T0/Gy10(24h) und T200/Gy10(24h) keine signifikante Differenz
(p>0,05; t-Test), wahrend bei 20 Gy ein signifikanter Unterschied zwischen T0/Gy20(24h) und
T200/Gy20(24h) von 0,3 zu beobachten war (p<0,005; t-Test). Dieses Ergebnis spricht dafiir, dass
ein zusatzlicher Effekt von TMZ auf eine strahleninduzierte Reduktion der Proliferation effizienter

ist, wenn eine zeitgleiche Behandlung erfolgte.

Bei der Glioblastomlinie T1495 fiihrten 50uM TMZ allein unabhangig vom Behandlungsansatz im
Vergleich zur unbestrahlten DMSO-Kontrolle zu keiner signifikanten Reduktion der BrdU-
Inkorporation (p>0,05; t-Test; Abb. 10 A, B). Zwischen den mit TMZ behandelten Bestrahlungs-
gruppen wurde bei Regime A in der ANOVA ein statistisch signifikanter Unterschied ermittelt
(p<0,005; Abb. 10 A, rechter Graph). Bei gleichzeitiger Bestrahlung mit 10 und 20 Gy wurden fir
die TMZ-Behandlung signifikant niedrigere ODs gemessen, wobei die Differenz zwischen 10 und
20 Gy nicht signifikant war (p<0,005; t-Test; Abb. 24 A, Anhang). Relativ zur unbestrahlten DMSO-
Kontrolle ergab sich bei Regime A bei T50/Gy10 eine Verminderung um 40%, fir T50/Gy20 um
38%. Erfolgte die Behandlung gemaR Regime B, war die Reduktion des BrdU-Einbaus in den be-
strahlten Anséatzen flr 10 Gy geringer, fiir 20 Gy starker ausgepragt (Abb. 10 B), was zumindest
teilweise auf den spateren Messzeitpunkt zuriickzufiihren ist, der durch die zeitversetzte TMZ-
Zugabe bedingt war (Abb. 2, Kapitel 3.2). Zwischen den mit TMZ behandelten Proben wurde in der
ANOVA ein statistisch signifikanter Unterschied ermittelt (p<0,005; Abb. 10 B, rechter Graph), der
mit dem gepaarten t-Test sowohl zwischen T50/Gy0 und T50/Gy10 als auch T50/Gy0 und
T50/Gy20 als beobachtete signifikante Reduktion bestatigt wurde (p<0,005; Abb. 24, Anhang).
Relativ zur unbestrahlten DMSO-Kontrolle wurde bei Regime B fiir 10 Gy eine Verminderung um
30%, fiir 20 Gy um 44% festgestellt. Betrachtet man die Unterschiede zwischen den ODs fiir die
Bestrahlung allein im Vergleich zur Doppelbehandlung, war fiir keines der getesteten Behand-

lungsregime eine signifikante Differenz zwischen den ODs erkennbar (Abb. 23, Anhang). Dieses
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Ergebnis spricht dafir, dass bei T1495 kein Vorteil eines Behandlungsschemas bestand. Zudem

war auch der Effekt der Bestrahlung durch TMZ nicht steigerbar.

Fazit

Bei zeitlicher Variation der TMZ-Behandlung in Relation zur Bestrahlung wurde bei zwei SLGC-
Linien (T1389, T1454) ein Vorteil fur die zeitgleiche Behandlung mit ionisierender Strahlung und
TMZ beobachtet. Hier waren die Differenzen der ODs zwischen TO/Gy10 und T200/Gy10 sowie
TO/Gy20 und T200/Gy20 groRer, das heillt, der Effekt von TMZ war starker ausgeprégt. Bei den
SLGC-Linien T1447 und T1495 wurde ein solcher Effekt hingegen nicht beobachtet. Hier waren die
Differenzen der ODs sowohl! fiir die Paare TO/Gy10 und T50/Gy10 (T1495) bzw. T100/Gy10
(T1447) sowie TO/Gy20 und T50/Gy20 (T1495) bzw. T100/Gy20 (T1447) als auch fiur die Paare
TO/Gy10(24h) und T50/Gy10(24h) bzw. T100/Gy10(24h) sowie TO/Gy20(24h) und T50/Gy20(24h)
bzw. T100/Gy20(24h) nahezu identisch. Allerdings erschien bei T1389 und T1454 die Verminde-
rung der Proliferation in Regime B starker ausgepragt, wahrend diese bei T1495 im Vergleich zu

Regime A eher geringer bis gar nicht nachweisbar war.

4.2.2. Effekt auf die Vitalitat

Um einen moglichen Einfluss der zeitlichen Abfolge von Bestrahlung und TMZ-Applikation auch
auf die Vitalitdt zu untersuchen, wurden zwei unterschiedliche Analysen durchgefiihrt. Da der
MTT-Assay durch Anderungen im Metabolismus und/oder Anderungen der Proliferation beein-
flusst wird, wurde zusatzlich die Freisetzung der Lactatdehydrogenase (LDH) untersucht, die auf
die Induktion von Zelltod hinweist. Es wurde wiederum mit 10 und 20 Gy bestrahlt. Im Anschluss
daran erfolgte analog zu den Proliferationsanalysen ein Vergleich der isoliert bestrahlten Ansatze

mit denen der Kombinationsbehandlung zwischen Regime A und Regime B.
4.2.2.1. MTT-Assay

Bei der Glioblastomlinie T1389 fiihrte die alleinige Behandlung mit 200uM TMZ in keinem der
beiden Anséatze relativ zur DMSO-Kontrolle zu einer signifikanten Reduktion der OD (p>0,05; t-
Test; Abb. 11 A, B). Bei Regime A wurde mit dem ANOVA-Test zwischen den mit TMZ behandelten
Bestrahlungsgruppen ein statistisch signifikanter Unterschied nachgewiesen (p<0,05; Abb. 11 A,
rechter Graph). Im daraufhin durchgefiihrten gepaarten t-Test wurde jedoch nur bei gleichzeitiger
Bestrahlung mit 20 Gy fir die TMZ-Behandlung eine signifikant unterschiedliche OD (p<0,005) im
Vergleich zur alleinigen TMZ-Behandlung gemessen (Abb. 26 A, Anhang). Relativ zur unbestrahl-
ten DMSO-Kontrolle ergab sich bei T200/Gy1l0 (Regime A) eine Verminderung um 20%, fir
T200/Gy20 um 24%. Wurde die Behandlung gemaR Regime B durchgefuhrt, war die Reduktion der
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OD in den bestrahlten Ansdtzen aufgrund der zeitversetzt durchgefiihrten TMZ-Gabe und der
daraus resultierenden um 24h zeitversetzt durchgefiihrten Messung geringfligig starker als bei
Regime A (Abb. 2, Kapitel 3.2; Abb. 11 B). Zwischen den mit TMZ behandelten Bestrahlungsgrup-
pen wurde bei Regime B in der ANOVA ein statistisch signifikanter Unterschied ermittelt (p<0,005;
Abb. 11 B, rechter Graph). Im Vergleich zur alleinigen TMZ-Behandlung wurde daraufhin im ge-
paarten t-Test sowohl bei zusatzlicher Bestrahlung mit 10 Gy als auch mit 20 Gy eine signifikante
Differenz nachgewiesen (p<0,005; Abb. 11 B). Relativ zur unbestrahlten DMSO-Kontrolle wurde
bei Regime B in Kombination mit TMZ fiir 10 Gy eine Verminderung um 28%, fiir 20 Gy um 40%
festgestellt. Betrachtet man die Unterschiede zwischen den ODs fiir die Bestrahlung allein im
Vergleich zur Doppelbehandlung, zeigte sich, dass die gemall Regime B behandelten Ansatze im
Falle von 10 Gy [Abb. 25 B: T200/Gy0(24h) — T200/Gy10(24h)] eine geringere Differenz zwischen
den ODs aufwiesen als bei Regime A (Abb. 25 A: T200/Gy0 — T200/Gy10). Bei zeitgleicher Behand-
lung zwischen TO/Gy10 und T200/Gy10 betrug die Differenz 0,2 (p<0,005; t-Test; Reduktion durch
die zusatzliche Gabe von TMZ um 20%), wahrend bei zeitversetzter Behandlung zwischen
TO/Gy10(24h) und T200/Gy10(24h) eine Differenz von 0,1 (p<0,05; t-Test; Reduktion durch die
zusatzliche Gabe von TMZ um 12%;) bestand. Fiir TO/Gy20 und T200/Gy20 (Regime A) war die
TMZ-vermittelte Reduktion bei zeitgleicher Behandlung nicht signifikant (p>0,05; t-Test). Die zeit-
versetzte Behandlung erbrachte fiir das Paar TO/Gy20(24h) und T200/Gy20(24h) eine signifikante
Differenz von 0,1 (p<0,005; t-Test; Reduktion durch die zusatzliche Gabe von TMZ um 15%). Die-
ses Ergebnis spricht dafiir, dass ein zusatzlicher Effekt von TMZ auf eine strahleninduzierte Reduk-
tion der Vitalitat insbesondere bei 10 Gy effizienter ist, wenn eine zeitgleiche Behandlung erfolg-

te. Bei 20 Gy hingegen schien die zeitversetzte Behandlung von Vorteil.
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Abb. 11: Einfluss der zeitlichen Abfolge von Bestrahlung und TMZ-Applikation auf die Vitalitdt von Gliom-
zellen. —- MTT-Assay. (A): Zeitgleiche Behandlung mit ionisierender Strahlung und TMZ. (B): Zugabe von TMZ
24h nach der Bestrahlung. Die Bestrahlung erfolgte in parallelen Ansadtzen (96-Lochplatten) mit 10 und 20
Gray (Gy). Eine 96-Lochplatte wurde nicht bestrahlt (0 Gy). Die TMZ-Konzentrationen betrugen 50uM
(T1495), 100uM (T1447) und 200uM (T1389, T1454). DMSO (Dimethylsulfoxid) diente als Losungsmittel fiir
die hydrophobe Substanz TMZ. Die Umwandlung des Farbstoffes MTT [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid] in ein blauviolettes Formazan wurde am Tag d4 (A) bzw. Tag d5 (B) mittels des
MTT-Assays bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte von 8 parallel untersuchten Proben und die Stan-
dardabweichung. Die relative optische Dichte in der unbestrahlten DMSO-Kontrolle wurde als 1 definiert
und alle Ubrigen Werte relativ dazu dargestellt. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen der unbe-
strahlten DMSO-Kontrolle und der TMZ-Einfachbehandlung wurden mittels t-Test bestimmt (linker Graph).
Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den TMZ-behandelten und zuséatzlich mit unterschiedlichen
Dosen bestrahlten Ansatzen wurden mittels ANOVA ermittelt (rechter Graph). Die Signifikanzen wurden mit
*(p<0,05) und **(p<0,005) gekennzeichnet. Dunkelgraue Balken: DMSO; hellgraue Balken: TMZ (Temozo-
lomid). T: Tumor.
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Bei der Gliosarkomlinie T1447 fiihrte die alleinige Behandlung mit 100uM TMZ im zeitgleichen
Ansatz relativ zur DMSO-Kontrolle zu einer signifikanten Verminderung der OD um 28% (p<0,005;
t-Test; Abb. 11 A, linker Graph). Im zeitversetzten Ansatz war die beobachtete Reduktion der OD
jedoch nicht signifikant (p>0,05; t-Test; Abb. 11 B, linker Graph). Zwischen den mit TMZ behandel-
ten Bestrahlungsgruppen wurde bei Regime A in der ANOVA kein statistisch signifikanter Unter-
schied ermittelt (p>0,05; Abb. 11 A, rechter Graph) und auch im gepaarten t-Test wurden bei
gleichzeitiger Bestrahlung sowohl mit 10 als auch mit 20 Gy fir die TMZ-Behandlung keine signifi-
kanten Unterschiede der ODs im Vergleich zur alleinigen TMZ-Behandlung berechnet (Abb. 26 A,
Anhang). Bei Regime A ergab sich relativ zur unbestrahlten DMSO-Kontrolle bei T100/Gy10 eine
signifikante Verminderung der OD um 30% (p<0,005; t-Test), fir T100/Gy20 wurde eine signifikan-
te Reduktion um 35% beobachtet (p<0,005; t-Test; Abb. 26 A, Anhang). Erfolgte die TMZ-Gabe
24h nach der Bestrahlung, wurde eine dhnlich stark ausgepradgte Reduktion der OD in den be-
strahlten Ansatzen festgestellt (Abb. 11 B). Der in der ANOVA ermittelte statistisch signifikante
Unterschied zwischen den mit TMZ behandelten Bestrahlungsgruppen (p<0,05; Abb. 11 B, rechter
Graph) wurde im gepaarten t-Test nur zwischen T100/Gy0 und T100/Gy20 bestatigt (p<0,005;
Abb. 26 B, Anhang). Auch relativ zur unbestrahlten DMSO-Kontrolle wurde bei Regime B fir
10 Gy zwar keine signifikante Verminderung beobachtet, fiir 20 Gy wurde jedoch eine signifikante
Reduktion um 36% festgestellt (p<0,005; t-Test; Abb. 26 B, Anhang). Vergleicht man die relativen
ODs nach alleiniger Bestrahlung mit denen nach der Doppelbehandlung, zeigte sich, dass bei Be-
handlungsregime A kein signifikanter Unterschied festzustellen war (p>0,05; t-Test; Abb. 25 A). So
waren die relativen ODs in den TO/Gy10- und T100/Gy10-behandelten sowie den T0/Gy20- und
T100/Gy20-behandelten Ansitzen nahezu identisch. Im Gegensatz dazu war bei Regime B eine
Differenz sowohl zwischen T0/Gy10(24h) und T100/Gy10(24h) als auch TO0/Gy20(24h) und
T100/Gy20(24h) zu beobachten, die jedoch ebenfalls nicht signifikant war (p>0,05; t-Test;
Abb. 25 B). Allerdings stieg die OD unerwartet nach der Doppelbehandlung im Vergleich zur allei-
nigen Bestrahlung bei den Paaren TO/Gy10(24h) und T100/Gy10(24h) bzw. T0/Gy20(24h) und
T100/Gy20(24h) an. Durch die Bestrahlung mit 20 Gy wurden bei Regime A (Abb. 11 A) und bei
Regime B (Abb. 11 B) die ODs dhnlich effizient reduziert, ohne dass ein Vorteil fiir eines der Be-

handlungsregime erkennbar war.

Bei der Glioblastomlinie T1454 fiihrte die alleinige Behandlung mit 200uM TMZ bei beiden Regi-
men relativ zur DMSO-Kontrolle zu einer signifikanten Verminderung der ODs um die Halfte
(p<0,005; t-Test; Abb. 11). Bei gleichzeitiger Bestrahlung mit 10 und 20 Gy wurden fir die TMZ-
Behandlung ahnlich niedrige ODs gemessen [T200/Gy0: 0,49; T200/Gy10: 0,62; T200/Gy20: 0,56;
Abb. 11 A]. Zwischen diesen mit TMZ behandelten Bestrahlungsgruppen wurde jedoch in der

ANOVA ein statistisch signifikanter Unterschied nachgewiesen (p<0,05; Abb. 11 A, rechter Graph).
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Im daraufhin durchgefiihrten gepaarten t-Test wurde dann gezeigt, dass diese aus einem signifi-
kanten Anstieg der OD zwischen T200/Gy0 und T200/Gy10 resultierte (p<0,005). Relativ zur unbe-
strahlten DMSO-Kontrolle ergab sich in Regime A bei T200/Gy10 eine Verminderung um 38%
(p<0,005), fiir T200/Gy20 um 44% (p<0,005, Abb. 26 A). Erfolgte die TMZ-Gabe 24h nach der Be-
strahlung (Regime B), war die Reduktion der ODs in den bestrahlten Ansatzen relativ zur unbe-
strahlten DMSO-Kontrolle nur geringfligig starker als bei zeitgleicher Doppelbehandlung
[T200/Gy10(24h): 48%; T200/Gy20(24h): 49%; Abb. 11 B]. Im Gegensatz zu Regime A war hier mit
dem ANOVA-Test zwischen den mit TMZ behandelten Bestrahlungsgruppen kein statistisch signi-
fikanter Unterschied zu erheben (p>0,05; Abb. 11 B, rechter Graph). Vergleicht man die relativen
ODs nach alleiniger Bestrahlung mit denen nach der Doppelbehandlung, war zwischen den beiden
Behandlungsregimen A und B nur ein geringfligiger Unterschied zu beobachten (Abb. 25, Anhang).
Sowohl zwischen den Paaren TO/Gyl0 und T200/Gy10 als auch T0/Gy10(24h) und
T200/Gy10(24h) war die Differenz der relativen OD mit 0,37 bzw. 0,36 dhnlich (p<0,005, t-Test).
Zwischen T0/Gy20 und T200/Gy20 betrug die Differenz 0,37 (p<0,005), zwischen TO/Gy20(24h)
und T200/Gy20(24h) waren es 0,31 (p<0,005). Eine Steigerung der Strahlendosis zeigte folglich
keinen zusatzlichen Effekt. Weiterhin ergaben die Ergebnisse, dass zwischen den beiden Regimen
im Vergleich zur alleinigen TMZ-Behandlung kein erkennbarer Unterschied bzgl. des Zeitpunktes
der TMZ-Gabe relativ zur Bestrahlung vorlag. Bei einer Steigerung der Strahlendosis schien die

vorteilhafte Wirkung des TMZ in beiden Fallen geringer.

Bei der Glioblastomlinie T1495 fihrte die alleinige Behandlung mit 50uM TMZ bei keinem der
beiden Regime relativ zur DMSO-Kontrolle zu einer Reduktion der OD (Abb. 11 A, B). Bei Regime A
wurde jedoch ein signifikanter Anstieg der OD beobachtet (p<0,005; t-Test). Zwischen den mit
TMZ behandelten Bestrahlungsgruppen wurde in der ANOVA ein statistisch signifikanter Unter-
schied ermittelt (p<0,005; Abb. 11 A, rechter Graph). Sowohl zwischen T50/Gy0 und T50/Gy10 als
auch zwischen T50/Gy0 und T50/Gy20 wurde im gepaarten t-Test eine signifikante Differenz zwi-
schen den relativen ODs nachgewiesen (p<0,005). Dennoch hatte die gleichzeitige Bestrahlung mit
10 und 20 Gy gemiR Regime A keinen weiteren Einfluss. Die relative OD fiir T50/Gy10 bzw.
T50/Gy20 im Vergleich zur unbestrahlten DMSO-Kontrolle differierte nicht signifikant (p>0,05; t-
Test; Abb. 26 A, Anhang). Die berechnete Signifikanz zwischen den mit TMZ behandelten Proben
ist auf die im Vergleich zur unbestrahlten DMSO-Kontrolle groRere relative OD der allein mit TMZ
behandelten Probe zurlickzufiihren (Abb. 11 A, linker Graph; Abb. 25 A, Abb. 26 A, Anhang). Er-
folgte die TMZ-Gabe hingegen 24h nach der Bestrahlung (Regime B), war die relative OD bereits in
den bestrahlten Ansatzen (Messung erfolgte methodenbedingt einen Tag spater als bei Regime A)
deutlich reduziert (Abb. 2, Kapitel 3.2; Abb. 11 B). Im Vergleich der mit TMZ behandelten Bestrah-

lungsgruppen ergab sich in der ANOVA ein statistisch signifikanter Unterschied (p<0,005;
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Abb. 11B, rechter Graph), der im gepaarten t-Test sowohl zwischen T50/Gy0(24h) und
T50/Gy10(24h) als auch zwischen T50/Gy0(24h) und T50/Gy20(24h) bestatigt wurde (p<0,005).
Relativ zur unbestrahlten DMSO-Kontrolle wurde fir 10 Gy eine signifikante Verminderung um
40% (p<0,005; t-Test), flir 20 Gy um 43% (p<0,005; t-Test) festgestellt (Abb. 26 B, Anhang). Ver-
gleicht man die relativen ODs nach alleiniger Bestrahlung mit denen nach der Doppelbehandlung,
wurde bei T50/Gy10 nach zeitversetzter TMZ-Zugabe eine geringe, aber signifikante Differenz
zwischen den ODs (p<0,05; t-Test) beobachtet, nicht aber bei zeitgleicher Behandlung (Abb. 25,
Anhang). Die zeitversetze Behandlung erbrachte zwischen T0/Gy10(24h) und T50/Gy10(24h) eine
Differenz von 0,08. Dieses Ergebnis spricht dafiir, dass ein zusatzlicher Effekt von TMZ auf eine
strahleninduzierte Reduktion der Vitalitat bestenfalls in einem Ansatz der zeitversetzten Behand-
lung erfolgte. Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass die Konzentration von 50uM TMZ schon in der

Einzelbehandlung keinen Effekt hatte.

Fazit

Wie auch schon im BrdU-ELISA beobachtet, besteht bei der SLGC-Linie T1389 die Moglichkeit,
dass die zeitgleiche Behandlung mit ionisierender Strahlung und TMZ von Vorteil ist, da hier die
Differenz der ODs zwischen T0/Gy10 und T200/Gy10 groRer und somit die Wirkung von TMZ effi-
zienter war. Bei T1454, T1447 und T1495 waren hinsichtlich des Zeitpunktes der TMZ-Zugabe

keine eindeutigen Unterschiede zwischen Regime A und Regime B erkennbar.
4.2.2.2. Lactatdehydrogenase-Assay

Da der MTT-Assay fiir die SLGC-Linie T1389 den Hinweis lieferte, dass moglicherweise die zeitglei-
che Zugabe von TMZ hinsichtlich der Vitalitatsreduktion von Vorteil sein konnte, wurde fiir diese
SLGC-Linie zusatzlich die Freisetzung der Lactatdehydrogenase (LDH) untersucht, um Hinweise auf
die Induktion von Zelltod zu gewinnen. Weiterhin wurde fiir T1522 festgestellt, dass diese SLGC-
Linie besonders gut auf die Bestrahlung reagierte. Diese beiden SLGC-Kulturen wurden daher im

LDH-Assay ausschlieBlich nach einer Bestrahlung mit 10 Gy analysiert.

Bei der Glioblastomlinie T1389 wurde mit dem ANOVA-Test sowohl bei Regime A als auch bei
Regime B ein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen ermittelt
(p<0,05; Abb. 12 A, B). Die alleinige Behandlung mit 200uM TMZ fiihrte bei Regime A relativ zur
DMSO-Kontrolle zu einem Anstieg der LDH-Freisetzung um 34%, der im t-Test nachweislich signi-
fikant war (p<0,05; Abb. 27 A, Anhang). Im zeitversetzten Ansatz (Regime B; Abb. 27 B, Anhang)
fand sich jedoch kein signifikanter Unterschied zur korrespondierenden DMSO-Kontrolle. Die
alleinige Bestrahlung fiihrte relativ zur DMSO-Kontrolle in beiden Ansatzen zu einer gesteigerten
LDH-Freisetzung, wobei dieser Anstieg nur im zeitversetzten Ansatz signifikant war [1,2-fach,
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p<0,05; t-Test; Abb. 27 B, Anhang]. Bei gleichzeitiger Bestrahlung mit 10 Gy wurde nach der TMZ-
Behandlung ein geringer Anstieg der LDH-Freisetzung beobachtet, der jedoch weder zur DMSO-
Kontrolle, noch zu den Einzelbehandlungen signifikant verschieden war (p>0,05; t-Test; Abb. 27 A,
Anhang). Erfolgte die TMZ-Gabe 24h nach der Bestrahlung, war der Anstieg der OD im doppelt
behandelten Ansatz geringfiigig hoher als der im Ansatz nach zeitgleicher TMZ-Applikation und
Bestrahlung (Abb. 27 B, Anhang). Relativ zum Ergebnis fir die alleinige Bestrahlung mit 10 Gy
wurde bei Regime B weder fiir T200/Gy10(24h) noch fir die Kontrolle DMSO/Gy10 ein signifikan-
ter Unterschied beobachtet (Abb. 27 B, Anhang). Damit ergab sich fiir keine der beiden Behand-

lungsstrategien ein Vorteil, weder fiir die zeitgleiche noch fiir die zeitversetzte TMZ-Zugabe.
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Abb. 12: Auswirkungen der zeitlichen Abfolge von Bestrahlung und TMZ-Applikation auf die Freisetzung
der Lactatdehydrogenase (LDH). — LDH-Assay. (A): zeitgleiche Behandlung mit Bestrahlung und TMZ
(T/Gy10). (B): Zugabe des TMZ 24h nach der Bestrahlung [T/Gy10(24h)]. Die Bestrahlung erfolgte jeweils mit
10 Gray. TMZ wurde in unterschiedlichen Konzentrationen zugegeben (T1389: 200uM; T1522: 100uM). Fir
jede Behandlung wurde der Mittelwert aus 8 Proben berechnet und die Standardabweichung angegeben.
Es wurde jeweils mit Hilfe des ANOVA-Tests die Signifikanz zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen
bestimmt: * fir p<0,05; ** flur p<0,005. DMSO: Dimethylsulfoxid; Gy: Gray; LDH: Lactatdehydrogenase;
TMZ: Temozolomid; T: Tumor.

Bei der Glioblastomlinie T1522 wurde in der ANOVA zwischen den Behandlungsgruppen bei Re-
gime A das Signifikanzniveau knapp nicht erreicht (p=0,05; Abb. 12 A). Zwischen den einzelnen
Behandlungsgruppen wurde bei Regime B jedoch ein signifikanter Unterschied ermittelt (p<0,005;

Abb. 12 B). Die alleinige Behandlung mit 100uM TMZ fiihrte in beiden Ansatzen zu einem nicht
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signifikanten Anstieg der LDH-Freisetzung (p>0,05; t-Test; Abb. 27, Anhang). Die alleinige Bestrah-
lung fiihrte dagegen in Anwesenheit von DMSO in beiden Ansitzen zu einer signifikanten Ande-
rung der LDH-Freisetzung. Der geringen Abnahme im zeitgleichen Ansatz (p<0,05; t-Test;
Abb. 27 A, Anhang) stand eine Zunahme bei Regime B (p<0,05; t-Test; Abb. 27 B, Anhang) gegen-
Uber. Aufgrund der hohen LDH-Freisetzung bei Regime B bei DMSO/Gy10 ist die Aussagekraft des
Unterschieds zwischen T0O/Gy10(24h) und T100/Gy10(24h) im zeitversetzten Ansatz zweifelhaft.

Dies ist moglicherweise auf einen zytotoxischen Effekt des DMSO zuriickzufiihren.

Fazit

Fir keine der beiden im LDH-Assay untersuchten SLGC-Linien (T1389, T1522) war ein konklusiver
Effekt der Doppelbehandlung erkennbar, weder im zeitgleichen noch im zeitversetzten Ansatz. Da
die Untersuchung nur einmal durchgefihrt wurde, ist eine Interpretation schwierig. Es ist zudem

zu vermuten, dass im vorliegenden Fall experimentelle Probleme vorlagen.

4.2.3. Induktion der proteolytischen Spaltung von PARP-1

Die MTT-Assays gaben Hinweise darauf, dass die Bestrahlung und TMZ-Behandlung Zelltod auslo-
sen konnten. Um dies zu erhdrten, wurde die proteolytische Spaltung von PARP-1 [Poly-(ADP-
ribose)-Polymerase-1] untersucht. PARP-1 wird von der Effektorcaspase-3 gespalten (Galia et al.,
2012). Mit Hilfe der Western Blot-Methode wurde die proteolytische Spaltung des volle Lange
[engl.: full length (fl)] PARP-1 (116 kD) in das 89 kD-Fragment cleaved (cl) PARP-1 untersucht. Dazu
wurden die SLGC-Linien T1389, T1495 und T1522 nach zeitgleicher Bestrahlung und TMZ-Gabe
(Regime A) bzw. nach der um 24h verzogerten TMZ-Applikation (Regime B) untersucht. Da TMZ in

DMSO gel6st ist, dienten die mit DMSO behandelten Ansatze als Kontrollen.

In der DMSO-Kontrolle der T1389-Kulturen betrug das Verhaltnis von fl PARP-1 zu cl PARP-1
0,87:0,13 (Abb. 13 B). Die Bestrahlung fiihrte zu einer Erhéhung des relativen Anteils an gespalte-
ner PARP-1 (fl:cl 0,8:0,2). Die Kombinationsbehandlung gemaR Regime A (T200/Gy10) fihrte im
Vergleich zum Ansatz mit alleiniger Bestrahlung zu einer weiteren Zunahme des Anteils an gespal-
tenem PARP-1-Protein (fl:cl 0,75:0,25). Bei Regime B wurde das Verhéltnis von fl PARP-1 zu cl
PARP-1 im Vergleich zu Regime A zu Gunsten von fl PARP-1 leicht verschoben (fl:cl 0,81:0,19).
Damit resultierte die zeitgleiche Behandlung mit TMZ und 10 Gy in einer geringfligig starkeren
Induktion der PARP-1-Proteolyse im Vergleich zur um 24h versetzten TMZ-Gabe. Im Vergleich zur
alleinigen Bestrahlung hingegen kam es jedoch durch die Doppelbehandlung bei Regime B zu
keiner Erhéhung des Anteils an cl PARP-1, so dass durch die zusatzlich TMZ-Gabe nur bei zeitglei-

cher Zugabe zur Bestrahlung geringfiligig vermehrt PARP-1 gespalten wurde.
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Abb. 13: Proteolyse von PARP-1 in SLGC-Kulturen am Tag d3 nach Behandlung. — (A): Western Blot-
Analyse. (B): Graphische Darstellung der relativen Level des DNA-Reparaturenzyms PARP-1 [Poly-(ADP-
Ribose)-Polymerase-1] in der volle Lange Form [full length (fl) PARP-1; 116kD] und der gespaltenen Form
[cleaved (cl) PARP-1; 89kD]. Die Level wurden gegen die Werte der Expression von Aktin normalisiert. Fir
jeden Behandlungsansatz wurde die Summe der Level von fl PARP-1 und cl PARP-1 gleich 1 gesetzt. T/Gy10:
TMZ-Zugabe direkt nach der Bestrahlung; T/Gy10(24h): TMZ-Zugabe 24h nach der Bestrahlung. fl PARP:
ungespaltenes (volle Lange) PARP-1-Protein (full length PARP-1); cl PARP: gespaltenes PARP-1-Protein
(cleaved PARP-1); DMSO: Dimethylsulfoxid; Gy: Gray; T: Temozolomid (T1389: 200uM; T1495: 50uM;
T1522: 100uM). Der systematische Fehler ist angegeben.

In der DMSO-Kontrolle der T1495-Behandlungen betrug das Verhaltnis von fl PARP-1 zu cl PARP-1
0,8:0,2 (Abb. 13 B). Die Bestrahlung fihrte im Vergleich zur DMSO-Kontrolle zu einem leichten
Rickgang des relativen Anteils an gespaltenem PARP-1-Protein (fl:cl 0,85:0,15). Die Kombina-
tionsbehandlung gemaR Regime A mit 50um TMZ und einer Bestrahlung mit 10 Gy fihrte im Ver-
gleich zum Ansatz mit alleiniger Bestrahlung zu einer leichten Zunahme des Anteils an gespaltener
PARP-1 (fl:cl 0,8:0,2). Die um 24h versetzte TMZ-Applikation ergab hingegen eine Abnahme des
Anteils an gespaltenem PARP-1-Protein sowohl im Vergleich zur DMSO-Kontrolle als auch zu

T50/Gy10, so dass das Verhaltnis von fl PARP-1 zu cl PARP-1 zu Gunsten von fl PARP-1 verschoben
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wurde (fl:cl 0,9:0,1). Damit resultierte die zeitgleiche TMZ-Gabe zur Bestrahlung in einer etwas
starkeren Induktion der PARP-1-Proteolyse im Vergleich zur um 24h versetzten TMZ-Gabe, jedoch

war kein Unterschied zwischen T50/Gy10 und der DMSO-Kontrolle erkennbar.

In der DMSO-Kontrolle von T1522-Kulturen betrug das Verhaltnis von fl PARP-1 zu cl PARP-1
0,8:0,2 (Abb. 13 B). Die Bestrahlung bewirkte keine Verschiebung des Verhiltnisses zu Gunsten
von cl PARP-1 (fl:cl 0,8:0,2) im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. Die Kombinationsbehandlung mit
TMZ (T50/Gy10) fuhrte in beiden Ansdtzen zu einer dhnlichen Verschiebung des Verhéltnisses zu
Gunsten von fl PARP-1 (T100/Gy10: fl:cl 0,87:0,13; T100/Gy10(24h): fl:cl 0,85:0,15) sowohl im
Vergleich zur DMSO-Kontrolle als auch zur alleinigen Bestrahlung. Somit konnte die zusatzliche
Behandlung mit TMZ den Effekt der alleinigen Bestrahlung auf die Proteolyse von PARP-1 nicht

verstarken.

Fazit

Insgesamt war die Spaltung von PARP-1 in allen Ansatzen gering ausgepragt und die Induktion der

PARP-1-Proteolyse mittels TMZ und/oder Bestrahlung nur bei einer SLGC-Linie (T1389) erkennbar.

4.2.4. Effekt auf die Expressionslevel von Zellzyklusinhibitoren

Um die moglichen Auswirkungen der unterschiedlichen Behandlungsregime (zeitgleiche versus
24h versetzte TMZ-Applikation) auf den Zellzyklus zu untersuchen, wurde mit Hilfe der Western
Blot-Methode analog zur PARP-1-Spaltung die Expression der Zellzyklusinhibitoren p21PY/WAF
und p27"*! bestimmt (Abb. 14). Diese sind an der Progression des Zellzyklus maRgeblich beteiligt
(Abbas und Dutta, 2009; Abukhdeir und Park, 2008). Die SLGC-Linien T1389, T1495 und T1522
wurden sowohl nach zeitgleicher Bestrahlung (10 Gy) und TMZ-Gabe als auch nach einer zeitlich
versetzten Doppelbehandlung (TMZ-Zugabe 24h nach der Bestrahlung) untersucht. Da TMZ in

DMSO gelost ist, wurden wiederum parallel Kontrollen mit DMSO behandelt. Die Analyse umfass-

te zudem eine Einfachbestrahlung mit 10 Gy.

Bei der SLGC-Linie T1389 waren die Level von p21“PYWA™ nicht messbar. Die Bestrahlung mit
10 Gy fiihrte zu einem 1,6-fach héheren Expressionslevel von p27*! im Vergleich zur DMSO-
Kontrolle (Abb. 14). Die gleichzeitige Behandlung mit 10 Gy und 200uM TMZ ergab zwar einen
Anstieg des p27“*'-Levels um das 1,3-fache im Vergleich zur DMSO-Kontrolle, jedoch einen gerin-
geren Anstieg als bei der alleinigen Bestrahlung (1,6-fach). Die um 24h zeitversetzte Gabe von
TMZ zur Bestrahlung filihrte zu einer Steigerung um das 1,7-fache im Vergleich zur DMSO-
Kontrolle. Da die Expressionslevel von p27"*! insgesamt sehr niedrig waren, kann nicht abschlie-

Rend geschlussfolgert werden, ob die Unterschiede signifikant waren.
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In der SLGC-Linie T1495 wurden niedrige Expressionslevel der beiden Zellzyklusinhibitoren
p21c"’1/WAFl und p27°"* in der DMSO-Kontrolle detektiert (Abb. 14). Die Bestrahlung der Zellen mit

Cip1/WAF1

10 Gy fiuhrte zu einer Halbierung des p21 -Levels relativ zur DMSO-Kontrolle. Die gleichzei-
tige Behandlung mit 50uM TMZ erhéhte das p21“PYWA™L_| evel auf das 1,5-fache relativ zur DMSO-
Kontrolle. Auch in den Ansatzen, in denen die TMZ-Gabe 24h nach der Bestrahlung erfolgte, wur-
de ein Anstieg festgestellt. Der Anstieg relativ zur DMSO-Kontrolle war hier jedoch mit einer 1,2-
fachen Erhéhung geringer als im zeitgleichen Behandlungsansatz (1,5-fach) ausgeprégt. Die Ande-
rungen des p27"?'-Levels verhielten sich anders. Durch 10 Gy wurde das p27"**-Level um das 1,8-
fache relativ zur DMSO-Kontrolle erhéht und durch die gleichzeitige Behandlung mit TMZ und
10 Gy weiter auf das 1,9-fache der Kontrolle gesteigert. Eine um 24h zur Bestrahlung versetzte
Gabe des TMZ steigerte das p27""*-Level auf das 2,1-fache der DMSO-Kontrolle. Damit schien die
Doppelbehandlung eine effizientere Induktion von p21“PYWA™ 2y bewirken, wenn die Applikation

Kip1

von TMZ zeitgleich zur Bestrahlung erfolgte, wahrend die Induktion von p27™"" im Falle der zeit-

versetzten Behandlung in T1495-Kulturen geringfligig effizienter war (Abb. 14).
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Abb. 14: Relative Expression der Zellzyklusinhibitoren p21
handelten Gliomzellen. — Graphische Darstellung der Expressionen der Zellzyklusinhibitoren p21
und p27Ki'°1 (B) an Tag d3 in Relation zur Expression von Aktin. Die Expression in der DMSO-behandelten
Kontrolle wurde gleich 1 gesetzt. T/Gy10: TMZ-Zugabe direkt nach der Bestrahlung; T/Gy10(24h): TMZ-
Zugabe 24h nach der Bestrahlung. DMSO: Dimethylsulfoxid; Gy: Gray; TMZ (T): Temozolomid (T1389:
200uM; T1495: 50uM; T1522: 100uM). Der systematische Fehler ist angegeben.

In der SLGC-Linie T1522 war das Expressionslevel von p21“PYWA™ in der DMSO-Kontrolle sehr

niedrig (Abb. 14; Abb. 28, Anhang). Die Bestrahlung mit 10 Gy fiihrte zu einem 5,8-fach erhéhten
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p21CPYWARL ) avel, die gleichzeitige Behandlung mit 100uM TMZ aber lediglich zu einer Verdopp-

lung. Der Anstieg des p21Cip1/WAF1—LeveIs betrug das 3,6-fache, wenn die TMZ-Gabe 24h nach der

Kipl

Bestrahlung erfolgte. Die Expression von p27""" wurde durch 10 Gy um das 1,2-fache relativ zur

Kiel_| evel auf das

DMSO-Kontrolle erhéht. Die gleichzeitige Behandlung mit TMZ steigerte das p27
2,7-fache der Kontrolle. Eine um 24h zur Bestrahlung versetzte TMZ-Gabe hatte im Vergleich zur
DMSO Kontrolle keinen Einfluss auf das p27**-Level. Damit kénnte in T1522-Kulturen die zeitver-
setzte Behandlung mit TMZ und ionisierender Strahlung eine effizientere Induktion von
p21CPYWARL hewirken, wihrend die Induktion von p27! bei zeitgleicher Behandlung optimaler

ware.

Fazit

Die Induktion der Zellzyklusinhibitoren p21c"’1/WAFl und p27°** erfolgte SLGC-Linien-spezifisch. Die

Cipl/WAF1

Bestrahlung mit 10 Gy steigerte die p21 -Level in einer (T1522), nicht aber in den anderen

Kip1

SLGC-Linien, erhohte dagegen in allen drei SLGC-Linien das p27"""-Level, wenn auch unterschied-

lich stark. TMZ induzierte p21Cip1/WAFl in T1495 und T1522, nicht aber in T1389; es erhohte aber in

KPL_|evel im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. Die

allen Analysen in Gegenwart von 10 Gy das p27
zeitgleiche versus zeitversetzte Behandlung mit TMZ relativ zur Bestrahlung fiihrte wiederum zu
unterschiedlichen Ergebnissen. So war die Induktion von p21“PYWA™ ke zeitgleicher Doppelbe-
handlung in T1495-Kulturen effizienter. Die Level von p27"" waren in zwei Féllen (T1389, T1495)

geringfligig hoher, wenn die TMZ-Gabe 24h verzogert erfolgte.

4.2.5. Effekte auf den Zellzyklus

Die Western Blot-Analyse der p21“PY"WA"™_ und p27"*'-Expression wies auf Anderungen des Levels
dieser Zellzyklusinhibitoren nach der Behandlung hin. Um die Auswirkungen von Bestrahlung und
TMZ-Behandlung hinsichtlich der Verteilung der Zellen in den Zellzyklusphasen zu ermitteln, wur-
den Propidiumiodid-markierte Zellen mithilfe der Durchflusszytometrie untersucht. Dabei stand
zum einen die Frage im Vordergrund, ob die Einfach- und Doppelbehandlungen zu einem Abster-
ben der Zellen flihrten. Zum anderen sollte ermittelt werden, ob der zeitliche Ablauf der Doppel-
behandlung einen Einfluss auf den Zellzyklus hatte. Es wurden wie zuvor die SLGC-Linien T1389,

T1495 und T1522 an Tag d3 untersucht (Abb. 15; Abb. 16).
4.2.5.1. Verteilung der SLGCs in die Lebend- bzw. Totfraktion

In T1389-Kulturen befanden sich in der DMSO-Kontrolle 60% der Zellen im Zellzyklus, 40% entfie-
len auf die Fraktion der toten Zellen (Abb. 15 A). Die Bestrahlung mit 10 Gy fiihrte im Vergleich zur

DMSO-Kontrolle zu einem Riickgang des Anteils an Lebend-Zellen um 25%. Bei gleichzeitiger Gabe
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von 200uM TMZ und Bestrahlung befanden sich noch 18% der Zellen im Zellzyklus. Wurde die
TMZ-Zugabe um 24h relativ zur Bestrahlung verzogert, betrug der Anteil von Zellen im Zellzyklus
57%. Damit scheint die gleichzeitige Bestrahlung und TMZ-Behandlung den Anteil lebender Zellen

starker zu reduzieren als die zeitversetzte Behandlung.

Bei T1495-Kulturen hingegen wurde ein anderes Ergebnis beobachtet (Abb. 15 B). Hier befanden
sich in der DMSO-Kontrolle 54% der Zellen im Zellzyklus, 46% entfielen auf die Totfraktion. Die
Bestrahlung fiihrte zu einem Rickgang des Anteils an Lebend-Zellen auf 43%. In der Kombina-
tionsbehandlung mit gleichzeitiger Bestrahlung und einer Gabe von 50uM TMZ betrug der Anteil
lebender Zellen 60% und war damit dhnlich dem in der DMSO-Kontrolle. Erfolgte die TMZ-Gabe
24h nach der Bestrahlung, lag der Anteil lebender Zellen bei 45%. Somit kann vermutet werden,
dass flir T1495-Kulturen die zeitgleiche Behandlung mit ionisierender Strahlung und TMZ hinsicht-

lich der Induktion von Zelltod weniger effizient war.
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Abb. 15: Anteil lebender Zellen nach Bestrahlung und TMZ-Behandlung. — A; B; C: Durchflusszytometrische
Analyse Propidiumiodid-markierter Zellen. Da TMZ in DMSO gel6st wird, diente der mit DMSO-behandelte
Ansatz als Kontrolle. Die eingesetzten TMZ-Konzentrationen betrugen fir T1389 200uM, T1495 50uM,
T1522 100uM. T/Gy10: zeitgleiche Behandlung; T/Gy10(24h): Zugabe des TMZ 24h nach der Bestrahlung.
DMSO: Dimethylsulfoxid; Gy: Gray; T: Temozolomid. Der systematische Fehler ist angegeben.

In T1522-Kulturen lag der Anteil lebender Zellen in der DMSO-Kontrolle bei 75% (Abb. 15 C). Die
alleinige Bestrahlung mit 10 Gy fiihrte zu einem Riickgang des Anteils lebender Zellen auf 24%. Bei
zeitgleicher Bestrahlung und Gabe von 100 uM TMZ betrug der Anteil lebender Zellen 18%. Die
Doppelbehandlung bestehend aus Bestrahlung und um 24h zeitversetzter TMZ-Gabe senkte den
Anteil lebender Zellen auf 14%. Somit konnte bei T1522 durch die Bestrahlung effizient der Anteil
lebender Zellen vermindert werden. Die zusatzliche Gabe von 100uM TMZ bewirkte nur eine mo-
derate zusatzliche Verminderung der Lebend-Zellfraktion und erschien nur in geringem Mal3e von

der zeitlichen Abfolge der Behandlung abhangig.
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4.2.5.2. Analyse der Zellverteilung im Zellzyklus

Ein synergistischer Effekt von Bestrahlung und TMZ wurde bei T1389 in Hinblick auf die Reduktion
des Anteils an lebenden Zellen nach zeitgleicher Behandlung (T200/Gy10) festgestellt. In T1522-
Kulturen war diesbeziiglich der Effekt der Doppelbehandlung fiir T100/Gy10 geringer ausgepragt
als im Ansatz T100/Gy10(24h). Da bei T1522 nach der Doppelbehandlung ein sehr hoher Anteil
toter Zellen vorlag (Abb. 15), war eine Analyse der Zellverteilung im Zellzyklus nur fir T1389 und

T1495 moglich (Abb. 16).
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Abb. 16: Einfluss der Bestrahlung und TMZ-Behandlung auf die Verteilung von SLGC-Zellen in den Zellzyk-
lusphasen. - Durchflusszytometrische Analysen Propidiumiodid-markierter Zellen. Die eingesetzten TMZ-
Konzentrationen betrugen fir T1389 200uM und fir T1495 50uM. Zellzyklusphasen: GO/G1, S (=Synthese)
und G2 und Anteil von Zellen mit einem DNA-Gehalt von >4n. TMZ/Gy10: zeitgleiche Behandlung;
TMZ/Gy10(24h): zeitversetzte Zugabe von TMZ. DMSO: Dimethylsulfoxid; Gy: Gray; TMZ: Temozolomid;
T:Tumor. Der systematische Fehler ist angegeben.

In T1389-Kulturen befanden sich in der DMSO-Kontrolle 40% der Zellen in der GO/G1-Phase, 12%
in der S-Phase und 29% in der G2-Phase (Abb. 16). Daneben wurde ein Anteil von 19% beobach-
tet, der einen DNA-Gehalt von >4n aufwies, was auf Polyploidie oder Aneuploidie hinweisen
kénnte. Nach der Bestrahlung mit 10 Gy sank der Anteil von Zellen in der GO/G1-Phase auf 20%.
Dabei stieg der Anteil von Zellen in der G2-Phase von 29% auf 37% und fiir >4n von 19% auf 32%.
Der Anteil von Zellen in der S-Phase verdnderte sich dagegen kaum (Abb. 16). Dies weist darauf
hin, dass die Bestrahlung einen partiellen G2-Arrest ausloste und zum anderen mit der geordne-
ten Zellteilung interferierte. Wurden die T1389-Kulturen zeitgleich bestrahlt und mit TMZ behan-
delt, ergab sich ein dhnliches Bild wie fiir die alleinige Bestrahlung. Dabei lag der Anteil von Zellen
in der G2-Phase geringflgig hoher (TO/Gy10: 37%, T200/Gy10: 42%) und im Bereich >4n geringfl-
gig niedriger (TO/Gy10: 32%, T200/Gy10: 26%; Abb. 16). Auch die um 24h versetzte TMZ-Zugabe
dnderte daran wenig, wobei die prozentualen Anteile von Zellen in der GO/G1- und G2-Phase

sowie im Bereich >4n mehr den Werten der alleinigen Bestrahlung entsprachen [GO/G1-Phase:
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TO/Gy10 20%, T200/Gy10(24h) 18%; S-Phase: TO/Gy10 11%, T200/Gy10(24h) 14%; G2-Phase:
TO/Gy10 37%, T200/Gy10(24h) 39%, >4n: TO/Gy10 32%, T200/Gy10(24h) 29%; Abb. 16]. Damit
bewirkten alle drei Behandlungsmodi tbereinstimmend einen partiellen G2-Arrest und eine Zu-
nahme von Zellen mit einem DNA-Gehalt >4n. Obwohl der Anteil von Zellen in der G2-Phase fir

T200/Gy10 am hochsten war, ergab sich kein klarer Vorteil fiir eine bestimmte Behandlung.

In T1495-Kulturen verhielt sich die Verteilung der Zellen auf die einzelnen Zellzyklusphasen dhn-
lich wie in T1389-Kulturen (Abb. 16). In der DMSO-Kontrolle befanden sich 49% der vitalen Zellen
in der GO/G1-Phase, 10% in der S-Phase und 26% in der G2-Phase. Daneben wurde ein Anteil von
15% beobachtet, der einen DNA-Gehalt von >4n enthielt, was wiederum auf Polyploidie oder
Aneuploidie hinweisen konnte. Nach der Bestrahlung mit 10 Gy sank der Anteil von Zellen in der
GO0/G1-Phase auf 28%. Dabei stieg der Anteil von Zellen in der G2-Phase von 26% auf 38%, der im
Bereich >4n von 15% auf 26%. Wie schon bei T1389 beobachtet, verdnderte sich der Anteil von
Zellen in der S-Phase durch die Bestrahlung kaum (Abb. 16). Dies weist darauf hin, dass die Be-
strahlung einen partiellen G2-Arrest ausloste und die Zellteilung storte. Wurden die T1495-
Kulturen simultan bestrahlt und mit TMZ behandelt, ergab sich ein dhnliches Bild wie fur die allei-
nige Bestrahlung. Dabei lag der Anteil von Zellen in der G2-Phase geringfligig héher (TO/Gy10:
38%, T50/Gy10: 40%) und im Bereich >4n geringfligig niedriger (TO/Gy10: 26%, T50/Gy10: 24%;
Abb. 16). Auch die um 24h versetzte TMZ-Zugabe dnderte wenig, wobei die prozentualen Anteile
von Zellen in der GO/G1- und G2-Phase naher an den Werten der alleinigen Bestrahlung lagen
[GO/G1-Phase: TO/Gyl0(24h) 28%, T50/Gyl0(24h) 33%; S-Phase: T0/Gy10(24h) 9%,
T50/Gy10(24h) 10%; G2-Phase: TO/Gy10(24h) 38%, T50/Gy10(24h) 36%; Abb. 16]. Im Bereich >4n
lag der prozentuale Anteil mit 20% etwas unter dem Wert, der bei alleiniger Bestrahlung und
zeitgleicher Kombinationsbehandlung ermittelt wurde [T0/Gy10(24h): 26%; T50/Gyl10: 24%;
T50/Gy10(24h): 20%; Abb. 16]. Damit bewirkten alle drei Behandlungsmodi Ubereinstimmend
einen partiellen G2-Arrest und eine Zunahme von Zellen mit einem DNA-Gehalt >4n. Es ergab sich

kein klarer Vorteil fir eine bestimmte Behandlung.

Fazit

Insgesamt ergab sich im Hinblick auf die Verteilung der Zellen in die Lebend- bzw. Totfraktion kein
einheitliches Bild. Die zusatzliche Gabe sowie der Zeitpunkt der Zugabe von TMZ wirkten sich in
Bezug auf die strahleninduzierte Verminderung der Lebend-Zellfraktion bei den drei untersuchten
SLGC-Linien unterschiedlich aus. Die detaillierte Analyse der Zellverteilung im Zellzyklus ergab fir
die beiden untersuchten SLGC-Linien (T1389, T1495) nach allen drei Behandlungsmodi Uberein-
stimmend einen partiellen G2-Arrest und eine Zunahme von Zellen mit einem DNA-Gehalt >4n
ohne klaren Vorteil fir eine bestimmte Behandlung.
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5. Diskussion

Glioblastome (GBMs) sind mit einer sehr schlechten Prognose die bosartigsten Tumore des zent-
ralen Nervensystems. Trotz einer multimodalen Therapie, die aus maximal moglicher chirurgi-
scher Resektion, fraktionierter Bestrahlung und einer adjuvanten Chemotherapie mit dem alkylie-
renden Agens Temozolomid (TMZ) besteht, betrigt die mittlere Uberlebenszeit ausgehend vom
Zeitpunkt der Diagnosestellung 14,6 Monate (Hegi et al., 2008; Stupp et al., 2009; Stupp et al.,
2005). Die derzeitige Standardtherapie ist somit ausschlieRlich palliativ (Hegi et al., 2008; Stupp
und Hegi, 2007). Ursachen fiir die ausgeprégte Therapieresistenz werden zum einen im infiltrati-
ven Wachstum der GBMs und zum anderen in der Expression des Reparaturenzyms O°-
Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT) gesehen. Wird MGMT in GBMs exprimiert, ent-
fernt diese Transferase die Alkylgruppen von den durch TMZ gebildeten Methyladdukten in der
Tumor-DNA und hebt folglich die zytotoxische Wirkung von TMZ auf (Hegi et al., 2008). Weitere
Ursachen fir die Therapieresistenz werden vor allem in der Existenz von sog. SLGCs (engl.: stem-
like glioma cells) gesehen (Huse und Holland, 2010; Schonberg et al., 2013; Van Meir et al., 2010).
SLGCs, die Ahnlichkeiten zu adulten neuralen Stammzellen aufweisen, besitzen die Eigenschaft zur
Selbsterneuerung und die Fahigkeit zur Tumorinduktion (Dirks, 2010; Huse und Holland, 2010;
Schonberg et al., 2013; Van Meir et al., 2010). Weiterhin wurde beobachtet, dass GBM-Zellen mit
Stammzelleigenschaften die Fahigkeit besitzen, strahleninduzierte DNA-Schaden effizient zu repa-
rieren (Bao et al., 2006a). An einem transgenen Mausmodell wurde gezeigt, dass die GBM-Zellen
mit Stammzelleigenschaften die TMZ-Behandlung lberleben und nachfolgend ein Rezidiv bilden

(Chen et al., 2012).

Wegen der ausgepragten Therapieresistenz und Rezidivbildung unter Standardtherapie wurde
versucht, die GBM-Standardtherapie zu optimieren. Dazu wurden die Effekte hoherer TMZ-
Konzentrationen und eine Ergdanzung der Standardtherapie um weitere Medikamente wie
MGMT-, PARP-1- oder Tyrosinkinaseinhibitoren sowie Interferon-f in klinischen Studien analysiert
(Ohka et al., 2012). Bislang konnte jedoch keine dieser Modifizierungen eine deutliche Lebenszeit-
verlangerung der Patienten bewirken. Nicht geklart ist weiterhin, ob der Zeitpunkt der TMZ-Gabe
in Relation zur Bestrahlung eine Rolle spielt. In mehreren Studien wurden nach der sechswochi-
gen adjuvanten Radiochemotherapie unterschiedliche TMZ-Behandlungsregime getestet (Ohka et
al., 2012). Der Vergleich einer intensivierten TMZ-Therapie (RTOG 0525/EORTC 26052-22053-
Studie) im Sinne einer 21-tdgigen TMZ-Behandlung mit nachfolgender siebentagiger Behand-
lungspause (insgesamt 28-tdgiger Zyklus) nach erfolgter adjuvanter Therapie erbrachte keinen

Vorteil. In Abhangigkeit vom Fortschreiten der Tumorerkrankung wahrend der adjuvanten Thera-
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pie wurde in einer weiteren Studie (RESCUE-Studie) eine kontinuierliche TMZ-Gabe tiber maximal
12 Monate untersucht. Die Patienten wurden hierzu in drei Gruppen gemaR des Progresses ihrer
Erkrankung wahrend der adjuvanten Therapie eingeteilt (friiher oder spater Progress der Tumo-
rerkrankung bzw. Progress nach einem behandlungsfreien Intervall). Es wurde jedoch kein ein-
deutiger Vorteil im Vergleich zur Standardradiochemotherapie beobachtet, insbesondere vor dem
Hintergrund, dass die einzelnen Gruppen unterschiedlich auf die kontinuierliche TMZ-Gabe an-
sprachen. Ebenfalls keinen Vorteil erbrachte eine einwochige TMZ-Therapie im Wechsel mit einer
einwdchigen Behandlungspause iber 12 Monate (NOA-08-Studie) (Ohka et al.,, 2012). Zudem
wadre es denkbar, dass die Strahlentherapie durch die Induktion eines Zellzyklusarrestes die Sensi-
tivitat der Gliomzellen fiir die adjuvante TMZ-Therapie senkt. Dieser Aspekt ware insbesondere im
Hinblick auf die Therapiesensitivitat der SLGCs bedeutend, da bei guter TMZ-Sensitivitdt moglich-
erweise nicht das beste Behandlungsergebnis erzielt werden kann. Weiterhin ist unklar, ob SLGCs
verschiedener Patienten einheitlich auf die Bestrahlung reagieren und welchen Beitrag TMZ zum
Effekt der Bestrahlung auf die Proliferation und Vitalitat dieser SLGCs bringt. Die hier untersuch-
ten SLGC-Linien sind gut charakterisiert (Tab. 1; Tab. 9; Choschzick et al., 2014). So liegen Daten
Uber den PTEN (Phosphatase und Tensin-Homolog)-, p53- und MGMT-Status vor (Tab. 9). Auch
der Grad des Stammzellcharakters wurde mit Hilfe mehrerer SLGC-Marker, darunter das Interme-
didrfilament Nestin, die Transkriptionsfaktoren Sox2 [engl.: sex determing region Y (SRY)-box 2],
Oct4 und Nanog sowie die Zelloberflachenproteine CD15/SSEA-1 (engl: stage-specific embryonic

antigen 1), CD49f/Integrin-06 und CD133/Prominin-1, ermittelt.

In dieser Arbeit wurde zunachst untersucht, ob die Proliferation und Vitalitdt von SLGC-Linien, die
aus verschiedenen Patienten stammen, durch vergleichbare Strahlendosen gehemmt werden
kénnen. Dazu wurden Dosiswirkungskurven erstellt. Ferner wurde analysiert, ob ein Zusammen-
hang zwischen der Strahlensensitivitdt und dem Phanotyp der SLGCs (in Abhangigkeit vom Wachs-
tumsverhalten und der Expression von CD133, PTEN, p53 und Sox2) existiert. Diese beiden Aspek-
te werden in Abschnitt 5.1 besprochen. Des Weiteren wurde untersucht, ob die Applikation von
TMZ den Effekt ionisierender Strahlung auf die Proliferation und die Vitalitat in SLGCs moduliert
und insbesondere, ob TMZ die SLGCs radiosensitiver macht. Dies wird in Abschnitt 5.2 diskutiert.
AbschlieBend wurde der Frage nachgegangen, ob die unmittelbare Koapplikation von ionisieren-
der Strahlung und TMZ effizienter als eine zeitlich versetzte Behandlung ist. Dabei wurden die
Effekte einer um 24h versetzten TMZ-Gabe in Relation zur zeitgleichen Behandlung (Bestrahlung
und TMZ-Gabe) untersucht. Im Fokus standen hier die SLGC-Linien, die in den vorangegangenen
Analysen ein gutes Ansprechen gegenliber der Bestrahlung und/oder TMZ zeigten. Dies wird in

Abschnitt 5.3 besprochen.
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5.1. Dosiswirkungskurven ionisierender Strahlung

Um zu untersuchen, ob die aus verschiedenen Patienten gewonnenen SLGC-Linien im Hinblick auf
die Proliferation und Vitalitdt durch vergleichbare Strahlendosen gehemmt werden, wurden Do-
siswirkungskurven erstellt. Neun ausgewahlte SLGC-Linien wurden mit Dosen von 2, 5, 10 und 20
Gray (Gy) bestrahlt. Um die Effektivitat der Therapie hinsichtlich einer Proliferations- und Vitali-
tatsreduktion der SLGCs bewerten zu konnen, wurde flr jede SLGC-Linie die Effektivdosis 50

(EDsg) bestimmt.

Die Experimente ergaben, dass die Proliferation bei sieben von acht SLGC-Linien durch die Be-
strahlung reduziert wurde, jedoch in unterschiedlich starkem Ausmal. Bei T1440 wurde keine
Responsivitdt beobachtet. Bei den Ubrigen sieben SLGC-Linien variierte die EDsq in Hinblick auf die
Inhibition der Proliferation zwischen den einzelnen SLGC-Linien sehr stark. Bei zwei SLGC-Linien
(T1338, T1522) wurde die EDsq bereits bei 2 Gy erreicht, bei drei SLGC-Linien (T1371, T1442,
T1495) wurde eine Strahlendosis von 10 Gy bendtigt. 20 Gy waren bei zwei weiteren SLGC-Linien

(T1389, T1447) erforderlich, um die EDs zu erreichen (Tab. 9).

Auch der Vitalitatstest (MTT-Assay) bestrahlter SLGC-Kulturen ergab ein heterogenes Bild. Bei
zwei SLGC-Linien (T1440, T1452) wurde die Vitalitdt durch steigende Strahlendosen nicht beein-
flusst. Die Ubrigen sieben SLGC-Linien zeigten nach Bestrahlung mit steigenden Dosen eine Ab-
nahme der Vitalitdt, ohne dass jedoch die EDs, erreicht wurde. Dabei wurde eine signifikante
Reduktion der Vitalitdt im Vergleich zur Kontrolle bei zwei SLGC-Linien (T1447, T1522) schon mit
2 Gy erreicht. Hohere Dosen von 5 Gy waren bei T1389 bzw. von 10 Gy bei T1371 und T1442 er-
forderlich. Bei zwei SLGC-Linien (T1338, T1495) waren 20 Gy notwendig, um tGberhaupt eine signi-

fikante Reduktion der Vitalitat zu erzielen (Tab. 9).

In der Literatur sind lediglich Versuchsreihen mit jeweils einer einzelnen Strahlendosis (2, 5 bzw.
20 Gy) beschrieben (Afshar et al., 2006; Bao et al., 2006a; McCord et al., 2009). Dosiswirkungskur-
ven, wie in dieser Arbeit durchgefiihrt, wurden bislang nicht publiziert. Eine Arbeitsgruppe be-
schrieb, dass die Bestrahlung mit 5 Gy bei CD133-positiven SLGCs im Vergleich zu CD133-
negativen SLGCs (iber die Induktion eines Zellzyklusarrestes die vermehrte Aktivierung von DNA-
Reparaturmechanismen ausloste. Die Induktion des programmierten Zelltodes wurde dabei nicht
beobachtet (Bao et al., 2006a). Afshar et al. (2006) beschrieben, dass mit 20 Gy in Abhangigkeit
vom p53-Status sowohl Apoptose als auch Reparaturmechanismen ausgel6st werden koénnen.
Andererseits wurde beobachtet, dass bei einer Bestrahlung mit 2 Gy CD133-positive SLGCs im
Vergleich zu etablierten Gliomzelllinien wie U87 radiosensitiver sind (McCord et al., 2009). Als

Ursache hierflr wurden weniger effiziente DNA-Reparaturmechanismen in den SLGCs vermutet,
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die aus DNA-Schaden wahrend der Tumorgenese resultieren kdnnten (Bartek et al., 2007; McCord
et al., 2009). Es wird daher davon ausgegangen, dass die in vitro Experimente mit etablierten Gli-
omzelllinien wie U87 nicht die Effekte der Bestrahlung auf native Gliomzellen in situ widerspiegeln
(McCord et al., 2009). Generell legen die genannten Studien die Vermutung nahe, dass die Be-
strahlung durch die Induktion eines Zellzyklusarrestes die Proliferation von SLGCs und etablierten
Gliomzelllinien reduziert, die Vitalitat in SLGC-Linien jedoch weniger stark beeinflusst. In dieser
Arbeit wurde nach einer Bestrahlung mit 10 Gy ein partieller Zellzyklusarrest in der G2-Phase
festgestellt. Es wurde jedoch auch eine Zunahme der Zellzahl mit einem DNA-Gehalt >4n beo-
bachtet, was auf eine Polyploidie oder Aneuploidie hinweisen kdnnte. Wie in den oben zitierten
Studien wurde auch in dieser vorliegenden Arbeit durch die Bestrahlung die Proliferation starker

als die Vitalitat beeinflusst.

Als Ursachen fir die Radioresistenz von GBMs werden verschiedene Aspekte diskutiert. Bao et al.
(2006a) vermuteten bei SLGCs die Aktivierung von DNA-Reparaturmechanismen tber die Phos-
phorylierung der Serin-Proteinkinase ATM (engl.: ataxia-teleangiectasia-mutated) und der Check-
pointkinasen Chk1l und Chk2 als Ursache fiir die Radioresistenz. Ein weiterer wichtiger Faktor im
Hinblick auf die Radioresistenz schien der Tumorsuppressor p53 zu sein. Lag in SLGCs ein Wildtyp
p53 (wtp53) vor, induzierte die Bestrahlung die Aktivierung der transkriptionellen Aktivitat von

p53, die wiederum iiber eine Aktivierung von p21PY/WAR

zu einen Zellzyklusarrest in der G1-Phase
flhrte (Abbas und Dutta, 2009). Aktuell werden in unserem Labor die Aktivierung der Kinase ATM,
der Checkpointkinasen Chk1 und Chk2 sowie die Aktivierung von p53 und Rad51 in zwei parallelen
Dissertationen untersucht, die kurz vor dem Abschluss stehen. Auf diese Daten wird nur am Ran-
de eingegangen, da diese Kinase-Kaskaden und Reparatursysteme nicht Bestandteil meiner Arbeit
sind. In den beiden erwdhnten Dissertationen wurde ebenfalls eine effiziente Induktion der Kinase
ATM in den SLGC-Linien T1371 und T1495 detektiert (C. Zechel; persénliche Mitteilung), die beide
mutierte p53-Gene und zwar sog. gain of function (GOF)-Mutanten enthalten (Bachelorarbeit C.
Geisler, 2015). Weiterhin wurden die Aktivierung der Checkpointkinase Chk1 und die Beeinflus-
sung des Rad51-Levels beobachtet. Die Bedeutung eines mutierten p53 (mutp53) scheint dabei in

der verzogerten Aktivierung von p53 und der durch p53 regulierten Prozesse zu liegen (C. Zechel;

personliche Mitteilung).

Eine weitere Ursache fiir die ausgepragte Therapieresistenz der SLGCs ist in deren Stammazellei-
genschaften zu sehen. Der Transkriptionsfaktor Sox2 ist flir die Aufrechterhaltung von Stammzell-
eigenschaften von Bedeutung (Alonso et al., 2011; Guo et al., 2011). 2012 wurde an einem trans-
genen Mausmodell nach einer Ganzhirnbestrahlung mit 10 Gy beobachtet, dass sowohl der Wnt-

Signalweg als auch die Expression von Sox2 fiir die Radioresistenz der GBMs mitverantwortlich
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sind (Kim et al., 2012). Die Expression von Sox2 war in allen in der hier vorliegenden Arbeit analy-
sierten SLGC-Linien nachweisbar (Choschzick et al., 2014; nicht publizierte Daten unseres Labors).
Eine Korrelation zwischen der Starke der Expression und der fiir die EDsy erforderlichen Strahlen-
dosis war jedoch nicht eindeutig erkennbar (Tab. 9). So waren beispielsweise bei den SLGC-Linien
mit einer starken Sox2-Expression (T1389, T1440, T1452, T1522) je nach Linie Strahlendosen zwi-
schen 2 Gy (z.B. T1522) und 20 Gy (z.B. T1389) erforderlich. Auf diesen Aspekt wird spater noch

detailliert eingegangen.

Die Rolle des Zelloberflaichenproteins CD133 als SLGC-Marker ist umstritten (siehe Kapitel 2.7). In
dieser Arbeit war zwischen dem Ansprechen der untersuchten SLGC-Linien auf die Bestrahlung
und dem jeweiligen Gehalt an CD133-positiven Zellen kein eindeutiger Zusammenhang erkennbar
(Tab. 9). So sprach die SLGC-Linie T1338 im Hinblick auf die Beeinflussung der Vitalitat trotz gerin-
gem Anteil an CD133-positiven Zellen (< 5%) schlecht auf die Bestrahlung an, die SLGC-Linie T1442
mit hohem Anteil an CD133-positiven Zellen (37%) jedoch ebenfalls. In Bezug auf den antiprolife-
rativen Effekt zeigten sowohl T1338 als auch T1522 ein gutes Ansprechen auf die Bestrahlung,
wenngleich T1338 einen geringen Anteil (< 5%), T1522 jedoch einen hohen Anteil (35%) an
CD133-positiven Zellen enthielt. Dies ware nach den Analysen von Bao et al. (2006a) nicht zu er-
warten gewesen. Diese Arbeitsgruppe postulierte, dass CD133-positive Zellen effektiver DNA-
Reparaturmechanismen induzieren, geringere Apoptoseraten aufweisen und somit die Bestrah-
lung besser lGberleben. Demnach wére bei T1522 insgesamt ein schlechteres, bei T1338 ein besse-
res Ansprechen auf die Bestrahlung zu erwarten gewesen. In diesem Zusammenhang muss darauf
hingewiesen werden, dass sich der Anteil an CD133-positiven Zellen in einer SLGC-Kultur mit der
Zeit andern kann, wobei es in spateren Passagen meist zu einer Abnahme des Anteils an CD133-
positiven Zellen kommt (Dissertation I. Choschzick; unpublizierte Daten des Labors). In den hier
diskutierten Experimenten wird stets auf den Gehalt an CD133-positiven Zellen Bezug genommen,

der zum Zeitpunkt der Analyse in den Kulturen prasent war.

Ahnlich stellten sich die Ergebnisse bei den beiden GSarc-abgeleiteten SLGC-Linien T1371 (21%
CD133-positive Zellen) und T1447 (13% CD133-positive Zellen) dar. Bei T1371 wurde die EDs in
Bezug auf die Proliferation mit < 10 Gy und bei T1447 mit < 20 Gy erreicht, unabhangig vom Anteil
an CD133-positiven Zellen. Die Vitalitdt wurde bei T1447 bereits mit 10 Gy um 48% reduziert.
Trotz des groRen Anteils an CD133-positiven Zellen (37%) sprach T1442 gut auf die Bestrahlung
an, wahrend im Gegensatz dazu bei T1440 (11% CD133-positive Zellen) die Bestrahlung weder
einen Proliferations- noch Vitalitats-reduzierenden Effekt hatte. Die SLGC-Linie T1452 (45%
CD133-positive Zellen), die nach den Mal3stdaben einer Vielzahl von Forschergruppen als bona fide

SLGC-Linie betrachtet werden kann, da sie als einzige der untersuchten Linien spharisch wachst,
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Tumore induziert und einen hohen Anteil an CD133-positiven Zellen aufweist (Choschzick et al.,
2014), erwies sich in Ubereinstimmung mit den Daten von Bao et al. (2006a) als sehr strahlenre-
sistent. Durch die Bestrahlung wurden weder die Proliferation noch die Vitalitat dieser SLGC-Linie
gehemmt (Tab. 9). Insgesamt bestétigen die in dieser Arbeit beobachteten Auswirkungen der
Bestrahlung auf die Proliferation und Vitalitdt von SLGC-Kulturen in Relation zum Anteil CD133-
positiver Zellen die Ergebnisse von Bao et al. (2006a) nur zum Teil, da nicht nur die SLGC-Linien
mit einem hohen Anteil an CD133-positiven Zellen eine ausgepragte Radioresistenz aufwiesen.
Allerdings wird die Bedeutung des Oberflachenproteins CD133 als SLGC-Marker zunehmend kri-
tisch gesehen. So gewannen Chen et al. (2010) Evidenzen dafiir, dass nicht die Tumorstammzelle
(Typ I-Zelle) CD133-positiv ist, sondern dass Gliomzellen eine Differenzierung von einem CD133-
negativen zu einem CD133-positiven Progenitor (Typ llI-Zelle) durchlaufen, um dann weiter in
CD133-negative Typ llI-Zellen zu differenzieren. Die Fahigkeit zur Selbsterneuerung und Tumorin-
duktion wurde fir Typ |-, Typ II- und Typ lll-Zellen beobachtet und war somit unabhangig vom
CD133-Status. Am ,,unteren” Ende dieser Hierarchie steht die Differenzierung der Typ lll-Zelle in

eine Gliomzelle, die sich nicht mehr selbst erneuern kann (Chen et al., 2010).

Auch das spharische Wachstum von Gliomzellen scheint im Gegensatz zu friiher publizierten Da-
ten kein Uberzeugender SLGC-Marker zu sein (Schonberg et al., 2013) und erlaubt daher keine
Prognose lber die Strahlenresistenz. Zwar reagierte die spharisch wachsende SLGC-Linie T1452
nicht auf die Bestrahlung mit Dosen bis zu 20 Gy, jedoch zeigten andere SLGC-Linien mit hohem
Anteil an Sphéaren oder einem dhnlichen Wachstumsverhalten deutlich verschiedene Reaktionen
auf identische Strahlendosen. So wiesen zum Beispiel die SLGC-Linien, die adhdrente Aggregate
bilden (T1338, T1371, T1389, T1447, T1495) eine EDsy-Proliferation von < 2 Gy bis 20 Gy auf. Fur
die zwei SLGC-Linien mit vollstdndig adhdrentem Wachstum (T1440, T1522) wurde ein unter-
schiedliches Ansprechen auf die Bestrahlung beobachtet (Tab. 1, Kapitel 3.1; Tab. 9). Wahrend die
Bestrahlung mit allen untersuchten Strahlendosen keinen Effekt auf die SLGC-Linie T1440 hatte,
wurde bei der Linie T1522 bereits ein deutliches Ansprechen auf die ionisierende Strahlung mit
2 Gy beobachtet. Bei allen Interpretationen, die das Wachstumsverhalten der SLGCs einbeziehen,
muss zudem beachtet werden, dass sich die Spharenbildung auf die Differenzierung und Vitalitat
von SLGCs auswirken kann. So kann davon ausgegangen werden, dass bei groRen Spharen und
Aggregaten die Versorgung von Zellen mit Sauerstoff und Nahrstoffen im Innern dieser Strukturen
reduziert ist. Insbesondere die Hypoxie im Innern der Spharen koénnte kritisch sein, da dieser Pa-
rameter sowohl die Stabilitdt des Genoms als auch den Stammazellstatus beeinflusst (Lathia et al.,
2011; Persano et al., 2011). Im Folgenden sollen die Parameter Stammzellstatus, p53- und PTEN-
Status sowie die Strahlenresistenz genauer fiir die einzelnen Zelllinien diskutiert werden. Dazu

wird auf Tab. 9 Bezug genommen.
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Tab. 9: Eigenschaften der untersuchten SLGC-Linien und Effektivitat von alleiniger Bestrahlung
und TMZ-Behandlung

SLGC- MGMT- p53Status CD133 PTEN Sox2 BrdU-Elisa MTT-Assay
Linie Status Expression T™Z EDs, T™MZ EDs,
ECso ECso

T1338 m mutS. /(-) <5% - (-/+) <25uM < 2Gy 100puM n.e.
T1371 u R175H / + 21% - + >200uM  <10Gy  >300uM n.e.
T1389 u mut. / + 11% - +++ 200puM 20Gy >200puM > 20 Gy
T1440 m wt/ (-) 11% ++ +++ <25uM n.e. 100uM n.e.
T1442 m/u wt/ (-) 37% - + 100uM <10Gy >100uM n.e.
T1447 m/u mut. / + 13% - + <100pM  <£20Gy 100uM n.e.
T1452 m/u mut.f / + 45% ++ +++ # # <100uM n.e.
T1495 m/u R273H/ +++ 15% ++ + >100uM < 10Gy <200uM n.e.
T1522 m/u wt / (-) 35% - +++  <200uM <2 Gy <200uM >20 Gy

MGMT: 06—Methylguanin—DNA—MethyItransferase; m: methyliert; u: nicht methyliert; m/u: gemischter Status; CD133
(engl.): cluster of differentiation 133; PTEN: Phosphatase und Tensin-Homolog; Sox2: engl.: sex determing region Y
(SRY)-Box 2; BrdU: 5-Brom-2-desoxyuridin; MTT: 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid; #: T1452
konnte aufgrund des spharischen Wachstums nicht mittels BrdU-ELISA untersucht werden; n.e.: nicht erreicht; n.u.:

nicht untersucht; mut.: mehrere Einzel-Nukleotidaustausche in Bereich von Exon 5 bis Exon 7; mutS$: monoallelische

Veranderungen in einer Subpopulation von Zellen; mut.® atypische p53 mRNA; R175H: Aminosaurerest Arginin 273

durch Histidin ersetzt; R273H: Aminosdurerest Arginin 273 durch Histidin ersetzt; wt: Wildtyp; (-) bzw. - : Expression
unterhalb der Nachweisgrenze des Antikorpers; +, ++, +++ : Starke der Expression; ECsy: Effektivkonzentration 50; EDsy:
Effektivdosis 50; Gy: Gray; T: Tumor; TMZ: Temozolomid;

Anmerkung: Die hier angegebenen ECsy-Werte flir TMZ basieren auf mehreren unabhangigen Experimenten, so dass es
zu Variationen zwischen der in dieser Arbeit mit TMZ erzielten Wirkung (siehe Graphen) und den im Labor giiltigen EC5g-
Werten kommen konnte.

5.1.1. Strahlensensitivitdt der SLGC-Linien in Bezug zu deren Eigenschaften

Insgesamt zeigten die untersuchten SLGC-Linien mit einer Ausnahme (T1440) in Bezug auf die
Inhibition der Proliferation ein gutes Ansprechen auf die Bestrahlung. Da die Anwesenheit des
Tumorsuppressors PTEN (Phosphatase und Tensin-Homolog) mit einem verbesserten Uberleben
von Glioblastompatienten assoziiert zu sein scheint (Ang et al., 2010), stellt sich die Frage, ob
dieser Aspekt eine Rolle spielen konnte. In der Tat ist T1440 eine der wenigen von mir untersuch-
ten SLGC-Linien mit einer PTEN-Expression. Neben T1440 wiesen auch die SLGC-Linien T1452 und
T1495 eine PTEN-Expression auf (Tab. 9). Die EDsy-Proliferation und die EDsy-Vitalitat lagen fur
T1440 und T1452 {ber 20 Gy, nicht so jedoch die EDsp-Proliferation von T1495 (< 10 Gy). Umge-
kehrt fanden sich unter den SLGC-Linien mit guter und schlechter Strahlenresponsivitat solche mit
fehlender PTEN-Expression. Damit lassen die im Rahmen dieser Arbeit gewonnen Daten zum anti-
proliferativen Effekt der Bestrahlung keinen eindeutigen Zusammenhang zwischen dem PTEN-
Status einer SLGC-Linie und ihrem jeweiligen Grad der Radioresistenz erkennen. Folglich miissen
andere Faktoren und Mechanismen in Hinblick auf die Proliferation und die Vitalitat fir das Ver-
halten der SLGC-Linien eine Rolle spielen. Zheng et al. (2008) wiesen einen Zusammenhang zwi-

schen p53- und PTEN-Mutationen nach. Eine Assoziation von fehlender PTEN-Expression und
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Mutation des Tumorsuppressors p53 fiihrte in jenen Analysen zu einer gesteigerten c-Myc-
Aktivitat (Zheng et al., 2008). Mit dieser war eine gesteigerte Fahigkeit zur Selbsterneuerung und
zur Erhaltung des tumorigenen Potentials assoziiert (Zheng et al., 2008). Ein solcher Zusammen-
hang war jedoch fiir die in dieser Arbeit untersuchten SLGC-Linien nicht erkennbar. Beispielsweise
wies die SLGC-Linie T1452, die im Vitalitdts-Assay nicht auf die Bestrahlung ansprach, zwar eine
Mutation von p53 auf, exprimierte jedoch PTEN. Die PTEN-Expression war in T1495-Kulturen, die
im BrdU-ELISA ein gutes Ansprechen auf die Bestrahlung zeigten, sich jedoch im Vitalitats-Assay
als strahlenresistent erwiesen, ebenfalls mit einer p53-Mutation assoziiert. Ein wtp53-Status bei
fehlender PTEN-Expression lag dagegen bei der SLGC-Linie T1442 vor, die im BrdU-ELISA ein gutes
Ansprechen, im Vitalitats-Assay hingegen kein Ansprechen auf die Bestrahlung aufwies. Dabei war
insgesamt das Ansprechen von T1442 und T1495 auf die Bestrahlung durchaus vergleichbar, wah-
rend T1452 sich als strahlenresistent erwies (Tab. 9). Die im Labor gewonnenen Daten zum p53-
Status stilitzten sich auf Expressions- und Sequenzanalysen. AbschlieRend sei hier bemerkt, dass
das Fehlen bzw. eine Mutation von PTEN in SLGCs zu einer vermehrten Aktivierung des AKT-
Signalweges und liber diesen zu einer verstdrkten Radio- und Chemoresistenz der SLGCs fuhrte

(Bleau et al., 2009; Hu et al., 2005).

Grundsatzlich ist zu erwarten, dass die Bestrahlung eine Aktivierung des Tumorsuppressors p53

1CPYWARL ainen Zell-

bewirkt, der als Transkriptionsfaktor iber die Aktivierung des p53-Zielgens p2
zyklusarrest in der G1-Phase induziert (Abbas und Dutta, 2009). Weiterhin kann p53 die Apoptose
und Seneszenz von Zellen regulieren (Bieging et al., 2014; Kreis et al., 2014). Die Apoptose kann
durch die Aktivierung von p53-abhangigen und p53-unabhangigen Signalwegen ausgeldst werden
(Kreis et al., 2014). Auf den ersten Blick war das Ansprechen der in dieser Arbeit untersuchten
SLGC-Linien in Bezug auf den antiproliferativen Effekt unabhangig vom p53-Status. Die sog. ,gain
of function“-Mutanten (T1371; T1495) reagierten dhnlich auf die Bestrahlung wie die SLGC-Linie
T1442, die einen wtp53-Status aufwies (EDsq-Proliferation < 10 Gy bei allen drei SLGC-Linien; Tab.
9). Auch die Reduktion der Vitalitdt schien unabhangig vom p53-Status. Die beiden SLGC-Linien
(T1389, T1522), bei denen die EDs,-Vitalitat knapp erreicht wurde, wiesen einen unterschiedlichen
p53-Status auf (T1389: mutp53; T1522: wtp53). Detaillierte Analysen von M. Dahlke im Labor
ergaben ein differenzierteres Bild. So scheint es in T1495-Kulturen (mutp53), im Vergleich zur

Cipl/WAF1

wtp53-Linie U87, zu einer starken zeitlichen Verzogerung der Aktivierung von p21 nach

Bestrahlung zu kommen, wihrend bei der SLGC-Linie T1371 die Induktion von p21“PY/"WA™

sogar
nahezu fehlte. Auch die Erhohung des p53-Levels erfolgte effizienter in T1495- als in T1371-
Kulturen und war deutlich effizienter in U87-Kulturen (M. Dahlke, E. Hirseland, C. Zechel;, Manu-
skript in Vorbereitung). In Ubereinstimmung mit dem Konzept von Afshar et al. (2006) wurden in

unserem Labor fir einige SLGC-Linien mit mutp53 sowohl vor als auch nach Bestrahlung hohere
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p53-Proteinlevel beobachtet als bei SLGC-Linien mit wtp53. Im Falle der Analysen von Afshar et al.
(2006) resultierte die Mutation im p53-Gen in einer Caspase-8 vermittelten Apoptose und verhin-

derte einen friihen Zellzyklusarrest.

Weder die Expression von CD133 noch die von p53 oder PTEN konnten die gewonnenen Ergeb-
nisse zur Radiosensitivitat hinreichend erklaren. Es fiel jedoch auf, dass alle untersuchten SLGC-
Linien in unterschiedlichem Ausmal} Sox2 exprimierten. Der Transkriptionsfaktor Sox2 ist fur die
Aufrechterhaltung von Stammzelleigenschaften von Bedeutung und kénnte durchaus mit der
Ausbildung einer Radioresistenz der GBMs assoziiert sein (Alonso et al., 2011; Guo et al., 2011;
Kim et al., 2012). Diese Tatsache kdnnte das ausgeprigte Resistenzverhalten von T1440 und
T1452 erklaren. Die Glioblastomlinie T1452 gilt in vieler Hinsicht als bona fide SLGC-Linie. Neben
dem charakteristischen spharischen Wachstum exprimiert T1452 Nestin, CD133 (45%) und PTEN,
jedoch nur wenig saures Gliafaserprotein (GFAP). T1440 hingegen weist neben einem rosetten-
dhnlichen adharenten Wachstum eine sehr starke GFAP-Expression auf und es liegt wtp53 vor;
diese Linie exprimiert jedoch CD133 (11%) schwacher als T1452 (Tab. 9). Aber auch SLGC-Linien
mit guter Responsivitat auf die Bestrahlung wie z.B. T1522 zeigten hohe Sox2-Level (Tab. 9). Die
EDso-Proliferation fiir die Bestrahlung war zudem in SLGC-Linien mit etwas niedrigeren aber dhnli-
chen Sox2-Leveln (T1371, T1442, T1447 und T1495) verschieden. So zeigten zwar T1371 und
T1442 eine dhnliche EDsy-Proliferation (< 10 Gy), fir T1447 lag sie jedoch bei < 20 Gy. Somit stellt
neben dem p53- und dem PTEN-Status auch das Sox2-Expressionslevel kein verldssliches prognos-
tisches Kriterium fiir die Radiosensitivitdt der SLGC-Linien dar. Es kénnte aber durchaus ein Zu-
sammenspiel mehrerer Faktoren vorliegen, die mit dem Stammzellstatus assoziiert sind, darunter
die Expression der Transkriptionsfaktoren Sox2 und c-Myc, der Anteil CD133- und CD15-positiver
Zellen und das Spharenwachstum (Huse und Holland, 2010; Schonberg et al., 2013). Um Aussagen
Uber den Beitrag der einzelnen Faktoren zum Gesamtbild zu erhalten, miissten einzelne Faktoren
durch geeignete Techniken (z.B. gezielter ,,Knock-down” oder ,Knock-out”) manipuliert werden.
Auch micro-RNAs kdnnten eine Rolle spielen (Jun et al., 2015; Lee et al., 2014; Liu et al., 2014; Luo

et al., 2015), was aber in dieser Arbeit experimentell nicht untersucht wurde.

In diesem Zusammenhang soll aullerdem die Expression des Intermediarfilamentes GFAP kurz
betrachtet werden. GFAP ist ein Marker fiir adulte neurale Stammzellen (adNSCs) (Morshead und
van der Kooy, 2004). Zusammen mit dem rosettenahnlichen Wachstum, welches typischerweise
nur bei bestimmten und undifferenzierten neuralen Zellen auftritt, ware es denkbar, dass die
starke GFAP-Expression der Zellen der T1440-Kultur anzeigt, dass sich diese SLGC-Linie von
adNSCs ableitet (Choschzick et al., 2014). In der Gliomforschung hingegen wird die GFAP-

Expression in SLGCs meist als ein Zeichen von Differenzierung angesehen (Singh et al., 2004; Yuan
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et al., 2004). Somit konnte die GFAP-Expression der hier untersuchten SLGC-Linien einerseits eine
partielle Differenzierung der Kulturen in astrozytdre Phianotypen bedeuten, oder aber die GFAP-
Expression wirde andererseits, wie vermutlich im Falle von T1440, den Herkunftszelltyp der Gli-
ome anzeigen. Ahnliches wurde bereits 1971 von Eng et al. formuliert. In der vorliegenden Arbeit
wurde keine erkennbare Korrelation zwischen der EDsg-Proliferation und dem GFAP-
Expressionslevel beobachtet, da sich zwar die stark GFAP-positive T1440-Kultur als radioresistent
erwies, jedoch die GFAP-positive T1495-Kultur und die nahezu GFAP-defiziente SLGC-Linie T1389

eine dhnliche EDsy-Proliferation und EDsg-Vitalitat nach Bestrahlung aufwiesen (Tab. 1; Tab. 9).

Bei den untersuchten SLGC-Linien wurde in Bezug auf den antiproliferativen Effekt bei sieben von
acht Linien durch die alleinige Bestrahlung die EDsq erreicht, in Bezug auf die Vitalitdtsreduktion
jedoch bei keiner der untersuchten SLGC-Linien. Folglich hatte die Bestrahlung primar einen anti-
proliferativen Effekt auf SLGC-Linien, wahrend die Vitalitat nur geringfligig beeintrachtigt wurde.
Tendenziell kann aber festgestellt werden, dass eine SLGC-Linie sich umso resistenter darstellte, je
mehr Kriterien einer bona fide SLGC erfiillt waren (hohe Sox2-Level, groRer Anteil CD133-positiver
Zellen, Spharenwachstum). Wie oben erwadhnt bleibt jedoch fraglich, ob diese Stammzelleigen-

schaften fiir die Resistenz der SLGC-Linien verantwortlich sind.

Die im Rahmen dieser Arbeit maximal verwendete Strahlendosis, die als Einzeldosis appliziert
wurde, betrug 20 Gy. Grundsatzlich musste jedoch eine Strahlendosis von 23 Gy appliziert wer-
den, um eine vergleichbare Wirksamkeit zum Schema von Stupp et al. (2005; 5x2Gy/Woche; Ge-
samtdosis 60 Gy) zu erzielen. So wiirde die Applikation von 23 Gy als Einzeldosis einer Aquivalent-
dosis von 63 Gy in 2 Gy Fraktionen entsprechen (Brenner et al., 1998). Folglich ist zu Uberlegen, ob
die Einzeldosis zu gering gewahlt wurde. Weiterhin muss bedacht werden, dass die Ergebnisse
einer Einzeitbestrahlung von Gliomzellen in vitro generell nur bedingt mit dem Ergebnis einer
fraktionierten Bestrahlung am Patienten verglichen werden kénnen. Zudem muss beriicksichtigt
werden, dass Zellen, die sich in einer strahlenresistenten Zellzyklusphase befinden, durch eine
fraktionierte Bestrahlung im Bestrahlungsintervall in eine strahlensensiblere Zellzyklusphase - wie
die M- oder G2-Phase - Gbergehen kénnen (Pajonk et al., 2010). Zellen, die sich zum Zeitpunkt der
Einzeitbestrahlung in einer strahlenresistenten Zellzyklusphase befinden, kénnen somit durch
diese Methode nur bedingt beeintrachtigt werden. Ein Nachteil der fraktionierten Bestrahlung
stellen die Repopulationsvorgdnge und die aktivierten Reparaturmechanismen im Bestrahlungsin-
tervall dar, die wiederum die Strahlenresistenz erhéhen (Pajonk et al., 2010). Folglich ware es
denkbar, dass hohere Strahlendosen beziehungsweise eine wie auch schon in mehreren Phase I-
Studien erfolgreich getestete Hypofraktionierung erfolgversprechender sind (Ammirati et al.,

2014, Jastaniyah et al., 2013; Monjazeb et al., 2012; Rycaj und Tang, 2014; Ryu et al., 2014).
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5.2. Effekt von ionisierender Strahlung in Anwesenheit von TMZ

In mehreren publizierten Studien wurden Evidenzen dafiir gewonnen, dass SLGCs durch eine aus-
gepragte Radio- und Chemoresistenz fiir den fehlenden Heilungserfolg bei GBM-Patienten ver-
antwortlich sind (Bao et al., 2006a; Schonberg et al., 2013). Nur ein kleiner Teil der in dieser Arbeit
untersuchten SLGC-Linien wies eine gute Responsivitdt gegenliber der Bestrahlung auf. Es war
daher naheliegend zu untersuchen, ob die Doppelbehandlung von SLGCs mit ionisierender Strah-
lung und TMZ den Effekt der alleinigen Bestrahlung steigert, das heilst, ob TMZ die SLGCs radio-
sensitiver macht. Umgekehrt stellte sich natiirlich auch die Frage, ob die Bestrahlung die SLGCs fiir
die TMZ-Behandlung sensitiviert. Um diese Sachverhalte zu untersuchen, wurde in Anwesenheit
einer definierten TMZ-Konzentration eine Bestrahlung mit 2, 5, 10 und 20 Gy durchgefiihrt. Die
eingesetzte TMZ-Konzentration wurde zuvor durch Kollegen im Labor ermittelt, die hierzu Dosis-
wirkungskurven erstellten (Bachelor- und Masterarbeiten im Labor). Da TMZ in DMSO gel6dst vor-
lag, wurde stets eine Kontrollprobe zuséatzlich zur Bestrahlung mit DMSO behandelt, um einen

moglichen zytotoxischen Effekt dieses Losungsmittels beurteilen zu kénnen.

Die Empfindlichkeit von CD133-negativen und CD133-positiven SLGCs auf TMZ wird kontrovers
diskutiert. So gibt es Untersuchungen, die eine hohere TMZ-Resistenz fiir CD133-positive Zellen
ergaben (Liu et al., 2006; Schonberg et al., 2013), aber auch eine Publikation, die eine praferen-
tielle Eliminierung der CD133-positiven Zellen beschreibt (Beier et al., 2008). Bei diesen Untersu-
chungen wurde das Differenzierungsstadium der SLGC-Kulturen auller Acht gelassen und die
CD133-positive Zelle mit der Gliomstammzelle gleichgesetzt. Nach den oben erwahnten Analysen
von Chen et al. (2010) kann jedoch davon ausgegangen werden, dass die Gliomstammzelle
CD133-negativ ist, jedoch in eine CD133-positive Typ lI-Zelle differenzieren kann, die dann wiede-
rum in CD133-negative Typ llI-Zellen weiter differenziert. Daher ist unklar, ob die von Beier et al.
(2008) beobachtete praferentielle Eliminierung von CD133-positiven Zellen eine TMZ-vermittelte
Eliminierung von Typ llI-Zellen zugunsten von Typ I-Zellen oder Typ llI-Zellen anzeigt. In einem
transgenen Mausmodell wurde jedoch lberzeugend gezeigt, dass die Stammazell-dhnlichen Zellen

im GBM die TMZ-Behandlung Uberleben (Chen et al., 2012).

In etwa 70% der GBMs wird MGMT exprimiert, das in seiner Funktion als DNA-Reparaturenzym
den Effekt des TMZ neutralisiert, da es die Methyladdukte von der Tumorzell-DNA entfernt
(Friedman et al., 2000; Hegi et al., 2008). Auch die Rolle des MGMT-Proteins wird derzeit kontro-
vers diskutiert. Weitestgehend akzeptiert ist, dass die Methylierung des mgmt-Promotors ein
Silencing des Gens bewirkt und die mgmt-Promotormethylierung gut mit der Sensitivitdt des

GBMs gegeniiber der TMZ-Behandlung korreliert (Friedman et al., 2000; Hegi et al., 2008). Aller-
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dings ist der Zusammenhang zwischen dem Ansprechen auf TMZ und dem Methylierungsstatus
des mgmt-Promotors nicht eindeutig (Blough et al., 2010), so dass eine Beteiligung weiterer Fak-
toren, insbesondere im GBM-Patienten, vermutet wird. Hier kdnnten neben der Bluthirnschranke
auch Transporterproteine aus der Familie der ABC-Transporter eine Rolle spielen (Beier et al.,

2011; Bleau et al., 2009; Schonberg et al., 2013).

Der MGMT-Status der in dieser Arbeit untersuchten SLGC-Linien und Tumore wurde von Kollegen
im Labor untersucht (Bachelor- und Masterarbeiten). In der vorliegenden Arbeit wurde bei allen
mit TMZ behandelten SLGC-Linien mit einem hypermethylierten mgmt-Pomotor (T1338, T1440;
,m“in Tab. 9) in Bezug auf die Proliferation eine ECsy-Proliferation von < 25uM beobachtet. SLGC-

“«

Linien mit hypomethyliertem mgmt-Promotor (T1371, T1389; ,u“ in Tab. 9) wiesen eine ECs,-
Proliferation von = 200uM TMZ auf (Tab. 9). Neben SLGC-Linien mit einem hyper- bzw. hypome-
thylierten mgmt-Promotor wurden in den Analysen zusatzlich solche mit einem sog. m/u-Status
untersucht. Dabei war jedoch nicht klar, ob m/u anzeigt, dass die Kulturen neben Zellen mit me-
thylierten (m) auch Zellen mit unmethylierten (u) mgmt-Promotor enthalten oder ob in den Zellen
einer Kultur eine monoallelische Methylierung des mgmt-Promotors vorliegt. SLGC-Linien mit
einem m/u-Status (T1442, T1447, T1452, T1495, T1522) zeigten eine ECso-Proliferation von
< 100uM bis > 100uM TMZ. Bei den SLGC-Linien T1442 und T1447 lag die ECsy in Bezug auf den
Proliferations-reduzierenden Effekt bei < 100uM TMZ, fiir T1442 in Bezug auf den Vitalitats-
reduzierenden Effekt bei > 100uM TMZ und fir T1447 bei 100uM TMZ. Fir T1452 betrug sie
<100uM. Bei T1495 wurde hinsichtlich des Proliferations-reduzierenden Effektes eine
ECso-Proliferation von > 100uM, fir T1522 < 200uM beobachtet. In Bezug auf den Vitalitats-
reduzierenden Effekt betrug die ECso-Vitalitdt bei beiden SLGC-Linien < 200uM TMZ (Tab. 9). Die
TMZ-Sensitivitat der SLGC-Linien mit einem eindeutigen m- beziehungsweise u-Status wurden in

dieser Arbeit hinsichtlich des antiproliferativen Effektes weitestgehend reproduziert.

Wie schon bei alleiniger Bestrahlung beobachtet, waren auch die gemessenen Effekte der alleini-
gen TMZ-Behandlung im MTT-Assay (Vitalitat) geringer ausgepréagt als die im BrdU-ELISA (Prolife-
ration). Demzufolge wurde die ECsp-Vitalitdt erst bei wesentlich hoheren TMZ-Konzentrationen
erreicht und ein Zusammenhang zur mgmt-Promotor-Methylierung war weniger deutlich erkenn-
bar (Tab. 9). So induzierten 50uM TMZ bei T1440 (m-Status, ECs,-Vitalitdt 100uM) eine geringe
Reduktion der Vitalitdat (-10%), wohingegen 200uM TMZ bei T1389 (u-Status, ECso-Vitalitat
> 200uM) eine 50%ige Reduktion der Vitalitdt bewirkten (Tab. 8; Tab. 9). Bei den SLGC-Linien, die
einen gemischten MGMT-Status (m/u) aufwiesen (T1442, T1447, T1452, T1495, T1522), war der
Effekt der eingesetzten TMZ-Konzentration wiederum verschieden. So wurde mit 100uM TMZ nur

bei drei (T1442, T1447 und T1522) von finf SLGC-Linien mit einem gemischten MGMT-Status eine
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Reduktion der Vitalitat (T1442: -50%; T1447: -52%; T1552: -23%) beobachtet (Tab. 8; Tab. 9). Al-
lerdings wurde hier bei dem m/u-Status nicht zwischen SLGC-Linien mit starker methylierten bzw.

weniger methylierten mgmt-Promotoren unterschieden.

Im vorangegangenen Kapitel (5.1) wurde bereits der alleinige Effekt der Bestrahlung diskutiert.
Die zusatzliche Gabe von TMZ verstarkte das Ansprechen aller untersuchten SLGC-Linien auf die
Bestrahlung in Bezug auf die Reduktion der Proliferation (BrdU-ELISA), wenn auch in unterschied-

lich starkem MaRe (Tab. 10).

Bei vier SLGC-Linien (T1371, T1442, T1447 und T1495) lagen die Ergebnisse des antiproliferativen
Effektes fir die Kombinationsbehandlung mit TMZ und Bestrahlung deutlich unter denen fir die
alleinige TMZ-Behandlung, wobei diese Unterschiede bei T1371, T1447 und T1495 primar bei
Strahlendosen < 10 Gy evident waren. Bei T1442 wurde erst mit einer Strahlendosis von 20 Gy ein
Vorteil der Doppelbehandlung im Vergleich zur alleinigen TMZ-Behandlung beobachtet. Bei zwei
SLGC-Linien (T1389, T1440) bewirkte die zusatzliche Bestrahlung keine zusatzliche Reduktion der
Proliferation im Vergleich zur alleinigen TMZ-Behandlung. Die Werte bei T1389 und T1440 unter-
schieden sich bei keiner der untersuchten Strahlendosen in der Kombinationsbehandlung von
denen der reinen TMZ-Behandlung. Bei der SLGC-Linie T1522 waren die Effekte der Bestrahlung
bereits mit 2 Gy so stark, dass TMZ keine zusatzliche Wirkung auf die Verminderung der Prolifera-
tion hatte. Der Wert fir die Kombinationsbehandlung fiel mit steigender Strahlendosis analog zu

dem der alleinigen Bestrahlung.
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Tab. 10: EDsp-Proliferation und EDsp-Vitalitat in Abhdngigkeit von der Anwesenheit von TMZ

BrdU-ELISA MTT-Assay

SLGC-  MGMT  p53 Status/ PTEN  EDso Reduktion der EDso EDs, Reduktion der EDso
Linie Status Expression Proliferation mit bei Co-Applikation Vitalitdt mit TMZ bei Co-Applikation

TMZ (uM) & 10 Gy von TMZ (uM) (kM) & 10 Gy von TMZ (uM)
T1338 m mut$. /(-) - <2Gy n.u. n.u. n.e. n.u. 20Gy (50uM)
T1371 u R175H / + - < 10Gy 200uM / 60%2+7 5Gy (200puM) n.e. 100pM / 30%+12 20Gy:-45% (200puM)
T1389 u mut. / + - 20Gy 200pM / 50%+20 <5Gy (200uM) > 20 Gy 200uM / 40%+6 <20Gy (200pM)
T1440 m wt /() + n.e. 50uM / 60%+17 20Gy:-35% (50puM) n.e. 50uM / 44%+10 20Gy:-40% (50puM)
T1442 m/u wt /() - < 10Gy 100pM / 85%:+2 <2Gy (100puM) n.e. 100pM / 55%+6 10Gy (100uM)
T1447 m/u mut. / + - < 20Gy 100puM / 55%+17 <10Gy (100uM) n.e. 100uM / 57%+5 <2Gy (100uM)
T1452 m/u mut."™ / + ++ # # # n.e. 100uM / 0%+10 n.e. (100uM)
T1495 m/u R273H / +++ ++  <10Gy 100uM / 85%+6 <5Gy (100puM) n.e. 100uM / 48%+10 10Gy (100uM)
T1522 m/u wt/ (-) - <2 Gy 100puM / 91%15 2Gy (100pM) >20 Gy 100pM / 64%+6 10Gy (100pM)

MGMT: OG—Methnguaninmethyltransferase; m: methyliert; u: nicht methyliert; m/u: gemischter Status; CD133 (engl.): cluster of differentiation 133; PTEN: Phosphat und Tensin-
Homolog; Sox2: SRY (engl.: sex determing region Y)-Box 2; BrdU: Bromdesoxyuridin; MTT: 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid; #: T1452 konnte aufgrund fehlen-
der bis geringer Haftung an der Matrix der 96-Lochplatten nicht mittels BrdU-ELISA untersucht werden;
Nukleotidaustausche in Bereich von Exon 5 bis Exon 7; mut$: monoallelische Verdnderungen in einer Subpopulation von Zellen; mut.

n.e.: nicht erreicht; n.u.: nicht untersucht; mut.: mehrere Einzel-

RNA, atypische p53 mRNA; R175H: Aminosaurerest

Arginin 175 durch Histidin ersetzt; R273H: Aminosaurerest Arginin 273 durch Histidin ersetzt; wt: Wildtyp; (-) bzw. - : Expression unterhalb der Nachweisgrenze des Antikorpers bzw.
abwesend; +, ++, +++ : Starke der Expression; ECsy: Effektivkonzentration 50; EDs,: Effektivdosis 50; Gy: Gray; T: Tumor; TMZ: Temozolomid; +: Standardfehler.

Anmerkung: Die hier angegebenen ECsy —Werte fiir TMZ basieren auf mehreren unabhangigen Experimenten, so dass es zu Variationen zwischen der in dieser Arbeit mit TMZ erzielten
Wirkung (siehe Graphen) und den im Labor giiltigen EC-Werten kommen konnte.
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Hinsichtlich der Vitalitat (MTT-Assay) war der Effekt der Kombinationsbehandlung, wie schon bei
der Einfachbehandlung beobachtet, geringer ausgepragt als derjenige auf die Proliferation (BrdU-
ELISA). Bei vier (T1440, T1442, T1495, T1522) von acht SLGC-Linien wurde ein verstarkender Effekt
in Bezug auf die Vitalitatsreduktion beobachtet, wenn die Bestrahlung in Gegenwart von TMZ
erfolgte. Legt man die Effektivitdt der Bestrahlung zu Grunde, dann steigerte TMZ den Vitalitats-
reduzierenden Effekt der Bestrahlung mit Ausnahme von T1452 bei allen untersuchten SLGC-
Linien. Bei den vier SLGC-Linien (T1371, T1440, T1442, T1495), bei denen mit niedrigen Strahlen-
dosen (2 und 5 Gy) keine Reduktion der Vitalitat feststellbar war, konnte in Anwesenheit von TMZ
eine deutliche Verbesserung des Vitalitats-reduzierenden Effektes erzielt werden (Tab. 10). Auch
der bereits mit niedrigen Strahlendosen erzielte Effekt der alleinigen Bestrahlung von T1389-,
T1447- und T1522-Kulturen wurde durch die zusatzliche Gabe von TMZ verstarkt. Dagegen lag bei
der sphérischen SLGC-Linie T1452 eine ausgepragte Radio- und Chemoresistenz sowohl nach al-
leiniger Bestrahlung als auch nach der Doppelbehandlung vor. Diese SLGC-Linie wies im MTT-
Assay eine ECsp-Vitalitdt von 100uM TMZ auf. Die EDsg-Vitalitdt wurde sowohl durch die alleinige
Bestrahlung mit 20 Gy als auch nach der Doppelbehandlung mit T100/20Gy nicht erreicht. Klare
Aussagen zum Einfluss der alleinigen Bestrahlung und der Doppelbehandlung auf die Proliferation
von T1452 kdnnen nicht gemacht werden, da diese SLGC-Linie einen sphéarischen Phanotyp auf-
weist und daher aus methodischen Griinden im Proliferationsassay (BrdU-ELISA), der ein adhéaren-

tes Wachstum erfordert, nicht untersucht werden kann.

Mit Ausnahme von T1452 zeigten die Ergebnisse jedoch auch, dass TMZ allein oftmals eine identi-
sche Reduktion der Proliferation und Vitalitat wie die korrespondierenden Kombinationsbehand-
lungen TMZ/2Gy, TMZ/5Gy und haufig sogar wie TMZ/10Gy oder TMZ/20Gy verursachte. So lagen
die Werte der im BrdU-ELISA gemessenen optischen Dichten (OD) fiir die SLGC-Linien T1389,
T1440 und T1447 bei allen untersuchten Strahlendosen in der Kombinationsbehandlung auf dem-
selben Level wie die der alleinigen TMZ-Behandlung. Lediglich bei vier SLGC-Linien (T1371, T1442,
T1495 und T1522) lagen die ODs fiir die Anséatze in denen Strahlendosen von 10 und 20 Gy einge-
setzt wurden unter dem Wert fiir die alleinige TMZ-Behandlung, wobei nur im Falle von T1495
und T1522 eine deutliche Dosiswirkungskurve fiir die Bestrahlung in Anwesenheit von TMZ beo-
bachtet wurde. Die Werte der im MTT-Assay gemessenen ODs unterschieden sich bei den SLGC-
Linien T1371, T1389, T1447 und T1452 unabhangig von der gewahlten Strahlendosis nicht von der
alleinigen TMZ-Behandlung. Nur bei T1440, T1442, T1495 und T1522 lagen die Werte der Doppel-
behandlung mit Strahlendosen > 10 Gy unter dem der alleinigen TMZ-Behandlung. Die Unter-
schiede zwischen den TMZ- und TMZ/Gy-Werten waren zudem mit Ausnahme von T1440 bei
niedrigen Strahlendosen stets groBer. Somit scheint die Wirkung der TMZ-Koapplikation bei nied-

rigen Strahlendosen effizienter. Bei niedrigen Strahlendosen dominierte daher der TMZ-Effekt,
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der wiederum vom Methylierungsstatus des mgmt-Promotors abhing. In der Doppelbehandlung
bei suboptimaler Strahlendosis ist daher der Methylierungsstatus des mgmt-Promotors der ent-
scheidende Parameter. Verfolgt man die Annahme einiger Autoren, dass SLGCs generell eine rela-
tive Resistenz gegen TMZ aufweisen (Chen et al., 2012; Liu et al., 2006), mussten Faktoren zusatz-
lich zum MGMT-Status fiir die Effektivitdt von Bedeutung sein. Es wurde unter anderem nachge-
wiesen, dass ein Defekt in der Basenfehlpaarungsreparatur bei methyliertem mgmt-Promotor
weder Zelltod noch einen Zellzyklusarrest auslost und somit die Zellen ungehindert weiter prolife-
rieren konnen (Friedman et al., 2000). Dies ware eine mogliche Erklarung fir den fehlenden Effekt
von TMZ bei der SLGC-Linie T1338 trotz methyliertem mgmt-Promotor. Daneben kdnnten, wie
oben kurz erwahnt, Mitglieder der ABC-Transporterfamilie eine Rolle spielen, von denen bekannt
ist, dass sie die Fahigkeit besitzen TMZ und andere Chemotherapeutika aus Gliomzellen heraus zu

schleusen (Bleau et al., 2009; Schonberg et al., 2013).

Einen wichtigen Parameter fir die Doppelbehandlung stellt zudem p53 dar, welches (ber
p21CPYWARL ainen Zellzyklusarrest induziert (Kreis et al., 2014). Es wurde beobachtet, dass SLGCs
mit einem wtp53 sensitiver auf die TMZ-Behandlung reagierten als diejenigen mit einem mutp53
(Batista et al., 2007; Roos et al., 2007). Die Mutation von p53 kdnnte in einer Aktivierung des
intrinsischen Signalwegs der Apoptose resultieren, der als weniger effizient als der extrinsische
Weg gilt (Batista et al., 2007; Roos et al., 2007). Bezieht man die Ergebnisse des Proliferations-
und Vitalitats-reduzierenden Effektes von TMZ auf den p53-Status der untersuchten SLGC-Linien,
kann diese Hypothese nicht eindeutig bestatigt oder widerlegt werden. Zwar lag bei der SLGC-
Linie T1442, bei der die Proliferation durch die alleinige TMZ-Behandlung um 80% reduziert wur-
de, ein wtp53 vor [ECsp-Proliferation 25uM TMZ], jedoch wurde bei T1389 trotz mutp53 ebenfalls
die Proliferation durch TMZ um 80% reduziert (Tab. 9; Tab. 10). Im Gegensatz dazu zeigte T1440
eine 20%ige Reduktion der Proliferation, obwohl wtp53 vorlag. Auch in Bezug auf die Vitalitat war
kein Vorteil des wtp53 erkennbar. In Kombination mit der Bestrahlung sanken die EDsq-
Proliferation (TMZ) und die EDs,-Vitalitat (TMZ) nur bei héheren Strahlendosen und nicht bei allen
SLGC-Linien, wobei der Effekt auf die Proliferation starker ausgepragt war (Tab. 10). Dabei kénn-

ten p53-abhéngige und/oder p53-unabhéingige Prozesse eine Rolle spielen.

In diesem Zusammenhang war auch die Reaktion von T1371 und T1495 interessant. Bei beiden
SLGC-Linien ist p53 mutiert. Im Falle der SLGC-Linie T1371 liegt die p53-Mutation R175H vor, bei
der SLGC-Linie T1495 die p53-Mutation R273H. Diese SLGC-Linien gehdren, wie oben kurz er-
wahnt, zur Gruppe der sog. ,,gain of function” p53-Mutanten. Solche Mutanten weisen ein erhdh-
tes Proliferationsvermogen, eine veranderte Zellvitalitdt und Therapieresistenz sowie eine gestei-

gerte Motilitat auf (Muller und Vousden, 2014). In T1371-Kulturen ist zudem der mgmt-Promotor
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hypomethyliert, bei T1495 liegt ein m/u-Status vor. Zu erwarten gewesen ware ein schlechteres
Ansprechen der beiden Linien sowohl auf TMZ als auch auf die Doppelbehandlung, zumal eine
rezente Studie zeigte, dass mutiertes p53 die Chemoresistenz durch ein Hochregulieren der
MGMT-Expression verstarken konnte (Wang et al., 2013). Dennoch konnte TMZ [T1371: ECsq
> 200uM; T1495: ECsq 2 100uM] bei diesen beiden Linien den antiproliferativen Effekt der Be-
strahlung [T1371: EDsq: 10-20Gy; T1495: EDsy: < 10 Gy] bei niedrigen Strahlendosen [EDsy, (TMZ)
<5 Gy] steigern (Tab. 10). Der Effekt auf die Vitalitdtsreduktion war bei beiden SLGC-Linien weni-
ger stark ausgepragt. Um die ECsp-Vitalitdt zu erreichen, waren héhere TMZ-Konzentrationen
erforderlich [T1371: > 300uM; T1495: < 200uM]. Die EDsq wurde in Bezug auf die Vitalitdat mit
alleiniger Bestrahlung bei beiden SLGC-Linien auch mit 20 Gy nicht erreicht. Durch die Kombinati-
onsbehandlung von 200pM TMZ mit einer Bestrahlung von 20 Gy wurde bei T1371 eine 45%ige
Reduktion der Vitalitat erzielt, bei T1495 wurde die ED5o (TMZ) mit 10 Gy erreicht. Derzeit werden
im Labor die Effekte von alleiniger Bestrahlung und Doppelbehandlung auf den Zellzyklus und
DNA-Reparaturmechanismen untersucht. Es wurde beobachtet, dass sowohl in T1371- als auch in
T1495-Kulturen trotz mutp53 nach der Bestrahlung Kinasen wie ATM und Chk1/Chk2 aktiviert
werden. Diese Vorgange laufen jedoch deutlich langsamer ab als in der etablierten SLGC-Linie
U87, die ein wtp53 aufweist (C. Zechel, personliche Mitteilung). Das bessere Ansprechen der
SLGC-Linie T1495 auf die Kombinationsbehandlung im Vergleich zur Linie T1371 ist vermutlich
eher auf den m/u-MGMT-Status von T1495 als auf den Unterschied in der p53-Mutation (R175H
versus R273H) zurlickzufihren. Durch den geringen Methylierungsgrad des mgmt-Promotors in
T1495-Kulturen im Vergleich zur fehlenden Methylierung des mgmt-Promotors in T1371-Kulturen
sollte in T1495-Kulturen die MGMT-Expression niedriger sein und diese SLGC-Linie somit auf iden-
tische TMZ-Konzentrationen besser reagieren als die SLGC-Linie T1371. In der vorliegenden Arbeit
erfolgten aus diesem Grunde die Behandlungen von T1371 mit 200uM TMZ, diejenigen von T1495
dagegen mit 100uM TMZ.

Die SLGC-Linien T1338 und T1440, die beide einen hypermethylierten mgmt-Promotor aufweisen,
unterschieden sich hinsichtlich ihres p53-Status. Bei T1440 ware aufgrund des wtp53 ein gutes
Ansprechen auf die Doppelbehandlung zu erwarten gewesen, da hier p53-induzierte Reparatur-
prozesse effizient ablaufen sollten. Diese SLGC-Linie erwies sich nach alleiniger Bestrahlung als
radioresistent [EDso-Proliferation/Vitalitat nicht erreicht]. Durch die Gabe von 50uM TMZ zuséatz-
lich zur Bestrahlung mit 20 Gy wurde eine geringe, aber signifikante Reduktion der Proliferation
(T50/Gy20: - 35%) und der Vitalitat (T50/Gy20: -40%) erzielt. Es ist aufgrund des hypermethylier-
ten mgmt-Promotors davon auszugehen, dass der Effekt primar TMZ-vermittelt induziert wurde.
Die SLGC-Linie T1338 wiederum erwies sich in Bezug auf die Proliferation als relativ chemo- und

radiosensibel [ECsy < 25uM TMZ; EDsy < 2 Gy], wobei erneut der Vitalitats-reduzierende Effekt
98



weniger stark ausgepragt war [ECsqg 100uM TMZ; EDsq nicht erreicht]. In der Kombinationsbehand-
lung von 50uM und einer Bestrahlung mit 20 Gy konnte hier knapp die EDsy-Vitalitat erzielt wer-
den (Tab. 10). Hinsichtlich der SLGC-Linie T1338 besteht die Moglichkeit einer monoallelischen
Veranderung im p53-Gen in einer Subpopulation von Zellen (Bachelorarbeit C. Geisler, 2015), die

durch weitere Experimente lberprift werden muss.

Die Ubrigen in der Doppelbehandlung untersuchten SLGC-Linien (T1442, T1447, T1452, T1495,
T1522) wiesen einen m/u-MGMT-Status auf, wobei wie oben bereits erwadhnt unklar ist, wie sich
das Verhaltnis von hyper- zu hypomethyliertem mgmt-Promotor darstellt. Drei dieser SLGC-Linien
(T1447,T1452, T1495) wiesen ein mutp53 auf. Grundsétzlich wiesen die Doppelbehandlungen bei
diesen drei SLGC-Linien im Vergleich zu den SLGC-Linien mit einem hypo- oder hypermethylierten
mgmt-Promotor eine bessere Effektivitat auf, das heit, die Effektivitdt der Einzelbehandlung
konnte durch TMZ bzw. die Bestrahlung deutlich gesteigert werden (Tab. 10). In Bezug auf den
antiproliferativen Effekt der Doppelbehandlung fiel auf, dass bei der SLGC-Linie T1442 (m/u-Status
flir MGMT) die EDsy-Proliferation in Anwesenheit von 100 UM TMZ bereits bei < 2 Gy erreicht
wurde, bei der Linie T1495 (m/u-Status fur MGMT) mit 100uM TMZ jedoch erst bei < 5 Gy. Dies
konnte einerseits darauf zurtickgefiihrt werden, dass sich die SLGC-Linie T1442 aufgrund ihres
p53-Status bei identischer TMZ-Konzentration als weniger strahlenresistent erwies als die Linie
T1495 (T1442: wtp53; T1495: p53 Mutation R273H) und daher bereits bei niedrigerer Strahlendo-
sis ein Zellzyklusarrest induziert wurde. Da die p53 Mutation R273H zur Gruppe der ,gain of func-
tion“-Mutationen gehort (Muller und Vousden, 2014), kénnte die p53-Mutation der SLGC-Linie
T1495 eine verstarkte Vitalitat und Therapieresistenz verliehen haben. Andererseits kdnnte trotz
des m/u-Status beider SLGC-Linien eine unterschiedliche Empfindlichkeit gegeniber TMZ vorlie-
gen, die p53- abhangig oder p53-unabhdngig wirken kénnte. Denkbar ware, dass in T1495-
Kulturen der Anteil an methyliertem mgmt-Promotoren groRer ist als bei T1442 und daher T1495
aufgrund einer hoéheren MGMT-Expression chemoresistenter als T1442 ist [T1442: ECsq-
Proliferation 100uM TMZ, ECso-Vitalitdt 2 100uM; T1495: ECsq-Proliferation = 100uM TMZ, ECso-
Vitalitdt < 200uM]. In diesem Zusammenhang ist interessant, dass die bei der Doppelbehandlung
mit 100uM TMZ und niedrigen Strahlendosen beobachtete unterschiedliche Responsivitdt von
T1442 und T1495 hingegen bei einer Behandlung mit 100uM TMZ und 10 Gy nicht mehr beobach-
tet wurde (Tab. 10). Insgesamt bestatigte die vergleichende Analyse von T1442 und T1495 die
oben formulierte Schlussfolgerung, dass in Kombination mit TMZ bei niedrigen Strahlendosen im
Gegensatz zu hohen eine effektivere Wirkung auftritt. Diese Vermutung wurde auch durch den
Vergleich von T1447 und T1495 weiter erhartet. Im Vergleich der SLGC-Linien T1447 und T1495
[T1447: mutp53; T1495: p53-Mutation R273H] stellte sich heraus, dass die Doppelbehandlung bei

T1495 [ED5o(TMZ) <5 Gy] einen starkeren inhibierenden Effekt auf die Proliferation als bei T1447
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[EDso(TMZ) < 10 Gy] hatte. In Bezug auf den Vitalitats-reduzierenden Effekt verhielt es sich bei
diesen beiden SLGC-Linien jedoch invers [T1447: ED5o(TMZ) < 2 Gy; T1495: ED5o(TMZ) 10Gy]. Dies
kénnte ebenfalls darauf zuriickgefiihrt werden, dass T1495 nach Bestrahlung durch die ,gain of
function“-Mutation R273H ein gesteigertes p53-Level aufwies und DNA-Reparaturmechanismen
effektiv induziert wurden (C. Zechel, personliche Mitteilung; Daten nicht publiziert). Zudem ware
es denkbar, dass bei T1495 der Anteil an hypomethyliertem mgmt-Promotor gréRer als bei T1447
und daher aufgrund einer hoheren MGMT-Expression T1495 chemoresistenter als T1447 ist
[T1447: ECso-Proliferation < 100uM TMZ, ECso-Vitalitat 100uM; T1495: ECso-Proliferation 2 100uM
TMZ, ECs-Vitalitdat < 200uM]. Die SLGC-Linie T1452, die als bona-fide SLGC-Linie angesehen wer-
den kann, zeigte in Bezug auf die Vitalitat kein verbessertes Ansprechen auf die Bestrahlung in der
Doppelbehandlung. Dabei ist unklar, ob dies eher mit den Stammzelleigenschaften, dem p53-

Status oder unbekannten Mechanismen assoziiert ist.

Die oben diskutierten Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass die Moglichkeit, die durch die
Bestrahlung erzielten Proliferations- und Vitalitats-reduzierenden Effekte durch TMZ zu steigern,
primar durch den MGMT-Status der SLGC-Linien determiniert wird. Die Bedeutung des p53- und
PTEN- Status war weniger klar. Eine deutliche Verminderung der EDsy-Proliferation und EDsq-
Vitalitat schien jedoch nicht mit der Expression von PTEN zu korrelieren. So wurde die EDsq-
Proliferation von T1371, T1442 und T1495 [alle EDsy-Proliferation <10Gy] durch TMZ bereits mit 2-
5 Gy erreicht, wobei nur T1495 PTEN exprimierte. Dies wirde einer kiirzlich formulierten Hypo-
these widersprechen, dass ein PTEN-Verlust eine effektivere TMZ-Behandlung bewirkt (Carico et

al., 2012).

Wie bereits fiir die Effekte der alleinigen Bestrahlung besprochen, kann auch im Falle der Doppel-
behandlung nur mittels zusatzlicher Analysen lber das Zusammenwirken der diversen Faktoren
eine Aussage erfolgen. So kdnnte ein selektiver knock down von PTEN in den besonders interes-
santen SLGC-Linien erfolgen. Nachfolgend kdnnten diese mit small molecules, wie z.B. ISA27
[(3R,7aR)6-(4-chlorobenzyl)-1H-spiro[imidazo[1,5-c]thiazole-3,30-indoline]-20,5,7(6H,7aH)-trione]
oder SM13 [5-bromo-3’-(cyclohexane carbonyl)-1-methyl-2-oxos-piro[indoline-3,2’-thiazolidine],
behandelt werden, die selektiv iber MDM2 (engl.: mouse double minute 2-Homolog) den p53-
Signalweg inhibieren (Bertamino et al., 2013; Costa et al., 2013; Gomez-Monterrey et al., 2010;
Sorriento et al., 2015; Zhao et al., 2015). Analog wére die Bedeutung des Grades an Stammzellei-
genschaften zu klaren, indem z.B. die Responsivitadt einer SLGC-Linie mit einem Sox2-knock down

mit der derjenigen der korrespondierenden Wildtyp-SCLG-Linie verglichen wiirde.

In jedem Fall kann geschlussfolgert werden, dass nicht ,die SLGC” existiert, sondern eine Vielzahl

von SLGC-Phanotypen, die sehr unterschiedlich auf die Radiochemotherapie reagieren. Dabei
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ordnen sich die beiden von GSarcs abgeleiteten SLGC-Linien, wie schon bei anderen im Labor
durchgefiihrten Untersuchungen beobachtet (Dissertation |. Choschzick, Bachelor- und Master-
arbeiten), gut in die Gruppe der SLGCs aus GBMs ein. Hinsichtlich des antiproliferativen Effektes
dhnelte die GSarc-Linie T1371 der GBM-Linie T1389. Wenngleich auch die ED5y-Proliferation nach
alleiniger Bestrahlung differierte (T1371: EDsg-Proliferation < 10 Gy; T1389: EDs,-Proliferation
20 Gy), wurde durch die Kombinationsbehandlung ein dhnlich ausgepragter antiproliferativer
Effekt erzielt [T1371: EDso(TMZ) 5 Gy; T1389: EDso(TMZ) < 5Gy]. In Bezug auf den Vitalitats-
reduzierenden Effekt erwiesen sich die beiden SLGC-Linien als dhnlich behandlungsresistent (Tab.
10). Die GSarc-Linie T1447 stellte sich zwar hinsichtlich des antiproliferativen Effektes sowohl auf
die alleinige Bestrahlung als auch die Kombinationsbehandlung im Vergleich zur GSarc-Linie T1371
sowie den Ubrigen SLGC-Linien mit einem m/u-Status (T1442, T1495, T1522) als resistenter dar,
dhnelte diesen jedoch in ihrem Ansprechen in Bezug auf den Vitalitats-reduzierenden Effekt in der
Kombinationsbehandlung (Tab. 10). Diese Ergebnisse widersprechen somit den Vermutungen der

Arbeitsgruppe Han et al. (2010), die GSarcs als eine eigenstandige Tumorentitdt ansehen.

5.3. Effekt der Behandlungsregime

Der dritte Teil dieser Arbeit untersuchte die Fragestellung, ob die unmittelbare Koapplikation von
ionisierender Strahlung und TMZ in Bezug auf Proliferation, Vitalitat, Zelltod und Zellzyklus effizi-
enter ist als eine zeitlich versetzte Behandlung. Dabei wurden die Effekte einer zur Bestrahlung
um 24h versetzten TMZ-Gabe im Vergleich zur zeitgleichen TMZ-Behandlung untersucht. Es wur-
den fiinf SLGC-Linien ausgewabhlt, die in den vorangegangenen Analysen ein gutes Ansprechen auf
die einfache Bestrahlung und die Doppelbehandlung zeigten. So wiesen die SLGC-Linien T1389
und T1447 ein gutes Ansprechen auf die alleinige Bestrahlung hinsichtlich Proliferation und Vitali-
tat auf, wobei in den Doppelbehandlungen diesbeziiglich der Effekt des TMZ dominierte. Im Un-
terschied dazu wurde bei der SLGC-Linie T1522 bereits durch die alleinige Bestrahlung ein derart
ausgepragter Effekt auf die Proliferation und die Vitalitat beobachtet, dass die Reduktion durch
die zusatzliche TMZ-Behandlung nicht weiter verstarkt wurde. Somit Gberwog bei T1522 der Ef-
fekt der Bestrahlung. Bei T1495 wurde der Effekt der alleinigen Bestrahlung auf die Proliferation
und die Vitalitat durch die Doppelbehandlung eindeutig gesteigert, wenn auch ein additiver Effekt
nicht erreicht wurde. Hier wurde in Bezug auf die Proliferation der starkste Effekt bei niedrigen

Strahlendosen (2 und 5 Gy) beobachtet, in Bezug auf die Vitalitat dagegen bei 10 Gy.

Bei der Interpretation der durch die zeitversetzte Behandlung gewonnenen Daten ist zu bertck-

sichtigen, dass die Messungen der beiden Behandlungsregime methodenbedingt an unterschiedli-
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chen Tagen stattfinden mussten, da das Behandlungsregime B (= zeitversetzt) eine um 24 h verz6-
gerte TMZ-Gabe vorsah. Damit die Wirkung des TMZ in Bezug auf die Proliferation und die Vitali-
tat vergleichbar war, wurden die Messungen (BrdU-ELISA, MTT-Assay) der verschiedenen Parame-
ter bei der um 24 h versetzten TMZ-Gabe (Regime B; Messung an Tag d5) einen Tag nach denen
der zur Bestrahlung zeitgleichen TMZ-Gabe (Regime A; Messung an Tag d4) durchgefiihrt. Die
Analysen zu Zelltod und Zellzyklus fanden ausschlieRlich an Tag d3 statt, da in KulturgefaRen mit
starkem Zellwachstum Zelldichte-abhangige Effekte auftreten, die die Effekte der Behandlungen
in den Analysen Uberlagern kdnnten. Dabei ist primar an die unbehandelten Kontrollen zu den-
ken, aber auch die Ansatze mit suboptimalen TMZ-Konzentrationen oder Strahlendosen kdnnten

einen konfluenten Zellrasen bilden.

Die Wirkung der Bestrahlung war in Bezug auf den antiproliferativen Effekt bei allen vier unter-
suchten SLGC-Linien (T1389, T1447, T1454, T1522) bei Regime B mit 20 Gy stdrker ausgepragt.
Auch in Bezug auf den Vitalitats-reduzierenden Effekt war eine dhnliche, allerdings geringer aus-
gepragte Tendenz zu Regime B zu beobachten. Lediglich bei T1447 war kein Unterschied zwischen
den beiden Behandlungsregimen beobachtbar. Hinsichtlich der zeitlichen Abfolge der TMZ-
Zugabe war damit kein eindeutiges Ergebnis festzustellen. Bei einer (T1454) von vier untersuchten
SLGC-Linien wurde in Bezug auf den antiproliferativen Effekt ein Vorteil flr die zeitgleiche Be-
handlung mit ionisierender Strahlung und TMZ beobachtet. Somit kénnte dieses Behandlungsre-
gime bei einer Untergruppe von SLGCs eine Bedeutung fiir die Responsivitdt haben. Bei einer
weiteren SLGC-Linie (T1389) wurde beobachtet, dass ein zusatzlicher Effekt von TMZ auf eine
strahleninduzierte Reduktion der Proliferation bei zeitgleicher Behandlung effizienter ist. Umge-
kehrt schien jedoch bei dieser SLGC-Linie der zusatzliche Effekt der Bestrahlung auf die durch
TMZ-induzierte Reduktion der Proliferation bei zeitversetzter Behandlung effizienter. Bei den
anderen beiden SLGC-Linien (T1447, T1495) war kein Vorteil der einen oder anderen Behand-
lungsstrategie erkennbar. Im Gegensatz zum BrdU-ELISA ergaben sich im MTT-Assay keine eindeu-
tigen Hinweise darauf, dass die Behandlungsstrategie eine Rolle spielt, obwohl die Kombinations-
behandlung die Vitalitat etwas starker reduzierte als die alleinige Bestrahlung. Lediglich bei T1389
kdénnte, wie auch schon z.T. im BrdU-ELISA beobachtet, die zeitgleiche Behandlung tendenziell von
Vorteil sein, da hier die Kombinationsbehandlung die Vitalitat starker als die alleinige Bestrahlung

beeintrachtigte.

Indikatoren fir die Induktion von Zelltod durch eine in vitro-Therapie sind sowohl eine gesteigerte
Freisetzung der Laktatdehydrogenase (LDH) als auch die proteolytische Spaltung des DNA-
Reparaturenzyms Poly(ADP-ribose)-Polymerase 1 (PARP-1). Die Anwesenheit der geschnittenen
Form von PARP-1 (cl PARP-1) ist ein Indikator flir Apoptose, da die Proteolyse von PARP-1 durch
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die Effektorcaspase-3 vermittelt wird, die wiederum ein zentraler Bestandteil des apoptotischen
Signalwegs ist (Galia et al., 2012; Ouyang et al., 2012). Fir keine der beiden im LDH-Assay unter-
suchten SLGC-Linien (T1389, T1522) war ein eindeutiger Vorteil der Doppelbehandlung im Ver-
gleich zur alleinigen TMZ-Behandlung oder Bestrahlung erkennbar, weder im zeitgleichen, noch
im zeitversetzten Ansatz. Da die Untersuchung nur einmal durchgefiihrt wurde, ist eine Interpre-

tation schwierig. Zudem ist zu vermuten, dass experimentelle Probleme vorlagen.

In den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Analysen des PARP-1-Proteins wurde insgesamt
eine nur geringe Auspragung der proteolytischen Spaltung von PARP-1 detektiert. Eine Induktion
der PARP-1-Proteolyse nach TMZ-Gabe oder Bestrahlung war lediglich bei T1389 erkennbar, wo-
bei hier eine geringfligig bessere Effektivitat fir die zeitgleiche Behandlungsstrategie auftrat. Bei
T1495 und T1522 konnte keine verstarkte Induktion der Spaltung von PARP-1 nach der Kombina-
tionsbehandlung beobachtet werden. Bei T1495 wurde sogar im Verhaltnis zur DMSO-Kontrolle
eher ein Anstieg des Anteils an ungespaltenem PARP-1-Protein beobachtet. lonisierende Strah-
lung induziert vor allem Doppelstrangbriiche, die in Tumorzellen zu einer Aktivierung von PARP-1
und nachfolgend zu einer DNA-Reparatur fiihren (Galia et al., 2012; Sabbatino et al., 2014). Dies
wirde den Anstieg an ungespaltenem PARP-1-Protein sowohl nach alleiniger Bestrahlung als auch
nach der Kombinationsbehandlung bei T1495 erklaren. Insgesamt erbrachten die Ergebnisse Hin-
weise darauf, dass die Doppelbehandlung bei den wenigsten Zellen effizient apoptotische Vor-
gange einleitete. Literaturangaben zufolge kann die kombinierte TMZ- und Strahlenbehandlung
bei einigen SLGC-Linien eher zu einer Aktivierung von PARP-1-vermittelten DNA-
Reparaturmechanismen und damit zu einem Uberleben der Zellen fiihren (Galia et al., 2012;
Sabbatino et al., 2014). Die durch TMZ induzierte Apoptose ist abhdngig vom MGMT- und p53-
Status, der Proliferationsrate sowie der Reparatur von Doppelstrangbriichen (Roos et al., 2007).
Wie jedoch schon oben diskutiert, wurde im Rahmen dieser Arbeit keine eindeutige Korrelation
zwischen dem p53-Status und der Effektivitat der Behandlungsmodi erkannt. Dies ist moglicher-
weise darauf zuriickzufiihren, dass die in den SLGC-Linien vorhandenen verschiedenen p53-
Mutationen unterschiedliche Auswirkungen haben und verschiedenste zelluldre Prozesse beein-

flussen kénnen (Muller und Vousden, 2014).

Wie oben besprochen, wurde nur in sehr geringem MaRe durch die Kombinationstherapie
Apoptose ausgelost. Dabei muss bericksichtigt werden, dass die Analysen hinsichtlich des Zellto-
des mittels LDH-Assay und Western Blot zu einem friihen Zeitpunkt [48h (Regime B) bzw. 72h
(Regime A)] an Tag d3 nach der Behandlung stattfanden. Da der Vorgang der Apoptose als spéte
Zellantwort angesehen wird, die mehr als 120 h nach der Behandlung einsetzt (Firat et al., 2011;

Roos et al., 2007), ware es sinnvoll, in einer neuen Versuchsreihe mit ansonsten gleichem experi-
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mentellen Aufbau die Messungen friihestens nach 120h durchzufiihren. Weiterhin sind die Para-
meter LDH-Freisetzung und PARP-1-Spaltung allein nur zwei Effekte eines komplexen Weges, der
letztendlich zum Zelltod fiihrt. Es wére daher sinnvoll, im Weiteren die DNA-Fragmentierung (mit-
tels TUNEL-Assay; engl.: TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling-Assay) sowie die Aktivierung
verschiedener Caspasen (z.B. mittels Western Blot-Analysen) zu untersuchen. Die im MTT-Assay
beobachtete leichte Reduktion der Vitalitdt konnte aber einen zusatzlichen, wenn auch schwa-
chen Hinweis auf eine beginnende Apoptose liefern. Die Messungen erfolgten an Tag d4 bzw. Tag
d5, also nach 96 und 120h. Méglicherweise ware eine Reduktion der Vitalitdt ausgepragter, hatte
man die Messungen stattdessen Tag d6 und Tag d7 durchgefiihrt. Dennoch sind die im Rahmen
des MTT-Assays gewonnenen Daten stets kritisch zu sehen, da die Spezifitdt des Tests sehr gering

ist (Beier et al., 2011).

Da sowohl TMZ als auch ionisierende Strahlung statt einer Apoptose einen Zellzyklusarrest auslo-
sen kénnen (Beier et al., 2011; Cho et al., 2013; Hirose et al., 2001a; Hirose et al., 2001b; Rich,
2007), wurden zusatzlich die Auswirkungen der Kombinationstherapie auf den Zellzyklus am Bei-
spiel von drei SLGC-Linien (T1389, T1495, T1522) untersucht. Es stellte sich die Frage, ob die Be-
strahlung oder die TMZ-Gabe die Abldufe in der Zelle derart hemmt, dass die einzelnen oder
kombinierten Behandlungen sich gegenseitig verstarken oder hemmen. Eine Moglichkeit ware die
Induktion eines Zellzyklusarrests durch die Bestrahlung in einigen Zellen der untersuchten Kultu-
ren, wodurch die weitere Induktion einer Proliferationsreduktion der tbrigen Zellen durch TMZ
abgeschwacht oder gehemmt wirde. Ebenso ware es umgekehrt denkbar, dass ein durch TMZ
induzierter Zellzyklusarrest den antiproliferativen Effekt der Bestrahlung negativ beeinflussen
konnte. Gemal dieser Hypothese wiirde der Zeitpunkt der TMZ-Gabe bezogen auf die Bestrah-
lung eine Rolle fiir den Behandlungserfolg spielen, da dieser auf sich teilende Zellen angewiesen

ist (Pajonk et al., 2010).

Untersucht wurde der Zellzyklus von drei SLGC-Linien (T1389, T1495, T1522) mittels durchflusszy-
tometrischer Analysen Propidiumiodid-markierter SLGC-Linien. Zum einen wurde Uber den Anteil
an sich im Zellzyklus befindender Zellen das Verhaltnis der Lebend- zur Totfraktion bestimmt. Zum
anderen wurde die Verteilung der Zellen auf die einzelnen Zellzyklusphasen (G0/G1, S, G2) nach
alleiniger Bestrahlung sowie nach der Doppelbehandlung mit zeitgleicher und einer um 24h ver-
setzten TMZ-Zugabe untersucht. Im Hinblick auf die Verteilung der Zellen in der Lebend- und Tot-
fraktion ergab sich kein einheitliches Bild. Sowohl die zusatzliche Gabe von TMZ als auch der Zeit-
punkt der TMZ-Zugabe wirkten sich in Bezug auf die Reduktion der Lebendfraktionen der drei
untersuchten SLGC-Linien unterschiedlich aus. Ein zusatzlich reduzierender Effekt durch TMZ

wurde bei T1389 nach zeitgleicher Behandlung (T200/Gy10) im Vergleich zur alleinigen Bestrah-
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lung festgestellt. Die alleinige Bestrahlung fihrte in T1495-Kulturen zwar zu einem Riickgang der
Lebendfraktion, jedoch bewirkte die zusatzliche TMZ-Gabe unabhangig vom Zeitpunkt der Zugabe
keine weitere Reduktion des Anteils an sich im Zellzyklus befindenden, lebenden Zellen. Es war
sogar unerwartet eine VergroRerung der Lebendfraktion in der T1495-Kultur nach der Kombinati-
onsbehandlung zu beobachten. In T1522-Kulturen war der reduzierende Effekt der Doppelbe-
handlung auf den Anteil der Lebendfraktion bei T100/Gyl0 geringer als im Ansatz
T100/Gy10(24h). Grundsatzlich wurde bei T1522 durch die Doppelbehandlung der Anteil der Le-

bendfraktion starker verringert als nach alleiniger Bestrahlung.

Da bei T1522 nach der Doppelbehandlung ein sehr hoher Anteil toter Zellen vorlag, war eine Ana-
lyse der Verteilung der Zellen in den Zellzyklusphasen nicht moéglich. Im Gegensatz dazu ergab sich
flir T1389 und T1495 im Hinblick auf den Einfluss der alleinigen Bestrahlung und der Doppelbe-
handlung auf den Zellzyklus ein Gbereinstimmendes Ergebnis. So wurde durch die beiden Behand-
lungsmodi ein partieller G2-Arrest induziert. Zudem wurde eine Zunahme von Zellen mit einem
DNA-Gehalt >4n beobachtet. Wahrend die Werte der zeitversetzten TMZ-Zugabe zur Bestrahlung
denen der alleinigen Bestrahlung in etwa entsprachen, wurde nach der zeitgleichen TMZ-Zugabe
lediglich ein geringfligig hoherer Anteil an sich in der G2-Phase befindenden Zellen und ein gering-
fligig niedrigerer Anteil im Bereich >4n beobachtet. Somit lasst sich hinsichtlich der Induktion

eines G2-Arrests kein eindeutig erkennbarer Vorteil flr eines der Behandlungsregime feststellen.

Die Induktion der Zellzyklusinhibitoren p21“PY"WA™ ynd p27"?* erfolgte hingegen in den drei unter-
suchten Linien unterschiedlich. Die Bestrahlung mit 10 Gy steigerte die p21“PY"W*"LLevel in der

SLGC-Linie T1522, nicht aber in den beiden SLGC-Linien T1389 und T1495. Dagegen erhohte 10 Gy

Kipl

Ubereinstimmend in allen drei SLGC-Linien das p27 " -Level, wenn auch in unterschiedlich starker

Auspragung. TMZ bewirkte einen Anstieg des p21“PY/WA™_|evels in T1495 und T1522, nicht aber in
T1389. Es erhéhte jedoch in allen Analysen in Gegenwart von 10 Gy das p27"**-Level. Die zeitglei-
che versus zeitversetzte Behandlung mit TMZ relativ zur Bestrahlung fiihrte wiederum zu vonei-
nander abweichenden Ergebnissen. So war der Anstieg des Levels von p21“PYWA™ in der T1495-
Kultur starker bei zeitgleicher Doppelbehandlung, in der T1522-Kultur jedoch starker bei zeitver-

Kip1

setzter Doppelbehandlung. Die Level von p27™"" waren in zwei Fallen (T1389, T1495) geringfligig

Kip1

héher, wenn die TMZ-Gabe um 24h verzogert erfolgte. In einem Fall (T1522) war das p27™""-Level

kPl yerhindert eine

hoher, wenn die Behandlung zeitgleich erfolgte. Die Uberexpression von p27
CDK (Zyklin-abhangige Kinase)-Aktivierung und somit einen Eintritt in die S-Phase (Abukhdeir und
Park, 2008), so dass bei T1522 zumindest nach zeitgleicher Behandlungsstrategie der Zellzyklusar-

rest nicht unwahrscheinlich ist.
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Grundsitzlich sind die divergierenden Expressionslevel von p21“PYWA™ ynd p27""* unterschiedlich

interpretierbar. p21°PYWAR

weist verschiedene Wirkmechanismen auf. Es besitzt die Fahigkeit
sowohl in der Funktion eines ,Onkogens” Apoptose zu inhibieren, als auch p53-abhangig oder
p53-unabhdngig Apoptose in der Funktion eines ,Tumorsuppressors” in bestimmten Stresssitua-
tionen zu induzieren (Kreis et al., 2014). Demnach kénnte p21“°Y"A™ je nach seinem Expressions-
level sowohl Apoptose als auch einen Arrest in der G1-Phase induzieren (Abbas und Dutta, 2009).
Anhand der in dieser Arbeit erhaltenen Daten ist bei den drei untersuchten SLGC-Linien jedoch
von einem G2-Arrest mit ggf. nachfolgender Apoptose auszugehen. Bei den lbrigen SLGC-Linien,
die nicht auf Zellzyklus und Apoptose untersucht wurden, ware aufgrund ihres geringen Anspre-
chens auf die Behandlung ein G1-Arrest denkbar, da ionisierende Strahlung insbesondere auf die

Zellen einen Effekt zeigt, die sich in der M- oder G2-Phase des Zellzyklus befinden (Pajonk et al.,
2010).

Als Erklarungsmoglichkeit fiir ein niedriges Expressionslevel von p27“"* bei T1522 nach der zeit-
versetzten Strategie kann neben einem experimentellen Fehler die subzelluldre Lokalisation und
die damit verbundenen veradnderten Eigenschaften in Betracht gezogen werden. So postulierten

einige Arbeitsgruppen, dass zytoplasmatisch lokalisiertes p27 **

durch eine Hemmung von GRB2
(engl.: growth factor receptor-bound protein 2) die Funktion des RAS modifiziert und folglich als
,Onkogen” wirkt. Durch eine Verstarkung der Zellmigration fordert p27Ki'Ol die Metastasierung
(Abukhdeir und Park, 2008; Lee und Kim, 2009). Méglicherweise kénnte p27Kipl bei den hier un-
tersuchten Zellen ebenfalls zytoplasmatisch lokalisiert sein, so dass es hier nicht in der Rolle eines
Zellzyklusinhibitors und Tumorsuppressors fungiert und seine Expression somit nicht gesteigert
wird. Eine Analyse zur subzelluldren Lokalisation von p21“PYWAF ynd p27""* wurde nicht durchge-
flhrt. Aufgrund des guten Ansprechens von T1522 auf die Doppelbehandlung ist bei dieser SLGC-

Kipl

Linie von einer Lokalisation von p27™"" im Zytoplasma jedoch nicht auszugehen.

Cipl/WAFL |\

Der p21“PYWARL ynd p27"PL- vermittelte Zellzyklusarrest sowie die Fahigkeit von p21
p27Kipl sowohl als ,Tumorsuppressor” als auch als ,Onkogen” zu wirken, kénnten somit eine wich-
tige Ursache fiir die Therapieresistenz der Glioblastome darstellen. Dies wird bereits bei Brust-

krebs diskutiert (Abukhdeir und Park, 2008).

5.4. Konklusion und Ausblick

In dieser Arbeit wurden zum einen die Auswirkungen ionisierender Strahlung auf SLGCs hinsicht-
lich Proliferation und Vitalitdt anhand von Dosiswirkungskurven untersucht. Zum anderen wurde
ermittelt, ob in der Kombinationsbehandlung der Radiochemotherapie sowohl die TMZ-
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Applikation die Wirkung der Bestrahlung verstarken kann als auch umgekehrt die Bestrahlung die
Wirkung der TMZ-Behandlung. Zusatzlich wurde untersucht, inwieweit der Zeitpunkt der TMZ-

Zugabe im Verhaltnis zur Bestrahlung eine Rolle spielt.

Die Auswirkungen der alleinigen Bestrahlung waren dosisabhangig. Dosen unter 10 Gy zeigten nur
bei zwei von acht SLGC-Linien einen hemmenden Effekt auf die Proliferation und fiihrten bei kei-
ner Linie zu einer Induktion von Apoptose. Die EDs lag hinsichtlich der Proliferation bei zwei der
untersuchten SLGC-Linien bei 2 bzw. 5 Gy, bei drei Linien wurde sie mit 10 Gy, bei zwei Linien mit
20 Gy erreicht. Bei einer Linie wurde die EDsy auch mit 20 Gy nicht erreicht. Hinsichtlich der Vitali-
tat wurde die EDsg bei keiner der SLGC-Linien mit 20 Gy erreicht. Grundsatzlich war die Hemmung
der Proliferation ausgepragter als die Reduktion der Vitalitat und die Induktion von Zelltod. In
Kombination mit der Bestrahlung zeigte TMZ nur bei niedrigen Strahlendosen einen zuséatzlichen
Proliferations- und Vitalitats-reduzierenden Effekt, der bei den untersuchten SLGC-Linien unter-
schiedlich stark ausgepragt war. Umgekehrt verstarkte die Bestrahlung die Wirkung von TMZ in
der Mehrheit der SLGC-Linien nur bei hohen Strahlendosen, wenn die Effektivkonzentration (ECs)
eingesetzt wurde. Die zeitgleiche TMZ-Gabe und Bestrahlung zeigte im Vergleich zur um 24h ver-
zogerten TMZ-Applikation keine signifikanten Unterschiede. Insgesamt sind die Ergebnisse dahin-
gehend zu interpretieren, dass TMZ bei suboptimaler Bestrahlung die Gliomtherapie verbessert,

sofern die EDs, fiir die SLGCs erreicht wird.

Es ergaben sich Hinweise darauf, dass sowohl die Bestrahlung allein als auch die Kombinationsbe-
handlung bei einigen wenigen SLGC-Linien nicht nur die Proliferation beeintrachtigt, sondern
neben einem Zellzyklusarrest moglicherweise auch Zelltod auslost. Hinweise fiir einen eindeuti-
gen Vorteil einer zeitgleichen versus einer zeitversetzten Behandlungsstrategie ergab die Auswer-
tung jedoch nicht. Daher kann vermutet werden, dass der in der Klinik haufig verwendete 5 Tage
on- 2 Tage off- Rhythmus der Bestrahlung (Stupp et al., 2005) keine gravierende Auswirkung auf
das Ergebnis der Therapie hat. Allerdings sind die Daten mit drei SLGC-Linien (iber einen limitier-

ten Zeitraum zu vorldufig, um zu einer glltigen Aussage zu kommen.

Um diese Ergebnisse verifizieren zu kdnnen, misste einerseits eine groRere Anzahl an SLGC-Linien
untersucht, andererseits sollte auch der Versuchsaufbau optimiert werden. Die Messungen in
Bezug auf Proliferation, Vitalitdt und Zelltod fanden an zwei unterschiedlichen Tagen statt. Damit
ist beim Vergleich der Ergebnisse der zeitgleichen TMZ-Gabe versus der um 24h zeitversetzten
TMZ-Gabe zu beachten, dass die Kulturen des um 24h zeitversetzten Ansatzes einen Tag langer
proliferieren konnten, als die des zeitgleichen Ansatzes. Im Zuge dessen ware es sinnvoll, den
Zeitpunkt der Messungen zu standardisieren, moglicherweise auf den Tag d4. Darliber hinaus

miissten sowohl die Western Blot-Analyse als auch die Durchflusszytometrie zur Verifizierung der
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Ergebnisse mehrfach wiederholt werden. Sie wurden im Rahmen dieser Arbeit nur einmalig
durchgefiihrt, so dass die Diskussion auf jeweils einem Ergebnis beruht und die Aussagekraft die-
ser Daten daher gering ist. Zudem miusste vor dem Hintergrund der Induktion einer spaten

Apoptose ein spaterer Messzeitpunkt erwogen werden (siehe auch Kapitel 5.3).

Beziglich eines moglichen Zellzyklusarrests wurden im Rahmen dieser Arbeit bereits die Zellzyklu-
sinhibitoren p21“PYWA™ ynd p27"°! untersucht, sowie durchflusszytometrische Analysen Pro-
pidiumiodid-markierter SLGC-Linien durchgefiihrt. Um die gewonnenen Ergebnisse zu verifizieren
kénnten Analysen hinsichtlich der Checkpoint-Kinasen Chkl und Chk2 erfolgen. Sowohl ein Im-
munoblot zum Nachweis von Chk1 und Chk2 als auch ein Aktivitats-Assay wdren denkbar. Ferner
ware es moglich PTEN und die AKT-Kinase mittels Western Blot vor und nach der Behandlung zu
untersuchen, um eine behandlungsinduzierte Beeintrachtigung des EGFR/PI3K/AKT/mTOR-

Signalweges zu detektieren.

Die Untersuchungen hinsichtlich der Induktion von Apoptose ergaben lediglich Hinweise auf ein
geringes Ansprechen auf die Behandlung. Um diese Ergebnisse zu erharten, missten weiterflih-
rende Tests (Western Blot, Durchflusszytometrie) hinsichtlich des Apoptosesignalweges z.B. Uber
die Expression der Effektorcaspase-3 bestimmt werden oder tiber die Expression des tumorspezi-
fischen Proteins Survivin. Survivin hemmt u.a. die Apoptose und hat einen proliferationssteigern-
den Effekt (Ryan et al., 2009). Des Weiteren waren DNA-Analysen mittels Elektrophorese oder der
TUNEL-Assay (engl.: TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling-Assay) zum Nachweis von DNA-

Fragmentierung als Apoptose-Nachweis denkbar (siehe auch Kapitel 5.3).

Dariber hinaus ware es in Erwagung zu ziehen, die zeitliche Abfolge der TMZ-Zugabe in Bezug zur
Bestrahlung weiter zu modifizieren. Bereits 2009 wurden Vorteile einer der Bestrahlung um drei
Tage vorgezogenen TMZ-Gabe beobachtet (Chalmers et al., 2009). TMZ kdnnte somit moglicher-
weise die Radiosensitivitdat der Zellen weiter steigern. Um der in vivo-Situation etwas naher zu
kommen, koénnte die Simulation einer fraktionierten Bestrahlung erfolgversprechend sein und
weitere Aufschliisse in Bezug auf Zelltod und Zellzyklusarrest bringen. Es wurde bereits in vitro
gezeigt, dass die fraktionierte Bestrahlung als Hauptstimulus fir die Induktion von Zelltod fungiert

(Rubner et al., 2014).
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Abb. 17: Effekt der Bestrahlung mit gesteigerten Dosen in An- und Abwesenheit von Temozolomid (TMZ)
auf den Einbau von BrdU in die DNA. - BrdU-ELISA. DMSO diente als Losungsmittel fir die hydrophobe
Substanz TMZ. Die Dosis der Bestrahlung wurde in parallelen Ansdtzen von 2 auf 5, 10 und 20 Gray (Gy)
gesteigert. Die eingesetzten TMZ-Konzentrationen betrugen 50uM TMZ (T1338, T1440), 100uM (T1442,
T1447, T1495, T1522), 200uM (T1371, T1389, T1454). BrdU: 5-Brom-2‘-desoxyuridin; ELISA: enzymgekop-
pelter Immunadsorptionstest (engl.: enzyme-linked immunosorbent assay); DMSO: Dimethylsulfoxid; Gy:
Gray; TMZ: Temozolomid; T: Tumor.
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Abb. 18: Effekt ansteigender Strahlendosen auf den Einbau von BrdU in die DNA proliferierender SLGC-
Linien. - BrdU-ELISA. Die Bestrahlung erfolgte in parallelen Ansatzen (96-Lochplatten) mit 2, 5, 10 und 20
Gray (Gy). Eine 96-Lochplatte wurde nicht bestrahlt (0 Gy). Die Werte der unbehandelten Kontrollproben
wurden als 1 definiert und alle ibrigen Werte wurden relativ dazu dargestellt. Der Einbau des Basenanalo-
gons BrdU (5-Brom-2‘-desoxyuridin) in die DNA proliferierender Zellen wurde am Tag d5 mittels ELISA
(engl.: enzyme-linked immunosorbent assay; Enzym-gekoppelter Immunadsorptionstest) bestimmt. Darge-
stellt sind die Mittelwerte von 8 parallel untersuchten Proben und die Standardabweichung. Signifikante
Unterschiede wurden mit Hilfe des t-Tests in Relation zur unbestrahlten Kontrolle (0 Gy) bestimmt. * fiir
p<0,05, ** fiir p<0,005. BrdU: 5-Brom-2‘-desoxyuridin; ELISA: enzymgekoppelter Immunadsorptionstest
(engl.: enzyme-linked immunosorbent assay); Gy: Gray; T: Tumor
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Abb. 19: Effekt steigender Strahlendosen in Anwesenheit von Temozolomid (TMZ). Analyse der Prolifera-
tion von SLGC-Linien. - BrdU-ELISA. DMSO diente als Losungsmittel fir die hydrophobe Substanz TMZ. Die
relative optische Dichte in der unbestrahlten DMSO-Kontrolle wurde als 1 definiert. Die Dosis der Bestrah-
lung wurde in parallelen Ansdtzen von 2 auf 5, 10 und 20 Gray gesteigert. Die eingesetzten TMZ-
Konzentrationen betrugen 50uM (T1440), 100uM (T1442, T1447, T1495, T1522), 200uM (T1371, T1389).
Signifikante Unterschiede wurden mit Hilfe des t-Tests zwischen identisch bestrahlten Proben in An- und
Abwesenheit von TMZ ermittelt und mit *(p<0,05) und **(p<0,005) gekennzeichnet. BrdU: 5-Brom-2‘-
desoxyuridin; ELISA: enzymgekoppelter Immunadsorptionstest (engl.: enzyme-linked immunosorbent as-
say); DMSO: Dimethylsulfoxid; Gy: Gray; TMZ: Temozolomid; T: Tumor.
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Abb. 20: Effekt der Bestrahlung mit gesteigerten Dosen in An- und Abwesenheit von Temozolomid (TMZ)
auf die Vitalitdt von Gliomzellen. - MTT-Assay. DMSO diente als Losungsmittel fir die hydrophobe Substanz
TMZ. Die Dosis der Bestrahlung wurde in parallelen Ansédtzen von 2 auf 5, 10 und 20 Gray (Gy) gesteigert.
Die eingesetzten TMZ-Konzentrationen betrugen 50uM TMZ (T1338, T1440), 100uM (T1442, T1447, T1495,
T1522), 200uM (T1371, T1389, T1454). MTT: 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid;
DMSO: Dimethylsulfoxid; Gy: Gray; TMZ: Temozolomid; T: Tumor.
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Abb. 21: Effekt ansteigender Strahlendosen auf die Vitalitat von SLGC-Linien. - MTT-Assay. Die Bestrahlung
erfolgte in parallelen Ansatzen (96-Lochplatten) mit 2, 5, 10 und 20 Gray (Gy). Eine 96-Lochplatte wurde
nicht bestrahlt (0 Gy). Die Werte der unbehandelten Kontrollproben wurden als 1 definiert und alle tbrigen
Werte relativ dazu dargestellt. Die Umwandlung des Farbstoffes MTT [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid] in ein blauviolettes Formazan wurde am Tag d5 mittels des MTT-Assays be-
stimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte von 8 parallel untersuchten Proben und die Standardabweichung.
Signifikante Unterschiede wurden mit Hilfe des t-Tests in Relation zur unbestrahlten Probe (0 Gy) bestimmt:
* fiir p<0,05; **fiir p<0,005. Gy: Gray; MTT: 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid; T:
Tumor.
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Abb. 22: Effekt steigender Strahlendosen in Anwesenheit von Temozolomid (TMZ). Analyse der Vitalitat
von SLGC-Linien.- MTT-Assay. DMSO diente als Losungsmittel fir die hydrophobe Substanz TMZ. Die relati-
ve optische Dichte in der unbestrahlten DMSO-Kontrolle wurde als 1 definiert. Die Dosis der Bestrahlung
wurde in parallelen Ansatzen von 2 auf 5, 10 und 20 Gray (Gy) gesteigert. Die eingesetzten TMZ-
Konzentrationen betrugen 50uM (T1440), 100uM (T1442, T1447, T1495, T1522), 200uM (T1371, T1389).
Signifikante Unterschiede wurden mit Hilfe des t-Tests zwischen den bestrahlten Proben in An- und Abwe-
senheit von TMZ ermittelt und mit *(p<0,05) und **(p<0,005) gekennzeichnet. MTT: 3-(4,5-Dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium-bromid; DMSO: Dimethylsulfoxid; Gy: Gray; TMZ: Temozolomid; T: Tumor.
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Abb. 23: Einfluss der zeitlichen Abfolge von Bestrahlung und TMZ-Applikation auf die Proliferation von
SLGC-Linien (1). — BrdU-ELISA. (A): Zeitgleiche Behandlung mit ionisierender Strahlung und TMZ. (B): Zugabe
von TMZ 24h nach der Bestrahlung. DMSO diente als Lésungsmittel fir die hydrophobe Substanz TMZ. Die
optische Dichte des BrdU-Einbaus in der unbestrahlten DMSO-Kontrolle wurde als 1 definiert. Die TMZ-
Konzentrationen betrugen 50uM (T1495), 100uM (T1447) und 200uM (T1389, T1454). Signifikante Unter-
schiede (t-Test) wurden zwischen den bestrahlten Proben in An- und Abwesenheit von TMZ mit *(p<0,05)
und **(p<0,005) gekennzeichnet. BrdU: 5-Brom-2‘-desoxyuridin; ELISA: enzymgekoppelter Immunadsorpti-
onstest (engl.: enzyme-linked immunosorbent assay); DMSO: Dimethylsulfoxid; Gy: Gray; TMZ: Temozo-
lomid; T: Tumor.
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Abb. 24: Einfluss der zeitlichen Abfolge von Bestrahlung und TMZ-Applikation auf die Proliferation von
SLGC-Linien (I1). — BrdU-ELISA. (A): Zeitgleiche Behandlung mit ionisierender Strahlung und TMZ. (B): Zugabe
von TMZ 24h nach der Bestrahlung. DMSO diente als Losungsmittel fiir die hydrophobe Substanz TMZ. Die
optische Dichte des BrdU-Einbaus in der unbestrahlten DMSO-Kontrolle wurde als 1 definiert. Die TMZ-
Konzentrationen betrugen 50uM (T1495), 100uM (T1447) und 200uM (T1389, T1454). Signifikante Unter-
schiede (t-Test) wurden zwischen den unbestrahlten und den mit 10 Gy bestrahlten Proben sowie zwischen
den mit 10 Gy und mit 20 Gy bestrahlten Proben in An- und Abwesenheit von TMZ mit *(p<0,05) und
**(p<0,005) gekennzeichnet. BrdU: 5-Brom-2‘-desoxyuridin; ELISA (engl.): enzyme-linked immunosorbent
assay; DMSO: Dimethylsulfoxid; Gy: Gray; TMZ: Temozolomid; T: Tumor.
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Abb. 25: Einfluss der zeitlichen Abfolge von Bestrahlung und TMZ-Applikation auf die Vitalitdt von Gliom-
zellen (I). - MTT-Assay. (A): Direkt aufeinanderfolgende zeitgleiche Behandlung mit ionisierender Strahlung
und TMZ. (B): Zugabe von TMZ 24h nach der Bestrahlung. DMSO diente als Losungsmittel fiir die hydropho-
be Substanz TMZ. Die relative optische Dichte in der unbestrahlten DMSO- Kontrolle wurde als 1 definiert.
Die TMZ-Konzentrationen betrugen 50uM (T1495), 100uM (T1447) und 200uM (T1389, T1454). Signifikante
Unterschiede (t-Test) wurden zwischen den bestrahlten Proben in An- und Abwesenheit von TMZ mit

*(p<0,05) und **(p<0,005) gekennzeichnet. DMSO: Dimethylsulfoxid; Gy: Gray; MTT: 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid; TMZ: Temozolomid; T: Tumor.
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Abb. 26: Einfluss der zeitlichen Abfolge von Bestrahlung und TMZ-Applikation auf die Vitalitdt von Gliom-
zellen (l1). - MTT-Assay. (A): Direkt aufeinanderfolgende zeitgleiche Behandlung mit ionisierender Strahlung
und TMZ. (B): Zugabe von TMZ 24h nach der Bestrahlung. DMSO diente als Lésungsmittel fiir die hydropho-
be Substanz TMZ. Die optische Dichte in der unbestrahlten DMSO-Kontrolle wurde als 1 definiert. Die TMZ-
Konzentration betrugen 50uM (T1495), 100uM (T1447) und 200uM (T1389, T1454). Signifikante Unter-
schiede (t-Test) wurden zwischen den unbestrahlten und den mit 10 Gy bestrahlten Proben sowie zwischen
den mit 10 Gy und mit 20 Gy bestrahlten Proben in An- und Abwesenheit von TMZ mit *(p<0,05) und
**(p<0,005) gekennzeichnet. DMSO: Dimethylsulfoxid; Gy: Gray; MTT: 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl-tetrazoliumbromid; TMZ: Temozolomid; T: Tumor.
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Abb. 27: Auswirkungen der zeitlichen Abfolge von Bestrahlung und TMZ-Applikation auf die Freisetzung
der Lactatdehydrogenase (LDH). — LDH-Assay. (A): zeitgleiche Behandlung mit Bestrahlung und TMZ
(T/Gy10). (B): Zugabe des TMZ 24h nach der Bestrahlung [T/Gy10(24h)]. Die Bestrahlung erfolgte jeweils mit
10 Gray. TMZ wurde in unterschiedlichen Konzentrationen zugegeben (T1389: 200uM; T1522: 100uM). Fir
jede Behandlung wurde der Mittelwert aus 8 Proben berechnet und die Standardabweichung angegeben.
Es wurde jeweils mit Hilfe des t-Tests die Signifikanz auf DMSO bezogen bestimmt. * fir p<0,05. DMSO:
Dimethylsulfoxid; Gy: Gray; LDH: Lactatdehydrogenase; TMZ: Temozolomid; T: Tumor.

Abb. 28: Expression des Zellzyklusinhibitors p21Ci"’1/WAFl in der behandelten und unbehandelten SLGC-

Linie T1522. — Western Blot-Analyse. Dargestellt ist das Beispiel einer Western Blot-Analyse der Expression
des Zellzyklusinhibitors p21WAF:l in der SLGC-Linie T1522. Gemessen wurde die Expression nach alleiniger
Bestrahlung (DMSO/Gy10) sowie nach zeitgleicher (T100/Gy10) und zeitversetzter [T100/Gy10(24h)] Dop-
pelbehandlung. DMSO diente als Losungsmittel fir TMZ und wurde daher als Kontrolle mitgefiihrt. Fur die
Normalisierung der Expression wurde Aktin genutzt. DMSO: Dimethylsulfoxid; Gy: Gray; T: Temozolomid.
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