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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das Glioblastoma multiforme (GBM) ist der hdufigste maligne primare Tumor des Zentralen Ner-
vensystems. Wie das Gliosarkom (GSarc) weist das GBM trotz einer multimodalen Therapie aus chi-
rurgischer Resektion und adjuvanter Strahlen- und Chemotherapie eine infauste Prognose auf. Eine
Ursache fir die Therapieresistenz des GBMs ist die Existenz von stammzelldhnlichen Gliomzellen
(SLGCs; stem-like glioma cells). Dies macht die Entwicklung neuer Therapiestrategien erforderlich.
In dieser Arbeit wurde der Effekt des Malariamittels Chloroquin (CQ) auf SLGC-Linien in An- und
Abwesenheit von Temozolomid (TMZ) untersucht. Dazu wurden in serumfreien Medium kultivierte
SLGC-Linien aus humanen GBMs und GSarcs mit CQ und TMZ allein oder der Kombination TMZ/CQ
behandelt. Die Effekte der Einfach und Doppelbehandlungen auf die Proliferation und Vitalitat der
SLGCs wurde mithilfe von Zellproliferations-, Vitalitats- und Zyotoxizitatstests ermittelt. Es wurden
weiterhin durchflusszytometrische Analysen durchgefiihrt, um Verdanderungen des Zellzyklus zu
prifen. Parallel wurde die Expression der Zellzyklusregulatoren CDK4, CDK6, p21°®* und p27WAf
mittels Western Blot Analyse bestimmt. Zusitzlich zu den in vitro Versuchen erfolgte die Uberprii-
fung des Effektes von TMZ in An- und Abwesenheit von CQ in einem orthotopen Mausmodell.

Es zeigte sich, dass CQ dosisabhdngig die Proliferation und Vitalitat aller SLGC-Linien senkte. Eine
Abhéangigkeit von der Behandlungszeit war nur teilweise feststellbar. Die CQ-Effekte auf Prolifera-
tion und Vitalitat waren in An- und Abwesenheit des Losungsmittels DMSO identisch. In Anwesen-
heit von DMSO kam es immer zu Erhohungen der LDH-Freisetzung, allerdings wurden in Abwesen-
heit von DMSO in 3 von 5 SLGC-Linien Reduktionen der LDH-Freisetzung durch CQ beobachtet. CQ
hatte in SLGC-Linien keinen Effekt auf die Verteilung der Zellen im Zellzyklus, wahrend in der etab-
lierten Zelllinie US7MG ein G1-Arrest durch CQ induziert wurde. Die CQ/TMZ-Doppelbehandlung
fihrte in allen SLGC-Linien zu einer Senkung von Proliferation und Vitalitat sowie zu einer Zunahme
der LDH-Freisetzung. Dabei war der Effekt in 7 von 10 Zelllinien durch CQ bedingt; in 3 SLGC-Linien
konnte eine Sensibilisierung des TMZ-Effektes durch CQ beobachtet werden. Im Tiermodell wurden
eine GBM- und eine GSarc-Linie getestet, die in SCID-Mausen effizient und reproduzierbar ortho-
tope Tumore generierten. Die Behandlung war mit Komplikationen assoziiert, wobei vor allem int-
razerebrale Entziindungen bei Implantation der Alzet-Pumpen auftraten. Daher lassen sich keine
validen Aussagen hinsichtlich des in vivo Effektes von CQ in Anwesenheit von TMZ machen.
AbschlieBend kann geschlussfolgert werden, dass CQ allein bereits ein effizientes Reagenz ist, um
die Proliferation und Vitalitat von SLGC-Linien zu senken. AuBerdem steigert CQ in einigen SLGC-
Linien die Wirkung von TMZ, sodass CQ in einer Untergruppe von malignen Gliomen therapeutisch

als Chemosensibilisator eingesetzt werden konnte.
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1 Einleitung 1

1 Einleitung

Hanahan und Weinberg definierten folgende Merkmale als charakteristisch fir Krebs bzw. Krebszellen:
unbegrenztes Replikationspotential, anhaltende Angiogenese, Umgehen von Apoptose, Autonomie
hinsichtlich von Wachstumssignalen, Unempflindlichkeit gegenliber wachstumshemmenden Signalen
sowie Invasivitdt und Metastasierung (Hanahan und Weinberg, 2000). Nach einer weiteren Dekade der
Krebsforschung kamen zwei Merkmale dazu: der tumorspezifische Metabolismus und das Vermeiden
der Eliminerung durch das Immunsystem (Hanahan und Weinberg, 2011). Diese Eigenschaften bein-
halten komplexe zellulare Interaktionen zwischen Tumor und Wirtsorganismus, welche nur durch in
vivo Modelle dargestellt werden kénnen (Huszthy et al., 2012). In dieser Arbeit wurde demzufolge die
Wirkung von Temozolomid (TMZ) und Chloroquin (CQ) auf stammzellahnliche Gliomzellen in vitro (se-

rumfreie Zellkulturen) sowie in vivo (Xenotransplantation-basiertes Mausmodell) untersucht.

1.1 Tumore des Zentralen Nervensystems

Tumore des Zentralen Nervensystems werden in primdre und sekundare sowie in benigne und maligne
Neoplasien unterteilt. Intrazerebrale Metastasen zdhlen zu den sekundadren Neoplasien und stellen die
haufigsten malignen Gehirntumore dar (Johnson und Young, 1996; Taphoorn et al., 2010). Die meisten
primdren Gehirntumore entstehen im neuroepithelialen Gewebe und werden nach der Klassifikation
der Weltgesundheitsorganisation (WHO) von 2016 in diffuse Astrozytome und Oligodendrogliome, E-
pendymome und Tumore des Plexus Choroideus eingeteilt (Louis et al., 2016). Weitere Tumore werden
unter dem Begriff der ,,anderen Astrozytome” bzw. ,,anderen Gliome“ zusammengefasst. In der 2016
aktualisierten WHO-Klassifikation werden zuséatzlich zur Histologie zum ersten Mal molekulare Para-
meter genutzt, um Tumorentitdten zu definieren. Demnach werden alle diffus wachsenden (sowohl
astrozytare als auch oligodendrogliale) Gliome basierend auf ihrem Wachstumsmuster und dem Vor-
handensein von Isocitratdehydrogenase-1 oder -2- (IDH1 bzw. IDH2) Mutanten in einer Gruppe zusam-
mengefasst. Die Gruppe der diffus wachsenden Gliome umfasst Astrozytome des WHO-Grades Il und
I, Oligodendrogliome des WHO-Grades Il und Ill sowie das Glioblastom. Dabei wird jeweils zwischen
mutierten IDH-Status und Wildtyp-/DH-Status unterschieden. Die Neoplasien der WHO-Malignitats-
grade | bis IV unterscheiden sich in Prasenz und Haufigkeit von Kernatypien, der Proliferationsrate, der
Vaskularisierung und dem Auftreten von Nekrosen (Brat und Van Meir, 2004; Norden und Wen, 2006;
Van Meir et al., 2010). Zu den Tumoren der WHO-Grade | und Il gehéren niedrigmaligne Gliome wie
das pilozytische Astrozytom und das diffuse Astrozytom. Das anaplastische Astrozytom und das hoch-

maligne Glioblastom zdhlen zu den Tumoren der WHO-Grade Ill und IV. Im Erwachsenenalter sind
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mehr als die Halfte der auftretenden Gliome hochmaligne (Norden und Wen, 2006). Pilozytische Ast-
rozytome wachsen nicht-infiltrierend und sind aufgrund ihrer guten chirurgischen Resektabilitdt meist
heilbar. Sie treten tiberwiegend im Kindesalter auf (Zacharoulis und Kieran, 2004). Diffuse Astrozytome
sind gut differenzierte, langsam wachsende Tumore, welche zur diffusen Infiltration des Nachbarge-
webes tendieren. Sie neigen zu Rezidiven nach chirurgischer Resektion und entwickeln sich dann zu
Gliomen der WHO-Grade Il bzw. IV (Ohgaki und Kleihues, 2009). Anaplastische Astrozytome sind diffus
infiltrierende Neoplasien, die fokale oder diffuse Kernatypien und eine gesteigerte Proliferationsrate
aufweisen (Van Meir et al., 2010). Das Glioblastom ist zusatzlich durch das Auftreten von Nekrosen

und mikrovaskularen Hyperplasien gekennzeichnet (Brat und Van Meir, 2004).

1.2 Das Glioblastoma multiforme

Das Glioblastoma multiforme (GBM) bildet mit 46,1 % den groten Anteil der primdren malignen Ge-
hirntumoren (Cerami et al., 2010; Ostrom et al., 2015; Stupp et al., 2005; The Cancer Genome Atlas,
2008). Die mittlere Uberlebenszeit der GBM-Patienten liegt bei 14,6 Monaten unter Standardtherapie
(Stupp et al., 2005). Damit gehéren GBMs zu den soliden Tumoren mit der hochsten Morbiditat und
Mortalitat im Erwachsenalter.

Beim GBM wird eine primare Form (90% der Falle) von einer sekundaren Form (10% der Félle) unter-
schieden. Das primare GBM entsteht de novo, das sekunddre GBM entsteht aus niedriggradigen Ast-
rozytomen (Ohgaki und Kleihues, 2007). Das primare GBM zeichnet sich durch einen IDH-Wildtyp-Sta-
tus aus, wohingegen das sekundare GBM ein mutiertes IDH-Gen aufweist (Louis et al., 2016). Auch
klinisch zeigen sich Unterschiede zwischen primaren und sekundaren GBMs. So weisen Patienten mit
sekunddarem GBM ein jlingeres Erkrankungsalter auf (44 Jahre versus 62 Jahre beim primadren GBM).
Das Gesamtiiberleben unter Standardtherapie dagegen ist bei Patienten mit sekundarem GBM langer
(31 Monate versus 15 Monate) (Louis et al., 2016). Auf molekularer Ebene zeichnen sich primare GBMs
durch Amplifikationen des Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR)-Gen (35%) und durch Mutatio-
nen im Phosphatase and Tensin homolog (PTEN)-Tumorsuppressor-Gen (24%) aus, wohingegen sekun-
dare GBMs haufiger Mutationen im TP53-Tumorsuppressor-Gen aufweisen (81% versus 27%) (Louis et
al., 2016; Ohgaki et al., 2004).

Ein weiterer hochmaligner priméarer Gehirntumor ist das Gliosarkom (GSarc), welches laut WHO als gut
umschriebene Lasion mit gliomatdsen und sarkomatdsen Anteilen definiert ist (Louis et al., 2016). Die
sarkomatdsen Anteile kénnen ihren Ursprung in fibroblastaren, kartilagindsen, ossaren, muskuldren
oder adiposen Zellen haben (Han et al., 2010). Aus diesem Grund betrachten einige Forscher das GSarc
als eigene Tumorentitat, wahrend andere von einer GBM-Variante sprechen (Han et al., 2010). GSarcs

sind seltener als GBMs (1 - 8% versus 55,1% der Gliome). Beide Malignome treten primar im spateren
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Lebensalter (ab 60 Jahre) auf und betreffen haufiger Manner als Frauen (60% versus 40%) (Chang et
al., 2005; Kozak et al., 2009). Die Prognose des GSarc ist etwas schlechter als die des GBMs; die mittlere
Uberlebenszeit von GSarc-Patienten liegt bei 8 Monaten (versus 9 Monate beim GBM) (Kozak et al.,
2009). Aufgrund der Seltenheit des GSarcs und der somit mangelnden Studienlage werden GSarc-Pa-
tienten wie GBM-Patienten behandelt (Han et al., 2010).

In der zerebralen Bildgebung stellt sich das GBM als unregelmalig geformte Lasion mit peripherer
Kontrastmittelaufnahme dar. Die endgliltige Diagnose wird anhand der Histologie gestellt, welche
durch Pseudopalisaden um eine zentrale Nekrose mit mikrovaskuldrer Hyperplasie gekennzeichnet ist
(Brat und Van Meir, 2004).

Klinisch zeigen sich Symptome eines gesteigerten intrakraniellen Druckes wie Kopfschmerzen, Ubel-
keit, Erbrechen und Sehstérungen (Chang et al., 2005). Weiterhin kommt es je nach Lokalisation des
Tumors zu fokalen neurologischen Ausféllen wie Gedachtnisverlust, sprachlichen und motorischen De-
fiziten und epileptischen Anfallen. Kognitive und Personlichkeitsveranderungen kénnen ebenfalls friih
auftreten. In der letzten Phase der Erkrankung kommt es zusatzlich zu Benommenheit, Dysphagie und
Inkontinenz (Sizoo et al., 2010).

Neben den oben erwdhnten Mutationen tragt eine Vielzahl von genetischen Veranderungen zur Ent-
stehung des GBMs bei. Ein US-amerikanisches Forscherkonsortium (TGCA; The Cancer Genome Atlas)
hat eine Vielzahl von GBMs mithilfe von Genom-, Transkriptom- und Proteom-Analysen untersucht
(The Cancer Gemome Atlas, 2008). Dabei wurden einerseits Mutationen bestatigt, die in friiheren ge-
netischen Analysen als relevant eingestuft wurden. Dazu gehort die Dysregulation von Signalkaskaden,
die durch Rezeptortyrosinkinasen, insbesondere des epidermalen (EGFR) oder Blutplattchen-Wachs-
tumsfaktor Rezeptors (PDGFR) reguliert werden, einschlieBlich der Aktivierung der nachgeschalteten
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) - Signalkaskade. Weiterhin wurde die Inaktivierung der durch die
Tumorsuppressoren p53 und pRB (Retinoblastoma-Genprodukt) regulierten Signalwege beobachtet
(Cerami et al., 2010; Furnari et al., 2007; Ohgaki und Kleihues, 2009; Verhaak et al., 2010). Letztere
werden in der Literatur als p53-Apoptose und pRB-Seneszenz Signalweg bezeichnet (Campisi und
d’Adda di Fagagna, 2007; Levine, 1997; Sherr und McCormick, 2002). Zusatzlich wurden Deletionen im
Gen identifiziert, das fiir den Tumorsuppressor Neurofibromin 1 (NF1) kodiert, sowie Amplifikationen
im Gen, das flr die Kinase AKT3 kodiert (The Cancer Genome Atlas, 2008). Auf der Basis der geneti-
schen Alterationen und der verdanderten Genexpressionslevel erfolgte eine Einteilung des GBMs in vier
molekulare Subtypen: das klassische, mesenchymale, proneuronale und neuronale GBM (Phillips et
al., 2006; Van Meir et al., 2010; Verhaak et al., 2010). Es besteht die Hoffnung durch bessere Kenntnis
der zelluldaren und molekularen Eigenschaften des GBMs und der Schllisselmutationen bessere Thera-

pien entwickeln zu kénnen, die der Heterogenitat dieser Tumorentitdt gerecht werden.
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Der klassische GBM-Subtyp zeichnet sich durch eine Deregulierung des EGF-Rezeptors aus. Dabei kdn-
nen Amplifikationen im EGFR-Gen, dessen Uberexpression oder Mutationen auftreten. Weiterhin wur-

den Verluste des PTEN-Gens und des CDK2NA-Genlocus beobachtet. Letzterer kodiert fur die Proteine
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, einen Regulator des p53-Apoptosewegs, und pl , einen Regulator des pRB-Seneszenzwegs

pl
(Ohgaki und Kleihues, 2009; Verhaak et al., 2010). Veranderungen in den Tumorsuppressorgenen TP53
und NF1 oder dem PDGFRa (Platelet Derived Growth Factor Receptor alpha, eine Rezeptortyrosin-
kinase) - Gen sind kaum vorhanden und IDH1/2-Mutanten kommen nicht vor. Der durch das intakte
p53 vermittelte DNA-Reparatur-Mechanismus ist wahrscheinlich fiir das relativ glinstige Ansprechen
des klassischen GBM-Subtypes auf Bestrahlung und Chemotherapie verantwortlich (Van Meir et al.,
2010; Verhaak et al., 2010).

Der mesenchymale GBM-Subtyp ist mit gesteigerter Angiogenese assoziiert (Phillips et al., 2006). Es
zeigen sich haufig Inaktivierungen der Tumorsuppressoren NF1, p53 und PTEN (Verhaak et al., 2010).
Patienten mit einem GBM dieses Subtypes zeigten eine signifikante Zunahme des Gesamtiiberlebens
nach aggressiver Chemotherapie im Vergleich zu Patienten mit einem neuronalen oder proneuronalen
GBM (Verhaak et al., 2010). Es wird zudem vermutet, dass der mesenchymale Subtyp gut auf Ras-,
PI3K- und Angiogenese-Inhibitoren ansprechen kénnte (Li et al., 2004; Mellinghoff et al., 2005; Van
Meir et al., 2010). In diesem Kontext ist jedoch auch zu beachten, dass das GBM mit zunehmender
Progression einen mesenchymalen Phanotypen annimmt (Phillips et al., 2006).

Der dritte, sogenannte proneuronale, GBM-Subtyp zeigt hinsichtlich der Genexpression viele Ahnlich-
keiten mit neuronal differenzierenden Zellen. Dies beinhaltet hohe Expressionslevel von oligodendro-
zytischen und proneuronalen Entwicklungsgenen, wozu auch PDGFRa und SOX2 (sex determining re-
gion Y-box 2) zdhlen. Haufig finden sich Mutationen in den Genen, die fir die Proteine PDGFRa, IDH1
und p53 kodieren (Verhaak et al., 2010). Das vergleichsweise junge Alter der Patienten und die Tatsa-
che, dass Mutationen der IDH1/2-Gene auch haufig in niedriggradigen Gliomen auftreten, ldsst vermu-
ten, dass das sekunddre GBM zum proneuronalen GBM-Subtyp zahlt (Parsons et al., 2008). Die GBMs
vom proneuronalen Typ sprechen am schlechtesten auf die herkémmliche Therapie an. Dennoch wei-
sen die Patienten ein besseres Gesamtiiberleben im Vergleich zu den Patienten anderer GBM-Subty-
pen auf (Phillips et al., 2006). Inhibitoren des PI3K- und PDGFRa- Signalweges konnten daher effektive
Therapieansatze darstellen.

Der neuronale GBM-Subtyp ist am wenigstens gut charakterisiert und zeichnet sich durch Genexpres-
sionsmuster ahnlich denen des normalen Hirngewebes aus. Es werden u.a. die neuronalen Proteine
NEFL (neurofilament light polypeptide) und SYT1 (Synaptotagmin 1) nachgewiesen (Verhaak et al.,
2010).
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Ob die oben beschriebene GBM-Klassifikation in der Tat eine Relevanz fiir die Entwicklung neuer GBM-
Therapien hat, wird sich zeigen missen. Allerdings wurden bereits einige Marker in die klinische Diag-
nostik aufgenommen, darunter der PTEN-, p53- und der IDH-Status (Louis et al., 2016). Die verschie-
denen Genexpressionsmuster der vier GBM-Subtypen lassen vermuten, dass sie von unterschiedlichen
Ursprungszellen abstammen. Unabhangig von der Klassifizierung weisen GBMs eine Inaktivierung der
Signalwege von Apoptose (87% Mutationen von p53 oder p53-Regulatoren) oder Seneszenz (77% Mu-
tationen in RB oder pRB-Regulatoren), sowie eine Aktivierung der Rezeptortyrosinkinase-Signal-
kaskade (88%) auf (The Cancer Genome Atlas, 2008, Van Meir et al. 2010). Neuere Untersuchungen
weisen darauf hin, dass sich alle GBM-Subtypen von einem gemeinsamen Vorlaufer-Gliom mit proneu-
ronalen Charakter ableiten (Ozawa et al., 2014). Wahrscheinlich sind diese Vorlaufer-Gliome genoty-
pisch durch eine Deregulierung von Chromosom (Chr) 7 und einen Verlust von Chromosom (Chr) 10
gekennzeichnet (Abb. 1). Diese Mutationen resultieren in einer gesteigerten Expression von PDGFA
(Chr7) und im Verlust von PTEN (Chr10). Der Erwerb weiterer molekularer Charakteristika wie der Ver-

4"*F und den Seneszenz-

lust eines funktionellen CDKN2A-Lokus (kodiert fir den Apoptose-Regulator p1
Regulator p16™**4) und die Amplifikation im EGFR-Gen fiihren zur Entstehung des klassischen bzw.
mesenchymalen GBM-Subtyps (Abb. 1). Die Amplifikation des PDGFRa-Gens und der Verlust eines
funktionellen NF1-Gens erfolgen ebenfalls spater in der GBM-Entwicklung und fiihren zur Entstehung

des mesenchymalen GBM-Subtyps (Ozawa et al., 2014).

Chr7
non-
disjunction

PDGFRA
high level high level
amplification amplification

w— A wes Neural
mm Classical = Proneural
s Mesenchymal

Abb. 1: Genetische Ereignisse bei der Entstehung von Gliomen. - Die Deregulierung von Chr 7 und der Verlust
von Chr 10 stellen die initialen genetischen Ereignisse in allen GBM-Subtypen dar. Die flr die Subtypen charak-
teristischen Mutationen wie NF1- oder CDKN2A-Verluste oder Amplifikationen in den EGFR/PDGFRa-Genen er-
eignen sich spater in der GBM-Entwicklung und bestimmen den GBM-Subtypen (Quelle: Ozawa et al., 2014).
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1.3 Therapie des Glioblastoma multiforme

Trotz aller Fortschritte in der Therapie ist das GBM derzeit nicht heilbar. Die aktuelle Standardtherapie
besteht aus maximaler chirurgischer Resektion und adjuvanter Radiochemotherapie (Norden und
Wen, 2006). Durch die Kombination von fraktionierter Bestrahlung und adjuvanter Behandlung mit
dem alkylierenden Chemotherapeutikum Temozolomid (TMZ) konnte die mittlere Uberlebenszeit von
12,1 auf 14,6 Monate und das 2-Jahres-Uberleben von 10,4 % auf 26,5 % gesteigert werden (Stupp et
al., 2005). Kritische Faktoren fiir die Therapieresistenz des GBMs sind die Expression der O®-Methylgu-
anin-DNA-Methyltransferase (MGMT), die individuellen Veranderungen in den deregulierten Signal-
wegen, das Vorhandensein von stammzelldhnlichen Gliomzellen (SLGCs; stem-like glioma cells), die
Integritat der Blut-Hirn-Schranke sowie die Expression von ABC (ATP-binding cassette)- Transportern
(Beier et al., 2011; Ohka et al., 2012). Auf die Bedeutung des Reparaturproteins MGMT und der SLGCs
wird in den Kapiteln 1.4 und 1.5 naher eingegangen. Ansatze zum Eingriff in die deregulierten Signal-
wege und zum Uberwinden der Blut-Hirn-Schranke werden in diesem Kapitel besprochen.

Das GBM gilt aufgrund der frih in das Hirngewebe infiltrierenden Tumorzellen als schwer operabler
Tumor (Norden und Wen, 2006). Moderne Operationstechniken wie MRT-gesteuerte Chirurgie, Wach-
kraniotomie und Fluoreszenz-gestiitzte Resektion ermoglichen eine effizientere Tumorentfernung. Die
chirurgische Resektion verbessert das Wohlbefinden der Patienten durch Reduktion des Tumor-
Masse-Effektes. Zusatzlich steigert die chirurgische Intervention das Ansprechen auf andere Thera-
pien, u.a. durch Entfernen nekrotischer Areale, welche fiir Chemotherapie schlecht zuganglich und re-
sistent gegen Bestrahlung sind (Grossman und Batara, 2004). Anhand von Lage des Tumors, Alter und
Allgemeinzustand des Patienten sowie Ausmal des Masse-Effektes muss die Operationsindikation in-
dividuell gestellt werden.

Das Standardregimen sieht eine Bestrahlung mit einer Gesamtdosis von 60 Gray (Gy) liber 6 Wochen
vor, wobei wochentlich 5 Fraktionen a 2 Gy verabreicht werden (Ohka et al., 2012; Stupp et al., 2005).
Die adjuvante Chemotherapie mit TMZ wird derzeit in verschiedenen Regimen angewandt. In Deutsch-
land weit verbreitet ist das one week on — one week off Schema (Han et al., 2014). Ein anderes Schema
sieht eine intensivere TMZ-Dosis in der Anwendung von three weeks on — one week off vor (Tabatabai
et al., 2014). Akute Radiotoxizitat betrifft haufiger dltere Patienten und duBert sich in Miidigkeit, Haar-
ausfall, Kopfhautirritationen, Ubelkeit und Kopfschmerzen (Norden und Wen, 2006). Um héhere Strah-
lendosen im Tumorbett bei gleichzeitiger Schonung des umgebenden Hirngewebes zu erzielen, wur-
den Verfahren wie Radiochirurgie, Brachytherapie und Radioimmuntherapie angewandt. Dabei konnte
nur die Radioimmuntherapie mit einem mit Jod-125 markierten Antikérper gegen Tenascin (ein extra-
zelluldres Matrixprotein, das gehiuft in Gliomen vorkommt) einen positiven Effekt auf die Uberlebens-

zeit belegen (Norden und Wen, 2006).
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Die konventionelle Chemotherapie wird ausfiihrlich in Kapitel 1.4 beschrieben. Es gibt jedoch eine
Reihe weiterer medikamentdser Therapieansatze, die in bestimmte Abldufe der Tumorentstehung ein-
greifen. Ein Beispiel hierfir ist der humanisierte monoklonale Antikérper Bevacizumab, der gegen den
Vaskular Endothelial Growth Factor (VEGF) gerichtet ist (Gerstner und Batchelor, 2009). Ziel ist die
Hemmung der gesteigerten Angiogenese des GBMs. Bevacizumab, welches additiv zur Chemoradio-
therapie gegeben wird, verbessert bei GBM-Patienten zwar das progressionsfreie, nicht aber das Ge-
samtiberleben (Chinot et al., 2014). Demzufolge hat die Europdische Arzneimittel-Agentur (EMA) im
September 2014 die Zulassung von Bevacizumab fiir die Behandlung des neu diagnostizierten GBMs
abgelehnt. Eine Intervention in den hiufig deregulierten PI3K/Akt/mTOR - Signalweg wird als einer der
vielversprechendsten Therapieansatze betrachtet (Fan und Weiss, 2010). Die Aktivierung der Rezep-
tor-Tyrosinkinasen EGFR oder PDGFRa initiiert Signalkaskaden, die zu einer Aktivierung der Protein-
kinase B/Akt fiihren, welche das Zellwachstum und die Proliferation reguliert. Dabei wird auch die Ak-
tivitdt von mTOR (mechanistic target of rapamycin) verstarkt, welches ebenfalls das Zellwachstum kon-
trolliert. Die Beeinflussung dieser Molekiile kénnte also eine neue Therapiestrategie darstellen (De
Witt Hamer, 2010). EGFR-Inhibitoren, welche in klinischen Studien untersucht wurden, sind Gefitinib,
Erlotinib und Nimotuzumab (Ohka et al., 2012). Gefitinib wird erfolgreich bei einem Teil von Patienten
mit kleinzelligem Bronchialkarzinom mit aktivierender EGFR-Mutation eingesetzt. Es konnte jedoch fir
keinen der EGFR-Inhibitoren eine therapeutische Effektivitat fir das GBM nachgewiesen werden
(Bach, 2011; Rich et al., 2004; van den Bent et al., 2009), was mit der genotypischen Heterogenitat des
GBMs zu erklaren ist (siehe oben). Die Kenntnis der molekularen Subtypen des GBMs kdnnte diesbe-
ziglich zu anderen Ergebnissen fihren (Mellinghoff et al., 2005). Rapamycin und seine Analoga Tem-
sirolimus und Everolimus hemmen die mTOR-Kinase. Temsirolimus und Everolimus sind fir die Be-
handlung von metastasiertem Nierenzellkarzinom zugelassen (Azim et al., 2010). Der Einsatz von Tem-
sirolimus in der Gliomtherapie wurde in klinischen Studien geprift. Diese ergaben, dass eine Mono-
therapie mit Temsirolimus die Uberlebenszeit von GBM-Patienten nicht verlidngert, jedoch eine Kom-
binationstherapie von Temsirolimus mit Radiochemotherapie die Effektivitdt verstarkt (De Witt
Hamer, 2010).

Die Blut-Hirn-Schranke ist fiir hydrophile Substanzen sowie fiir Molekiile groRer als 500 Dalton nahezu
undurchlassig. Dies stellt ein Problem fir die medikamentdse Therapie von Hirntumoren dar, sodass
nach neuen lokalen Applikationsformen gesucht wird. Eine Moglichkeit ist der Einsatz von intrakrani-
ellen Implantaten in Form von Carmustin-Wafern, welche eine interstitielle Therapie mit dem alkylie-
renden Zytostatikum Carmustin ermoglichen. Nach maximaler Tumorresektion kénnen bis zu acht Im-
plantate in die Resektionshohle eingebracht werden, wo sie Resttumorzellen zerstoren sollen. Eine
randomisierte kontrollierte klinische Studie ergab eine mittlere Uberlebenszeit von 13,8 Monaten der

Patienten mit Carmustin-Wafern im Vergleich zu 11,6 Monaten in der Placebogruppe (Westphal et al.,
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2006). Es wird vermutet, dass durch die lokale Chemotherapie im Gehirn hhere Wirkstoffkonzentra-
tionen erreicht werden. Komplikationen sind Hirnddeme, Infektionen, Krampfanfalle, Wundheilungs-
storungen, Hydrocephalus und Zystenbildung (Ohka et al., 2012).

In der symptomatischen GBM-Therapie kommen Medikamente wie Glukokortikoide (98,8 % der Pati-
enten), Antiepileptika (87,6 %), Antidepressiva (7,3 %) und Antipsychotika (1,4 %) zum Einsatz (Chang
et al., 2005).

1.4 Temozolomid und Resistenzmechanismen

Temozolomid (TMZ) ist ein orales Zytostatikum, das eine Alkylierung der DNA bewirkt (Friedman et al.,
2000). Die orale Chemotherapie mit TMZ erfolgt nach chirurgischer Resektion als Initialtherapie Gber
42 Tage mit einer taglichen Dosis von 75 mg/m? Kdrperoberfliche. Adjuvant erfolgt die Bestrahlung
mit einer Kumulativdosis von 60 Gy. Nach einer 4-wdochigen Pause wird der Patient einer alleinigen
TMZ-Therapie im Sinne einer Erhaltungstherapie bestehend aus 6 Zyklen zu je 28 Tagen unterzogen.
Pro Zyklus wird TMZ (iber 5 Tage in einer Dosis von 150-200 mg/m? Kérperoberfliche verabreicht
(Norden und Wen, 2006; Stupp et al., 2005).

TMZ weist ein vergleichsweise geringes Nebenwirkungspotential auf (Friedman et al., 2000). Potenti-
elle Nebenwirkungen sind Ubelkeit, Erbrechen, Obstipation, Diarrhoe, Anorexie, Haarausfall sowie
Kopfschmerzen, Midigkeit und Krampfanfélle (Karow und Lang, 2016). Relevante hamatotoxische Er-
eignisse in Form von Neutropenie (4%) und Thrombozytopenie (3%) treten vergleichsweise selten auf
(Stupp et al., 2005). Nach oraler Aufnahme wird TMZ schnell absorbiert und besitzt eine Bioverfligbar-
barkeit von fast 100% (Chakravarti et al., 2006). Im Gegensatz zu anderen Zytostatika kann TMZ die
Blut-Hirn-Schranke passieren (Patel et al., 2003). Mit TMZ behandelte Gliompatienten weisen im Li-
quor 20% der AUC (area under the concentration-time curve) - Werte des Plasmas auf (Ostermann et
al., 2004). TMZ wird mit einer Halbwertszeit von 1,8 Stunden schnell metabolisiert und ausgeschieden
und akkumuliert somit kaum. TMZ ist ein Prodrug, das bei physiologischem pH-Wert spontan zu sei-
nem aktiven Metaboliten MTIC [5-(3-Methyltriazen-1-yl)imidazol-4-carboxymid] konvertiert, der die
DNA an verschiedenen Basen methyliert (Chakravarti et al., 2006). MTIC wird durch Ubertragen der
Methylgruppe in AIC (5-Aminoimidazol-4-carboxamid) umgewandelt, welches {iber die Nieren ausge-
schieden wird (Friedmann et al. 2000). Die Methylierungen der DNA durch MTIC finden sich zu Uber-
wiegend (80%) an der N’-Position des Guanins und an der N3-Position des Adenins (Trivedi et al., 2005).
Diese Lasionen werden jedoch durch Basenexzisionsreparatur-Enzyme behoben und haben deswegen
keine Bedeutung fiir die Therapie (Hegi et al., 2008). Die fiir die zytotoxische Wirkung von TMZ verant-
wortliche Methylierung findet in der O5-Position des Guanins statt, macht aber nur 5-10% der Methy-

lierungen aus (Newlands et al., 1997). Die Methylgruppe in der O®-Position des Guanins wird von der
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0°-Methylguanin-methyltransferase (MGMT) entfernt (Olsson und Lindahl, 1980). Unterbleibt die Re-
paratur durch MGMT, kommt es wahrend der DNA-Replikation zu einer Fehlpaarung des methylierten
Guanins mit Thymin, woraufhin der MMR (Mismatch Repair) - Reparaturmechanismus aktiviert wird.
Dies resultiert in DNA-Doppelstrangbriichen, wodurch der Apoptose-Signalweg aktiviert wird, der
nachfolgend zum Zelltod fuhrt (Roos et al., 2007). Die Relevanz des MMR-Signalweges wird durch Stu-
dien verdeutlicht, welche zeigen, dass Zellen, welche sowohl fehlerhafte MGMT- als auch mangelhafte
MMR-Signalwege aufweisen, 100-fach resistenter gegeniber alkylierenden Reagenzien sind (Stojic et
al., 2004). Das MSH6 (mutS homolog 6) - Gen kodiert fiir ein MMR-Protein. Es wurde beobachtet, dass
Mutationen des MSH6-Gens in rekurrenten GBMs auftreten, die mit TMZ behandelt wurden (Cahill et
al., 2007; The Cancer Genome Atlas, 2008). TMZ kann also eine Resistenz gegen eine erneute, nachfol-
gende TMZ-Therapie des Rezidivs induzieren, wenn die friilhere TMZ-Gabe in einer Inaktivierung des
MSH6-Gens resultierte (Yip et al., 2009).

GBMs, die die Methyltransferase MGMT exprimieren, sind resistenter gegeniiber TMZ als Tumore mit
einem inaktiven MGMT-Gen (Esteller et al., 2000). Der wichtigste regulatorische Mechanismus ist hier-
bei die Methylierung des MGMT-Promotors in der Base Cytosin in sogenannten CpG-Dinukleotiden.
Die Hypermethylierung des MGMT -Promoters flihrt zu einem epigenetischen Gene Silencing. Eine Me-
thylierung des Promoters findet sich in 45% der GBMs (Hegi et al., 2005). Der Nachweis einer MGMT-
Promotor-Methylierung scheint also ein sinnvoller Test, um GBM-Patienten zu identifizieren, die von
einer TMZ-Therapie profitieren (Hegi et al., 2005; Stupp et al., 2005). Hegi et al. (2005) konnten in der
Tat belegen, dass GBM-Patienten mit einem methylierten MGMT-Promoter unter zusatzlicher TMZ-
Therapie ein ldngeres Uberleben zeigten (21,7 Monate) als unter alleiniger Radiotherapie (15,3 Mo-
nate). Dagegen wurde bei Patienten mit unmethyliertem MGMT-Promoter kein signifikanter Unter-
schied in der Uberlebenszeit beider Gruppen festgestellt (12,7 Monate versus 11,8 Monate). Neben
methylierten und unmethylierten MGMT-Promotoren wurde in GBM-Zellkulturen eine Hemimethylie-
rung beobachtet. Hemimethylierung kénnte ebenso das Merkmal einiger GBMs sein (Blough et al.,
2010). Dies kénnte entweder implizieren, dass nur eines der beiden MGMT-Allele einer Zelle methyl-
iert ist oder dass verschiedene Subpopulationen von Zellen mit unterschiedlichem Methylierungssta-
tus innerhalb einer Zellkultur existieren (Piccirillo et al., 2009). Blough et al. (2010) bestatigten, dass
alle Zelllinien, die MGMT exprimieren, eine relative Resistenz gegeniiber TMZ aufweisen. Die Expres-
sion des MGMT-Transkriptes und MGMT-Proteins kénnten also bessere Indikatoren fiir den Nutzen
von TMZ sein als der Promoter-Methylierungsstatus (Preusser et al., 2008). Zusammenfassend ist fest-
zustellen, dass das beste therapeutische Ansprechen auf TMZ in Tumoren erwartet wird, die keine
MGMT-Expression und ein intaktes MMR-System aufweisen (Gerson, 2002). AulRer der MGMT-Expres-

sion und dem fehlerhaften MMR-Mechanismus scheinen noch weitere Faktoren eine relative TMZ-
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Resistenz zu vermitteln. Dazu gehoren sogenannte ABC-Transporter (Beier et al., 2011) oder auch ein

hypoxisches Mikroumfeld sowie der Stammzellcharakter bestimmter GBM-Zellen.

1.5 Gliomstammzellen

Die Tumorstammzelltheorie stammt aus dem Jahr 1994, als bei der akuten myeloischen Leukdmie
(AML) eine Fraktion von Zellen beobachtet wurde, welche die Fahigkeit zur Selbsterneuerung besal3
und nach Xenotransplantation zur klinischen Manifestation der Erkrankung in vivo fihrte (Visvader und
Lindeman, 2008). Seitdem wurde die Existenz selbsterneuernder Zellen in verschiedenen soliden Tu-
moren entdeckt, einschlieBlich von Tumoren der Mamma, des Kolons, der Lunge, des Gehirns und der
Leber (Ricci-Vitiani et al., 2010; Singh et al., 2004). Die Tumorstammzelltheorie geht davon aus, dass in
jedem Tumor eine zelluldre Hierarchie existiert, an deren Spitze die Tumorstammzelle (CSC; cancer
stem cell) steht. CSCs kénnen sich selbst erneuern sowie in eine Vielzahl anderer Zellen differenzieren,
welche die Tumormasse bilden (Visvader und Lindeman, 2008). Mit zunehmender Differenzierung ver-
lieren die CSCs ihre Stammzelleigenschaften. Unter pathologischen Bedingungen kénnen die differen-
zierten Zellen eines Tumors auch dedifferenzieren (Dirks, 2008; Singh et al., 2003). Flr das GBM wurde
gezeigt, dass pathologische Reize wie Hypoxie (Li et al., 2009), saurer pH-Wert (Hjelmeland et al., 2011)
sowie die Therapie mit TMZ (Auffinger et al., 2014; Chen et al., 2012, Nature) bei differenzierten Tu-
morzellen (Non-CSCs) zur Ausbildung eines CSC-Phanotyps fiihren. CSCs besitzen folgende Merkmale:
sie wirken in ihren Wirten bzw. immunsupprimierten Xenograft-Empfangern onkogen, sie proliferie-
ren, sie erneuern sich selbst und sie besitzen die Fahigkeit zur Differenzierung (Reya et al., 2001).
Tumorstammzellen tragen beim GBM zu Erhaltung und Ausbreitung des Tumors (Galli et al., 2004;
Singh et al., 2004; Yuan et al., 2004), aber auch zur Ausbildung von Therapieresistenzen bei (Bao et al.,
2006, Nature; Liu et al., 2006). Tumorstammzellen aus Gliomen wurden 2002 erstmalig in vitro kulti-
viert (Ignatova et al., 2002). Gliomstammzellen werden in der Literatur mit den Begriffen BTSC (brain
tumor stem cells), GSC (glioma stem cells) und SLGC (stem-like glioma cells) bezeichnet. Wie unten
naher erlautert, gibt es Griinde, den Begriff SLGC zu verwenden, um in vitro Kulturen dieser Zelltypen
zu beschreiben.

SLGCs weisen Gemeinsamkeiten mit neuralen Stammzellen (NSCs; neural stem cells) auf. Beide, SLGCs
und NSCs, exprimieren den Oberflaichenmarker CD133 und das Intermediarfilament Nestin und verfi-
gen Uber aktive Signalwege der neuralen Entwicklung wie z.B. den Notch-, Wnt- und Transforming
growth factor-p (TGF-B) - Signalweg (Godlewski et al., 2008; Silber et al., 2008). SLGCs bilden nach
Xenotransplantation in Nacktmausen orthotope Tumore, welche dem humanen Ursprungstumor ah-

neln (Dirks, 2008; Singh et al., 2003, 2004). Weitere Kriterien zur ldentifizierung von SLGCs sind (i) das
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Spharenwachstum, (ii) die Fahigkeit zur Bildung von Kolonien in Softagar oder (iii) die Bildung von Zell-
klonen in sogenannten limiting dilution assays (Schonberg et al., 2013). Dabei ist der ,Spharen Assay”
eine unvollkommene Nachweismethode, da nicht alle SLGCs in Kultur Spharen bilden (Choschzick et
al., 2014; Schonberg et al., 2013).

Der Ursprung der SLGCs ist derzeit nicht erwiesen (Sundar et al., 2014). Die Gemeinsamkeiten in der
Genexpression und den Signalwegen unterstitzen die These, dass SLGCs von NSCs oder neuralen Pro-
genitoren abstammen, welche nach Anreicherung von Mutationen neoplastisch transformierten. An-
dererseits konnten die SLGCs von reifen Astrozyten oder Oligodendrozyten abstammen, welche durch
Mutationen Tumorzell- und Stammzelleigenschaften erwarben (Huse und Holland, 2010). Fiir beide
Thesen gibt es experimentelle Evidenzen, sodass man annimmt, dass beide Thesen zutreffen. Es wurde
sogar vermutet, dass die GBM-Subtypen (siehe Kapitel 1.2) sich von verschiedenen Differenzierungs-
stadien von neuralen Zellen ableiten, wobei NSCs den Ursprung fiir GBMs des mesenchymalen Subty-
pen darstellen sollen, transit amplifying progenitor cells fiir das proliferative (klassische) GBM und
Neuroblasten fiir den proneuronalen Subtypen (Phillips et al., 2006). Diese Vermutung basiert auf der
Analyse von Markerexpressionen in GBMs und gesunden neuralen Zellen. Zu den prominenten Mar-
kern fiir SLGCs geh6ren CD133/Prominin-1, aber auch Nestin sowie Integrin a6 und der Transkriptions-
faktor Sox2 (Dirks 2010; Huse und Holland, 2010; Schonberg et al., 2013).

CD133 ist der bisher am haufigsten verwendete Biomarker flir SLGCs. Dies beruht zumindest zum Teil
darauf, dass CD133-Antikorper fiir die ersten erfolgreichen Isolierungen von SLGCs mittels FACS (flu-
orescence-activated cell sorting) - Analyse genutzt wurden (Dirks, 2010; Singh et al., 2004). Die in dieser
Arbeit verwendeten Zelllinien wurden jedoch mittels anderer akzeptierter Methoden zur SLGC-Anrei-
cherung gewonnen, die auf selektivem Wachstum in serumfreien NSC-Medien beruhen (Dirks, 2010).
Anfanglich wurde die Expression von CD133 mit der Fahigkeit zur Tumorinitiierung und Radioresistenz
assoziiert (Blazek et al., 2007; Singh et al., 2004). Es geniigten bereits 100 CD133-positive Zellen aus
GBMs oder Medulloblastomen, um im Mausmodell Tumore zu erzeugen (Singh et al., 2004). Inzwi-
schen konnten mehrere Studien belegen, dass auch CD133-negative GBM-Zellen orthotope Tumore in
Mausen generieren (Beier et al., 2007; Ogden et al., 2008; Wang et al., 2008). Die Nutzung von CD133
zur Anreicherung von Gliomstammazellen ist problematisch. Nach Untersuchungen von Chen et al.
(2010) ist die CD133-positive Zelle nicht die Tumorstammzelle, sondern eine weiter differenzierte Pro-
genitorzelle, die sogenannte Typ II-Zelle. Typ ll-Zellen gehen aus der CD133-negativen Tumorstamm-
zelle, der Typ I-Zelle, hervor. Typ lI-Zellen differenzieren weiter zu CD133-negativen Typ lll-Zellen, die
dann wiederum den Ausgangspunkt fir die Differenzierung in die Zellderivate des Tumors bilden. So-
wohl die Typ |-, als auch die Typ lI- und llI-Zellen exprimieren Sox2 und Nestin, wobei die Expressions-

level von der Typ | bis zur Typ lll- Zelle abnehmen (Chen et al., 2010). Weiterhin besitzen alle drei
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Zelltypen die Fahigkeit zur Selbsterneuerung und generieren orthothope Tumore in Mausmodellen
(Chen et al., 2010).

Nestin ist ein Intermediarfilament, das von NSCs und unreifen, neuronal differenzierenden Zellen ex-
primiert wird und den ,,unreifen” Zustand von neuralen Zellen anzeigt (Veselska et al., 2006).

Der Transkriptionsfaktor SOX-2 (sex determining region Y-box 2) reguliert den Stammzellcharakter und
ist Uber den TGF-B-Signalweg an der Selbsterneuerung und Proliferation der SLGCs beteiligt.
(Schonberg et al., 2013). AuRerdem tragt die Expression von Sox2 zur Tumorigenitdt der SLGCs bei
(Gangemi et al., 2009; lkushima et al., 2009).

Mehrere Untersuchungen belegten, dass die Mikroumgebung der SLGCs mitverantwortlich fir den Er-
halt der stammzelldhnlichen Eigenschaften ist (Gilbertson und Rich, 2007; Lathia et al., 2011; Malanchi
etal., 2011). Im gesunden Gehirn befinden sich NSCs in der subventrikuldaren Zone der lateralen Ventri-
kel, dem Gyrus dentatus des Hippocampus und in der subkortikalen weien Substanz in sogenannten
Stammazellnischen (Hadjipanayis und Van Meir, 2009; Sanai et al., 2004; Shen et al., 2004). Dort ist ein
ausgepragtes Kapillarnetz fur deren Versorgung mit Nahr- und Signalstoffen verantwortlich. Auch die
SLGCs residieren in Nischen, die entsprechend als Tumorstammzellnischen bezeichnet werden. Die
bekannteste ist die perivaskuldre Nische (Calabrese et al., 2007; Lathia et al., 2011). Interaktionen zwi-
schen dem Oberflachenprotein Integrin a-6 auf den SLGCs und der Extrazelluldren Matrix des perivas-
kuldren Raumes fihren zum Erhalt des Stammzellcharakters der SLCGs (Lathia et al., 2010). Weiterhin
exprimieren die Endothelzellen der GefaRe Notch-Liganden, welche Gber Bindung an die Notch-Rezep-
toren der SLCGs ebenso fiir den Stammzellcharakter verantwortlich sind (Fan et al., 2009). Calabrese
et al. (2007) beobachteten, dass SLGCs in Ko-Kultur eine Migration zu endothelialen Zellen zeigten.
Xenotransplantation von SLGCs mit endothelialen Zellen verstarkte die orthotope Tumorbildung in im-
mundefizienten Mausen (Calabrese et al., 2007). Dafiir sind zwei Fahigkeiten der SLGCs relevant. Ei-
nerseits sezernieren CD133-positive SLGCs hohe Spiegel an VEGF (vascular endothelial growth factor)
(Bao et al., 2006). Andererseits besitzen SLGCs die Fahigkeit zur Transdifferenzierung in Endothelzellen
(Ricci-Vitiani et al., 2010). Das hypoxische Areal der intratumoralen Nekrose des GBMs stellt ebenso
eine Nische fiir SLGCs dar (Persano et al., 2011). Hypoxie fihrt zu einer vermehrten Sekretion von VEGF
durch die SLGCs und somit zu gesteigerter Angiogenese (Hardee und Zagzag, 2012). Uberdies kann
Hypoxie tGber die Aktivierung von HIF (hypoxia-inducible factor) - 1a die Selbsterneuerung und somit
die Expansion von CD133-positiven SLGCs induzieren (Soeda et al., 2009). Die Expression von HIF-1a
korreliert mit Aggressivitat und Progression des Tumors (Persano et al., 2011). Es wurde ebenso eine
verstarkte Expression von HIF-2a und seinen Zielgenen in SLGCs gefunden (Li et al., 2009). Auch die
Randgebiete von hochinvasiven GBMs fungieren als Nische. An den Grenzen des Tumors sezernieren
Tumormakrophagen TGF-B und regen die SLGCs somit zur Expansion und Invasion in das umliegende

Gewebe an (Ye et al., 2012).
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Das Ansprechen der Gliomstammzellen auf die Standardtherapie ist begrenzt. Beziiglich der Sensitivi-
tat gegenliber TMZ existieren kontroverse Daten, die zum Teil mit den unterschiedlichen experimen-
tellen Begebenheiten zu erkldren sind. Einige Studien belegten eine TMZ-Resistenz der SLGCs
(Salmaggi et al., 2006). Dagegen berichteten andere Studien (iber die TMZ-Sensitivitdt von CD133-po-
sitiven SLGCs (Beier et al., 2008). Blough und Kollegen (2010) stellten fest, dass sich 45% der unter-
suchten SLGC-Linien empfindlich und 55% resistent gegeniiber TMZ zeigten. Dabei existierte kein sig-
nifikanter Zusammenhang zwischen der CD133-Expression und dem Ansprechen auf TMZ (Blough et
al., 2010). Gegeniiber der Radiotherapie wiesen CD133-positive GBM-Zellen eine Resistenz auf, die
durch eine effizientere Aktivierung von Reparaturprozessen erklart wurde (Bao et al., 2006, Nature).
In einem transgenen Gliom-Mausmodell konnte nachgewiesen werden, dass eine Population von Zel-
len mit Stammzelleigenschaften die TMZ-Therapie Uberlebte und erneutes Tumorwachstum propa-
gierte (Chen et al., 2012, Nature). Insgesamt belegen die oben beschriebenen Experimente eine man-
gelnde Zytotoxizitdat von TMZ und Radiotherapie auf Gliomzellen, inbesondere SLGCs, was die Entwick-
lung neuer Therapieansatze erfordert. Gegenstand aktueller Forschungen ist dabei das Malariamittel

Chloroquin.

1.6  Chloroquin in der Therapie des GBM

Chloroquin (CQ) wurde 1934 im Rahmen systematischer Studien zur Entwicklung neuer Malariamittel
entdeckt und wird seit 1947 gegen die Malaria eingesetzt. Nach 70 Jahren klinischer Erfahrung gilt
Chloroquin heute als effektives und gut vertragliches Medikament, das Verwendung in der Therapie
und Prophylaxe der Malaria sowie bei rheumatischen Erkrankungen findet (Munshi, 2009).
Nebenwirkungen sind gastrointestinale Beschwerden, Juckreiz, Photosensibilisierung, Schwindel,
Kopfschmerzen, Augenschaden und selten hdamatologische Stérungen wie Hamolyse, Thrombopenie
oder Leukopenie (Karow und Lang, 2016). Nach oraler Aufnahme wird Chloroquin schnell und fast voll-
standig resorbiert. Die Eliminierung erfolgt renal und langsam mit einer Halbwertszeit von 30 bis 60
Tagen. Chloroquin reichert sich in den Organen an. Hohe Konzentrationen finden sich in Auge, Leber,
Nieren, Milz und Lunge (200- bis 700-Faches der Plasmawerte) sowie in Leukozyten, Erythrozyten, ZNS
und Intestinum (10- bis 30-Faches der Plasmawerte) (Aktories et al., 2013).

Uber den Wirkmechanismus von Chloroquin als Malariamittel liegen Erkenntnisse vor, die dessen Ein-
satz in der Tumortherapie interessant machen. Chemisch betrachtet ist Chloroquin eine schwache
Base, welche sowohl in protonierter als auch in unprotonierter Form vorliegen kann (Solomon und Lee,
2009). Unprotoniertes Chloroquin diffundiert durch die Lipiddoppelschichten von Zellen und Zellorga-
nellen. So gelangt es in die Nahrungsvakuole der Plasmodien, wo es im sauren Milieu protoniert wird.

In protonierter Form verliert es die Fahigkeit Lipiddoppelschichten zu durchqueren und reichert sich
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in der Nahrungsvakuole an. Hier hemmt Chloroquin die Himpolymerase (ein essentielles Enzym fir
den Hamoglobin-Abbau), sodass sich toxische Himmetaboliten anreichern und zur Zerstérung der
Plasmodien fihren (Aktories et al., 2013). Die in eukaryotischen Zellen enthaltenen Lysosomen sind
mit den sauren Nahrungsvakuolen der Plasmodien vergleichbar. Die Akkumulation von protoniertem
Chloroquin in den Lysosomen fiihrt zur Inhibierung lysosomaler Enzyme sowie zur Hemmung der De-
gradation von Autophagosomen (Carew et al., 2007).

Aus diesen Griinden wurde auch der mogliche Einsatz von Chloroquin in der Tumortherapie erforscht.
Aktuelle Evidenzen deuten darauf hin, dass Chloroquin Zellen effektiv fir die zytotoxischen Effekte von
ionisierender Strahlung und von Chemotherapeutika sensibilisieren kann (Solomon und Lee, 2009).
Sotelo und Kollegen fiihrten drei kleinere randomisierte kontrollierte klinische Studien durch, in wel-
chen GBM-Patienten zusatzlich zur konventionellen GBM-Therapie mit Chloroquin behandelt wurden.
Die erste klinische Studie mit nur 9 Patienten in jeder Gruppe zeigte eine deutliche Zunahme in der
mittleren Uberlebenszeit auf 33 + 5 Monate in der Chloroquin-Gruppe versus 11 + 2 Monate in der
Kontrollgruppe (Carmustin plus adjuvante Radiotherapie) (Briceno et al., 2003). Die zweite klinische
Studie umfasste 15 Patienten in jeder Gruppe und zeigte eine mittlere Uberlebenszeit in der mit Chlo-
roquin behandelten Gruppe von 24 Monaten gegeniber 11 Monaten in der Kontrollgruppe (Sotelo et
al., 2006). In der dritten Studie befanden sich 41 Patienten in der Chloroquin-Gruppe und 82 Patienten
dienten als Kontrollgruppe. Die mittlere Uberlebenszeit betrug fiir die mit Chloroquin behandelten Pa-
tienten 25 + 3,4 Monate und fir die Kontrollgruppe 11,4 + 1,3 Monate (Briceno et al., 2007). Sotelo
und Kollegen gingen davon aus, dass unter der Chemo- und Radiotherapie neue Mutationen entste-
hen, die zu therapieresistenten Zellklonen im Gliom fiihren. Da Chloroquin zur Interkalation in die DNA
fahig ist (Chatterjee et al., 1998), konnte es durch Stabilisierung der DNA anti-mutagen wirken und das
Auftreten von Tumorzellklonen verhindern (Briceno et al., 2003; Sotelo et al., 2006). Toler und Kollegen
vertraten dagegen die Hypothese, dass die Wirkung von Chloroquin in einer Verstarkung von zellula-
rem oxidativen Stress bestand (Toler et al., 2006). Chloroquin hemmt die Entgiftung von Ferriproto-
porphyrin IX durch Herabsetzen der Verfiigbarkeit von reduzierten Glutathion (Ginsburg et al., 2003).
In einer Studie mit GBM-Zellen wurde ebenfalls beobachtet, dass Chloroquin neben der Induktion von
Apoptose zu einer Verminderung von reduzierten Glutathion flihrte (Park et al., 2008). Weitere Studien
mit etablierten GBM-Zelllinien ergaben ebenfalls Hinweise auf die zytotoxische Wirkung von Chloro-
quin auf GBM-Zellen, wobei festgestellt wurde, dass Induktion von Apoptose p53-abhdngig war (Kim
et al., 2010). In dieser Arbeit sollte erstmals die Responsivitdt von SLGC-Linien erforscht werden. Um
zusatzlich zu den in vitro Daten in vivo Evidenzen zu gewinnen, erfolgte die orthotope Xenotransplan-
tation von SLGC-Linien in immundefiziente Maduse und deren Kombinationsbehandlung mit TMZ und

Chloroquin.
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1.7 Das Gliom im Mausmodell

Die Labormaus ist eines der besten Modellsysteme fiir die Tumorforschung (Frese und Tuveson, 2007).
Die Vorteile von Mausen bestehen in ihrer geringen KérpergroRe, der glinstigen Haltung, der schnellen
Reproduktionsrate und ihrer genetischen Manipulierbarkeit (Cheon und Orsulic, 2011). Mause weisen
molekulare und physiologische Gemeinsamkeiten zu Menschen auf, sodass die genetischen Alteratio-
nen und die physiologischen Vorgange in der Tumorentstehung denen von Menschen gleichen (Chen
et al., 2012, Cell).

Die ersten in vivo Modelle von Gehirntumoren wurden von Greene et al. (1945) durch die Transplan-
tation von humanen Gehirntumoren in die vordere Augenkammer von Meerschweinchen etabliert.
1952 erfolgte die erste Transplantation in das Gehirn. Die Anwachsraten waren jedoch aufgrund der
Immunkompetenz der Tiere gering. Mit dem Einflihren der athymischen Nacktmause gelangen zuver-
|assige Transplantationen von Gliomen (Jones et al., 1981). Heute lassen sich die in der Gliomforschung
angewandten Tiermodelle in drei Kategorien einteilen: chemisch induzierte Modelle, genetisch mani-
pulierte Modelle und Xenotransplantatmodelle (Huszthy et al., 2012).

Bei chemisch induzierten Modellen werden Tumore zum Beispiel durch Exposition von adulten oder
schwangeren Ratten mit N-Nitroso-Verbindungen induziert (Schmideke et al., 1971). Allerdings ist ihre
Verwendung in der Gliomforschung aufgrund einiger Einschrankungen fragwirdig, u.a. weil auf diese
Weise erzeugte Tumore histologische Unterschiede zu humanen Gliomen aufweisen. Man bezeichnet
diese Tumore als ,,Gliosarkome” oder ,,gliom-ahnliche Lasionen” (Huszthy et al., 2012).

Das Generieren von genetisch manipulierten Modellen erfolgt durch die in vivo Aktivierung von Onko-
genen, die Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen oder beidem. Dabei werden Gene Targeting Me-
thoden, wie Knockouts oder Knockins verwendet (Cheon und Orsulic, 2011). Das Erzeugen von Gliom-
modellen durch alleinige Tumorsuppressor Knockouts oder alleinige Onkogen-Uberexpression ist
problematisch, da flir das Entstehen von Gliomen Alterationen in mehreren Hauptsignalwegen ent-
scheidend sind (siehe 1.2; The Cancer Genome Atlas; Van Meir et al., 2010). Allerdings konnten mittels
dieser Modelle die Schlisselmutationen in Gliomen identifiziert werden. Chow et al. (2011) entwickel-
ten z.B. ein Mausmodell eines hochgradigen Astrozytomes durch Manipulieren der Tumorsupressoren
PTEN, p53 und RB. Dabei ergaben sich ausgepragte Ahnlichkeiten in der Genkopienzahl und den Alte-
rationen zwischen den Mausgliomen und den humanen GBMs bis hin zu den molekularen GBM-Sub-
typen (Chow et al., 2011). Mittlerweile wurden mehrere Gendefekte des humanen GBMs im Mausmo-
dell nachgestellt (Chen et al., 2012, Cell). Einer der vielen Vorteile der genetisch manipulierten Modelle

liegt in der Immunkompetenz der Mause, welche eine Darstellung der fiir die Tumorbiologie wichtigen
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Mikroumgebung (Nischen) ermdglicht (Charles und Holland, 2010). Ein Nachteil besteht in der Tatsa-
che, dass Maustumoren keine humanen Tumoren sind und demzufolge oft nicht voraussagen, wie hu-
mane Tumoren auf eine Therapie reagieren (Richmond und Su, 2008).

Das Xenotransplantatmodell basiert auf ektoper oder orthotoper Transplantation von Zelllinien oder
Tumorgewebe einer Spezies in immunkomprimierte Mause (Frese und Tuveson, 2007). Fiir die Xenot-
ransplantation von Gliomen existieren drei Transplantatkonzepte: Monolayerzelllinien, Spharenzellli-
nien und Biopsiespharoide. Die Vorteile der beiden Zelllinien-basierten Modelle sind ihre gute Repro-
duzierbarkeit beziiglich der Anwachsraten und ihr zuverldssiges Wachstum. AuSerdem kénnen die im-
mortalisierten Zellen unbegrenzt in vitro passagiert werden, sodass gréRere Mengen an Zellen fiir die
experimentelle Verwendung resultieren (Huszthy et al., 2012). Werden die GBM-Biopsate in serum-
haltigem Medium kultiviert, so entstehen Monolayer- oder Spharenzelllinien. Ein Beispiel ist die etab-
lierte GBM-Linie U87MG, die zwar keinen Stammzellcharakter hat, aber dennoch effizient orthotope
Tumore generiert. Die in vivo erzeugten Lasionen sind histologisch homogener als ihre menschlichen
Ursprungstumoren (Jones et al., 1981). Uberdies zeigen diese Xenotransplantate histologisch nur méa-
Rig Angiogenese sowie ein begrenztes Wachstum mit geringer Zellinvasion; fir das GBM charakteristi-
sche Nekrosen und mikrovaskuldre Abnormalitdten fehlen meist (Mahesparan et al., 2003). Die Xenot-
ransplantation von stammzelldhnlichen Gliomzellen (SLGCs) geht haufig von Neurosphéren aus. Aller-
dings wachsen nicht alle SLGCs als Spharen (Choschzick et al., 2014). Generell spiegeln die Xenotrans-
plantate von SLGCs besser den molekularen Aufbau des Originaltumors wider, auerdem zeigt sich das
molekulare Profil iber die Zeit stabiler (Glnther et al., 2008). Gleichzeitig zeichnen sich diese Zellpo-
pulationen durch eine ausgepragte Variabilitat aus. Manche Populationen zeigen ein stammzellahnli-
ches Expressionsprofil ahnlich dem Patiententumor, wahrend andere ein eher mesenchymales Expres-
sionsprofil aufweisen, das sich vom Originaltumor unterscheidet (Schulte et al., 2011). Neurosphéren
kénnen hochst invasive Xenotransplantate erzeugen, welche die weille Substanz und das Corpus cal-
losum infiltrieren (Li et al., 2008). Der Vollstandigkeit wegen wird kurz auf die Herstellung und den
Einsatz von Biopsiespharoiden eingegangen. Durch Einbetten in Agar behalten die GBM-Biopsate ihre
originale Gewebsarchitektur bei (Bjerkvig et al., 1990). Die Biopsiespharoide zeigen die gleiche DNA-
Ploidie sowie einen dhnlichen Prozentsatz proliferierder Zellen wie der Tumor in situ (Wang et al.,
2009). Nach orthotoper Xenotransplantation weisen die Tumore diffuse Tumorzellinfiltrationen auf
und nach wiederholten Transplantationszyklen in immundefizienten Tieren entwickeln sie histologi-
sche Merkmale des GBMs (Sakariassen et al., 2006). Der besondere Vorteil dieses Modells liegt darin,
dass es die Histologie des humanen GBMs rekapituliert und die genetischen Alterationen des Original-
tumors beibehalt. Demnach weist es die gleiche Heterogenitat des GBMs von Patienten auf, was eine

Standardisierung und experimentelle Planung erheblich erschwert (Huszthy et al., 2012).



1 Einleitung 17

Allen drei Xenotransplantatatmodellen ist gemeinsam, dass sie humanem Tumorgewebe entspringen
und somit gut das Ansprechen von menschlichen Tumoren auf Medikamente voraussagen und fir die

Entwicklung individueller Therapieansatzen genutzt werden kénnen (Richmond und Su, 2008).

1.8 Fragestellung

Wie in Kapitel 1.6 dargelegt, wirkte sich die Koapplikation von CQ zur GBM-Standardtherapie positiv
auf die Uberlebenszeit der Patienten aus. Weiterhin wurde in in vitro Experimenten mit der etablierten
GBM-Zelllinie US7MG festgestellt, dass Chloroquin das Wachstum von GBM-Zellen hemmt, wobei Zell-
linien mit Wildtyp-p53-Status eine starkere Responsivitat gegeniiber Chloroquin zeigten. Zudem nahm
die Tumorigenitit der U87MG-Zellen im Mausmodell ab. Uber die Responsivitat von SLGCs in solchen
experimentellen Ansatzen ist dagegen nichts bekannt. In dieser Arbeit wurden die Effekte von CQ und
TMZ auf phanotypisch und genotypisch verschiedene SLGC-Linien in vitro und in vivo im Mausmodell
untersucht. Dabei wurden sowohl der MGMT-, p53 und PTEN-Status als auch der Stammzellcharakter
der untersuchten SLGC-Linien in die Betrachtung einbezogen. Uber die Expression von MGMT und
PTEN sowie Uber das Vorhandensein eines mutierten oder Wildtyp p53 in den SLGC-Linien liegen Er-
kenntnisse in der Arbeitsgruppe vor.

Zuerst wurde der Frage nachgegangen, welchen Einfluss TMZ und CQ in Einfach- und Doppelbehand-
lung auf die Proliferation und Vitalitat der verschiedenen SLGC-Linien ausiiben. Dazu wurde die Prolife-
rationsrate mittels BrdU-ELISA und die Vitalitdat mittels MTT-Test untersucht. Um potentielle Verande-
rungen der Vitalitat besser deuten zu kénnen, wurde parallel die LDH-Freisetzung mithilfe eines Zyto-
toxizitatstests gemessen, da eine gesteigerte LDH-Freisetzung als Hinweis flir vermehrtes Zellsterben
gilt. Bei diesen Versuchen wurde auch geprift, ob CQ die Empfindlichkeit der SLGC-Linien gegeniiber
TMZ steigern kann und ob dabei eine Konzentrationsabhangigkeit besteht.

Zweitens wurde die Frage gestellt, welche Auswirkung TMZ und CQ auf den Zellzyklus haben. Dafiir
wurde die Expression von Zellzyklusregulatoren, die eine Zyklusprogression (Cyclin-abhangige Kinasen
CDK4 und CDK6) bzw. einen Zyklusarrest (CDK-Inhibitoren p21“P* und p27"A™) bedingen, mittels Wes-
tern Blot Analyse analysiert. AuRerdem wurden durchflusszytometrische Analysen mit Propidiumio-
did-markierten Zellen durchgefiihrt, um die Anreicherung der Zellen in Zellzyklusphasen bzw. das Auf-
treten eines Zellzyklusarrests zu untersuchen.

Drittens wurde die Wirkung von TMZ und CQ in einem Mausmodell analysiert. Hierzu erfolgte die or-
thotope Xenotransplantation von zwei SLGC-Linien mit mutiertem TP53-Gen (T1447-N239D; T1495-
R273H) in immundefiziente Nacktmause. Die Mause wurden finf Wochen nach Xenotransplantation

fir 28 Tage mit TMZ und CQ behandelt und anschliefend geopfert. Die Gehirne wurden histologisch
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mittels Hamatoxylin-Eosin (HE) - und immunbhistologischer Farbung untersucht. Als Kontrolle diente
die etablierte GBM-Linie U87MG, fiir die bereits Daten vorlagen (Kim et al., 2010).

Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten dazu beitragen, einen proof of principle fiir die Wirksamkeit von
Chloroquin in der GBM-Kombinationsbehandlung zu erbringen, der den Beginn einer klinischen Studie
rechtfertigen wiirde. Weiterhin sollen Hinweise auf die molekulare Wirkweise von Chloroquin in SLGCs

in Abhangigkeit von p53- und Stammzellstatus gewonnen werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Tumormaterial und Mausmodell

Die Experimente mit Tumormaterial wurden gemaf der Helsinki-Leitlinie und der nationalen Regelung
fir die experimentelle Verwendung menschlichen Materials (Votum 08-070 der Ethikkomission der
Universitat zu Libeck) durchgefiihrt. Die Glioblastom- und Gliosarkomproben stammten von Patien-
ten, die im Rahmen der Standardtherapie operiert wurden und ihr Einverstandnis zur Verwendung der
Tumorproben in der Forschung gaben. Die Klassifikation von Art und Grad des Tumors erfolgte gemafd
der WHO-Klassifikation durch einen Neuropathologen. Die Proben wurden anonymisiert und die dar-
aus kultivierten Zelllinien mit einem ,, T und einer nachfolgenden Codenummer bezeichnet.

Die Tierversuche wurden gemaR der EU-Richtlinie 86/609/EWG und dem nationalen Tierschutzgesetz
mit Zustimmung des Ministers flr Landwirtschaft, Umwelt und landliche Rdume Schleswig-Holsteins
[V312-72241.122-13 (14-1/11)] durchgefiihrt. Es wurden 6 Wochen alte, weibliche, immunsuppri-
mierte Nacktmause des Genus SHO™ (SHO; SCID Hairless Outbread), Crl: SHO-Prkdc*“Hr™, Zuchtcode
474, verwendet. Diese wurden von der Charles River GmbH (Sulzfeld, D) bezogen und stammten aus
Zuchten des Lieferanten. Diese kurz als SCID-Mause bezeichneten Tiere sind durch einen schweren T-
und B-Zell-immundefekt (SCID; Severe Combined Immune Deficiency) gekennzeichnet und daher fir
Tumor-Xenograft-Modelle geeignet (Dalerba et al., 2007). Die Mause wurden wahrend der experimen-
tellen Phase unter sterilen Bedingungen bei 24°C und 35% Luftfeuchtigkeit in der Barriere 1 der Ge-
meinsamen Tierhaltung (GTH) der Universitat zu Liibeck gehalten. Dabei wurden die Tiere in einzeln
bellfteten Kafigen (ICVs; Individually Ventilated Cages) untergebracht und mit Nacktmaus-Futter und

Trinkwasser versorgt, das mit 10% Glucosteril (Fresenius Kabi GmbH, Bad Homburg, D) versetzt wurde.

2.1.2  Zelllinien und Zellkulturmedien

Es wurden Zelllinien mit stammzelldhnlichen Gliomzellen (SLGCs; stem-like glioma cells) eingesetzt.
Diese Zelllinien wurden in der Arbeitsgruppe angelegt und werden in serumfreien Medium expandiert.
Einige der Phanotypen wurden bereits publiziert (Choschzick et al., 2014; Raju et al., 2015), andere
sind in Bachelor- und Masterarbeiten beschrieben. Der Stammzellcharakter ist nach den Untersuchun-
gen des Labors Uiber bis zu 50 Passagen sehr stabil. Die Zellen sind kryokonservierbar und zeigen nach
der Rekultivierung einen nahezu identischen Phanotyp wie vor dem Einfrieren, wobei allerdings der

Stammzellcharakter der Kulturen in der Regel ansteigt. D.h. der Anteil an Sox2 stark positiven Zellen
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nimmt nach Rekultivierung zu. Es wurden stets Zelllinien eingesetzt, deren Stammzellcharakter im La-

bor Gberprift wurde.

Tab. 1: SLGC-Linien

Bezeichnung Tumorart Wachstum TP53- MGMT- Tumorigen im

Mutation Status Mausmodell
T1338-N GBM semi-adhdrent het-# u +
T1371-N GSarc semi-adharent + (R175H) u +
T1389-N GBM adharent mit Aggregaten + u +
T1440-N GBM adharent, Rosetten - m +
T1447-N GSarc semi-adharent + (N239D) u/m +
T1495-N GBM adharent mi Aggregaten + (R273H) m +
T1522-N GBM adhéarent - u/m +
T1524-N GBM adharent n.u. u/m +
T1549-N GBM semi-adharent n.u. u/m +
T1556-N GBM Spharen n.u. n.u. +
T1564-N GBM adharent n.u. n.u. +

GBM: Glioblastoma multiforme; GSarc: Gliosarkom; MGMT: Methylguanintransferase; m: methyliert; N: N-Linie (unter serumfreien Bedin-
gungen kultivierte Zelllinie); het-#: heterogot mutiert in einer Subpopulation der T1338-Mutterkultur; n.u.: nicht untersucht; T: Tumor, u:
unmethyliert; +: ja; -: nein

Als Kontrolle diente die Zelllinie U87MG (Uppsala 87 Malignes Gliom). Es handelt sich dabei um eine
GBM-Zelllinie, die keinen Stammzellcharakter aufweist, den Tumorsuppressor p53 in Wildtypform ex-

primiert und in serumhaltigen Medium expandiert wird (Ishii et al., 1999; Lee et al., 2006).

Tab. 2: US7MG
Bezeichnung Tumorart Wachstum TP53-Mutation MGMT- Status Tumorigen im
Mausmodell
U87MG GBM adhdrent - m +

GBM: Glioblastoma multiforme; MG: Malignes Gliom; MGMT: Methylguanintransferase; m: methyliert; U: Uppsala; +: ja; -: nein
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Tab. 3: Zellkulturmedien

Bezeichnung

Zusammensetzung

Anwendung

F-Medium

DMEM/Ham’s F12 (88%),
FCS (10%),
Penicillin/Streptomycin (1%),
Amphotericin (1%)

Kultivierung von U87MG

Basismedium

DMEM/Ham’s F12 (96%),
L-Glutamin 200 mM (2%),
Penicillin/Streptomycin (1%),
Amphotericin (1%)

N - Medium,

N - Stoppmedium

Serumfreies Stammzellme-

dium (N-Medium)

Basismedium (80%),
BIT-9500 Serumersatz (20%),
hu rEGF (20 ng/ml),
hu rbFGF (20 ng/ml)

Kultivierung von SLGC-Linien

Stoppmedium

45 ml Basismedium,

5 ml FCS

Inaktivierung von

Trypsin/EDTA

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s medium; FCS: Fetales Kalberserum, EDTA: Ethylendiamintetraessigsdure; EGF: Epidermaler Wachs-
tumsfaktor; bFGF: basischer Fibroblasten-Wachstumsfaktor; hu: human; r: rekombinant; SLGC: stem-like gioma cells; U87MG: Uppsala 87

Malignes Gliom
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2.1.3 (Bio)Chemikalien, Wachstumsfaktoren, Puffer und Lésungen

Tab. 4: Biochemikalien, Chemikalien, Wachstumsfaktoren

Bezeichnung

Hersteller

Acrylamid/Bisacrylamid 30%/0,8%
Ammoniumpersulfat (APS)

Amphotericin B (1 ng/10pl)

Basischer Fibroblasten-Wachstumsfaktor (bFGF),
human, rekombinant

BIT-9500 Serumersatz

Bradford Reagenz (5x konzentriert)

Chloroquin

Coomassie Brilliant Blue R 250

DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol)
DMEM/Ham’s F12-Medium, fliissig

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Epidermaler Wachstumsfaktor (EGF),

human, rekombinant

Entellan Eindeckmittel

Fluoromount Eindeckmittel

Eosin G (1%)

FCS (Fetales Kalberserum)

Fibronektin (4pg/ml)

Hamalaunlésung nach Mayer

L-Glutamin (200 mM)

MTT (Thiazolylblau-Tetrazoliumbromid 98%)
Penicillin/Streptomycin (1 ng/10ul)
Propidiumiodid (PI) - Stammldsung (1 mg/ml in H,0 dest.)
PIC (Proteinase Inhibitor Cocktail)

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)

RNAse A (100 mg/ml)

Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (10-260
kDa, gefarbt), Proteinmolekulargewichtsmarker
Supersignal West Detektionslésung flir Western Blot
Temodal® (Temozolomid)

TEMED (Tetramethylethylendiamin)
Trockenmilchpulver

Trypanblau (0,5%)

Trypsin/EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure), 0,5%

BioRad, Miinchen, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
PromocCell, Heidelberg, D
PromocCell, Heidelberg, D

PELOBiotech GmbH, Planegg, D
BioRad, Miinchen, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D

MP Biomedicals, Eschwege, D
Roth, Karlsruhe, D

Biochrom, Berlin, D

Merck, Darmstadt, D

PromoCell, Heidelberg, D

Merck, Darmstadt, D
Southern Biotech, Birmingham, USA
Roth, Karlsruhe, D

Gibco BRL, Karlsruhe, D
PromocCell, Heidelberg, D
Roth, Karlsruhe, D
PromocCell, Heidelberg, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
PromoCell, Heidelberg, D
Roth, Karlsruhe, D

Roche, Mannheim, D
Merck, Darmstadt, D
Roche, Mannheim, D

Fermentas, St. Leon-Rot, D

Pierce, Rockford, USA

Essex Pharma GmbH, Miinchen, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Becton Dickenson, Heidelberg, D
Seromed, Berlin, D

Invitrogen-Gibco, Karlsruhe, D
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Tab. 5: Puffer und Lésungen

Bezeichnung

Zusammensetzung

Losung zum Verdiinnen der Antikorper flr

die Immunbhistologie

1x PBS mit 10 % FCS und 1 % Natriumazid

BrdU-Fixierldsung

70 ml 100% Ethanol + 23 ml H20 bidest. +
6,7 ml 25% HCI

BrdU-Waschmedium

DMEM mit 2% FCS

BrdU-Nuklease-Losung

1:100 Nukleaseldsung in Inkubationspuffer (BrdU Kit)

Citratpuffer fiir Immunbhistologie

41 ml Natriumcitrat + 9 ml Zitronensaure +
450 ml H20 dest.

Coomassie-Entfarber

7,5 % Essigsaure, 25 % Ethanol

Coomassie-Farbeldsung

0,1 % Coomassie R 250, 10 % Essigsaure,
50 % Ethanol

JLB-Lysepuffer fiir WCE

(whole cell protein extracts)

50 mM Tris-HCI (pH 8),
150 mM NacCl,

10 % Glycerol,

0,5 % Triton-X-100

Laemmli Puffer (2x)

25 ml Sammelgelpuffer + 40 ml 10% SDS +
20 ml Glycerol (85%) + 10 ml B-Mercaptoethanol + 5
ml Bromphenolblau-Lésung (2,5%)

MTT-LOsung

50 mg MTT in 10 ml 1x PBS

MTT-Stopplosung

10 % SDS,
50 % N, N-Dimethylformamid,
in H20 dest.

PBS (10x) pH 7,4

80 g NaCl + 2 g KCI +
11,5 g Na;HPO4x12 H,0 + 2 g KH2POg,
mit H20 dest. auf 1000 ml

Propidiumiodid- (PI-)Farbeldsung

40 pl PI — Stammlésung + 10 ul RNAse
+ 950 pl 1xPBS

SDS-PAGE Elektrophoresepuffer (5x)

30 g Tris-Base und 144 g Glycin in 1,8 | H20 dest. |6sen,
100 ml 10% SDS zugeben,
mit H20 dest. auf 2000 ml

SDS-PAGE Sammelgelpuffer

12 g Tris-Base in 160 ml H20 dest. 16sen, mit HCl konz.
auf pH 6,8 einstellen (mit HCI), 2 ml 10% SDS,
mit H20 dest. auf 200 ml

SDS-PAGE Trenngelpuffer

36,3 g Tris-Base in 160 ml H,0 dest. |6sen, mit HCI
konz. auf pH 8,8 einstellen (mit HCI), 2 ml 10% SDS,
mit H20 dest. auf 200 ml

TEN-Puffer (1x)

10 mM Tris-HCI (pH 8),
1 mM EDTA (pH 8)
100 mM NadCl,

Western Blot Blockpuffer

1x PBS mit 1 % Trockenmilch

Western Blot Transferpuffer

5,8 g Tris-Base + 2,9 g Glycin
+10% SDS (v/v)
zu 800 ml H20 dest. + 200 ml Methanol

Western Blot Waschpuffer

500 ul Tween 20in 1| 1x PBS

BrdU: Bromdesoxyuridin; FCS: fetales Kalberserum; DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s medium; EDTA: Ethylendiamintetraessigsaure;
MTT: Thiazolylblautetrazoliumbromid; PAGE: polyacrylamide gel electrophoresis; PBS: phosphate buffer solution; SDS: sodium dodecyl-

sulfate
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Tab. 6: Kits
Bezeichung Hersteller
BrdU — Labelling and Detection Kit IlI Roche, Mannheim, D
Cell Cycle Regulation Antibody Sampler Kit Cell Signaling, Frankfurt, D
CytoTox 96® Non-Radio. Cytotoxicity Assay Kit Promega, Madison, WI, USA

2.1.4 Antikorper

Tab. 7: Primarantikorper

e Ursprungs- . MW des Anwendung
Antikorper Hersteller . Verdiinnung .
organismus Proteins

apan-Aktin (C4) mAb #1501 Chemicon Maus 1: 1000 42 kDa WB
aCDK4 (D9G3E) mAb#12790 Cell Signaling Kaninchen 1: 1000 30 kDa WB
aCDK6 (DCS83) mAb #3136 Cell Signaling Maus 1: 1000 36 kDa WB
aKU80 (C48E7) mAb #2180 Cell Signaling Kaninchen 1: 100 80 kDa IMH
aNestin (10C2) mAb #5326 Chemicon Maus 1: 100 240 kDa IMH
ap21 Wafl/Cipl (12D1) mAb . . .

Cell Signaling Kaninchen 1: 1000 21 kDa
#2947 wB
ap27 Kipl (D69C12) XP® mAb . . )
43686 Cell Signaling Kaninchen 1:1000 27 kDa WB

a: Zeichen fur Antik6rper, CDK: Cyclin-abhdngige Kinasen; IMH: Immunhistologische Farbung; kDa: Kilodalton; MW: Molekiilmasse; WB:
Western Blot Analyse

Tab. 8: Sekundarantikérper

Name Hersteller Verdiinnung Anwendung
aCy3™ 3-konjugierter Ziege-anti-Kaninchen IgG (H+L)  Jackson Immunotech  1: 300 IMH
aDyLight® (488) Ziege-anti-Maus IgG (H+L) Thermo Scientific 1: 400 IMH
aZiege-anti-Kaninchen (GAR-) Peroxidase Beckman Coulter 1: 5000 WB
aZiege-anti-Maus (GAM-) Peroxidase Beckman Coulter 1: 10000 WB

Ig: Immunglobulin; H+L: reagiert mit der heavy und light chain des Immunglobulins; IMH: Immunhistologische Farbung; WB: Western Blot
Analyse
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2.1.5 Osmotische Pumpen

Zur intrazerebralen Applikation von Chloroquin (CQ) im Mausmodell wurden osmotische Pumpen ge-
nutzt (Alzet Brain Infusion Kit 3, Durect, Cupertino, USA). Dazu wurde eine Pumpe (100 pl Fillvolumen)
subkutan auf dem Riicken der Tiere implantiert. Die osmotische Pumpe wurde Uiber einen subkutanen
Schlauch mit einer Infusionskaniile verbunden, die das Reagenz direkt in die Tumorzellinokulations-
stelle beforderte. Die Foérderrate betrug 0,11 pl/h und wirkte Giber den osmotischen Gradienten zwi-
schen Pumpe und Gewebe. Um in vivo eine Chloroquinkonzentration von 40 pg/d zu erreichen, wurde
eine sterile CQ-Lésung von 15,2 mg/ml mit H,O dest. angesetzt. Die Applikationsdauer betrug 28 Tage.

Parallel wurde den Mausen oral Temozolomid verabreicht (siehe unten).

2.1.6 Weiteres Material

Fir die Zellkultur wurde steriles Einmalplastikmaterial von Greiner bio-one, Frickenhausen, D bezogen:
Pipetten (1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml), Mikrotitierplatten (96-Lochplatten), ZellkulturgefidRe [25 cm?
Flaschen (T25), 75 cm? Flaschen (T75), 10 cm Schalen], Einmalplastikréhrchen (10 ml) sowie Spitzen
(200 pl, 1000 pl) fur automatische Pipetten (Gilson P20/P200/P1000 von Gilson, Middletown, WI, USA
und Labmate 10ul/100ul von HighTech, Warschau, PL). Spitzen (10 pl, 1-200 pl, 300 pl) fur die 8-Kanal-
Pipette (CAPP 5-50 ul, 50-300 pl; Starlab, Ahrensburg, D) stammten von Starlab, Ahrensburg, D. Reak-
tionsgefaRe (0,75 ml, 1,5 ml, 2,2 ml) stammten von Eppendorf, Hamburg, D. Sterile Einmalspritzen (1
ml) wurden von B. Braun, Melsungen, D und sterile Kantlen (20G, 25G, 27G, 30G) von Becton Dickin-
son, Heidelberg, D bezogen. Objekttrager (Superfrost) stammten von Roth, Karlsruhe, D und Deckgla-
ser (24 x 50 mm) von Thermo Scientific, Braunschweig, D. Angaben zu weiteren Materialen und Gera-

ten befinden sich im Text des Methodenteils.
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Alle Zelllinien wurden in Zellbrutschranken bei 37 °C, 5 % CO, und einer wasserdampfgesattigten At-
mosphare (Heraeus Hera Cell Inkubat 80, Heraeus, Hanau, D) kultiviert. Sowohl bei den N-Kulturen
(stammzelldhnliche Gliomzellen) als auch bei U87MG wurde 1/8 bis 1/4 des Mediums zwei- bis dreimal
die Woche erneuert. Das Wachstum der Zellen wurde lichtmikroskopisch kontrolliert (Labovert FS,
Leitz, Wetzlar, D).

Die Passage der adharenten und semi-adharenten Zellen erfolgte, sobald die Kulturen eine Konfluenz
von mehr als 80% erreichten. Die Spharoide wurden passagiert, sobald sich im Zentrum eine dunkle
Verfarbung auszubilden begann. Bei den adhdrenten Kulturen wurde das Medium abgesaugt und die
Zellen mit 1xPBS gewaschen. AnschlieRend wurden die Zellen mit 1 ml Trypsin/EDTA (T25; 2ml fiir T75)
inkubiert, bis sie sich makroskopisch sichtbar ablosten. Die enzymatische Reaktion wurde durch Zu-
gabe von 1 ml bzw. 2 ml Stoppmedium (Tab. 3) beendet. Dann wurde die Zellsuspension in ein Einmal-
plastikrohrchen Gberfihrt und zentrifugiert (5 min/ 250 x g/ Raumtemperatur). Nach Verwerfen des
Uberstandes wurde das Zellpellet in 1 ml Medium resuspendiert. Je nach Proliferationsgeschwindigkeit
der Zelllinie wurde 1/2 bis 1/8 der Zellsuspension in eine neue Zellkulturflasche (T25) mit vorgelegtem
Medium Uberflhrt. Bei den semi-adharenten und spharischen Kulturen wurde das Medium abgenom-
men und die darin schwimmenden Zellen fir 5 min bei 250 x g und Raumtemperatur pelletiert, gewa-
schen und in 1 ml Trypsin/EDTA resuspendiert. Wahrenddessen wurden die im ZellkulturgefaR verblie-
benen Zellen mit 1xPBS gewaschen und durch Zugabe von Trypsin/EDTA abgel&st. Das in Trypsin/EDTA
suspendierte Zellpellet wurde mechanisch dissoziiert und mit Stoppmedium versetzt. Die Zellsuspen-
sion aus der Zellkulturflasche wurde hinzugefligt und es wurde erneut fiir 5 min bei 250 x g und Raum-
temperatur zentrifugiert und danach die Zellen in 1 ml Medium resuspendiert.

Vor dem Ausplattieren der Zellkulturen wurden die 96-Lochplatten mit Fibronektin beschichtet, um
die Adhérenz zu erh6hen. Dazu wurde eine Fibronektin-Stammldsung (4 pg/ml) 1:1000 mit sterilen
1xPBS verdiinnt und 60ul pro Vertiefung auf den Platten verteilt. Die Platten inkubierten danach fur
mindestens 4 h bei 37 °C im Brutschrank. Anschliefend wurde die Fibronektin-Losung abgesaugt und
die Platten zweimal mit sterilem 1xPBS gewaschen und mit sterilem 1xPBS Uberschichtet. Die Platten
verblieben dann bis zum Gebrauch im Brutschrank.

Fir die Behandlung mit Temozolomid (TMZ) und Chloroquin (CQ) wurden die Zellen in einer Dichte
von 1x10%/cm? ausgesit. Hierzu wurden sie wie beim Passagieren geerntet. Nach dem Resuspendieren
des Zellpelletes in 1 ml Medium wurden 10 ul der Zellsuspension mit 10 ul Trypanblau vermischt. Die-

ser Farbstoff ist in der Lage defekte Zellmembranen zu durchdringen und farbt somit tote Zellen blau,
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wobei lebende Zellen ungefarbt bleiben. 10 pul dieses Gemisches wurden auf eine Neubauer-Zahlkam-
mer (Zahlkammerfaktor 1x10% Glaswarenfabrik Karl Hecht KG, Sondheim, D) gegeben und die vitalen
Zellen unter dem Lichtmikroskop gezahlt. Es wurden Zellen in 96-Lochplatten (BrdU-ELISA, MTT-Test,
Zytotoxizitatstest; siehe Seite 26 bis 28), 10 cm Schalen (Western Blot Analyse; siehe Seite 28) und T25-
Zellkulturflaschen (Durchflusszytometrie; siehe Seite 30) plattiert.

Nach dem Ausplattieren wurde das Wachstum der Zellen taglich kontrolliert. Sobald eine Konfluenz
von 70 % erreicht wurde, erfolgte bei den T25-Zellkulturflaschen und den 10cm Schalen die Behand-
lung mit TMZ und CQ. Dagegen wurden die 96-Lochplatten stets am folgenden Tag behandelt. Es
wurde stets eine Losungsmittelkontrolle mitgefiihrt, die 0,2% DMSO (Dimethylsulfoxid) bzw. 1% DMSO
(96-Lochplatten) enthielt. Fiir BrdU-ELISA, MTT- und Zytotoxizitatsassay wurde eine konstante Kon-
zentration des TMZ von 100 uM eingesetzt, wihrend die Konzentrationen des CQ 5, 10 und 20 pg/ml
betrugen. Fir die Behandlung der Proben fiir die Western Blot und durchflusszytometrischen Analysen
wurden die TMZ-Konzentrationen in Abhangigkeit vom jeweiligen MGMT-Status der Zelllinien einge-

setzt, wahrend CQ stets in der Konzentration von 10 pg/ml appliziert wurde.

2.2.2 BrdU-ELISA

Der BrdU-ELISA bietet die Mdéglichkeit, die Proliferation von Zellen zu messen, indem er die DNA-Syn-
these wahrend der S-Phase des Zellzyklus nachweist (Gratzner, 1982). Dies erfolgt durch den Einbau
und Nachweis des Nukleotid-Analogons Bromdesoxyuridin (BrdU) anstelle von Thymidin.

Die eingesetzten Losungen und Puffer stammten zum gréReren Teil aus dem ,,5°-Bromo-2 -deoxy-uri-
dine Labeling and Detection Kit Il“ (Roche, Mannheim, D). An definierten Tagen nach der TMZ- und
CQ-Behandlung und BrdU-Zugabe wurden die Zellen zunéachst fixiert und permeabilisiert und danach
die DNA fiur den Antikérper zuganglich gemacht. Als Antikorper diente ein muriner monoklonaler Per-
oxidase-gekoppelter Antikorper, der an das inkorporierte BrdU in der DNA bindet. Im letzten Schritt
wurde das Substrat ABTS (2,2'-Azino-di-(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsidure) hinzugefiigt, welches von
der Peroxidase in ein griines Radikalkation umgesetzt wird. Dessen Konzentration wurde photomet-
risch bei einer Wellenldnge von A= 405 nm im ELISA-Reader (UVM 30, Asys Hi-Tech GmbH/LKB Bio-
chrom, Berlin, D) gemessen (Referenzwellenldange A= 490 nm).

Jede Zelllinie wurde an Tag d4 und Tag d6 nach Behandlung analysiert. Am Tag der Behandlung (Tag
d0) wurde 4 h nach Applikation von TMZ und/oder CQ die BrdU-Lésung hinzugefugt. Das BrdU (Kit-
Komponente) wurde 1:90 mit sterilem 1xPBS verdiinnt. 10 pl dieser Verdliinnung wurden in jede Ver-
tiefung gegeben, sodass BrdU in einer Konzentration von 10 uM vorlag. Bis zur Analyse wurden die 96-

Lochplatten bei 37°C und 5% CO, im Zellkulturbrutschrank inkubiert.
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Am Tag der Messung wurde das Medium aus den Vertiefungen entfernt und die Zellen zweimal mit
jeweils 250 pl BrdU-Waschmedium (Tab. 5) gewaschen. Danach erfolgte die Zugabe von auf -20°C tem-
perierter BrdU-Fixierlosung (Tab. 5) und eine Inkubation fiir 30 min bei -20°C. Danach wurde die Fixier-
|6sung abgesaugt und die Zellen erneut dreimal mit je 250 pl BrdU-Waschmedium gewaschen. An-
schlieBend wurden 100 pl einer Nuklease-Verdiinnung (1:100 mit Inkubationspuffer) in jede Vertiefung
gegeben. Es folgte eine Inkubation fiir 30 min bei 37°C. Die Nuklease wurde abgesaugt und die Zellen
wiederum dreimal mit 250 pl BrdU-Waschmedium gewaschen. Es folgte die Zugabe von 100 ul BrdU-
Antikorper-Losung (1:100 Verdiinnung mit Waschpuffer), welche erneut fiir 30 min bei 37°C inku-
bierte. Die Antikorperlosung wurde entfernt und es wurde wiederum dreimal mit 250 pl BrdU-Wasch-
medium gewaschen. Danach wurden je 100 ul des Peroxidasesubstrates ABTS pro Vertiefung pipet-
tiert. Durch Oxidation bildet ABTS ein griines Radikalkation, welches nach 5, 10, 20, 30, 40, 60, 90, 120,
150 und 180 min photometrisch im ELISA-Reader unter der Verwendung der Software Mikrowin 2000
(Mikrotek Laborsysteme GmbH, Overath, D) gemessen wurde. Die zellfreien Reihen 1 und 12 dienten
als Leerwerte. Die Absorption korreliert direkt mit der Menge des inkorporierten BrdUs. Es wurde je-
weils eine komplette Messserie ausgewahlt und in Microsoft Excel ausgewertet. Bei der Auswertung
wurde die ,,optische Dichte” (OD) der DMSO- bzw. unbehandelten Kontrolle als 100% definiert und die
Messwerte der behandelten Zellreihen als relative ODs darauf bezogen. Dabei wurden die Mittelwerte

und Standardabweichungen angegeben.

2.2.3 MTT-Test

Der MTT-Test bestimmt die Menge von NADH/NADPH, welche als Koenzyme an vielen zelluldren Pro-
zessen beteiligt sind, u.a. an den Redoxreaktionen von Glykolyse und Zellatmung und an anabolen Re-
aktionen wie Fettsdure- und Cholesterinsynthese (Mosmann, 1983). Der NADH/NADPH-Gehalt stellt
also einen Parameter fir den zelluldren Stoffwechsel dar. Beim MTT-Test sind NADH/NADPH an der
Reduktion des gelben Tetrazols MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium-bromid) zu
dem purpurfarbenen Formazan beteiligt.

Die Vitalitdat wurde an Tag d4 und d6 der Behandlung bestimmt. Am Tag der Analyse wurden 10 ul der
MTT-Losung (Tab. 5) in die Vertiefungen pipettiert. Dieser Schritt erfolgte wie die folgenden Schritte
in abgedunkelter Umgebung, um den Farbstoff zu schiitzen. Nach MTT-Zugabe folgte eine Inkubation
von 4 h im Zellkulturbrutschrank. Anschliefend wurde die Redoxreaktion durch Zugabe von 100 pl
MTT-Stopplosung (Tab. 5) beendet und die Platte fiir weitere 20 min bei Raumtemperatur gehalten.
Die Extinktionsmessung erfolgte nach 20 min, 40 min und 24h bei einer Wellenlange von A= 570 nm
im ELISA-Reader (Referenzwellenldnge A= 655 nm) unter Verwendung der Mikrowin 2000 Software.

Die Auswertung mit Microsoft Excel umfasste wie bei dem BrdU-ELISA die Angabe von Mittelwert und
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Standardabweichung sowie die Normalisierung der Proben gegen die DMSO- bzw. unbehandelte Kon-

trolle.

2.2.4 Zytotoxizitatstest

Der Zytotoxizitats-Test bestimmt die Konzentration der Laktatdehydrogenase (LDH). Die LDH ist ein
ubiquitdr vorhandenes Enzym und wird bei der jeglicher Schadigung von Zellen durch die defekte
Membran freigesetzt (Korzeniewski und Callewaert, 1983).

Es wurde das ,,CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay”- Kit der Firma Promega (Madison, WI,
USA) verwendet. Der Test wurde am Tag d4 und d6 nach Behandlung mit TMZ und/oder CQ durchge-
fihrt. Wie der MTT-Test beruht auch der LDH-Test auf der Konversion eines Tetrazoliumsalzes in das
korrespondierende Formazan und wird daher in abgedunklelter Umgebung durchgefihrt. Am Tag der
Messung wurde die 96-Lochplatte fiir 4 min bei 250 x g und 4°C zentrifugiert. Dann wurden 50 pl des
Uberstandes in eine neue 96-Lochplatte Giberfiihrt und die Zellen verworfen. 50 pl des Substratmixes
(Kit-komponente), der das Tetrazoliumsalz INT (2-(4-lodophenyl) -3-(4-nitrophenyl) -5-phenyl-2H-tet-
razoliumchlorid) enthalt, wurden zu den 50 pl des Zelliberstandes pipettiert. Nach 30 min Inkubation
bei Raumtemperatur wurde die Reaktion durch Zugabe von 50 pl einer Stoppldsung (Kit-Komponente)
beendet. Die Extinktion wurde sofort im ELISA-Reader bei einer Wellenldange von A=490 nm gemessen.
Die Messung erfolgte unter Anwendung der Mikrowin 2000 Software und die Auswertung wie bei dem

BrdU-ELISA und MTT-Test mit Microsoft Excel.

2.2.5 Proteinextraktion und Western Blot Analyse

Es wurden Western Blot Analysen durchgefiihrt, um die Auswirkungen von TMZ und CQ auf die Prote-
inexpression der SLGC-Linien zu bestimmen. Untersucht wurden Regulatoren des Zellzyklus, die Cyclin-
abhangigen Kinasen 4 und 6 (CDK 4/6) und die CDK-Inhibitoren p21“"* und p27WAf,

Wie oben beschrieben wurden die Zellen in 10 cm Zellkulturschalen ausgesat, mit TMZ und CQ behan-
delt und am Tag d4 nach der Behandlung geerntet. Um die Zellen zu ernten wurde das individuelle
Wachstumsverhalten beachtet. Adhdrente Zellen wurden zweimal mit 5-10 ml kalten sterilen 1xPBS
gewaschen und auf Eis gehalten. AnschlieRend wurde 1 ml kaltes steriles 1xTEN (Tab. 5) in die Schalen
gegeben und die Zellen mithilfe eines Silikonspatels abgel6st. Die Zellsuspension wurde in ein Reakti-
onsgefal tberfihrt und fir 1 min bei 1.000 x g und Raumtemperatur in der Tischzentrifuge (5415C,
Eppendorf, Hamburg, D) pelletiert. Die Zellpellets wurden bis zur Weiterverarbeitung bei -20°C gela-
gert. Im Falle von semi-adharenten Kulturen oder Spharoiden wurde das Medium mit den Zellen in

Rohrchen lberfiihrt und durch Zentrifugieren pelletiert (15 min, 250 x g, 4°C). Das Pellet wurde mit
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1xPBS gewaschen und in 1XTEN resuspendiert. Bei Mischkulturen wurden die durch Zentrifugieren ge-
ernteten Zellen mit der mittels Silikonspatel geernteten Zellsuspension zusammengefihrt.

Zur Herstellung der Gesamtzellproteinextrakte (WCE; whole cell extract) wurde das Zellpellet in JLB-
Lysepuffer (Tab. 5) resuspendiert. Das Volumen war von der GroRe des Zellpelletes abhangig und
wurde so gewahlt, dass die zu erwartende Proteinkonzentration nicht unter 1 pug/ul lag. Dem Lysepuf-
fer wurden kurz vor Gebrauch PIC (Proteinaseinhibitorcocktail; Endkonzentration 1 pl/ml Puffer) und
PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid; Endkonzentration 2 pl/ml JLB-Puffer) zugesetzt. Nach Resuspen-
dieren der Pellets in JLB-Puffer (PIC/PMSF) wurden die Zellen fir 25 min auf Eis inkubiert. Die Zell-
bruchstiicke wurden anschlieBend fiir 10 min bei 18.000 x g und 4°C pelletiert. Der Uberstand mit den
Proteinen wurde in ein neues Reaktionsgefal Gberfiihrt und bei -20°C gelagert.

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde die Methode nach Bradford verwendet (siehe Mani-
atis et al., 1989). Dazu wurden 2 pl der WCE-L6sung in 800 pl 1x PBS pipettiert und mit 200 pl 5x Brad-
ford Reagenz (Tab. 4) versetzt. Nach 20 min wurde die Extinktion bei A = 595 nm gegen einen Leerwert
(800 ul 1x PBS und 200 pl 5x Bradford Reagenz) gemessen. Die Proteinkonzentrationen wurden mit
einer Eichkurve ermittelt, welche zuvor anhand von Serumalbuminverdiinnungen erstellt wurde. Um
die WCEs weiter zu charakterisieren, wurden 5 pl in einem analytischen Polyacrylamid-SDS-Gel elekt-
rophoretisch aufgetrennt. Dabei wurde die diskontinuierliche, denaturierende Gelelektrophorese
nach Laemmli angewandt (Maniatis et al., 1989). Es wurden Trenngele mit einer Acrylamidkonzentra-
tion von 10% und Sammelgele mit einer Acrylamidkonzentration von 4% verwendet (Tab. 9). Die Far-
bung der analytischen Gele wurde nach Standardprotokoll mit Coomassie Brilliant Blue durchgefiihrt

(Maniatis et al., 1989).

Tab. 9: Zusammensetzung der Gele fiir die SDS-PAGE

Komponente 15%-iges Trenngel 10%-iges Trenngel 4%-iges Sammelgel
H.O 1,2 ml 2ml 1,8 ml
Trenngelpuffer (Tab. 5) 1,25 ml 1,25 ml -
Sammelgelpuffer (Tab. 5) - - 750 pl
Acrylamid/Bisacrylamid 2,5 ml 1,66 ml 400 pl
(30%/0,8%)

10% APS 50 pl 50 ul 15 ul
TEMED 3ul 3ul 4 ul

APS: Ammoniumpersulfat; SDS-PAGE: sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis; TEMED: Tetramethylethylendiamin

Fir die Western Blot Analyse wurden fir alle Antikdrper 15 ug WCE pro Spur eingesetzt. In Abhangig-
keit des zu untersuchenden Proteins wurde ein 10%-iges (CDK4, CDK6) bzw. 15%-iges (p21°P?, p27WAFL)
Trenngel verwendet (Tab. 9). Als Proteinlangenstandard wurde Spectra Multicolor Broad Range mar-

ker protein parallel aufgetrennt.
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Nach der Auftrennung wurden die Proteine auf eine Nitrocellulosemembran geblottet. Dazu wurde
das Gel zunachst fir 10 min in Transferpuffer (Tab. 5) inkubiert. Dann erfolgte der Transfer nach der
»semi-dry“-Methode gemaR folgendem Aufbau: drei Blotpapiere (Schleicher und Schuell Bioscience,
Dassel, D), Nitrocellulosemembran (BioRad, Miinchen, D), SDS-Gel und erneut drei Blotpapiere. Alle
Komponenten wurden in Transferpuffer getrankt und lufblasenfrei lGber einander geschichtet. Der
Transfer erfolgte fiir eine Stunde bei 12 V im Transblot SD (BioRad Miinchen, D). AnschlieRend wurde
das SDS-Gel zur Kontrolle des erfolgreichen Transfers mit Coomassie gefarbt. Die Nitrocellulosememb-
ran wurde fiir 15 min in 1% Blockpuffer (Tab. 5) bei Raumtemperatur auf dem Schiittler inkubiert.

Die Inkubation mit dem Primarantikorper (Tab. 7) erfolgte in 1% Blockpuffer (Tab. 5) liber Nacht bei
4°C. Danach wurde die Antikorperlosung entfernt und die Nitrocellulosemembran dreimal fiir 10 min
in Western Blot - Waschpuffer (Tab. 5) gewaschen. AnschlieBend wurde die Membran mit einem Per-
oxidase-gekoppelten Sekundéarantikorper (Tab. 8) flir 1 Stunde in 1% Blockpuffer bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach weiteren Waschschritten fir dreimal 10 min erfolgte die Detektion mit 800 ul Western
Blot Detektionslosung (Tab. 4) pro Membran am ChemiDoc XRS (BioRad, Miinchen, D). Bei der Detek-
tion setzt die Antikorper-gekoppelte Peroxidase in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid das Substrat
Luminol um. Die dabei entstehende Chemilumineszenz wird von einer sensitiven Kamera detektiert
und die Signalintensitat mithilfe der Software QuantityOne (BioRad, Miinchen, D) gemessen. Nach der
Detektion wurde die Membran nochmals dreimal mit Waschpuffer gewaschen und bis zur Weiterver-
wendung bei -20°C aufbewahrt. Um die Expressionslevel der verdnderten Proteine zu quantifizieren
wurde die Membran zunachst mit einem Antikdrper gegen ein house keeping Protein inkubiert. Als
Ladekontrolle diente hier Aktin. Die Membran wurde typischerweise am Folgetag erneut bei -4°C liber
Nacht mit dem pan-Aktin-Antikérper inkubiert und wie beschrieben detektiert. Es wurden die Intensi-
taten der Signale von Primarantikorpern und Ladekontrolle unter Subtraktion der Hintergrundintensi-
tat ermittelt. Die Werte der Antikorper-Signale wurden durch die korrespondierenden Werte der Ak-

tin-Signale dividiert. Die gegen Aktin normalisierten Werte wurden graphisch dargestellt.

2.2.6 Durchflusszytometrische Analyse

Die Durchflusszytometrie wurde zur Analyse des Zellzyklus verwendet. Das Prinzip dieser Untersu-
chung beruht auf der Messung von Lichtsignalen einer Zelle wahrend diese einen Laserstrahl passiert.
Das Streulicht und Fluoreszenzemissionen werden von mehreren Detektoren gemessen, sodass ver-
schiedene physikalische Parameter der Zelle abgeleitet werden kdnnen. Das Vorwartsstreulicht korre-
liert mit der ZellgroBe und das Seitwartsstreulicht erlaubt Riickschllisse auf Granularitat und Memb-
ranstruktur (Givan, 2001). Um den Zellzyklus zu untersuchen, wurden die Zellen mit Propidiumiodid

(P1) gefarbt, dessen Fluoreszenz bei einer Wellenldnge von A= 575 nm detektiert wird. Propidiumiodid
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interkaliert in Nukleinsduren und dient somit zur Messung des DNA-Gehaltes von Zellen. So kénnen
Rickschliisse auf den Anteil toter Zellen in einer Population und auf den Zellzyklus gezogen werden. In
der GO- und G1-Phase besitzen die Zellen einen diploiden Chromosomensatz, in der S-Phase wird die
DNA verdoppelt, sodass in der darauffolgenden G2-Phase ein tetraploider Satz vorliegt.

Die Tumorzellen wurden wie oben beschrieben in einer Dichte von 1x10*Zellen/cm? in T25-Zellkultur-
flaschen ausgesat und mit TMZ und/oder CQ behandelt. Zwei Tage nach der Behandlung wurden die
Zellen durch Trypsinieren geerntet, in ReaktionsgefalSe lGiberfiihrt und fiir 5 min bei 250 x g und Raum-
temperatur pelletiert. AnschlieBend wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert, wobei sie stets auf
Eis gehalten wurden. Zuerst wurde das Pellet kurz auf dem Vortexmischer (Vortex Genie 2, Bender und
Hobein AG, Zirich, CH) aufgelockert, dann wurde es mit 500 pl Ethanol-Eisessig (95:5/v:v) versetzt,
erneut aufgelockert und anschlieBend sorgfaltig resuspendiert. Es folgte eine Inkubation fiir 5 min auf
Eis. Danach wurde fiir 1 min bei 1.000 x g und Raumtemperatur in der Tischzentrifuge zentrifugiert und
der Uberstand vorsichtig abgenommen. Das Pellet wurde mit 500 pl kaltem DMEM mit 2 % FCS versetzt
und vollsténdig resuspendiert. Danach wurde zweimal mit 500 ul 1x PBS gewaschen, wobei stets wie
oben beschrieben zentrifugiert wurde. Zuletzt wurde das Zellpellet in 250 ul 1x PBS resuspendiert und
Gber den CellTrics-Filter (Partec GmbH, Gorlitz, D) von Aggregaten gereinigt. Der Filter wurde mit 250
ul 1x PBS nachgespiilt.

Mindestens 5 min vor der Messung wurden 10 pl der PI-Farbel6sung (Tab. 5) hinzugegeben. Die Mes-
sung erfolgte im ,,Benchtop Analyser” LSR Il (Becton Dickinson; CAnaCore-Facility, Institut flr systemi-
sche Entziindungsforschung). Es wurden jeweils 10* Zellen gezihlt. Die Auswertung erfolgte mit der
Software BD FACS Diva Software Version 6.1 und die Darstellung der Daten in Punktwolkendiagram-

men und Histogrammen.

2.2.7 Xenotransplantation von SLGCs und Doppelbehandlung mit TMZ/ CQ

Fir die Xenotransplantation wurden die humanen Gliomzellen mithilfe von Trypsin/EDTA geerntet
(siehe Seite 25). Nach der Zentrifugierung wurden die Zellen zweimal in 1 ml N-Medium gewaschen.
Die Anzahl vitaler Zellen wurde mittels Trypanblau-Farbung in der Neubauerzahlkammer ermittelt.
Dann wurden die Zellen in einer Konzentration von 25.000 Zellen/ul in N-Medium resuspendiert und
auf Eis gehalten.

Fir die Inokulation der Zellen wurden die SCID-Mé&use sediert. Dazu wurde eine 0,9%-ige NaCl-Lésung
angesetzt, die 120 mg Ketamin (Ketavet, Pharmacia GmbH, Berlin, D) zur Analgosedierung und 18,66
mg Xylazin (Rompun, Bayer, Leverkusen, D) zur Analgesie und Muskelrelaxation enthielt. Die sedie-
rende Losung wurde in einer Konzentration von 0,01 ml/g Kérpergewicht intraperitoneal verabreicht.

Die sedierten Mause wurden im stereotaktischen Rahmen (430005-5-1, TSE Systems, Steilllingen, D)
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mit Stellschrauben rostral und temporal fixiert. Der Schadelknochen wurde durch eine ca. 1 cm lange
mediane Sagittalinzision freigelegt und das Periost vorsichtig vom Knochen geldst. Mithilfe einer 27G
Kaniile wurde 2 mm rechts lateral der Sutura sagittalis und 1 mm occipital der Sutura coronalis ein
Loch in den Schadelknochen gebohrt. Danach wurde die vertikal am stereotaktischen Rahmen ange-
brachte Hamilton-Pipette (Gastight 1705 RN; Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz, CH) 3 mm tief in das
Gehirngewebe gesenkt und vorsichtig 4 pl der Zellsuspension injiziert. Die Pipette verblieb ca. 1 min
im Gewebe, um einen Sog auf die Zellen durch zu eiliges Entfernen der Pipette zu vermeiden. Der
Knochendefekt wurde mit Knochenwachs (Johnson und Johnson Intl., St. Stevens-Woluwe, BE) ver-
schlossen und die Wunde mit 2 bis 3 Einzel-Knopf-Nahten [Ethilon*Il 3-0 (Polyamid, nicht resorbier-
bar), Johnson und Johnson Intl., St.Stevens-Woluwe, BE) versorgt. Um eine Unterkiihlung zu vermei-
den, wurden die Mduse nach der Prozedur unter eine Infrarot Warmelampe gelegt; die Augen wurden
zur Infektionsprophylaxe mit einer Dexpanthenol-Salbe (Dexpa-nasal, Nestmann Pharma GmbH, Zap-
fendorf, D) versehen. Die Maduse wurden durch Ohrenmarkierungen gekennzeichnet.

Das Gewicht der Mause wurde alle 2 bis 3 Tage kontrolliert (Waage: 1403-C-MP7-2; Sartorius AG, Got-
tingen, D), um das Auftreten einer Tumorkachexie zu detektieren. Nach einigen Wochen des Tumor-
wachstums (abhangig von der implantierten Zelllinie) wurden die Mause 28 Tage lang parallel mit TMZ
und CQ behandelt. Dazu wurden sie in drei Gruppen eingeteilt: Eine Gruppe erhielt TMZ und CQ, die
zweite Gruppe TMZ als Monotherapie und die letzte Gruppe blieb unbehandelt. Um sicher zu gehen,
dass CQ die orthotopen Tumore im Mausgehirn erreicht, wurde die Applikation (iber Alzet-Pumpen
gewahlt. Flir TMZ ist bekannt, dass oral appliziertes TMZ Gber die Bluthirnschranke gelangt. Daher war
die orale Gabe von TMZ sinnvoll.

Zur Implantation der osmotischen Alzet-Pumpen fiir die Applikation des CQ wurden die Mause wie bei
der Inokulation der SLGCs analgosediert. Pumpe und Schlauch wurden luftblasenfrei mit steriler CQ-
Lésung (15,2 mg/ml in H,0 dest.) geflllt. Der Schlauch wurde mit dem Fluss-Regler und der Infusions-
kanile verbunden. Anhand der Infusionskoordinaten und der Lage der Pumpe wurde die Lange des
Schlauches angepasst, wobei ca. 25% mehr Lange einberechnet wurde, damit Kopf und Hals der Maus
frei beweglich blieben. Zuletzt wurde die Pumpe mit dem Fluss-Regler verbunden. Der Schadelknochen
wurde mit einer 2 cm langen medianen Sagittalinzision freigelegt. Die noch sichtbare Inokulationsstelle
wurde aufgesucht, vom Periost befreit und trocken getupft, um einen sicheren Halt der Infusionska-
nile zu gewahrleisten. AnschlieBend wurde auf dem Ricken der Maus mithilfe einer Schere eine sub-
kutane Tasche geformt, deren GréRe so gewahlt wurde, dass die Pumpe leicht beweglich war, aber
nicht zur Flanke hin abgleiten konnte. Die Inokulationsstelle wurde mithilfe einer Kaniile erneut eroff-
net, die Pumpe in die subkutane Tasche geschoben und die Infusionskaniile in die Inokulationsstelle
gesenkt. Die Wunde wurde mit Einzel-Knopf-Nahten verschlossen und die Mause unter die Warme-

lampe gelegt und mit Augensalbe behandelt.
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Mit der TMZ-Behandlung wurde zwei Tage nach Implantation der Alzet-Pumpen begonnen, da die os-
motischen Pumpen erst nach 48h ihre endgiiltige Férderungsrate erreichen. Es wurde eine TMZ-L6-
sung mit 10 mg/ml in H,0 angesetzt. Dazu wurden Temodal®-Kapseln in Leitungswasser gelost. Wegen
ihrer schlechten Loslichkeit verblieb die TMZ-Suspension fiir mindestens 2 h auf einem Rotator. Jede
Maus erhielt pro Tag 0,2 ml der TMZ-Lésung, die oral mit einer Fitterungssonde (Knopfkaniile, gebo-
gen; Param GmbH, Hamburg, D) verabreicht wurden.

Nach 28 Tagen Behandlung wurde das Experiment beendet und die Mause geopfert. Sobald eine Maus
einen Gewichtsverlust von mehr als 10 % zeigte, wurde sie bereits frither aus dem Experiment genom-
men und nach Anleitung des Fachpersonals der Tierhaltung geopfert. Es erfolgte die sofortige Ent-
nahme des Gehirns. Dazu wurde die Maus mit einer Hand fixiert und die Nackenmuskulatur und Scha-
deldecke durchtrennt. Die Kopfhaut wurde durch einen Sagittalschnitt in der Medianlinie gespalten.
Anschliefend wurde die Schadeldecke vorsichtig von okzipital tber parietal nach rostral mit einer
Schere durchschnitten. Mit dem Trennen der Sutura coronalis konnte die Schadeldecke komplett ab-
gelost und abgehoben werden. Zur vollstdndigen Entnahme des Gehirns wurden die Nervi Optici
durchschnitten und das Gehirn auf Hohe des Hirnstammes vom Riickenmark getrennt. Das Gehirn
wurde in 4% Formaldehyd gelegt, das nach 24 h gegen 70% Ethanol ausgetauscht wurde. Das Gehirn

verblieb bis zur Paraffineinbettung in Ethanol.

2.2.8 Histologische Methoden

Die fixierten Mausgehirne wurden in Paraffin eingebettet (Labor der Klinik fiir Dermatologie, Allergo-
logie und Venerologie). Dazu wurden die fixierten Gehirne ca. 1 mm hinter der sichtbaren Inokulati-
onsstelle in der Koronarebene in zwei Halften geteilt. Die Gehirnhéalften wurden in einer aufsteigenden
Alkoholreihe dehydriert und anschlieRend in geschmolzenes Paraffin gegeben (Tab. 10). Dieser Prozess
wurde automatisch von dem ,, ASP300 S Tissue Processor” (Leica, Bensheim, D) durchgefiihrt. Nach

Ausharten des Paraffins, wurden die Blocke bis zur Weiterverarbeitung bei -20°C gelagert.

Tab. 10: Programm des "ASP300 S Tissue Processor

Chemischer Stoff Temperatur Zeit

70% Ethanol 40°C 0,5h

80% Ethanol 40°C 1h

96% Ethanol (2x) 40°C 1h/1h

100% Ethanol (3x) 40°C 1h/15h/1h
Xylen (2x) 40°C/ 45°C 1h/1h

Paraffin (3x) 62°C 1h/1h/1h
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Fir das Schneiden der Paraffinblécke am Mikrotom (Leica RM2245, Leica Biosystems, Nussloch, D)
wurde eine Schnittdicke von 4,5 um gewahlt. Pro Region des Mausgehirns wurden mindestens 4 Ob-
jekttrager mit Koronarschnitten angefertigt. Die gewahlten Gehirnregionen lagen ca. 100 um ausei-
nander. Entsprechend der Inokulationskoordinaten wurde der Tumor in der Region erwartet, in der
sich das Corpus callosum vollstandig und die Ventrikel senkrecht darstellen. Die Schnitte wurden im
Paraffinstreckbad (Medax GmbH und Co. KG, Neumiinster, D) geglattet und auf die Objekttrager gezo-
gen. Die Praparate wurden bei Raumtemperatur getrocknet und gelagert.

Zur Analyse der Mausgehirne wurden zwei histologische Farbungen verwendet, zum einen die Hdma-
laun-Eosin (HE)-Farbung und zum andern die immunhistochemische Farbung mit Antikorpern gegen
Nestin und KU80 (Tab. 7).

Die HE-Farbung diente als Ubersichtsfarbung, um die Préparate auf das Vorhandensein von Tumoren
zu untersuchen. Hamalaun ist ein basischer Farbstoff, der saure bzw. basophile Strukturen wie DNA
und Ribosomen blau anfarbt. Eosin dagegen farbt basische bzw. azidophile Zellstrukturen wie die Pro-
teine des Zytoplasmas und Mitochondrien rot an (Culling, 1974). Zunachst wurden die Prdparate ent-

paraffiniert (Tab. 11).

Tab. 11: Entparaffinieren von Paraffinschnitten

Chemischer Stoff Zeit

100% Xylol 10 min

100% Xylol 10x 1 Sek

100% Ethanol (2x) 10x 1 Sek / 10x 1 Sek
96% Ethanol (2x) 10x 1 Sek / 10x 1 Sek
70% Ethanol (2x) 10x 1 Sek / 10x 1 Sek
50% Ethanol (2x) 10x 1 Sek / 10x 1 Sek

Der Alkohol wurde mit deionisiertem Wasser entfernt. Anschliefend folgte eine 10 min Inkubation in
Hamalaun mit anschlieBendem ,,Blauen” fir 15 min mit lauwarmem Wasser. Die Inkubation in Eosin
erfolgte fiir 2 min. Im Anschluss wurden die Préparate dehydriert (Tab. 12) und mit Entellan einge-

deckt. Die HE-Praparate wurden bei Raumtemperatur getrocknet und gelagert.

Tab. 12: Dehydratation von Paraffinschnitten

Chemischer Stoff Zeit

70% Ethanol 1x 1 Sek

96% Ethanol (2x) 1x 1 Sek / 1x 1 Sek
100% Ethanol (2x) 1x 1 Sek / 1x 1 Sek
100% Xylol 1x 1 Sek

100% Xylol 10 min
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Die immunhistochemische Farbung mit Antikérpern gegen Nestin und KU80 diente dem Nachweis hu-
maner Tumorzellen im Mausgehirn zur differenzialdiagnostischen Abklarung der HE-Befunde.

Zu Anfang wurden die Paraffinschnitte wie bei der HE-Farbung entparaffiniert (Tab. 11). Nach dem
Waschschritt in deionisiertem Wasser erfolgte die Inkubation fir 10 min in 1xPBS. Anschliefend wur-
den die Praparate durch Erhitzen demaskiert. Dazu wurden die Objekttrager in einen Schnellkochtopf
mit Citratpuffer (Tab. 5) gegeben und fiir 15 min im BIO-Modus erhitzt. Anschlieend kiihlten die Pra-
parate flir 30 min bei Raumtemperatur ab. Die Schnitte wurden zweimal fiir 5 min in 1xPBS gewaschen,
bevor sie mit der Antikérperlosung (Tab. 5) mit dem Primarantikorper versetzt wurden. Die Antikorper
und Verdiinnungen sind Tabelle 7 und 8 zu entnehmen. Vor Zugabe der Primarantikorperldsung wur-
den die Gewebestlicke mit einem xylolhaltigen Fettstift umrandet. Es wurden pro Schnitt 25 ul des
Antikorperansatzes pipettiert, welcher tGiber Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer inkubierte. Am
Folgetag erfolgten alle Arbeitsschritte zum Schutz der fluoreszierenden Sekundarantikérper in Dunkel-
heit. Zunachst wurden die Objekttrager dreimal mit 1xPBS gewaschen. Dann wurden 25 pl des Sekun-
darantikorperansatzes auf die Gewebestiicke pipettiert und 1 h bei Raumtemperatur in einer feuchten
Kammer inkubiert. Es wurde erneut dreimal mit 1xPBS gewaschen und dann 25 ul einer DAPI-L6sung
pro Schnitt aufgetragen. Die folgende Inkubation wurde fiir 10 min bei Raumtemperatur durchgefiihrt.
DAPI (4/,6'-Diamidin-2-phenylindol) ist ein Farbstoff zur Darstellung der Nuclei. Es wurde eine 1:200
Verdiinnung mit 1xPBS einer Stammldsung (10 mg/ml) eingesetzt. Die Schnitte wurden danach zwei-
mal mit 1xPBS gewaschen und anschlieRend mit Fluoromount eingedeckt. Bis zum Mikroskopieren
wurden die Praparate bei -20°C gelagert. Zum Mikroskopieren wurde das Fluoreszenz Mikroskop Bio-

zero BZ 8000 (Keyence, Neu-llsenburg, D) und die Software ,,BZ observation” verwendet.

2.2.9 Auswertung und Statistik

Flr alle Experimente gilt, dass die Zellqualitdt der Praparate variiert. Die primare Ursache dafir ist das
unterschiedliche Ausmal’ der Bildung von Aggregaten und Spharoiden. Zellen im Inneren der Aggre-
gate tendieren aufgrund von Hypoxie zur Differenzierung und/oder Zelltod. Solche Zellen wachsen
nach dem Plattieren nicht an und erzeugen keine Tochterzellen. Weiterhin ist die enzymatische und
mechanische Vereinzelung von Zellen aus Aggregaten und Sphéaroiden problematisch. Eine zu lange
und robuste Behandlung fiihrt zum Absterben von Zellen, eine zu kurze und vorsichtige Behandlung
flhrt zum Verbleib von Aggregaten, die nachfolgend sowohl die Analyse als auch das zahlenmaRig ge-
naue Plattieren von Zellen beeinflussen. Fiir vorwiegend adharente Zelllinien ist diese Tatsache wenig
gravierend. Fir die semi-adharenten und als Spharoide wachsenden Zelllinien ist diese Problematik

bedeutsam, variiert in der Relevanz jedoch von Zelllinie zu Zelllinie. Demzufolge sind immer nur die
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Experimente einer Serie direkt miteinander vergleichbar. Alle Experimente wurden mindestens zwei-
mal, in Einzelfallen bis zu fiinfmal wiederholt.

Flr die Auswertung von BrdU-ELISA, MTT-Test und Zytotoxizitdtstest wurde eine graphische Darstel-
lung gewahlt. Es wurden die Mittelwerte aus 8 Einzelwerten einer Messreihe und die Standardabwei-
chungen errechnet und die Werte auf Normalverteilung geprift. Die Ermittlung statistisch signifikanter
Unterschiede innerhalb von Behandlungsgruppen erfolgte mittels ANOVA (analysis of variance) mit
anschlieRender ,, Bonferroni-Korrektur fiir multiples Testen“ (Simes, 1986). Weiterhin wurde fiir den
Vergleich isolierter Messwertreihen der zweiseitige T-Test angewendet. Die Ergebnisse der statisti-
schen Auswertung sind in den Abbildungen im Ergebnisteil, sowie in Abbildungen und Tabellen im An-
hang dargestellt. Weitere statistische Vergleiche werden im Text erwahnt. Es wurden die Signifikanz-
niveaus p< 0,05 (*) und p< 0,005 (**) angegeben.

Empirische Analysen unserer Arbeitsgruppe und anderer Labore zeigen, dass verschiedene Western
Blot Filter nur vergleichbar sind, wenn sie zeitgleich geblottet, inkubiert und detektiert werden. Selbst
unter diesen Umstanden kdnnen Inhomogenitaten zu Abweichungen fiihren, sodass nur Proben auf
demselben Filter direkt vergleichbar sind. Daher wurde fiir die Auswertung der Western Blot Analysen
keine Statistik durchgefiihrt, sondern der empirisch ermittelte systemische Fehler angegeben. Dieser
liegt fiir die Methode und die hier verwendeten Antikorper unter 10%.

Flr die durchflusszytometrischen Analysen wurde ebenfalls der empirisch bestimmte systematische
Fehler angegeben. Aufgrund der pro Ansatz zu analysierenden Zellzahl (8.000 - 10.000 Zellen) ist eine
parallele Mehrfachbestimmung nicht realisierbar. Wie oben dargelegt ist der statistische Vergleich von
unabhangigen, experimentellen Serien nicht sinnvoll.

Bei den in vivo Versuchen wurde bei Analyse von Gewichtsentwicklung und Versterben der Mause der
Standardfehler angegeben, um Aussagen lber die Genauigkeit des Mittelwerts in den Behandlungs-
gruppen zu treffen. Da es sich um genetisch identische Versuchstiere handelte, sollten Unterschiede
zwischen den Gruppen allein auf der Versuchsanordnung beruhen. Dabei fielen besonders bei der
Messung des Korpergewichtes Ungenauigkeiten auf, da sich die Mause je nach Agitiertheit auf der
Waage bewegten und sich so z.T. Schwankungen des gemessenen Gewichts um 1 g ergaben. Bei den
histologischen Auswertungen wurde auf eine statistische Analyse verzichtet, da bei den Versuchen mit
TMZ und CQ nur wenige Tumore generiert werden konnten, welche zufallig innerhalb der Gruppen
verteilt schienen und weil das Auftreten von Entziindungen anhand der Klinik eindeutig mit der Im-

plantation der Alzet-Pumpen zusammenhing.



3 Ergebnisse 38

3  Ergebnisse

3.1 Effekte von Chloroquin in Einfach- und Doppelbehandlungen

Um den Einfluss von Temozolomid (TMZ) und Chloroquin (CQ) auf die Proliferation und Vitalitdt von
stammzelldhnlichen Gliomzellen (SLGCs) zu untersuchen, wurden BrdU-ELISA, MTT-Test und ein Zyto-
toxizitatstest angewendet. Beim BrdU-ELISA wird die Menge des wdhrend der Replikation in die DNA
inkorporierten Basenanalogons BrdU (Bromdesoxyuridin) bestimmt, was indirekt Riickschliisse auf die
Proliferation erlaubt (Gratzner, 1982). Der MTT-Test nutzt den Sachverhalt, dass vitale Zellen Redukti-
onsaquivalente generieren und Oxidoreduktasen NAD(P)H- oder FADH,-abhéangig das Tetrazoliumsalz
MTT zu einem wasserunloslichen Formazan-Salz reduzieren (Mosmann, 1983). Der Zytotoxizitatstest
misst die Freisetzung der Laktatdehydrogenase (LDH) ins umgebende Medium, wobei wiederum eine
Redox-Reaktion zum Nachweis des Enzymes dient. Die LDH-Freisetzung korreliert mit dem Zelltod und
ist somit ein Mal fir die Zytotoxizitdt eines Reagenzes (Korzeniewski und Callewaert, 1983).

Um die Wirkung von CQ allein und in Anwesenheit von TMZ bzw. DMSO zu untersuchen, wurden ver-
schiedene Behandlungsschemata angewandt (siehe unten). Ein Effekt (iber die Zeit wurde durch Mes-
sungen an Tag d4 und d6 nach Behandlung gepriift. Es wurden stets mehrere Serien von Experimenten
durchgefiihrt. Da stets nur die Daten von Experimenten direkt vergleichbar sind, die mit identischen
Zellen gewonnen wurden, wird in den Abbildungen eine reprasentative Serie an Experimenten gezeigt.
Die statistische Auswertung erfolgte mittels ANOVA Varianzanalyse. Zusatzlich wurde einzelne Mess-
reihen untereinander mittels T-Test verglichen. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit kénnen nur einige
Signifikanzniveaus in den Graphen erfasst werden. Daher werden zusétzliche Aussagen zur Statistik im

Text sowie in Abbildungen und Tabellen im Anhang erlautert.

3.1.1 Chloroquin-Einfachbehandlung

Um den alleinigen Effekt von Chloroquin (CQ) auf die Proliferation und Vitalitat von SLGCs zu analysie-
ren, wurden zunachst Versuche durchgefiihrt, in denen die Zellen mit 5 und 10 pg CQ/ml behandelt

wurden. Eine unbehandelte Probenreihe diente als Kontrolle.
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Abb. 2: Effekt steigender Chloroquinkonzentrationen auf die Proliferation (BrdU-ELISA), Vitalitdt (MTT-Test)
und LDH-Freisetzung (Zytotoxizitdtsassay) der SLGC-Linie T1338. - (A) Tag d4 nach Behandlung. (B) Tag d6 nach
Behandlung. Dargestellt sind die Mittelwerte von parallel untersuchten Proben einer Serie und die Standardab-
weichungen. Die relative optische Dichte der unbehandelten Kontrolle wurde als 1 definiert und alle Gbrigen
Werte relativ dazu dargestellt. Statistisch signifikante Abweichungen innerhalb der Behandlungsgruppen wurden
mittels ANOVA mit anschlieBender Bonferroni-Korrektur fiir multiples Testen ermittelt. Die Signifikanzniveaus
werden klassifiziert als p<0,05 (reprasentiert durch *) und p<0,005 (reprasentiert durch **). - CQ5: 5 ug CQ/ml;
€Q10: 10 ug cQ/ml.

Die SLGC-Linie T1338 zeigte an Tag d4 eine dosisabhangige statistisch signifikante Verminderung des
BrdU-Einbaus (ANOVA, Abb. 2). Dabei wurde mit 10 ug CQ/ml eine Senkung um 30% erreicht. 5 ug
CQ/ml bewirkten keine Veranderung der BrdU-Inkorporation. Beim Vergleich der beiden Messreihen
mit 5 pg CQ/ml (CQ5) und 10 pg CQ/ml (CQ10) mittels T-Test wurde eine signifikante Verminderung
der optischen Dichte (OD) durch die Dosissteigerung ermittelt (Abb. 28 und Tab. 25 im Anhang). Eine
Messung der BrdU-Inkorporation an Tag d6 erfolgte nicht.

Die Behandlung von T1338 mit 5 und 10 pg CQ/ml fiihrte zu einer statistisch signifikanten Anderung
der Vitalitat. Allerdings fuhrte nur die Behandlung mit 10 pg CQ/ml zu einer statistisch signifikanten
Reduktion der OD um 11,6% (ANOVA; Abb. 2). Die Senkung war dabei auch in Relation zur
unbehandelten Kontrolle statistisch signifikant (T-Test, Abb. 28 im Anhang). Die Zugabe von 5 pg CQ/ml
bewirkte eine Zunahme der OD um 8,6%. Diese war statistisch signifikant (ANOVA, Abb.2 und T-Test;
Abb. 28 im Anhang), beruhte aber moglicherweise auf einem experimentellen Problem, da es nicht
trivial ist, die Spharoidaggregate von T1338-SLGCs enzymatisch zu dissoziieren ohne die Zellen durch
eine ,Uberverdauung” zu schidigen. Analog zum BrdU-ELISA wurde erst mit 10 pg CQ/ml eine
statistisch signifikante Senkung der OD im MTT-Test beobachtet. An Tag d6 wurde eine statistisch
signifikante Senkung der OD mit 10 ug CQ/ml (40%) festgestellt (ANOVA, Abb. 2). Diese war effizienter
als an Tag d4. Andererseits bewirkten bereits 5 pug CQ/ml eine Reduktion der OD (31,5%) an Tag d6.
Dabei waren die ODs der Werte fiir CQ5 und CQ10 in Relation zur Kontrolle statistisch signifikant (Abbs.

2 und 28). Zudem ergab der Vergleich der Messgruppen an den Tagen d4 und d6 einen statistisch
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signifikanten Unterschied (ANOVA, Daten nicht gezeigt). Zusammen weisen die Daten auf einen zeit-
und dosisabhangigen Effekt der CQ-Behandlung hin.

Eine LDH-Freisetzung wurde an Tag d4 und insbesondere an Tag d6 durch CQ reduziert. Dabei ergab
der Vergleich der Behandlungsgruppe (ANOVA, Abb. 2) an Tag d4 einen statistisch signifikanten Unter-
schied auf hohem Signifikanzniveau. Dieser beruhte auf der Senkung der OD mit 10 pg CQ/ml
(Reduktion um 13,5%), wihrend mit 5 pg CQ/ml keine statistisch signifikante Anderung der OD auftrat
(Abbs. 2 und 28). Am Tag d6 wurde die OD mit 5 pg CQ/ml um 30,5% und mit 10 pug CQ/ml um 36,0%
reduziert. Die Reduktionen erwiesen sich als statistisch signifikant (Abbs. 2 und 28) und wiesen auf
eine Reduktion des Zelltodes nach CQ-Behandlung hin. Weiterhin wurde zwar ein zeitabhangiger,
jedoch kein eindeutiger dosisabhangiger Effekt evident (Abbs. 2 und 28; Tab. 25 im Anhang; und nicht
gezeigt). Es sei angemerkt, dass sich die SLGC-Linie T1338 auch in wiederholten Analysen im LDH-Assay

analog verhielt und es zu einer Senkung der LDH-Freisetzung nach CQ-Behandlung kam (Daten nicht

gezeigt).
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Abb. 3: Effekt steigender Chloroquinkonzentrationen auf die Proliferation (BrdU-ELISA), Vitalitdt (MTT-Test)
und LDH-Freisetzung (Zytotoxizitdtsassay) der SLGC-Linie T1389. - (A) Tag d4 nach Behandlung. (B) Tag d6 nach
Behandlung. Dargestellt sind die Mittelwerte von parallel untersuchten Proben einer Serie und die Standardab-
weichungen. Die relative optische Dichte der unbehandelten Kontrolle wurde als 1 definiert und alle Gbrigen
Werte relativ dazu dargestellt. Statistisch signifikante Abweichungen innerhalb der Behandlungsgruppen wurden
mittels ANOVA mit anschlieBender Bonferroni-Korrektur fir multiples Testen ermittelt. Die Signifikanzniveaus
werden klassifiziert als p<0,05 (reprasentiert durch *) und p<0,005 (reprasentiert durch **). - CQ5: 5 ug CQ/ml;
CQ10: 10 ug cQ/ml.

Fir die SLGC-Linie T1389 wurde die Wirkung von CQ auf die Proliferation (BrdU-ELISA) nur am Tag d4
untersucht. Dabei ergab bereits die Behandlung mit 5 ug CQ/ml eine statistisch signifikante Reduktion
des BrdU-Einbaus um 21,5% (Abbs. 3 und 29). Eine dosisabhéngige Senkung des BrdU-Einbaus wurde
in einer anderen Serie von Experimenten ermittelt, die hier nicht gezeigt ist (siehe Tab. 22 in der ,,Dis-

kussion®).
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Die Vitalitat der T1389-Linie wurde an Tag d4 und d6 statistisch signifikant durch CQ gesenkt (ANOVA,
Abb. 3). Die Abnahme der OD betrug an Tag d4 9,0% fiir 5 pg CQ/ml und 6,7% fir 10 pg CQ/ml. Beide
Reduktionen waren signifikant von der unbehandelten Kontrolle verschieden (Abb. 29). An Tag d6 be-
wirkte die Zugabe von 5 pug CQ/ml relativ zur Kontrolle keine statistisch signifikante Senkung der Vita-
litat (Abb. 29). Dagegen wurde mit 10 pug CQ/ml an Tag d6 eine effizientere Reduktion der OD (16%)
beobachtet als an Tag d4. Beim Vergleich der beiden CQ-Messreihen wurde lediglich an Tag d6 ein
Effekt der Dosissteigerung evident (Tab. 26 im Anhang).

Im Zytotoxizitatstest zeigten sich flir die T1389-Kulturen statistisch signifikante Erhéhungen der LDH-
Freisetzung durch CQ (Abbs. 3 und 29). Am Tag d4 steigerte die Zugabe von 5 ug CQ/ml die LDH-Frei-
setzung relativ zur Kontrolle nur geringfligig um 13%, am Tag d6 dagegen um 33%. 10 ug CQ/ml erhoh-
ten die LDH-Freisetzung relativ zu den Kontrollen an Tag d4 um 170% und an Tag d6 um 60%. T-Test
Analysen zeigten, dass die Steigerung der CQ-Dosis von 5 pg CQ/ml auf 10 pg CQ/ml an Tag d4 und an
Tag d6 jeweils einen statistisch signifikanten Anstieg der LDH-Freisetzung ergab (Tab. 26 im Anhang).
Die Steigerung war somit dosisabhangig. Eine Steigerung abhangig von der Behandlungszeit war dage-
gen nicht erkennbar, da die relativen ODs (im Vergleich zur Kontrolle) an Tag d4 starker anstiegen als

an Tag d6 (Abb. 3).
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Abb. 4: Effekt steigender Chloroquinkonzentrationen auf die Proliferation (BrdU-ELISA), Vitalitdt (MTT-Test)
und LDH-Freisetzung (Zytotoxizitdtsassay) der SLGC-Linie T1440. - (A) Tag d4 nach Behandlung. (B) Tag d6 nach
Behandlung. Dargestellt sind die Mittelwerte von parallel untersuchten Proben einer Serie und die Standardab-
weichungen. Die relative optische Dichte der unbehandelten Kontrolle wurde als 1 definiert und alle tGbrigen
Werte relativ dazu dargestellt. Statistisch signifikante Abweichungen innerhalb der Behandlungsgruppen wurden
mittels ANOVA mit anschlieBender Bonferroni-Korrektur fiir multiples Testen ermittelt. Die Signifikanzniveaus
werden klassifiziert als p<0,05 (reprasentiert durch *) und p<0,005 (reprasentiert durch **). - CQ5: 5 ug CQ/ml;
CQ10: 10 yg cQ/ml.

Der Einfluss von CQ auf die Zelllinie T1440 wurde an Tag d4 und d6 analysiert. In der Abbildung 4 ist
eine Serie gezeigt, bei der im BrdU-ELISA nur die Behandlung mit 5 ug CQ/ml untersucht wurde. Die

Zugabe von 5 pg CQ/ml resultierte an Tag d6, nicht aber d4, in einer statistisch signifikanten Reduktion
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der BrdU-Inkorporation (47% an d6, 16% an d4; Abbs. 4 und 30). Damit wurde eine Zeitabhangigkeit
des Effektes evident. Eine Dosisabhangigkeit des CQ-Effektes im BrdU-ELISA wurde in weiteren Serien
beobachtet (siehe Tab. 22 in Kapitel ,Diskussion®).

Im MTT-Test wurde an Tag d6, nicht aber d4, mit 5 ug CQ/ml eine statistisch signifikante Reduktion der
OD ermittelt (12% an d6; Abbs. 4 und 30). Demgegeniiber bewirkte die Behandlung mit 10 pg CQ/ml
an Tag d4 und d6 eine statistisch signifikante Senkung der Vitalitat (Abb. 4). An Tag d4 betrug die Sen-
kung relativ zur Kontrolle 25%, an Tag d6 ebenfalls 25%. Damit bewirkte CQ eine dosisabhangige Sen-
kung der Vitalitat (T-Test, Tab. 27 im Anhang), wobei der Dosiseffekt an Tag d6 deutlicher wurde. Ein
Effekt der Behandlungszeit war dagegen nicht evident, da sich die Behandlungsgruppen an Tag d4 und
d6 nicht statistisch signifikant voneinander unterschieden.

Hinsichtlich der LDH-Freisetzung ergab die ANOVA Varianzanalyse (Abb. 4) statistisch signifikante do-
sisabhdngige Unterschiede durch die Behandlung mit CQ an Tag d4 und d6. Allerdings wurden an Tag
d4 statistisch signifikante Senkungen der ODs um 22,5% (5 pg CQ/ml) und 34% (10 ug CQ/ml) festge-
stellt. An Tag d6 fiihrte die CQ-Behandlung jedoch zu einer statistisch signifikanten Steigerung der LDH-
Freisetzung um das 1,6-Fache fiir 10 ug CQ/ml (Abb. 4 und 30). Mit 5 pg CQ/ml wurde an Tag d6 eben-
falls eine Steigerung des Mittelwertes um 13% festgestellt, allerdings waren die Messwerte nicht sig-

nifikant von denen der Kontrolle verschieden (Abb. 30).
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Abb. 5: Effekt steigender Chloroquinkonzentrationen auf die Proliferation (BrdU-ELISA), Vitalitdt (MTT-Test)
und LDH-Freisetzung (Zytotoxizitdtsassay) der SLGC-Linie T1447. - (A) Tag d4 nach Behandlung. (B) Tag d6 nach
Behandlung. Dargestellt sind die Mittelwerte von parallel untersuchten Proben einer Serie und die Standardab-
weichungen. Die relative optische Dichte der unbehandelten Kontrolle wurde als 1 definiert und alle Gbrigen
Werte relativ dazu dargestellt. Statistisch signifikante Abweichungen innerhalb der Behandlungsgruppen wurden
mittels ANOVA mit anschlieBender Bonferroni-Korrektur fir multiples Testen ermittelt. Die Signifikanzniveaus
werden klassifiziert als p<0,05 (reprasentiert durch *) und p<0,005 (reprasentiert durch **). - CQ5: 5 ug CQ/ml;
CQ10: 10 ug cQ/ml.
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Die SLGC-Linie T1447 zeigte von den eingesetzten Zelllinien die geringste Adharenz. Im BrdU-ELISA
duRerte sich dies in einer vergleichsweise hohen Standardabweichung. Daneben waren die enzymati-
sche und mechanische Dissoziation bei dieser Zelllinie stets problematisch und fiihrten zum Teil zu
einer hohen Anzahl toter Zellen, sodass die Analysen haufig wiederholt werden mussten und nicht
immer konklusive Daten erhoben werden konnten. Die Ergebnisse der hier gezeigten Serie ergaben
eine Senkung des BrdU-Einbaus durch CQ an Tag d4, aber nicht an Tag d6 (Abb. 5). Die Reduktion der
BrdU-Inkorporation am Tag d4 war dabei dosisabhangig und statistisch signifikant. Es wurde eine Ab-
nahme der OD um 9,5% fir 5 pg CQ/ml und um 28% fiir 10 pg CQ/ml gemessen (Abbs. 5 und 31; Tab.
28 im Anhang). Auch an Tag d6 waren die Unterschiede der Messwerte statistisch signifikant (Abb. 5),
allerdings wies die Analyse keine dosisabhangige Senkung der BrdU-Inkorporation nach. Vielmehr war
der BrdU-Einbau fiir die mit 5 ug CQ/ml behandelten Proben statistisch signifikant héher als bei der
Kontrolle, wahrend sich die Werte fir 10 pg CQ/ml von der Kontrolle nicht signifikant unterschieden
(Abb. 31). Weitere Serien ergaben Hinweise auf eine dosisabhingige Senkung der OD auch an Tag d6.
Der MTT-Test wird zwar nicht durch die geringe Adharenz von T1447, wohl aber durch die Problematik
der Dissoziation der Aggregate beeinflusst. Hier wurde die OD durch Zugabe von CQ an den Tagen d4
und d6 statistisch signifikant reduziert (Abb. 5). Die Senkungen betrugen an Tag d4 12% fiir 5 ug CQ/ml
und 28% fiir 10 pg CQ/ml, an Tag d6 9,6% fur 5 ug CQ/ml und 13% fur 10 ug CQ/ml. Die Reduktionen
waren signifikant von der unbehandelten Kontrolle verschieden (Abb. 31). Allerdings waren die Effekte
von CQ im MTT-Test dhnlich wie im BrdU-ELISA an Tag d6 weniger stark ausgepragt. Eine Dosisabhan-
gigkeit von CQ wurde somit nur am Tag d4 festgestellt (Tab. 28 im Anhang). Eine Zeitabhangigkeit des
vitalitdtsvermindernden Effektes von CQ wurde nicht evident.

Im Zytotoxizitatsassay ergab sich ein anderes Bild. Hier wurde am Tag d4 eine geringe, aber statistisch
signifikante Abnahme der OD um 6,6% in Relation zur Kontrolle ermittelt (Abbs. 5 und 31). Die Steige-
rung der CQ-Dosis von 5 pg/ml auf 10 ug/ml ergab einen geringen Anstieg der OD, sodass sich die
Messreihe CQ10 nicht signifikant von der Kontrolle unterschied (Abbs. 5 und 31). Dagegen wurde an
Tag d6 eine dosisabhangige, statistisch signifikante Steigerung der LDH-Freisetzung ermittelt (Abbs. 5
und 31; Tab. 28 im Anhang). Der Anstieg der ODs betrug 19% flr 5 ug CQ/ml und 68% fiir 10 ug CQ/ml.
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Abb. 6: Effekt steigender Chloroquinkonzentrationen auf die Proliferation (BrdU-ELISA), Vitalitdt (MTT-Test)
und LDH-Freisetzung (Zytotoxizitdtsassay) der SLGC-Linie T1495. - (A) Tag d4 nach Behandlung. (B) Tag d6 nach
Behandlung. Dargestellt sind die Mittelwerte von parallel untersuchten Proben einer Serie und die Standardab-
weichungen. Die relative optische Dichte der unbehandelten Kontrolle wurde als 1 definiert und alle Gbrigen
Werte relativ dazu dargestellt. Statistisch signifikante Abweichungen innerhalb der Behandlungsgruppen wurden
mittels ANOVA mit anschlieBender Bonferroni-Korrektur fiir multiples Testen ermittelt. Die Signifikanzniveaus
werden klassifiziert als p<0,05 (reprasentiert durch *) und p<0,005 (reprasentiert durch **). - CQ5: 5 ug CQ/ml;
€Q10: 10 ug cQ/ml.

Fir die SLGC-Linie T1495 wurde der Einfluss von CQ auf den BrdU-Einbau in der gezeigten Serie nur am
Tag d4 untersucht. Dabei ergab die Behandlung mit CQ eine dosisabhangige, statistisch signifikante
Senkung der BrdU-Inkorporation (Abbs. 6 und 32; Tab. 29 im Anhang). Es wurden Reduktionen der
Proliferation um 50% fiir 5 ug CQ/ml und 64% fiir 10 ug CQ/ml beobachtet.

Im MTT-Test wurden die ODs an Tag d4 und Tag d6 durch die CQ-Behandlung statistisch signifikant
gesenkt (Abb. 6). Die Zugabe von 5 pug CQ/ml bewirkte an Tag d4 nur eine geringe Reduktion der OD
(2,3%) und an Tag d6 eine statistisch signifikante Senkung um 4,7% (Abb. 32). Dagegen bewirkten 10
pg CQ/ml bereits an Tag d4 eine statistisch signifikante Abnahme der OD um 7,9% und an Tag d6 eine
statistisch signifikante Reduktion um 23% (Abb. 32). Die Dosisabhdngigkeit des CQ-Effektes wurde da-
mit erst an Tag d6 evident (Tab. 29 im Anhang). Die CQ-Wirkung war zeitabhangig.

Im Zytotoxizitatsassay wurden an den Tagen d4 und d6 dosisabhadngige, statistisch signifikante Abnah-
men der LDH-Freisetzung durch CQ beobachtet (Abbs. 6 und 32; Tab. 29 im Anhang). Bereits die Be-
handlung mit 5 ug CQ/ml ergab eine von der Kontrolle statistisch signifikant verschiedene Reduktion
der OD an Tag d4 um 19% und an Tag d6 um 36% (Abb. 32). Entsprechend senkte auch die Zugabe von
10 pg CQ/ml die LDH-Freisetzung statistisch signifikant an Tag d4 um 27% und an Tag d6 um 50% (Abb.
32). Auch hier war eine zeitabhangige Steigerung des CQ-Effektes auf die LDH-Freisetzung zu beobach-

ten.
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Fazit:

Zusammenfassend ist festzustellen, dass CQ in der Dosis von 5 pug/ml an Tag d4 haufig keinen Effekt
auf die Proliferation und Vitalitdt von SLGC-Linien auslbte. Der Effekt von CQ nahm fast immer zeit-
und dosisabhangig zu, d.h. die proliferationshemmende und vitalitdtsmindernde Wirkung von 10 pg
CQ/ml wurde durch die langere Inkubation (Tag d6) in der Regel effizienter. Wenn CQ einen Effekt im
BrdU-ELISA zeigte, war es immer eine Senkung des BrdU-Einbaus. Ebenso wurde im MTT-Test immer
eine Reduktion der Vitalitdt ermittelt, wenn CQ einen Effekt auslibte. Dagegen stellte sich der Effekt
von CQ auf die LDH-Freisetzung als variabel heraus. Zwei Zelllinien (T1338, T1495) zeigten lber die Zeit
konstant eine Verminderung der LDH-Freisetzung. Bei zwei Zelllinien (T1440, T1447) wurde an Tag d4
eine Verminderung (T1440) bzw. kein Effekt auf die LDH-Freisetzung (T1447) und an Tag d6 eine Erho-
hung der LDH-Freisetzung beobachtet. Eine Zelllinie (T1389) zeigte Uber die Zeit konstant eine Steige-

rung der LDH-Freisetzung.

Tab. 13: Veranderungen von Proliferation und Vitalitdt nach CQ-Behandlung

SLGC-Linie Test Tagd4 Tag d6
cQas5 CQ10 CQ5 CQ10
T1338 BrdU = J n.d. n.d.
MTT = N N\ N\
LDH = d v v
T1389 BrdU N n.d. n.d. n.d.
MTT = = = \]/
LDH ™ M 0 T
T1440 BrdU NP n.d. NV n.d.
MTT = N NZ N2
LDH N N T ™~
T1447 BrdU = N ™ =
MTT N2 N2 NZ N
LDH = = ™ N
T1495 BrdU NN NN n.d. n.d.
MTT = = = \]/
LDH N N Vi N
= Anderungen < 10% N2 Senkung 10-30% ™ Steigerung 1,1- bis 1,9-fach
N Senkung > 30% ™~ Steigerung > 2,0-fach

3.1.2 Chloroquin-Behandlung in Anwesenheit von DMSO

Die Effekte von Chloroquin (CQ) sollten im Weiteren in Anwesenheit von Temozolomid (TMZ) unter-
sucht werden. Da TMZ hydrophob ist, wurde dieses Reagenz in DMSO (Dimethylsulfoxid) gel6st. Arbei-
ten unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass 1% DMSO auf die meisten Zelllinien keinen messbaren zytoto-
xischen Effekt hat, wahrend bei anderen Zelllinien geringe, aber messbare Effekte auftreten. Dies ist
flr diverse SLGC-Linien spezifisch und muss fiir jede Zelllinie individuell geprift werden. Daher wurden

weitere Tests zur CQ-Behandlung in Anwesenheit von 1% DMSO durchgefiihrt. Weiterhin wurde ge-
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prift, ob die Wirkung von CQ durch eine Erhéhung der Dosis auf 20 pg/ml maRgeblich gesteigert wer-
den kann. Diese Analysen wurden in Zusammenarbeit mit Studenten der Arbeitsgruppe fiir die in Ka-
pitel 3.1.1 beschriebenen SLGC-Linien T1338, T1389, T1440, T1447 und T1495 durchgefiihrt. Diese Er-
gebnisse werden nur in der Diskussion angesprochen. Im Folgenden werden Daten besprochen, die ich

selbst mit den SLGC-Linien T1522, T1524, T1549, T1556 und T1564 gewonnen habe.
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Abb. 7: Effekt steigender Chloroquinkonzentrationen auf die Proliferation (BrdU-ELISA), Vitalitdt (MTT-Test)
und LDH-Freisetzung (Zytotoxizitdtsassay) der SLGC-Linie T1522 in Anwesenheit von DMSO (Dimethylsulfoxid).
- (A) Tag d4 nach Behandlung. (B) Tag d6 nach Behandlung. Dargestellt sind die Mittelwerte von parallel unter-
suchten Proben einer Serie und die Standardabweichungen. Die relative optische Dichte der DMSO-Kontrolle
wurde als 1 definiert und alle tbrigen Werte relativ dazu dargestellt. Statistisch signifikante Abweichungen in-
nerhalb der Behandlungsgruppen wurden mittels ANOVA mit anschlieRender Bonferroni-Korrektur fiir multiples
Testen ermittelt. Die Signifikanzniveaus werden klassifiziert als p<0,05 (repradsentiert durch *) und p<0,005 (re-
prasentiert durch **). - CQ5: 5 ug CQ/ml; CQ10: 10 ug CQ/ml; CQ20: 20 ug CQ/ ml; D: DMSO.

Fir die SLGC-Linie T1522 wurden sehr groBe Messfehler im BrdU-ELISA beobachtet, die auf eine redu-
zierte Adhéarenz zurlickzufiihren sind (siehe Standardabweichungen in Abb. 7). Die BrdU-Werte geben
daher eher einen Trend an und weisen auf eine CQ-vermittelte Senkung der Proliferation hin. Die Un-
terschiede der Mittelwerte zwischen CQ-behandelten Proben und der Kontrolle sind statistisch nicht
signifikant (Abb. 7). Die Behandlung mit 5 ug CQ/ml bewirkte eine Senkung der OD um 11%, mit 10 ug
CQ/ml um 12% und mit 20 ug CQ/ml um 10 %. Im Vergleich zur Kontrolle zeigte sich an Tag d6 mit 20
pg CQ/ml eine statistisch signifikante Senkung der OD (Abbs. 7 und 33, p<0,05). Eine statistisch signifi-
kante dosisabhangige Reduktion der BrdU-Inkorporation war somit nur an Tag d6 zu beobachten. Die
Vergleiche der Werte der Behandlungsgruppen an Tag d4 und d6 ergaben keinen statistisch signifikan-
ten Effekt der Behandlungszeit. Vergleichbare Ergebnisse wurden in weiteren Serien gewonnen.

Im MTT-Test, der von reduzierter Adhdrenz nicht beeintrachtigt wird, wurden statistisch signifikante
Senkungen der ODs an Tag d4 um 23% (5 ug CQ/ml), 24% (10 ug CQ/ml) und 26% (20 ug CQ/ml) erreicht
(Abbs. 7 und 33). Dabei wurden bereits mit 5 ug CQ/ml Reduktionen der OD festgestellt. Die Werte fur
10 pg CQ/ml und 20 pug CQ/ml waren an beiden Messtagen nicht signifikant von den ODs der 5 ug
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CQ/ml Messreihen verschieden (Tab. 30 im Anhang). Demnach fihrte CQ zwar zu einer Reduktion der
ODs, eine signifikante Abhangigkeit von der Dosis oder der Behandlungszeit war aber nicht feststellbar.
Die Steigerung der LDH-Freisetzung (Tag d4: 36% mit 5 ug CQ/ml, 38% mit 10 pg CQ/ml und 34% mit
20 pg CQ/ml) war relativ zur Kontrolle statistisch hochsignifikant (Abb. 33), aber nicht dosisabhangig
(Tab. 30 im Anhang). An Tag d6 ergab sich tendenziell eine Dosisabhangigkeit, aber in ,invertierter”
Form. D.h. mit 5 ug CQ/ml wurde die hochste OD gemessen und mit steigender CQ-Dosis sank der
Mittelwert der Messreihen relativ zur niedrigeren CQ-Konzentration (Abb. 7). Dabei waren die Werte
der Messreihen CQ10 und CQ20 relativ zu den Werten der CQ5-Messreihe statistisch hochsignifikant
verschieden (Tab. 30 im Anhang). Die Dosissteigerung von 10 auf 20 ug CQ/ml erbrachte dagegen kei-

nen signifikanten Unterschied der LDH-Freisetzung.
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Abb. 8: Effekt steigender Chloroquinkonzentrationen auf die Proliferation (BrdU-ELISA), Vitalitdt (MTT-Test)
und LDH-Freisetzung (Zytotoxizitdtsassay) der SLGC-Linie T1524 in Anwesenheit von DMSO (Dimethylsulfoxid).
- (A) Tag d4 nach Behandlung. (B) Tag d6 nach Behandlung. Dargestellt sind die Mittelwerte von parallel unter-
suchten Proben einer Serie und die Standardabweichungen. Die relative optische Dichte der DMSO-Kontrolle
wurde als 1 definiert und alle Gbrigen Werte relativ dazu dargestellt. Statistisch signifikante Abweichungen in-
nerhalb der Behandlungsgruppen wurden mittels ANOVA mit anschlieRender Bonferroni-Korrektur fiir multiples
Testen ermittelt. Die Signifikanzniveaus werden klassifiziert als p<0,05 (reprasentiert durch *) und p<0,005 (re-
prasentiert durch **). - CQ5: 5 ug CQ/ml; CQ10: 10 ug CQ/ml; CQ20: 20 ug CQ/ ml; D: DMSO.

Die Behandlung der SLGC-Linie T1524 mit ansteigenden CQ-Konzentrationen ergab an Tag d4 eine sta-
tistisch signifikante Reduktion des BrdU-Einbaus mit 20 ug CQ/ml um 74% (Abbs. 8 und 34). Die Zugabe
von 5 pug CQ/ml induzierte keine Senkung der BrdU-Inkorporation, 10 ug CQ/ml bewirkten eine statis-
tisch nicht-signifikante Verminderung um 4,7%. An Tag d6 war die Senkung des BrdU-Einbaus durch 20
pg CQ/ml dhnlich stark wie an Tag d4 (72%). Tendenziell ergab sich an Tag d6 auch eine Reduktion mit
10 pg CQ/ml (12%; statistisch nicht signifikant, Abbs. 8 und 34).

Im MTT-Test resultierte die CQ-Behandlung in einer statistisch signifikanten Verminderung der ODs an
Tag d4 und d6 (Abb. 8). Eine statistisch signifikante Senkung der OD relativ zur Kontrolle wurde an Tag
d4 mit 10 ug CQ/ml (20%) und an Tag d6 erst mit 20 ug CQ/ml (43%) erreicht (Abb. 34). Die Messreihen



3 Ergebnisse 48

an Tag d4 und d6 waren statistisch nicht-signifikant verschieden. Somit scheint CQ die Vitalitdt von
T1524 zwar dosisabhangig, aber nicht zeitabhangig zu vermindern (Tab. 31 im Anhang).

Im Zytotoxizitdatsassay wurde an beiden Messtagen eine statistisch signifikante Erhohung der LDH-Frei-
setzung nachgewiesen (Abb. 8). An Tag d4 wurden Steigerungen auf das 1,6-Fache (5 pg CQ/ml), das
2,2-Fache (10 pg CQ/ml) und das 3,6-Fache (20 pg CQ/ml) beobachtet, welche in der Varianzanalyse
im Vergleich zur Kontrolle und zu den jeweils anderen Messreihen statistisch signifikant verschieden
waren (Abbs. 8 und 34; Tab. 31 im Anhang). Die Effekte der Dosissteigerung waren an Messtag d6
weniger deutlich (Tab. 31 im Anhang). Zwar waren auch hier die Werte der Behandlungsgruppe statis-
tisch signifikant verschieden (Abb. 8), allerdings wurden statistisch signifikante Unterschiede zur Kon-
trolle erst ab 10 pg CQ/ml beobachtet (Abb. 34). Der Anstieg der LDH-Freisetzung betrug mit 10 pg
CQ/ml relativ zur Kontrolle das 1,4-Fache und mit 20 ug CQ/ml das 1,8-Fache.
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Abb. 9: Effekt steigender Chloroquinkonzentrationen auf die Proliferation (BrdU-ELISA), Vitalitdt (MTT-Test)
und LDH-Freisetzung (Zytotoxizitdtsassay) der SLGC-Linie T1549 in Anwesenheit von DMSO (Dimethylsulfoxid).
- (A) Tag d4 nach Behandlung. (B) Tag d6 nach Behandlung. Dargestellt sind die Mittelwerte von parallel unter-
suchten Proben einer Serie und die Standardabweichungen. Die relative optische Dichte der DMSO-Kontrolle
wurde als 1 definiert und alle Gbrigen Werte relativ dazu dargestellt. Statistisch signifikante Abweichungen in-
nerhalb der Behandlungsgruppen wurden mittels ANOVA mit anschlieRender Bonferroni-Korrektur fiir multiples
Testen ermittelt. Die Signifikanzniveaus werden klassifiziert als p<0,05 (reprasentiert durch *) und p<0,005 (re-
prasentiert durch **). - CQ5: 5 ug CQ/ml; CQ10: 10 ug CQ/ml; CQ20: 20 ug CQ/ ml; D: DMSO.

Die SLGC-Linie T1549 war durch eine reduzierte Adhadrenz gekennzeichnet, was zu groBen experimen-
tellen Abweichungen im BrdU-ELISA fiihrte (siehe Standardabweichungen in Abb. 9). An Tag d4 ergab
die Behandlung mit 20 pg CQ/ml eine statistisch signifikante Reduktion der BrdU-Inkorporation um
35% (Abbs. 9 und 35). Mit niedrigeren CQ-Konzentrationen wurden relativ zur Kontrolle statistisch
nicht-signifikante Senkungen der ODs um 9,7% (5 pug CQ/ml) und 7,3% (10 pg CQ/ml) beobachtet (Abb.
35). An Tag d6 wurde keine dosisabhéngige Reduktion des BrdU-Einbaus durch CQ evident. Es wurden
zwar Senkungen der ODs ermittelt, jedoch waren die Unterschiede der Mittelwerte innerhalb der
Messreihen statistisch nicht signifikant (Abbs. 9 und 35; Tab. 32 im Anhang). Ein Effekt durch die Be-

handlungszeit wurde ebenfalls nicht nachgewiesen.
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Im MTT-Test zeigte sich an Tag d4 und d6 eine statistisch signifikante Senkung der OD durch die CQ-
Behandlung (Abbs. 9 und 35). An Tag d4 wurden die ODs statistisch signifikant um 19% (5 pg CQ/ml),
23% (10 ug CQ/ml) und 24% (20 pug CQ/ml) reduziert (Abb. 35). Eine Dosisabhangigkeit des CQ-Effektes
wurde an Tag d4 nicht evident (Tab. 32 im Anhang). Ahnlich verhielt es sich an Tag d6. Hier wurde ein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen der Kontrolle und den Messreihen von CQ5, CQ10 und
CQ20 ermittelt. Ein zeitabhangiger Effekt wurde nicht festgestellt.

Die LDH-Freisetzung wurde an beiden Messtagen nur geringfiigig durch die CQ-Behandlung erhoht.
Dabei ergab sich nur an Tag d4 eine statistische Signifikanz des Anstiegs der ODs innerhalb der Behand-
lungsgruppe, die geringen Unterschiede der Mittelwerte an Tag d6 waren statistisch nicht signifikant
(Abb. 9). Der groRte Anstieg der OD (34%) wurde an Tag d4 mit 10 ug CQ/ml beobachtet und war relativ
zur Kontrolle statistisch signifikant (Abb. 35). Dagegen fiihrte die Zugabe von 5 pg CQ/ml und 20 pg
CQ/ml nicht zu statistisch signifikanten Zunahmen der ODs. Somit wurde weder eine dosis- noch eine

zeitabhangige Induktion der LDH-Freisetzung durch CQ erkennbar (Tab. 32 im Anhang und nicht ge-

zeigt).
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Abb. 10: Effekt steigender Chloroquinkonzentrationen auf die Proliferation (BrdU-ELISA), Vitalitat (MTT-Test)
und LDH-Freisetzung (Zytotoxizitdtsassay) der SLGC-Linie T1556 in Anwesenheit von DMSO (Dimethylsulfoxid).
- (A) Tag d4 nach Behandlung. (B) Tag d6 nach Behandlung. Dargestellt sind die Mittelwerte von parallel unter-
suchten Proben einer Serie und die Standardabweichungen. Die relative optische Dichte der DMSO-Kontrolle
wurde als 1 definiert und alle Gibrigen Werte relativ dazu dargestellt. Statistisch signifikante Abweichungen in-
nerhalb der Behandlungsgruppen wurden mittels ANOVA mit anschlieRender Bonferroni-Korrektur fiir multiples
Testen ermittelt. Die Signifikanzniveaus werden klassifiziert als p<0,05 (reprasentiert durch *) und p<0,005 (re-
prasentiert durch **). - CQ5: 5 ug CQ/ml; CQ10: 10 pg CQ/ml; CQ20: 20 ug CQ/ ml; D: DMSO.

Auch bei der SLGC-Linie T1556 war eine reduzierte Adhdrenz der Zellen festzustellen, die zu sehr gro-
RBen Messfehlern im BrdU-ELISA fuhrte. Die Unterschiede innerhalb der Messreihen waren weder an
Tag d4 noch an d6 statistisch signifikant (Abb. 10). Die BrdU-Werte geben daher nur einen Trend an.
An Tag d4 wurden Senkungen der ODs um 16% (5 ug CQ/ml), 43% (10 pg CQ/ml) und 20% (20 pg
CQ/ml) festgestellt. Dabei war nur die Reduktion des BrdU-Einbaus durch 10 pg CQ/ml im Vergleich
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zur Kontrolle statistisch signifikant (Abb. 36). An beiden Messtagen war somit keine Dosisabhangigkeit
feststellbar (Tab. 33 im Anhang). Ein Effekt der Behandlungszeit wurde ebenfalls nicht evident.

Die CQ-Behandlung der T1556-Zellen ergab im MTT-Test an Tag d4 und d6 statistisch signifikante Sen-
kungen der ODs (Abbs. 10 und 36). Relativ zur Kontrolle nahmen die ODs an Tag d4 mit 5 ug CQ/ml um
7,1%, mit 10 pg CQ/ml um 21% und mit 20 pg CQ/ml um 18% ab. Die statistische Auswertung zeigte,
dass an beiden Messtagen die Dosissteigerung keinen statistisch signifikanten Effekt auf die Vitalitat
hatte (Tab. 33 im Anhang). Die ODs der Behandlungsgruppen an Tag d4 und d6 wiesen ebenfalls keinen
statistisch signifikanten Unterschied auf.

Im Zytotoxizitatsassay wurden dagegen dosis- und zeitabhangige Unterschiede ermittelt. So wurden
an Tag d4 statistisch signifikante Erhéhungen der LDH-Freisetzung beobachtet (Abbs. 10 und 36), wo-
bei die Behandlungen die LDH-Freisetzung auf das 1,1-Fache (5 pg CQ/ml) bzw. das 1,5-Fache (10 pg
CQ/ml und 20 pg CQ/ml) steigerten. Dabei wurde ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen
den Messreihen CQ5 und CQ10, jedoch nicht zwischen den Messreihen CQ10 und CQ20 festgestellt
(Tab. 33 im Anhang). An Tag d6 war eine dosisabhdngige Freisetzung von LDH dagegen nicht evident.
Hier wurde mit 5 ug CQ/ml sogar eine um 21% geringere LDH-Freisetzung ermittelt (Abbs. 10 und 36).
Die Messwerte der mit 10 ug CQ/ml und 20 pg CQ/ml behandelten Proben waren statistisch nicht-

signifikant von der Kontrolle verschieden.
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Abb. 11: Effekt steigender Chloroquinkonzentrationen auf die Proliferation (BrdU-ELISA), Vitalitat (MTT-Test)
und LDH-Freisetzung (Zytotoxizitdtsassay) der SLGC-Linie T1564 in Anwesenheit von DMSO (Dimethylsulfoxid).
- (A) Tag d4 nach Behandlung. (B) Tag d6 nach Behandlung. Dargestellt sind die Mittelwerte von parallel unter-
suchten Proben einer Serie und die Standardabweichungen. Die relative optische Dichte der DMSO-Kontrolle
wurde als 1 definiert und alle Gbrigen Werte relativ dazu dargestellt. Statistisch signifikante Abweichungen in-
nerhalb der Behandlungsgruppen wurden mittels ANOVA mit anschlieBender Bonferroni-Korrektur fir multiples
Testen ermittelt. Die Signifikanzniveaus werden klassifiziert als p<0,05 (reprasentiert durch *) und p<0,005 (re-
prasentiert durch **). - CQ5: 5 ug CQ/ml; CQ10: 10 pg CQ/ml; CQ20: 20 ug CQ/ ml; D: DMSO.

Die Behandlung der SLGC-Linie T1564 mit ansteigenden CQ-Konzentrationen ergab an Tag d4 und d6
statistisch signifikante Reduktionen des BrdU-Einbaus (Abbs. 11 und 37). An Tag d4 zeigte sich eine
Dosisabhangigkeit des CQ-Effektes. Es wurden Senkungen der ODs um 43% (5 ug CQ/ml), 51% (10 pg
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CQ/ml) und 67% (20 pg CQ/ml) ermittelt. Dabei ergaben die Analysen einen statistisch signifikanten
Unterschied zwischen den Messreihen CQ5 und CQ20, nicht aber CQ5 und CQ10 (Tab. 34 im Anhang).
An Tag d6 wurden in allen Fallen starkere Reduktionen der BrdU-Inkorporation gemessen als an Tag
d4 (5 ug CQ/ml: 64%; 10 ug CQ/ml: 64%; 20 ug CQ/ml: 66%), wobei jedoch kein dosisabhéngiger Effekt
evident wurde (Abb. 11; Tab. 34 im Anhang). Ein statistisch signifikanter Effekt der Behandlungszeit
war nicht feststellbar.

Der MTT-Test zeigte sowohl an Tag d4 als auch d6 statistisch signifikante Abnahmen der ODs nach
Behandlung mit CQ (Abbs. 11 und 37). An Tag d4 bewirkte die CQ-Behandlung Reduktionen der OD um
14% (5 ug €CQ/ml), 27% (10 pg CQ/ml) und 27% (20 pg CQ/ml). Dabei wurde ein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den Messreihen 5 pg CQ/ml und 10 pg CQ/ml evident. Die weitere Steigerung
der CQ-Dosis auf 20 pg CQ/ml bewirkte dagegen keine statistisch signifikante Verminderung der Vita-
litdt (Tab. 34 im Anhang). An Tag d6 zeigte sich ein dhnliches Bild. Auch hier war die Reduktion der ODs
mit 10 ug CQ/ml (23%) und 20 pug CQ/ml (20%) dhnlich (Abb. 11). Eine zuséatzliche Verminderung der
Vitalitat durch eine zwei Tage ldngere Behandlung wurde nicht evident.

Die LDH-Freisetzung wurde an beiden Messtagen durch CQ deutlich und zunachst dosisabhangig ge-
steigert (Abbs. 11 und 37). So wurden an Tag d4 Zunahmen der ODs um das 2,4-Fache (5 pg CQ/ml),
5,3-Fache (10 pg CQ/ml) und 4,8-Fache (20 pg CQ/ml) beobachtet. Die Dosissteigerung von 5 auf 10
pug €CQ/ml, nicht aber von 10 auf 20 ug CQ/ml ergab einen statistisch signifikanten Anstieg der LDH-
Freisetzung (Tab. 34 im Anhang). An Tag d6 war Erhéhung der LDH-Freisetzung ebenfalls mit 10 ug

CQ/ml (um das 7,3-Fache) am starksten und war insgesamt effizienter als an Tag d4.

Fazit:

Die Ergebnisse zeigen, dass CQ auch in Anwesenheit von DMSO eine proliferationshemmende und vi-
talitatsmindernde Wirkung auf SLGC-Linien hat. Analog zu den Experimenten der CQ-Einfachbehand-
lung wurden in BrdU-ELISAs und MTT-Tests immer Reduktionen der ODs beobachtet. Bei SLGC-Linien
mit geringer Adharenz (T1522, T1549, T1556) waren die Senkungen im BrdU-ELISA aufgrund der hohen
experimentellen Abweichungen haufig nur als Trend zu erkennen, da statistisch nicht signifikant. Im
Zytotoxizitatsassay wurden nur teilweise Erhéhungen der LDH-Freisetzung festgestellt. Allerdings wa-
ren die Effekte auf die LDH-Freisetzung in zwei Fallen (T1549, T1556) nur an Tag d4 evident. Eine zeit-
abhédngige Zunahme der LDH-Freisetzung war nur im Fall von T1549 feststellbar. Hinsichtlich der Stei-
gerung der proliferationshemmenden Effekte durch Erhéhung der CQ-Dosis ergaben sich verschiedene
Beobachtungen. Im Fall von T1522 war bereits mit 5 pg CQ/ml der maximale Effekt auf die Proliferation
feststellbar. Die Steigerung von 5 auf 10 pg CQ/ml brachte in den Fillen von T1556 und T1564 eine
Zunahme des Effektes. Die weitere Steigerung der Dosis von 10 auf 20 pg CQ/ml bewirkte nur noch in

den Fallen von T1524 und T1549 einen Effekt. Auch beziiglich der Vitalitaitsminderung bewirkte die
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Dosissteigerung unterschiedliche Effekte. Bei T1522 und T1549 war die maximale CQ-Wirkung bereits
mit 5 ug CQ/ml erreicht. In den Fallen von T1524, T1556 und T1564 bewirkte die Steigerung von 5 auf
10 pg CQ/ml eine Zunahme des Effektes. Die weitere Steigerung der Dosis von 10 auf 20 pug CQ/ml
ergab nur noch im Fall von T1524 einen zusatzlichen Effekt. Die Behandlungszeit libte insgesamt keinen
deutlichen Effekt auf Proliferation und Vitalitat aus. Nur in den Féllen von T1524, T1549 und T1564
zeigte sich eine geringe Zunahme der Proliferationshemmung durch eine zwei Tage langere Behand-

lung.

Tab. 14: Veranderungen von Proliferation und Vitalitdt nach CQ-Behandlung (Anwesenheit von DMSO)

Zelllinie Test Tag d4 Tag dé6
cQ5 CQ10 CQ20 CQ5 CQ10 CQ20
T1522 BrdU d N2 N2 = Nz N
MTT N2 N2 N N2 Nz N2
LDH T T T T T ™
T1524 BrdU = = NN = N2 N2
MTT = N N2 = N N\
LDH T ™~ ™~ T T T
T1549 BrdU = = NN N2 N Nz
MTT N2 N2 N N2 Nz N2
LDH 0 0 0 = = =
T1556 BrdU ) Ll ) y y )
MTT = Ny N2 = N N2
LDH T T T J = =
T1564  BrdU Il RN ENN) iy N
MTT N2 N2 N2 N N N2
LDH ™~ ™1 ™~ ™1 1T 1
= Anderungen < 10% N2 Senkung 10-30% ™ Steigerung 1,1- bis 1,9-fach
N2 Senkung > 30% ™~ Steigerung 2,0-fach bis 5-fach
N Senkung > 50% T Steigerung > 5-fach

3.1.3 TMZ und CQ-Doppelbehandlung

Im nachsten Schritt wurden die SLGC-Linien einer Kombinationsbehandlung mit CQ und TMZ ausge-
setzt. Ziel dieser Experimente war es zu untersuchen, ob CQ die Sensibilitdt von SLGCs gegenliber TMZ
steigern kann. In diesem Teil der Arbeit fokussierte ich mich wieder auf die SLGC-Linien T1522, T1524,
T1549, T1556 und T1564. Um den Effekt hinsichtlich der CQ-Dosis zu analysieren, wurden verschiedene
CQ-Konzentrationen eingesetzt. Als Kontrolle diente eine DMSO-behandelte Probe, da TMZ in einer
DMSO-L6sung appliziert werden musste. Das zytotoxische Reagenz TMZ wurde in den 96-Lochplatten
in einem geringen Volumen an Medium analysiert, sodass die finale Konzentration an DMSO 1% be-
trug. Um eine direkte Vergleichbarkeit der Experimente zu erlauben, wurden in allen Analysen 100 uM

TMZ eingesetzt.
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Abb. 12: Effekt steigender Chloroquinkonzentrationen auf die Proliferation (BrdU-ELISA), Vitalitat (MTT-Test)
und LDH-Freisetzung (Zytotoxizitdtsassay) der SLGC-Linie T1522 in Anwesenheit von Temozolomid (TMZ). - (A)
Tag d4 nach Behandlung. (B) Tag d6 nach Behandlung. Dargestellt sind die Mittelwerte von parallel untersuchten
Proben einer Serie und die Standardabweichungen. Die relative optische Dichte der DMSO-Kontrolle wurde als
1 definiert und alle tibrigen Werte relativ dazu dargestellt. Statistisch signifikante Abweichungen innerhalb der
Behandlungsgruppen wurden mittels ANOVA mit anschlieRender Bonferroni-Korrektur fiir multiples Testen er-
mittelt. Die Signifikanzniveaus werden klassifiziert als p<0,05 (reprasentiert durch *) und p<0,005 (reprasentiert
durch **). - CQ5: 5 ug CQ/ml; CQ10: 10 pg CQ/ml; CQ20: 20 pug CQ/ ml; D: DMSO.; T100: 100uM TMZ.

Die Behandlung der SLGC-Linie T1522 mit 100uM TMZ ergab an Tag d4 und d6 keine statistisch signifi-
kante Senkung des BrdU-Einbaus (Abb. 38). Die Koapplikation von CQ senkte an Tag d4 die OD um 21%
(T100/CQ5), 30% (T100/CQ10) bzw. 30% (T100/CQ20). Aufgrund der geringen Adharenz der Zelllinie
kam es zu hohen Abweichungen der Messwerte in allen, inklusive der gezeigten Serie (Abb. 12). Ten-
denziell konnte die Doppelbehandlung mit TMZ und CQ den TMZ-vermittelten Effekt verbessern, al-
lerdings waren die Werte der Behandlungsgruppen nicht statistisch signifikant verschieden (Abb. 12).
Bei Einzelvergleich individueller Messreihen ergab sich eine statistisch signifikante Differenz zwischen
der DMSO-Kontrolle und der Probe T100/CQ10 an Tag d4 und d6 (Abb. 38). Eine Dosisabhangigkeit des
CQ-Effektes wurde nicht evident (Tab. 35 im Anhang). Im Vergleich zur CQ-Einfachbehandlung zeigte
sich keine statistisch signifikante Steigerung des CQ-Effektes durch TMZ (Tab. 40 im Anhang), obwohl
die Mittelwerte der TMZ/CQ-Proben stets unter denen der korrespondieren CQ-Werte lagen. Lediglich
an Tag d6 ergab sich ein statistisch signifikant niedrigerer BrdU-Einbau durch CQ5 mit TMZ im Vergleich
zu CQ5 ohne TMZ (Abbs. 7 und 12; Tab. 40 im Anhang).
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Im MTT-Test bewirkte die TMZ-Einfachbehandlung am Messtag d4 und d6 keine signifikante Reduktion
der OD in Relation zur DMSO-Kontrolle (Abb. 38). Die zusatzliche Applikation von CQ ergab an Tag d4
Verminderungen der ODs um 18% (T100/CQ5), 22% (T100/CQ10) und 21% (T100/CQ20) relativ zur
TMZ-Einfachbehandlung. Die Reduktionen erwiesen sich in der ANOVA Varianzanalyse als statistisch
signifikant (MTT; Abb. 12). Die Dosissteigerung von 5 auf 10 ug CQ/ml bzw. von 10 auf 20 pg CQ/ml
ergab jedoch keine zusatzlich signifikante Senkung der ODs (Tab. 35 im Anhang). Am Messtag d6 wur-
den sehr dhnliche Werte gewonnen, die sich von denen an Tag d4 statistisch nicht unterschieden (Abb.
12). Relativ zur Gruppe der CQ-Einfachbehandlungen zeigte sich analog zum BrdU-ELISA kein zusatzli-
cher Effekt durch die Koapplikation von TMZ mit Ausnahme der statistisch signifikanten Differenz zwi-
schen den Proben CQ5/TMZ und CQ5/- an Tag d6 (Tab. 40 im Anhang). Dabei wurde fiir die Proben
CQ5/- eine geringere OD gemessen als fur die Proben CQ5/TMZ (Abbs. 7 und 12).

Auch im Zytotoxizitatstest wurden an beiden Messtagen dhnliche Werte gemessen, wobei auch die
CQ-vermittelte Steigerung der LDH-Freisetzung an Tag d4 und d6 vergleichbar war. So wurde an Tag
d4 in Anwesenheit von TMZ die LDH-Freisetzung relativ zur Kontrolle auf das 1,3- (T100/CQ5), 1,5-
(T100/CQ10) und 1,5-Fache (T100/CQ20) erhéht. Am Tag d6 betrug die Steigerung das 1,2-
(T100/CQ5), 1,5- (T100/CQ10) und 1,4-Fache (T100/CQ20). Mit 100 uM TMZ allein wurde die OD ge-
ringfligig, aber statistisch signifikant gesenkt (Abb. 38). Damit schien CQ in allen Konzentrationen die
durch TMZ-vermittelte Senkung der LDH-Freisetzung aufzuheben und stattdessen eine Erhéhung der
LDH zu bewirken. Somit ergab sich in Anwesenheit von TMZ anders als in Abwesenheit von TMZ ein
Dosiseffekt fir CQ5 und CQ10 (Abbs. 7 und 12; Tabs. 30 und 35 im Anhang). Mit CQ20 waren in An-
und Abwesenheit von TMZ die Mittelwerte niedriger als fir die entsprechenden CQ10-Messreihen,

allerdings ohne statistische Signifikanz.
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Abb. 13: Effekt steigender Chloroquinkonzentrationen auf die Proliferation (BrdU-ELISA), Vitalitat (MTT-Test)
und LDH-Freisetzung (Zytotoxizitdtsassay) der SLGC-Linie T1524 in Anwesenheit von Temozolomid (TMZ). - (A)
Tag d4 nach Behandlung. (B) Tag d6 nach Behandlung. Dargestellt sind die Mittelwerte von parallel untersuchten
Proben einer Serie und die Standardabweichungen. Die relative optische Dichte der DMSO-Kontrolle wurde als
1 definiert und alle Gibrigen Werte relativ dazu dargestellt. Statistisch signifikante Abweichungen innerhalb der
Behandlungsgruppen wurden mittels ANOVA mit anschlieRender Bonferroni-Korrektur fiir multiples Testen er-
mittelt. Die Signifikanzniveaus werden klassifiziert als p<0,05 (reprasentiert durch *) und p<0,005 (reprasentiert
durch **). - CQ5: 5 ug CQ/ml; CQ10: 10 pg CQ/ml; CQ20: 20 pug CQ/ ml; D: DMSO.; T100: 100uM TMZ.

Die Behandlung der SLGC-Linie T1524 mit 100 uM TMZ ergab an Tag d4 und d6 eine deutliche, statis-
tisch signifikante Reduktion des BrdU-Einbaus. Die Koapplikation von CQ fiihrte an beiden Messtagen
zu einer Verstarkung des TMZ-vermittelten Effektes (Abb. 13). So wurden die ODs durch TMZ an Tag
d4 um 40% relativ zur Kontrolle gesenkt. Die zusatzliche Applikation von CQ flihrte zu einer starkeren
Verminderung der ODs um 46% (T100/CQ5), 71% (T100/CQ10) bzw. 90% (T100/CQ20). Die Senkungen
der ODs durch die CQ-Einfach- und die CQ/TMZ-Doppelbehandlung waren statistisch signifikant ver-
schieden (Abbs. 13 und 39). Relativ zur TMZ-Einfachbehandlung waren die Mittelwerte der Messreihen
CQ10 und CQ20 ebenfalls statistisch signifikant verschieden. Weiterhin ergab die Dosissteigerung von
5 auf 10 ug CQ/ml sowie von 10 auf 20 pg CQ/ml in Anwesenheit von TMZ eine zusatzliche statistisch
signifikante Senkung der ODs (Tab. 36 im Anhang). Damit war im Vergleich zur CQ-Einfachbehandlung
der CQ-Effekt auf die BrdU-Inkorporation in Anwesenheit von TMZ deutlich effizienter (Abb. 43).

Im MTT-Test waren die Unterschiede zwischen Einfach- und Doppelbehandlung nur gering. Erstens

wurde an den Messtagen d4 und d6 kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den ODs der
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mit 100 UM TMZ behandelten Proben in Relation zur DMSO-Kontrolle beobachtet (Abb. 39). Zweitens
wurden zwar durch die zusatzliche Behandlung mit CQ statistisch signifikante Reduktionen der ODs um
11% (T100/CQ5), 27% (T100/CQ10) bzw. 32% (T100/CQ20) erreicht (Abbs. 13 und 39). Im Vergleich mit
der CQ-Einfachbehandlung ergab sich jedoch nur in Einzelfdllen eine statistisch signifikant niedrigere
OD durch die CQ/TMZ-Doppelbehandlung. Dies war z.B. an Tag d4 mit CQ5/TMZ relativ zu CQ5/- und
an Tag d6é mit CQ5/TMZ und CQ10/TMZ relativ zu CQ5/- bzw. CQ10/- der Fall. Mit CQ20 wurden an Tag
d6 sogar statistisch signifikant héhere ODs in Anwesenheit von TMZ gemessen (Abb. 43 und Tab. 40
im Anhang). Der CQ-Effekt erwies sich in allen Fallen als dosisabhéngig (Tab. 36 im Anhang).

Im Zytotoxizitdtsassay bewirkte die Doppelbehandlung mit TMZ und CQ an Tag d4 und d6 statistisch
signifikante Erhéhungen der LDH-Freisetzung (Abbs. 13 und 39). Bereits mit 100 uM TMZ allein wurde
die LDH-Freisetzung an Tag d4 auf das 2,1-Fache gesteigert. Die Koapplikation von TMZ und CQ ergab
an Tag d4 Steigerungen der LDH-Freisetzung auf das 2,6-Fache (T100/CQ5), das 3,3- (T100/CQ10) und
3,2-Fache (T100/CQ20). Dabei wurden in Anwesenheit von TMZ statistisch signifikante Zunahmen der
ODs durch Erh6hung der CQ-Dosis von 0 auf 5 ug/ml sowie von 5 auf 10 ug/ml ermittelt, nicht aber bei
Erhéhung der Dosis von 10 auf 20 pg CQ/ml (Tab. 36 im Anhang). An Tag d6 dagegen bewirkte relativ
zur TMZ-Einfachbehandlung lediglich die Koapplikation von 10 pg CQ/ml eine zusétzliche statistisch
signifikante Steigerung der LDH-Freisetzung, wahrend 20 pg CQ/ml sogar zu einer statistisch
signifikanten Abnahme der ODs fiihrten (Abb. 13; Tab. 36 im Anhang). Bei Vergleich mit der CQ-
Einfachbehandlung zeigten sich an beiden Messtagen nur in Einzelfallen statistisch signifikant héhere
LDH-Freisetzungen in Anwesenheit von TMZ. Dies war im Falle der Doppelbehandlungen mit CQ5/TMZ
und CQ10/TMZ zu beobachten, nicht aber mit CQ20/TMZ (Abb. 43 und Tab. 40 im Anhang).
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Abb. 14: Effekt steigender Chloroquinkonzentrationen auf die Proliferation (BrdU-ELISA), Vitalitat (MTT-Test)
und LDH-Freisetzung (Zytotoxizitdtsassay) der SLGC-Linie T1549 in Anwesenheit von Temozolomid (TMZ). - (A)
Tag d4 nach Behandlung. (B) Tag d6 nach Behandlung. Dargestellt sind die Mittelwerte von parallel untersuchten
Proben einer Serie und die Standardabweichungen. Die relative optische Dichte der DMSO-Kontrolle wurde als
1 definiert und alle Gibrigen Werte relativ dazu dargestellt. Statistisch signifikante Abweichungen innerhalb der
Behandlungsgruppen wurden mittels ANOVA mit anschliefender Bonferroni-Korrektur fir multiples Testen er-
mittelt. Die Signifikanzniveaus werden klassifiziert als p<0,05 (reprasentiert durch *) und p<0,005 (reprasentiert
durch **). - €Q5: 5 pg CQ/ml; CQ10: 10 ug CQ/ml; CQ20: 20 pg CQ/ ml; D: DMSO.; T100: 100puM TMZ.

Wie zuvor bei der CQ-Einfachbehandlung waren die BrdU-ELISAs der Zelllinie T1549 durch die geringe
Adhéarenz der Zellen beeintrachtigt. Dennoch wurde nach Behandlung 100 uM TMZ an Tag d4 und d6
eine statistisch nicht-signifikante Senkung des BrdU-Einbaus um 11% (d4) bzw. 9% (d6) beobachtet
(Abb. 40). Die zusatzliche Behandlung mit CQ flihrte an Tag d4 zu verstarkten Reduktionen der ODs um
17% (T100/CQ5), 23% (T100/CQ10) und 35% (T100/CQ20). An Tag d6 wurde ebenfalls eine mit stei-
gender CQ-Dosis zunehmende Senkung der Mittelwerte festgestellt. Wegen der hohen Standardab-
weichungen waren nur einige Unterschiede statistisch signifikant, sodass die Werte des BrdU-ELISAs
tendenziell anzeigen, dass die Doppelbehandlung mit TMZ und CQ die TMZ-vermittelte Senkung der
Proliferation verbessern konnte. Relativ zur DMSO-Kontrolle waren lediglich die Messreihen
T100/CQ20/d4 und T100/CQ20/d6 statistisch signifikant verschieden (Abb. 40). Im Vergleich zur CQ-
Einfachbehandlung wurde keine statistisch signifikante Wirkung durch die Doppelbehandlung evident
(Tab. 40 im Anhang).
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Im MTT-Test fihrte die Behandlung mit TMZ und CQ an den Messtagen d4 und d6 zu statistisch signi-
fikanten Abnahmen der ODs (Abbs. 14 und 40). Die TMZ-Einfachbehandlung senkte die OD an Tag d4
bereits um 19%, an Tag d6 um 22%. Die Koapplikation von CQ ergab an Tag d4 Senkungen der ODs um
27% (T100/CQ5), 29% (T100/CQ10) und 25% (T100/CQ20). An Tag d6 zeigte sich ein dhnliches Bild,
wobei die Reduktionen relativ zur Kontrolle und zur TMZ-Einfachbehandlung starker ausgepragt waren
als an Tag d4. Die CQ/TMZ-behandelten Messreihen waren an beiden Messtagen von den Messreihen
der TMZ-Einfachbehandlung statistisch signifikant verschieden. Eine Abhangigkeit von der CQ-Dosis
wurde allerdings an beiden Messtagen nicht evident (Tab. 37 im Anhang). Im Vergleich zur CQ-Einfach-
behandlung wurden fiir alle CQ-Konzentrationen an beiden Tagen statistisch signifikant niedrigere ODs
in Anwesenheit von TMZ als in Abwesenheit von TMZ (Abbs. 9 und 14; Tab. 40 im Anhang) ermittelt.

Im Zytotoxizitatstest zeigten sich an Tag d4 und d6 statistisch signifikante Erhdhungen der LDH-Frei-
setzung durch TMZ allein und die TMZ/CQ-Doppelbehandlung (Abbs. 14 und 40). TMZ steigerte die
LDH-Freisetzung an Tag d4 auf das 1,5-Fache der Kontrolle, an Tag d6 auf das 1,3-Fache. Die zuséatzliche
Gabe von CQ fiihrte an Tag d4 unabhangig von der eingesetzten CQ-Dosis zu Erhéhungen der LDH-
Freisetzung auf das 1,6-Fache der Kontrolle. Tag d6 ergab ein dhnliches Bild, wobei die maximale OD
nur das 1,4-Fache der Kontrolle erreichte. Damit wurde an beiden Messtagen keine statistisch signifi-
kante Steigerung der LDH-Freisetzung durch die CQ/TMZ-Doppelbehandlung im Vergleich zur TMZ-
Einfachbehandlung ermittelt (Tab. 37 im Anhang). Allerdings zeigte sich in der TMZ/CQ-Doppelbehand-
lung im Vergleich zur CQ-Einfachbehandlung in allen Proben eine statistisch signifikante Zunahme der
LDH-Freisetzung, die somit auf der Anwesenheit von TMZ zu beruhen scheint (Abbs. 9 und 14; Tab. 40

im Anhang).
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Abb. 15: Effekt steigender Chloroquinkonzentrationen auf die Proliferation (BrdU-ELISA), Vitalitat (MTT-Test)
und LDH-Freisetzung (Zytotoxizitdtsassay) der SLGC-Linie T1556 in Anwesenheit von Temozolomid (TMZ). - (A)
Tag d4 nach Behandlung. (B) Tag d6 nach Behandlung. Dargestellt sind die Mittelwerte von parallel untersuchten
Proben einer Serie und die Standardabweichungen. Die relative optische Dichte der DMSO-Kontrolle wurde als
1 definiert und alle Gibrigen Werte relativ dazu dargestellt. Statistisch signifikante Abweichungen innerhalb der
Behandlungsgruppen wurden mittels ANOVA mit anschliefender Bonferroni-Korrektur fir multiples Testen er-
mittelt. Die Signifikanzniveaus werden klassifiziert als p<0,05 (reprasentiert durch *) und p<0,005 (reprasentiert
durch **). - CQ5: 5 ug CQ/ml; CQ10: 10 pg CQ/ml; CQ20: 20 pug CQ/ ml; D: DMSO.; T100: 100uM TMZ.

Wie zuvor erwdhnt, fiihrte die geringe Adhdrenz und das Spharenwachstum der SLGC-Linie T1556 im
BrdU-ELISA zu groRen Messfehlern. Somit ist die statistisch signifikante Differenz innerhalb der Be-
handlungsgruppe am Messtag d4 mit Vorsicht zu interpretieren (Abb. 15). Die Behandlung mit 100 uM
TMZ zeigte an beiden Messtagen keine statistisch signifikante Wirkung auf den BrdU-Einbau (Abb. 41).
Durch die zusatzliche Applikation von CQ wurden an Tag d4 Senkungen der Mittelwerte der ODs um
19% (T100/CQ5), 55% (T100/CQ10) und 39% (T100/CQ20) gemessen. Dabei waren die Messreihen
T100/CQ10 und T100/CQ20 von der Kontrolle und der TMZ-Einfachbehandlung statistisch signifikant
verschieden (Abb. 41 und Tab. 38 im Anhang). Eine statistisch signifikante Reduktion des BrdU-Einbaus
durch Steigerung der CQ-Dosis kann nicht abgeleitet werden, da der Mittelwert der Proben T100/CQ10
unter dem von T100/CQ20 liegt (Abb. 15). Beim Vergleich mit der CQ-Einfachbehandlung wurde keine
statistisch signifikante Steigerung des CQ-Effektes durch TMZ nachgewiesen (Tab. 40 im Anhang).

Im MTT-Test ergab die Behandlung mit TMZ und CQ an den Messtagen d4 und d6 statistisch signifi-
kante Senkungen der ODs (Abbs. 15 und 41). TMZ bewirkte an Tag d4 eine Abnahme der OD um 15%,
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an Tag d6 um 10%. Die Doppelbehandlung mit CQ fiihrte zu Reduktionen um 13% (T100/CQ5), 18%
(T100/CQ10) und 19% (T100/CQ20). An Tag d6 zeigte sich ein dhnliches Bild, wobei die maximale Sen-
kung des Mittelwertes 17% betrug (T100/CQ20). Damit konnte die CQ/TMZ-Doppelbehandlung die
TMZ-vermittelte Senkung der Vitalitat an beiden Messtagen nicht verbessern. Die Steigerung der CQ-
Dosis ergab keinen statistisch signifikanten Effekt hinsichtlich der Abnahme der ODs (Tab. 38 im An-
hang). Im Vergleich zur CQ-Einfachbehandlung zeigten sich ebenfalls keine statistisch signifikanten Un-
terschiede der Messreihen in An- und Abwesenheit von TMZ (Tab. 40 im Anhang).

Im Zytotoxizitdtstest zeigten sich an Tag d4 und d6 statistisch signifikante Erhéhungen der LDH-Frei-
setzung durch die Behandlungen mit TMZ und CQ (Abbs. 15 und 41), wobei an Tag d4 kein CQ-Effekt
erkennbar war und an Tag d6 CQ die TMZ-Wirkung aufzuheben schien. So steigerte TMZ an Tag d4 die
LDH-Freisetzung auf das 1,7-Fache der Kontrolle. Die Koapplikation von CQ bewirkte Steigerungen auf
das 1,6- bis 1,8-Fache. Somit konnte die zusatzliche Gabe von steigenden CQ-Konzentrationen die TMZ-
vermittelte Wirkung auf die LDH-Freisetzung nicht verstarken (Tab. 38 im Anhang). Im Vergleich zur
CQ-Einfachbehandlung ergaben sich allerdings statistisch signifikant hohere LDH-Freisetzungen durch
CQ5 und CQ10 in Anwesenheit von TMZ relativ zur Abwesenheit von TMZ. (Abbs. 10 und 15; Tab. 40
im Anhang). An Tag d6 wurde dagegen fir die TMZ/CQ-Proben eine CQ- Dosisabhangigkeit in ,inver-
tierter” Form beobachtet. D.h. mit TMZ und 5 pg CQ/ml wurde die hochste LDH-Freisetzung gemessen,
die allerdings geringer als die LDH-Freisetzung mit TMZ allein war (T100: 1,4-Fach, T100/CQ5: 1,3-
Fach). Mit steigender CQ-Konzentration sanken die Mittelwerte der ODs relativ zu derjenigen der
nachstniedrigeren CQ-Konzentration (Abb. 15). Dabei waren die Unterschiede zwischen den Messrei-
hen CQ5 und CQ10 sowie zwischen CQ10 und CQ20 statistisch signifikant verschieden (Tab. 38 im An-
hang). Im Vergleich zur CQ-Einfachbehandlung wich lediglich der Mittelwert fiir die Messreihe
T100/CQ5 statistisch signifikant ab, wobei eine héhere LDH-Freisetzung als in Abwesenheit von TMZ

gemessen wurde (Tab. 40 im Anhang).
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Abb. 16: Effekt steigender Chloroquinkonzentrationen auf die Proliferation (BrdU-ELISA), Vitalitat (MTT-Test)
und LDH-Freisetzung (Zytotoxizitdtsassay) der SLGC-Linie T1564 in Anwesenheit von Temozolomid (TMZ). - (A)
Tag d4 nach Behandlung. (B) Tag d6 nach Behandlung. Dargestellt sind die Mittelwerte von parallel untersuchten
Proben einer Serie und die Standardabweichungen. Die relative optische Dichte der DMSO-Kontrolle wurde als
1 definiert und alle Gibrigen Werte relativ dazu dargestellt. Statistisch signifikante Abweichungen innerhalb der
Behandlungsgruppen wurden mittels ANOVA mit anschlieRender Bonferroni-Korrektur fiir multiples Testen er-
mittelt. Die Signifikanzniveaus werden klassifiziert als p<0,05 (reprasentiert durch *) und p<0,005 (reprasentiert
durch **). - CQ5: 5 ug CQ/ml; CQ10: 10 pg CQ/ml; CQ20: 20 pug CQ/ ml; D: DMSO.; T100: 100uM TMZ.

Die SLGC-Linie T1564 zeigte an Tag d4 und d6 statistisch signifikante Reduktionen der BrdU-Inkorpora-
tion nach Doppelbehandlung mit TMZ und CQ (Abb. 16). Dagegen konnten die ODs nach alleiniger
Behandlung mit 100 uM TMZ an beiden Tagen nicht statistisch signifikant gesenkt werden (Abb. 42).
Dabei senkte TMZ an Tag d4 den BrdU-Einbau relativ zur Kontrolle um 13%, wahrend die Mittelwerte
von Kontroll- und T100-Proben am Tag d6 fast identisch waren. An Tag d4 ergab die Doppelbehandlung
mit TMZ und CQ eine zusatzliche Reduktion der ODs. Relativ zur Kontrolle nahmen die ODs um 19%
(T100/CQ5), 63% (T100/CQ10) und 74% (T100/CQ20) ab. Dabei wurde eine statistisch signifikante Sen-
kung der ODs relativ zur Kontrolle erst fiir die Messreihe T100/CQ10 erreicht (Abb. 42). An Tag d6
wurde eine statistisch signifikante Senkung bereits fir die Proben T100/CQ5 beobachtet (Abb. 42). Mit
Ausnahme von CQ5 an Tag d4 konnte CQ in jeder der Doppelbehandlungen die TMZ-vermittelte Sen-
kung des BrdU-Einbaus statistisch signifikant verbessern. Dabei wurde insbesondere an Tag d6 die Ab-

hangigkeit von der CQ-Dosis evident (Tab. 39 im Anhang). Im Vergleich zur CQ-Einfachbehandlung wur-
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den jedoch nur zum Teil statistisch signifikant niedrigere ODs in Anwesenheit von TMZ ermittelt. Ins-
besondere bei niedrigen CQ-Konzentrationen lagen die ODs der Messreihen in Abwesenheit von TMZ
statistisch signifikant unter den in Anwesenheit von TMZ (Abb. 11 und 16, Tab. 40 im Anhang). Damit
ist eine CQ-dosisabhangige Reduktion der Proliferation von T1564 wahrscheinlich, ein proliferations-
inhibierender Effekt von 100 uM TMZ aber auszuschliel3en.

Im MTT-Test ergab die Behandlung mit TMZ und CQ an beiden Messtagen statistisch signifikante Sen-
kungen der ODs (Abbs. 16 und 42). TMZ reduzierte die OD an Tag d4 statistisch signifikant um 7,7%, an
Tag d6 um 8,8% (Abb. 42). Die Koapplikation von TMZ und CQ reduzierte die Vitalitat relativ zur Kon-
trolle um 14% (T100/CQ5), 26% (T100/CQ10) und 28% (T100/CQ20). Somit senkte die Doppelbehand-
lung die Vitalitat statistisch signifikant starker als TMZ allein (Tab. 39 im Anhang). An Tag d6 zeigte sich
ein dhnliches Bild, wobei die maximale Senkung der ODs 20% relativ zur Kontrolle betrug. An beiden
Tagen war ein Trend zu einem von der CQ-Dosis abhangigen Effekt feststellbar, da jeweils die Steige-
rung von 5 auf 10 pg CQ/ml, nicht aber von 10 auf 20 pg CQ/ml eine zusatzliche statistisch signifikante
Reduktion der ODs ermoglichte (Tab. 39 im Anhang). Im Vergleich zur CQ-Einfachbehandlung wurde
keine Steigerung des CQ-Effektes in Anwesenheit von TMZ evident (Tab. 40 im Anhang).

Im Zytotoxizitdtsassay zeigte die TMZ-Einfachbehandlung an Tag d4 und d6 keine Wirkung auf die LDH-
Freisetzung (Abb. 16). Die Koapplikation von CQ ergab an beiden Messtagen statistisch signifikante
und dosisabhangige Steigerungen der LDH-Freisetzung (Abbs. 16 und 42). So wurde der LDH-Spiegel
an Tag d4 auf das 2,5-Fache (T100/CQ5), 5,8-Fache (T100/CQ10) und das 5,0-Fache (T100/CQ20) relativ
zur Kontrolle erhoht. An Tag d6 zeigte sich ein dhnliches Bild, jedoch mit starkeren Erhohungen. Die
maximale LDH-Freisetzung wurde fiir T100/CQ10 gemessen und betrug das 7,8-Fache. Im Vergleich zur
CQ-Einfachbehandlung zeigten sich an Tag d4 keine statistisch signifikanten Unterschiede. An Tag d6
wurden statistisch signifikant niedrigere LDH-Freisetzungen in Anwesenheit von TMZ gemessen, je-
doch nur fiir die mit 5 pg/ml CQ und 20 pg/ml CQ behandelten Proben (Abb.s 11 und 16; Tab. 40 im
Anhang). Auffallend ist, dass die ODs fir die Messreihen T100/CQ20 an Tag d4 und d6 sehr deutlich
und statistisch signifikant unter denen der T100/CQ10-Proben lagen (Abb. 16, Tab. 39 im Anhang).
Diese Uberraschende Beobachtung wurde in An- und Abwesenheit von TMZ gemacht, war aber in Ab-

wesenheit von TMZ geringer und statistisch nicht signifikant (Abb. 11, Tab. 34 im Anhang).

Fazit:

Die Ergebnisse zeigen, dass 100 uM TMZ allein haufig keinen Effekt auf die Proliferationsrate oder die
Vitalitat von SLGC-Linien ausiibte, wahrend es in drei von funf Fallen zu einer Zunahme der LDH-Frei-
setzung fluhrte (Tab. 15). Im Fall der Zelllinie T1522 senkte TMZ allein sogar die LDH-Freisetzung. Die
Doppelbehandlung mit TMZ und CQ fiihrte relativ zur DMSO-Kontrolle immer zu einer Abnahme der

BrdU-Inkorporation und einer Senkung der Vitalitat sowie zu einer Steigerung der LDH-Freisetzung. Im
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Unterschied zur CQ-Einfachbehandlung ergab die TMZ/CQ-Doppelbehandlung eine starkere Erhéhung
der LDH-Freisetzung. Dies war in den Fallen zu beobachten, in denen TMZ allein bereits eine Steigerung
induzierte sowie in der Zelllinie T1564, in der TMZ allein keinen Effekt austbte. Im Fall der Zelllinie
T1522 fihrte die TMZ/CQ-Doppelbehandlung ebenfalls zu einer gesteigerten LDH-Freisetzung, deren
Maximum jedoch im Gegensatz zur CQ-Einfachbehandlung erst mit 10 ug CQ/ml und nicht bereits mit
5 ug CQ/ml erreicht wurde. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass der Effekt auf die LDH-Freisetzung
am ehesten durch CQ und nicht durch TMZ bedingt wurde. Beziglich der Steigerung der proliferati-
onshemmenden Effekte durch Erhéhung der CQ-Dosis ergaben sich verschiedene Beobachtungen. Im
Fall von T1522 waren sowohl bei der CQ-Einfach- als auch bei der TMZ/CQ-Doppelbehandlung die ma-
ximalen Effekte auf die Proliferation bereits mit 5 pg CQ/ml feststellbar. Die Steigerung von 5 auf 10
ug CQ/ml erbrachte in den Fallen von T1524, T1549, T1556 und T1564 eine Zunahme des Effektes. Die
weitere Steigerung der Dosis von 10 auf 20 ug CQ/ml bewirkte nur noch im Fall von T1524 und T1564
einen eindeutigen Effekt. Insgesamt fiel auf, dass der maximale proliferationshemmende Effekt bei der
TMZ/CQ-Doppelbehandlung im Gegensatz zur CQ-Einfachbehandlung zum Teil erst durch héhere CQ-
Konzentrationen erreicht wurde. Auch hinsichtlich der Vitalitatsminderung erzielte die Dosissteigerung
unterschiedliche Effekte. Bei der Zelllinie T1522 wurde die maximale CQ-Wirkung in Einfach- sowie
Doppelbehandlung mit 5 pg CQ/ml erreicht. Auch in T1549 und T1556 trat der starkste Effekt auf die
Vitalitat bei der TMZ/CQ-Doppelbehandlung bereits mit 5 ug CQ/ml auf. Dabei wurde bei der CQ-Ein-
fachbehandlung in diesen beiden Zelllinien der maximale Effekt erst mit 10 ug CQ/ml festgestellt. Die
Steigerung von 5 auf 10 yg CQ/ml bewirkte in den Féllen von T1524 und T1564 eine Zunahme des
Effektes in Einfach- und Doppelbehandlung. Die weitere Steigerung der Dosis von 10 auf 20 ug CQ/ml
ergab nur noch im Fall von T1524 einen zusatzlichen Effekt. Die Behandlungszeit hatte insgesamt kei-

nen Effekt auf Proliferation und Vitalitat.
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Tab. 15: Effekte von Chloroquin und TMZ Einfach- und Doppelbehandlungen auf Proliferation und Vitalitat
von SLGC-Linien

Tagd4 Tag d6
cQ T™MZ T™MZ/CQ cQ T™MZ T™MZ/CQ
T1522 BrdU Y (5) = ¥ (5) $(20) = 4 (5)
MTT Y (5) = ¥ (5) L(5) = $(10)
LDH 1,4x1 (5) NA 1,5x1 (10) 1,6x1 (5) N2 1,5x (10)
T1524 BraU | 44320 [ Yd | dd20) [ Y420 v Y (20
MTT V4 (20) - V4 (20) L (20) - Y (20)
LDH 3,6x1M(20) 2,1xp 3,3x1 (10) 1,8x (20) 2,1xp 2,3x1 (10)
T1549 Brdu L4 (20) = V¥ (20) Y (5) N Y4 (20)
MTT 4(10) N2 Y (5) Y (5) N ¥ (5)
LDH 1,3x1M(10) 1,5x 1,6x1 (5) = 1,3x 1,4x1 (10)
T1556 Brdu Vv 4(10) = V¥ (10) L (5) N2 v (10)
MTT +(10) ¥ ¥ (5) ¥ (10) N2 ¥ (5)
LDH 1,5x1M(10) 1,7xp 1,8x1 (5) = 1,4xp 1,3xp
T1564 BrdU Y44 (20) = Lid(20) Y4d (5) = Y4d (20)
MTT V(10) - ¥ (10) ¥ (10) - ¥ (10)
LDH 5,3x1M(10) = 5,8x4 (10) 7,3x1 (10) = 7,8x1 (10)
= Anderungen < 10% N) Senkung 10-30%

N Senkung 30-50%
YL Senkung>50%

3.2 Zellzyklusanalyse selektierter SLGC-Linien

3.2.1 Verteilung der Zellen im Zellzyklus

Um die Frage nach dem Einfluss der TMZ/CQ- Einfach- und Doppelbehandlung auf die Verteilung der
Zellen im Zellzyklus zu klaren, wurden Propidiumiodid-markierte SLGCs durchflusszytometrisch unter-
sucht. Der Farbstoff Propidiumiodid (PI) interkaliert in die DNA und erlaubt mittels Durchflusszytomet-
rie die Messung des DNA-Gehaltes von Zellen und damit eine Bestimmung der Zellzyklusphasen. Von
den in den vorherigen Analysen untersuchten Zelllinien wurden drei SLGC-Linien fiir die weiteren Un-
tersuchungen in Betracht gezogen. Zusatzlich wurde die etablierte GBM-Linie U87MG analysiert, da
diese in den spateren in vivo Analysen als Kontrolle diente, sowie eine weitere SLGC-Linie (T1371),
deren TMZ/CQ-Rezeptivitat in einer friheren Masterarbeit untersucht worden war (siehe Diskussion).
Im Gegensatz zu den vorherigen Analysen wurde in den folgenden Experimenten die TMZ-Konzentra-
tion dem MGMT-Status der Zelllinien angepasst, der von Kollegen im Labor bestimmt worden war. Die
DMSO-Konzentration betrug hier stets 0,2%, da die TMZ-Zugabe in ein gréReres Volumen an Medium

erfolgen konnte.
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Abb. 17: Durchflusszytometrische Analyse Propidiumiodid-markierter Zellen. - Die Graphen zeigen den Effekt
von Temozolomid und Chloroquin auf die Verteilung der Zellen im Zellzyklus an Tag d2 nach Behandlung. Alle
Proben enthielten 0,2% DMSO, das als Losungsmittel fiir das hydrophobe TMZ diente. Die TMZ-Konzentration
orientierte sich am MGMT-Status der Zelllinien und betrug 200 uM fir T1371, 200 uM fir T1440, 100 uM fir
T1447, 50 uM fur T1495 und 200 uM fir U87. CQ wurde stets in einer Konzentration von 10 pg/ml eingesetzt.
Der systematische Fehler wurde mit 5% angegeben.

In der Kontrolle der SLGC-Linie T1371 befanden sich an Tag d2 nach Behandlung 25,1% der Zellen in
der GO/G1-Phase, 5,0% in der S-Phase und 32,8% in der G2-Phase (Abb. 17). Ein Anteil von 40,3% wies
ein DNA-Gehalt von > 4n auf, was als Hinweis fir eine Poly- bzw. Aneuploidie gilt. Die Behandlungen
mit 200 uM TMZ und 10 pg/ml CQ Gbten nur einen geringen Einfluss auf die Verteilung der Zellen in
den Zellzyklusphasen aus. Durch die TMZ-Behandlung kam es zu einer sehr geringen Zunahme an Zel-
len in der GO/G1-Phase um 3,1% und in der >4n Fraktion um 4%. Der Anteil der Zellen in der S-Phase
blieb gleich, wahrend der Anteil in G2 um 6,0% abnahm. Nach Behandlung mit 10 pug/ml CQ wurde
wieder eine geringe Zunahme an Zellen in der GO/G1-Phase (3,9%) beobachtet. Der Anteil der Zellen
in der S-Phase blieb unverdndert und der Anteil der >4n Fraktion stieg um 1,8%. Die Zunahme in GO/G1
erfolgte wiederum auf Kosten des Anteils der Zellen in G2 (5,1% Abnahme). Die Doppelbehandlung mit
200 uM TMZ und 10 pug/ml CQ bewirkte einen geringeren Anstieg der Zellen in der GO/G1-Phase (1,5%)
als die Einzelbehandlungen. Der Anteil der Zellen in der S-Phase blieb nahezu unverandert, der Anteil
der Zellen in G2 nahm ab (2,6%) und die >4n Fraktion anderte sich minimal (1,4% Zunahme).

Die SLGC-Linie T1440 zeigte an Tag d2 in der Kontrolle einen Anteil von 46,7% in GO/G1, 9,5% in S und
19,4% in G2 (Abb. 17). Daneben wies ein Anteil von 26,6% der Zellen einen DNA-Gehalt von >4n auf.
Nach der Behandlung mit 50 uM TMZ sank der Anteil an Zellen in der GO/G1-Phase deutlich (9,9%)
zugunsten des Anteils von Zellen in der S-Phase (6,7% Zunahme). Auch der Anteil von Zellen in der G2-
Phase und der >4n Fraktion nahm leicht um 3,6% bzw. 2,2% zu. Dagegen blieb nach CQ-Behandlung

die Verteilung der Zellen im Zellzyklus im Vergleich zur Kontrolle nahezu unverdandert (Abb. 17). Es
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zeigte sich eine Verteilung von 47,4% in GO/G1, 7,2% in S, 20,5% in G2 und 26,5% in der Fraktion >4n.
Die Behandlung mit 50 uM TMZ und 10 pg/ml CQ wirkte sich kaum auf die GO/G1-Phase aus (TMZ/CQ:
46,4%; Kontrolle: 46,7%), sondern resultierte in einer leichten Zunahme der Zellen in der S-Phase um
1,5% und der G2-Phase um 4,0%. Der Anteil der Zellen mit einem DNA-Gehalt > 4n sank dabei um 3,3%.
Somit fihrte TMZ zu einer Verschiebung der Zellen im Zellzyklus (geringe Anreicherung in' S und G2),
die durch die Koapplikation von CQ weitgehend aufgehoben wurde.

An Tag d2 zeigte die Kontrolle der T1447-Zellen eine Zellzyklusverteilung von 39,0% in der GO/G1-
Phase, 8,8% in der S-Phase und 25,3% in der G2-Phase (Abb. 17). Weiterhin wurde ein Anteil von 30,1%
an Zellen mit einem DNA-Gehalt von > 4n ermittelt. Durch die TMZ-Behandlung (100 uM) kam es vor
allem zu einer Anreicherung der Zellen in der >4n Fraktion (5,2%). Diese wurde begleitet von einer
geringen Abnahme von Zellen in G1/GO0 (2,9%), einem Anstieg in der S-Phase (5,6%) und eine Senkung
der Zellen in der G2-Phase (5,7%) Nach Behandlung mit 10 pg/ml CQ wurde dagegen fast kein Unter-
schied relativ zur Kontrolle beobachtet (GO/G1-Phase 40,7%, S-Phase: 5,2%, G-Phase: 25,5%, >4n Frak-
tion: 30,5%). Die Doppelbehandlung mit 100 uM TMZ und 10 pg/ml CQ bewirkte tendenziell dhnliche
Veranderungen wie 100 uM TMZ allein, d.h. eine leichte Abnahme an Zellen in G1/GO0 (1,6%) und eine
Zunahme in der S-Phase um 3,4%. Andererseits unterblieb die mit alleiniger TMZ-Behandlung beo-
bachtete Senkung des Anteils in G2 (24,8%) und Steigerung in der >4n Fraktion (29,4%).

Die Behandlung der Zelllinie T1495 mit 50 pM TMZ und 10 pg/ml CQ in der Einfach- und Doppel-be-
handlung hatte nur geringe Auswirkungen auf die Verteilung der Zellen im Zellzyklus (Abb. 17). Die
Kontrolle zeigte an Tag d2 eine Verteilung von 44,3% der Zellen in GO/G1, 4,5% in S, 18,1% in G2 sowie
34,8% in der Fraktion > 4n. Nach TMZ-Behandlung befanden sich 44,5% in GO/G1, 5,2% in S, 17,2% in
G2 sowie 33,4% in der > 4n Fraktion. Unter alleiniger CQ- Behandlung kam es zu einer minimalen Zu-
nahme an Zellen in GO/G1 um 4,3%. 1,2% weniger Zellen befanden sich in der S-Phase. Der Anteil der
Zellen in der G2-Phase blieb unverdandert und der Anteil an Zellen mit einem DNA-Gehalt von > 4n
wurde um 3,3% vermindert. Die Doppelbehandlung mit 50 uM TMZ und 10 pg/ml CQ bewirkte eine
Abnahme der Zellen in der GO/G1-Phase um 2,0%. Der Anteil an Zellen in der S-Phase stieg um 2,8%,
wahrend der Anteil der Zellen in G2 unverandert blieb. 1,4% weniger Zellen hatten ein DNA-Gehalt von
> 4n. Somit induzierten weder 50 uM TMZ oder 10 pg/ml CQ noch die Doppelbehandlung eine rele-
vante Umverteilung der Zellen im Zellzyklus.

Anders als die SLGC-Linien reagierte die etablierte GBM-Zelllinie U87MG mit deutlichen Umverteilun-
gen der Zellen in den Zyklusphasen. An Tag d2 zeigte die U87MG-Linie in der Kontrolle eine Verteilung
der Zellen von 49,9% in GO/G1, 2,3% in S und 19,0% in der G2-Phase (>4n Fraktion: 30,3%; Abb. 17).
Nach TMZ-Behandlung kam es zu einem deutlichen G2-Arrest. So sank der Anteil an Zellen in GO/G1
nach Behandlung mit 200 uM TMZ um 26,2% unter gleichzeitiger Zunahme des Anteils an Zellen in G2

um 34,2%. Der Anteil an Zellen mit einem DNA-Gehalt > 4n nahm dabei um 10,2% ab, wahrend der
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Anteil in der S-Phase nahezu unverédndert blieb (Kontrolle: 2,3%; TMZ: 4,5%). Die CQ-Einfachbehand-
lung ergab dagegen eine Zunahme des Anteils an Zellen in GO/G1 um 14,1%, wahrend der Anteil an
Zellen in der S- und G2-Phase unverandert blieb (S: 2,5%; G2: 17,4%). Der Anstieg der Zellen in G1/G0
erfolgte vor allem aus der Reduktion der Zellen mit einem Chromosomensatz > 4n um 13%. Die Be-
handlung mit 200 uM TMZ und 10 pg/ml CQ resultierte in einer Abnahme der Zellen in G1/G0 um
11,5%. Der Anteil an Zellen in G2 nahm um 18,5% zu. Der Anteil der Zellen mit einem DNA-Gehalt > 4n
sank dabei leicht um 8,3%, wahrend der Anteil in S leicht anstieg (2,3%). Damit induzierten die TMZ-
und CQ- Einfach- und Doppelbehandlung einzig bei der GBM-Zelllinie U87MG einen G2-Arrest (TMZ)
und partiellen G1-Arrest (CQ).

Fazit:

Zusammenfassend (Tab. 16) ist festzustellen, dass CQ in SLGC-Linien keinen Effekt auf die Verteilung
der Zellen im Zellzyklus ausilibte, wahrend in Kulturen der etablierten U87MG-Linie ein G1-Arrest durch
CQ bewirkt wurde. TMZ erzeugte in SLGC-Linien mit Ausnahme von T1495 eine Umverteilung der Zel-
len im Zellzyklus. Dabei kam es meist zu einer Zunahme an poly- bzw. aneuploiden Zellen auf Kosten
der Zellen in G2 (Ausnahme T1440). In U87MG-Kulturen dagegen verursachte TMZ einen G2-Arrest.
Nach Doppelbehandlung lieR sich in SLGC-Linien meist ein intermedidrer und ahnlicher Effekt wie
durch CQ allein beobachten. Bei Doppelbehandlung von U87MG libten sowohl TMZ als auch CQ einen
Effekt aus.

Tab. 16: Primire Effekte von CQ, TMZ und CQ/TMZ auf die Verteilung von Zellen in Zellzyklusphasen

Zelllinie C€Q (10 pg/ml) TMZ (50-200 uM) cQ+TMzZ
T1371 M>an G2 M>an G2 M>an G2
T1440 = ™NG2 Gl = intermediar
T1447 = M>an G2 =

T1495 = ~ ~

US7MG TGl TG2 TMG2 Gl

N Steigerung; | : Senkung; =: keine Veranderung; G1: G1-Phase; G2: G2-Phase, >4n: DNA-Gehalt von >4n (Poly- /Aneuploidie)
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3.2.2 Expression der Zellzyklusregulatoren CDK4/6, p21¢'?! und p27WAF!

Um weitere Erkenntnisse tiber den moglichen Einfluss von TMZ und CQ auf den Zellzyklus zu erhalten,
wurden die SLGC-Linien mittels Western Blot Analysen hinsichtlich ihrer Expressionen der beiden Cyc-
lin-abhangigen Kinasen CDK4 und CDK6 sowie der CDK-Inhibitoren p21“"* und p27"AF! untersucht. Zu-
satzlich wurden die Zelllinien auf die Anwesenheit des Transporters ABCG2 und des DNA-Reparatur-
proteins 0°-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT) gepriift. Die strukturell miteinander ver-
wandten Kinasen CDK4 und CDK6 bilden Komplexe mit D-Typ Cyclinen in der G1-Phase des Zellzyklus
und vermitteln eine Zellzyklusprogression (Bates et al., 1994). Die CDK-Inhibitoren p21“"* und p27WAf
vermitteln einen Zellzyklusarrest in der G1-Phase (Sherr und Roberts, 1995). Sowohl CDK4 und CDK6
als auch die Zellzyklusinhibitoren kénnten in den SLGC-Linien differenziell reguliert sein und in ihrer
Expression durch die CQ und/oder TMZ Behandlung beeinflusst werden. Eine theoretisch mogliche

Modulation der Expression von ABCG2 und MGMT wurde in dieser Arbeit nicht untersucht.
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Abb. 18: Expression der Cyclin-abhingigen Kinasen CDK4 und CDK6, der O5-Methylguanin-DNA-Methyltrans-
ferase (MGMT) und des ABC-Transporters ABCG2 in SLGC-Linien. — Western Blot Analysen mit Antikdrpern ge-
gen CDK4, CDK6, MGMT und ABCG2. Als Ladekontrollen dienten Antikdrper gegen Aktin und die Glycerinaldehyd-
3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH).

In der Tat konnten die Kinasen CDK4 und CDK6 nicht in allen untersuchten SLGC-Linien mittels Western
Blot Analysen nachgewiesen werden (nicht gezeigt). Da nur Proben auf demselben Filter direkt ver-
gleichbar sind, wurden Western Blot Analysen durchgefiihrt, welche die Basislevel der CDK4 und CDK6
untersuchten. Dabei wurde die aufgetrennte Menge an Proteinextrakt auf 25 ug pro Spur erhdht. Hier-

bei (Abb. 18) zeigte sich, dass CDK4 und CDK6 in nahezu allen SLGCs nachweisbar sind, die Signale aber
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zum Teil an der Nachweisgrenze liegen (siehe z.B. T1440, T1495 in Abb. 18, oberer Blot). Die SLGC-
Linien konnten somit in Gruppen mit geringen, mittleren und hohen Leveln an CDK4 bzw. CDK6 einge-
teilt werden. Bezliglich der CDK4-Expression zeigten die SLGC-Linien T1371, T1389, T1556 sowie T1564
ein mittleres Basislevel und die Zelllinien T1440, T1495 sowie U87MG ein geringes Basislevel. Hinsicht-
lich der CDK6-Expression wurde in den SLGC-Linien T1338, T1371, T1495, T1442 sowie T1524 ein hohes
Basislevel festgestellt. In T1447 sowie T1556 wurde ein mittleres und in T1440 sowie T1522 ein gerin-
ges CDK6-Level nachgewiesen. Hinsichtlich der Expression der Transferase MGMT zeigten sich deutli-
che Unterschiede in der Expression. Zelllinien, die MGMT exprimieren, weisen eine relative Resistenz
gegeniber TMZ auf (siehe Kapitel 1.4). SLGC-Linien mit hohen MGMT-Leveln sind T1371 und T1447.
Mittlere MGMT-Expressionslevel wurden in T1389, T1495 sowie T1564 festgestellt. Die Zelllinien
T1522 und T1556 exprimierten nur sehr gerine MGMT-Level. Von ABC-Transportern, insbesondere
ABCG2, wird vermutet, dass sie zur Chemoresistenz von Tumorzellen und Tumorstammzellen (CSCs)
beitragen (Mo und Zhang, 2012). Die Western Blot Analysen zeigten, dass ABCG2 in allen untersuchten
SLGC-Linien in dhnlich hohen Leveln exprimiert wird (Abb. 18; Tab. 17).

Tab. 17: Expression der CDK4 und CDK6 sowie MGMT und ABCG2 in SLGC-Linien

Zelllinie CDK4 CDK6 MGMT ABCG2
T1338 - +++ - +++
T1371 ++ +++ +++ +++
T1389 ++ - ++ +++
T1440 (+/-) (+/-) - et
T1447 (+/-) ++ +++ +++
T1495 (+/-) +++ ++ +++
T1522 - + + +++
T1524 - +++ - +++
T1549 (+/-) - - +++
T1556 ++ ++ + +++
T1564 + - ++ +++
U87MG (+/-) - - +++

+++: hohes Expressionslevel; ++: mittlerers Expressionslevel; +: niedriges Expressionslevel; (+/-): Signal liegt an der Nachweisgrenze;
-: keine Expression; ABC: ATP-binding cassette; CDK: cyclin-dependent kinase; MGMT: O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase.

Flr die Untersuchung des Einflusses der Einfach- und Doppelbehandlung mit TMZ und CQ auf die Ex-
pression von CDK4/6, p21“"! und p27WA*! in SLGC-Linien wurden in Hinsicht auf weitere, auch in vivo,
Experimente solche Zelllinien gewahlt, welche effektiv Tumore erzeugten. Dabei waren T1389, T1440,
T1447 und T1495 so effektiv, dass im Labor von makroskopisch sichtbaren Tumoren neue Zelllinien
angelegt werden konnten. Fir T1447 und T1495 gelangen sogar mehrere Passagen durch die Mause.
Die SLGC-Linie T1371 wurde wegen ihrer TP53 gain of function (GOF)-Mutation und aufgrund ihrer
Fahigkeit zur Erzeugung invasiver Tumore gewahlt. Die etablierte GBM-Zelllinie U87MG diente zum

einen als positive Kontrolle, zum andern sollten die damit gewonnenen Ergebnisse einen Vergleich zur
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Literatur ermoglichen. Bei den Western Blot Analysen wurden wie zuvor stets Extrakte einer Serie ver-
glichen, die Experimente aber mit weiteren Serien von Extrakten wiederholt. Eine reprdsentative Serie
ist dargestellt.

Flir CDK4 und CDK6 werden nur die Blots besprochen, die deutliche und quantifizierbare Signale fur
CDK4 bzw. CDK6 aufwiesen. In den Abbildungen 19 und 20 zeigt sich, dass die Behandlungen in der
Mehrzahl der SLGC-Linien nur geringe Effekte auf das Expressionslevel von CDK4 und CDK6 hatten.
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Abb. 19: Relative Expression der Cyclin-abhingigen Kinase 4 (CDK4) in SLGC-Linien nach Einfach- und Doppel-
behandlung mit Temozolomid (TMZ) und Chloroquin (CQ). - (A) Western Blot Analyse nach Behandlung mit
DMSO (Dimethylsulfoxid; Kontrolle), TMZ, 10 ug/ml CQ und TMZ mit CQ. Alle Proben enthielten 0,2% DMSO. Die
Konzentration von TMZ richtete sich nach dem MGMT-Status der Zelllinien und betrug 200 uM fiir T1389 und
T1440 sowie 50 uM fiir T1495. Unter den CDK4-Banden befindet sich die zugehorige Aktin-Ladekontrolle. (B)
Graphische Darstellung der relativen Expressionslevel. Die Signale der CDK4-Banden wurden gegen die Signale
der Aktinbanden normalisiert. Die Fehlerbalken geben den systematischen Fehler von 10% an. - kDa: Kilodalton.

Relativ zur DMSO-Kontrolle kam es in der Zelllinie T1389 nach Behandlung mit 200 uM TMZ zu einer
Reduktion des CDK4-Levels (61%, Abb. 19). Nach Einfachbehandlung mit 10 ug CQ/ml wurde eine Stei-
gerung des CDK4-Levels (31%) beobachtet. Die Behandlung mit beiden Reagenzien fiihrte zu einer Re-
duktion des CDK4-Levels um 63% relativ zur DMSO-Kontrolle. Damit war die Reduktion durch die Dop-
pelbehandlung dhnlich der Reduktion des CDK4-Levels durch TMZ allein. Es ist zu vermuten, dass TMZ
das CDK4-Level senkte und dabei den Effekt von CQ auf CDK4 aufhob.

In der Zelllinie T1440 kam es in wiederholten Experimenten nur zu geringen Auswirkungen der Be-
handlungen auf das CDK4-Level. Die Behandlung mit 50 uM TMZ reduzierte die Expression von CDK4

um maximal 7 % in Relation zur Kontrolle, wahrend die Einfachbehandlung mit 10 ug CQ/ml in einer



3 Ergebnisse 71

Reduktion des CDK4-Levels um maximal 5% resultierte. Nach Koapplikation von TMZ und CQ nahm das
CDK4-Levels um maximal 10% relativ zur DMSO-Kontrolle ab. Damit bewirkten TMZ und CQ nur geringe
Anderungen des CDK4-Levels in T1440 und es wurden weder additive noch synergistische Effekte der
Reagenzien festgestellt.

Das CDK4-Level wurde in der Zelllinie T1495 in der hier dargestellten Serie durch die TMZ-Behandlung
(50 uM) relativ zur DMSO-Kontrolle leicht erhéht. Nach Einfachbehandlung mit 10 ug CQ/ml lag das
CDK4-Level im Bereich der Expression der Kontrollprobe (Abb. 19). Die Behandlung mit TMZ und CQ

flihrte entsprechend zu keiner klaren reproduzierbaren Veranderung des CDK4-Levels.

T1371 T1495
B
£120 T1371 c12 T1495
g S
£10,0 21,0
Z 80 508
2 6,0 o6
[a] [a)
© 40 Qo4
2 2
5 20 l"“ £02
[ [}
=00 M > S - 0,0 — 5
X < S Vo F S
. \ . X
'\‘§ . «@'ﬁ '\® . «\Sb

Abb. 20: Relative Expression der Cyclin-abhingigen Kinase 6 (CDK6) in SLGC-Linien nach Einfach- und Doppel-
behandlung mit Temozolomid (TMZ) und Chloroquin (€CQ). - (A) Western Blot Analyse nach Behandlung mit
DMSO (Dimethylsulfoxid; Kontrolle), TMZ, 10 ug/ml CQ und TMZ mit CQ. Alle Proben enthielten 0,2% DMSO. Die
Konzentration von TMZ richtete sich nach dem MGMT-Status der Zelllinien und betrug 200 uM fiir T1371 und 50
UM fur T1495. Unter den CDK6-Banden befindet sich die zugehorige Aktin-Ladekontrolle. (B) Graphische Darstel-
lung der relativen Expressionslevel. Die Signale der CDK6-Banden wurden gegen die Signale der Aktinbanden
normalisiert. Die Fehlerbalken geben den systematischen Fehler von 10% an. - kDa: Kilodalton.

Im Fall der Zelllinien T1371 und T1495 hatten die Behandlungen ausgepragte (T1371) bzw. sehr geringe
(T1495) Effekte auf das CDK6-Level. Dagegen konnte die Behandlung mit TMZ und/oder CQ die Expres-
sion von CDK6in T1389, T1440 und T1447-Kulturen nicht erhéhen, d.h. die Signale lagen fiir alle Proben
an der Nachweisgrenze (nicht gezeigt) und wurden daher nicht quantifiziert. In der Zelllinie T1371 kam
es nach Behandlung mit 200 uM TMZ zu einer deutlichen Zunahme des CDK6-Levels auf das 5,8-Fache
der DMSO-Kontrolle. Die Behandlung mit 10 ug CQ/ml fihrte ebenfalls zu einer Erhéhung des CDK6-
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Levels auf das 2,6-Fache der Kontrolle. Durch die TMZ und CQ-Doppelbehandlung wurde eine Steige-
rung des CDK6-Levels auf das 9,1-Fache beobachtet. Damit fihrte die TMZ/CQ-Koapplikation zu einer
starkeren Wirkung auf das CDK6-Level als die Behandlung mit TMZ bzw. CQ allein. Der Blot weist darauf
hin, dass die Steigerung von CDK6 primar auf dem Effekt von TMZ beruhte.

In der Zelllinie T1495 kam es nach weder nach TMZ- noch nach CQ-Einfachbehandlung zu deutlichen
Veranderungen des CDK6-Levels. Auch die Doppelbehandlung mit TMZ und CQ beeinflusste das CDK6-

Level nur minimal (Abb. 20).

Der Antikérper gegen den CDK-Inhibitor p21“"* erkannte in Proteinextrakten proliferierender SLGC-
Linien sehr schwache (T1440) bis schwache (T1371, T1389, T1495) Banden, welche der erwarteten
GroRe des Proteins von 21 kDa entsprach (Abb. 21). In Kulturen der Zelllinie T1447 konnte p21“"* nicht
nachgewiesen werden. In der etablierten GBM-Zelllinie U87MG wurden ebenfalls schwache Banden
erhalten (Tab. 18). Der CDK-Inhibitor p27"AF wurde von allen untersuchten SLGC-Linien sowie von

U87MG exprimiert (Tab. 18).

Tab. 18: Expression von p21°"* und p27WA"! in SLGC-Linien

Zelllinie p21¢f p27'WAFL
T1371 + +
T1389 + +
T1440 + +
T1447 - +
T1495 + +
U87MG + +

+: Protein exprimiert; -: Protein nicht exprimiert.

Der mogliche Einfluss der TMZ und/oder CQ-Behandlung wurde fiir die Zelllinien T1371, T1389, T1440,
T1447, T1495 sowie U87MG ermittelt (Abbs. 21 und 22). Dabei wurden sowohl fiir die Induktion von
p21°P als auch fiir die Regulierung von p27YAf! zwischen den Zelllinien deutliche Unterschiede beo-

bachtet.
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Abb. 21: Relative p21°*! -Expression in SLGC-Linien nach Einfach- und Doppelbehandlung mit Temozolomid
(TMZ) und Chloroquin (€Q). - (A) Western Blot Analyse nach Behandlung mit DMSO (Dimethylsulfoxid; Kon-
trolle), TMZ, 10 pug/ml CQ und TMZ mit CQ. Alle Proben enthielten 0,2% DMSO. Die TMZ-Konzentration richtete
sich nach dem MGMT-Status der Zelllinien und betrug 200 uM fur T1371, T1389, T1440, U87MG sowie 50 uM
fiir T1495. Unter den p21“P'-Banden befindet sich die Aktin-Ladekontrolle. (B) Graphische Darstellung der rela-
tiven Expressionslevel. Die Signale der p21“"'-Banden wurden gegen die Signale der Aktinbanden normalisiert.
Die Fehlerbalken geben den systematischen Fehler von 10% an. - kDa: Kilodalton.

In der Zelllinie T1371 induzierte die TMZ-Behandlung (200 uM) eine Steigerung des niedrigen p21¢"1-
Levels relativ zur Kontrolle, welche das 2,3-Fache betrug. Nach CQ-Einfachbehandlung (10 pg/ml)
wurde ebenfalls eine geringe Erhéhung des p21“"-Levels beobachtet (1,4-Fach in Relation zur Kon-
trolle). Nach Doppelbehandlung mit TMZ und CQ kam es zu einer deutlichen Zunahme des p21°°1-
Levels relativ zu den Einfachbehandlungen. Die Erhéhung durch die Doppelbehandlung war dabei dhn-
lich der Summe der Erhéhungen durch TMZ und CQ allein, was auf einen additiven Effekt hinweist

(Abb. 21).
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Das p21°P1-Level wurde in der Zelllinie T1389 durch die TMZ-Behandlung (200uM) relativ zum schwa-
chen Signal in der Kontrolle nicht erhoht (Senkung um 13%). Die Behandlung mit 10 pg CQ/ml bewirkte
eine Reduktion des p21“*!-Levels um 35% im Vergleich zur Kontrolle. Die Behandlung mit beiden Rea-
genzien fuhrte dagegen zu einer geringen Erhohung auf das 1,4-Fache im Vergleich zur Kontrolle. Dies
deutet darauf hin, dass die Doppelbehandlung mit TMZ und CQ im Gegensatz zu den Einfachbehand-
lungen zur Induktion von p21“P* fiihren kann.

Die SLGC-Linie T1440 wies in der Kontrolle und in der CQ-behandelten Probe nur sehr geringe, nahezu
identische p21°*'-Level auf (Abb. 21). Mit 50 uM TMZ kam es zu einer deutlichen Steigerung auf das
9,3-Fache relativ zur Kontrolle. Eine identische Steigerung wurde nach der Doppelbehandlung ermit-
telt. Somit konnte in T1440-Zellen lediglich TMZ die Expression von p21“"induzieren.

Die Zelllinie T1495 zeigte bereits in der Kontrolle eine deutliche p21"*-Expression (Abb. 21). Nach Be-
handlung mit 50 uM TMZ blieb das p21“™-Level nahezu unverindert, wihrend die Behandlung mit 10
pg CQ/ml eine deutliche Zunahme des Signals um das 2,3-Fache bewirkte. Die Doppelbehandlung mit
TMZ und CQ ergab ein intermedidres Bild. So war die Steigerung durch die Doppelbehandlung zwar
starker als mit TMZ allein, aber weniger effizient als mit CQ allein, was darauf hinweist, dass TMZ in
T1495-Zellen dem CQ-Effekt entgegenwirkte.

Die TMZ-Behandlung (200 uM) der GBM-Zelllinie U87MG ergab relativ zur DMSO-Kontrolle keine Zu-
nahme des p21“"-Levels. Nach CQ-Behandlung (10 pg/ml) wurde eine Verdopplung des p21“*-Levels
beobachtet. Die Behandlung mit beiden Reagenzien zeigte ahnlich zu T1495 ein intermediares Bild.
D.h. die Doppelbehandlung fiihrte zu einer Zunahme des p21“"-Levels, welche weniger effizient als

mit CQ allein war. Somit (ibte vor allem CQ einen Effekt auf das p21“"-Level in U87MG-Zellen aus.
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Abb. 22: Relative p27WAFl-Expression in SLGC-Linien nach Einfach- und Doppelbehandlung mit Temozolomid
(TMZ) und Chloroquin (€CQ) - (A) Western Blot Analyse nach Behandlung mit DMSO (Dimethylsulfoxid; Kontrolle),
TMZ, 10 pg/ml CQ und TMZ mit CQ. Alle Proben enthielten 0,2% DMSO. Die Konzentration von TMZ richtete sich
nach dem MGMT-Status der Zelllinien und betrug 200 uM fir T1371, T1389, T1440 und U87MG, 100 uM fir
T1447 sowie 50 uM fiir T1495. Unter den p27"WAF1-Banden befindet sich die zugehdérige Aktin-Ladekontrolle. (B)
Graphische Darstellung der relativen Expressionslevel. Die Signale der p27VAF.-Banden wurden gegen die Signale
der Aktinbanden normalisiert. Die Fehlerbalken geben den systematischen Fehler von 10% an. - kDa: Kilodalton.

In der SLGC-Linie T1371 (Abb. 22) reduzierte die Behandlung mit 200 pM TMZ das p27VAf-Level in
Relation zur Kontrolle (26%). Nach alleiniger CQ-Behandlung (10 pg/ml) lag das p27"WA"1-Level gering-
fugig iber dem der Kontrolle. Die Koapplikation von TMZ und CQ resultierte in einem p27WA™-Level,
welches geringfiigig unter dem der Kontrolle lag. Damit scheint CQ partiell der durch TMZ bedingten
Senkung des p27"WAfl-Levels entgegen zu wirken.

Die Zelllinie T1389 wies in der Kontrolle ein deutliches p27"VAf-Signal auf, das mit 200 uM TMZ um
nahezu die Halfte gesenkt wurde. Die Behandlung mit 10 pug/ml CQ allein fuhrte ebenfalls zu einer
Reduktion des p27WAF1-Levels, welche jedoch mit 28% nicht so stark ausgepragt war wie mit TMZ. Die

Doppelbehandlung mit TMZ und CQ ergab eine dhnliche Abnahme des p27YWAf-Levels wie mit TMZ
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allein. Dies deutet darauf hin, dass in dieser SLGC-Linie vor allem TMZ eine Wirkung auf den Zellzyklus
Uber p27YWAFL qusiiben kénnte.

Die Behandlung der SLGC-Linie T1440 mit 50 uM TMZ ergab eine Abnahme des p27"WA"-Levels um die
Halfte in Relation zur Kontrolle. Die Behandlung mit 10 pg/ml CQ bewirkte dagegen keine Verdnderung
des p27VAFL.Levels. Die Doppelbehandlung mit TMZ und CQ fiihrte zu einer Abnahme des p27WAfL
Levels, welche jedoch weniger effizient war als die Reduktion durch TMZ allein. TMZ hatte demnach
auch in T1440-Zellen die stiarkste Wirkung auf das p27"WA"1-Level.

Auch in der Zelllinie T1447 kam es nach Behandlung mit 100 uM TMZ zu einer Reduktion des p27WAf-
Levels um 32 % im Vergleich zur Kontrolle. Die Behandlung mit CQ (10 pug/ml) ergab in der Quantifize-
rung zwar eine diskrete Erhéhung des p27WAF1-Levels, jedoch sind diese Werte durch Defekte der Ban-
den bedingt, sodass das p27"Afl-Level der CQ-behandelten Probe eher dem der Kontrolle entspricht.
Durch die TMZ und CQ-Doppelbehandlung wurde eine dhnliche Senkung des p27"Afl-Levels wie mit
TMZ allein beobachtet. Somit wurde der stéirkste Effekt auf das p27WA"-Level in T1447-Zellen ebenfalls
durch TMZ festgestellt.

Die Zelllinie T1495 zeigte bereits in der Kontrollprobe ein starkes p27%A"1-Signal (Abb. 22). Nach TMZ-
Behandlung (100 uM) kam es bestenfalls zu einer geringen Reduktion des p27YWAf-Levels (maximal
10%). Mit der CQ-Einfachbehandlung wurde dagegen eine reproduzierbare Senkung des p27"VAf-Le-
vels um 31% beobachtet. Eine ebensolche Reduktion des p27WAf-Levels wurde auch durch die Behand-
lung mit beiden Reagenzien erreicht. Damit war die Reduktion des p27VAfi-Levels im Fall von T1495-
Zellen mit CQ, nicht aber mit TMZ moglich.

In der Zelllinie US7MG kam es weder mit 200 uM TMZ noch mit 10 pg CQ/ml zu reproduzierbaren
Verdnderungen des p27"*-Levels (Abb. 22).

Fazit:

Die Behandlung mit TMZ und CQ libte unterschiedliche Effekte auf die beiden CDK-Inhibitoren aus.
Wenn die TMZ/CQ-Behandlungen eine Wirkung auf p21°" hatten (vier von fiinf Zelllinien), bewirkten
sie in der Regel eine Erhdhung des p21“™-Levels. Dagegen bewirkten die TMZ/CQ-Behandlungen in

7WAFL qusiibten, stets Reduktionen des p27YAf1-Levels.

den Fallen, wo sie einen Effekt auf p2
Die Doppelbehandlung mit TMZ und CQ ergab in allen SLGC-Linien eine Erhéhung von p21°P, In zwei
von flnf SLGC-Linien (T1371, T1440) war dabei die Wirkung durch TMZ bedingt, wahrend in zwei an-
deren Zelllinien (T1495, US7MG) die Induktion von p21“" durch CQ bedingt war. Eine Ausnahme bil-
dete T1389, da hier die Doppelbehandlung eine geringe Steigerung des p21°*!-Levels induzierte, wih-
rend die Einfachbehandlungen in geringen Reduktionen von p21°"! resultierten.

In 4 von 6 SLGC-Linien fiihrte die Doppelbehandlung mit TMZ und CQ zu einer Abnahme des p27"AfL-
Levels. Dabei war der Effekt auf das p27"*F-Level in 3 Zelllinien (T1389, T1440, T1447) durch TMZ
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bedingt. Auch im Fall von T1371 fiihrte TMZ zu einer Reduktion des p27VAf1-Levels, wobei die Koappli-
kation von CQ diesem Effekt entgegenwirkte. Lediglich in T1495 war die Senkung des p27"A"-Levels

durch CQ bedingt. In US7MG (ibte keine der Behandlungen einen Effekt auf p27"A™ aus.

Tab. 19: Primire Effekte von CQ, TMZ und CQ/TMZ auf die Expression von p21°"* und p27WA™

p21cu>1 p27WAF1

Zelllinie T™Z cQ TMZ + CQ T™Z cQ TMZ + CQ
T1371 N = N d = ~
T1389 = NY (™) N2 () Nz
T1440 0 = T N2 = (V)
T1447 - - - N2 = N2
T1495 = T T = N Nz
US7MG 0 (™) = = ~

/N Steigerung; |, Senkung; =: keine Veranderung; -: Protein nicht exprimiert.

3.3 TMZ und CQ im Mausmodell

Fiir die Untersuchung der Wirkung von TMZ und CQ auf SLGCs im Mausmodell erfolgte die orthotope
Xenotransplantation von SLGCs in immundefiziente Nacktmause (SCID; Severe Combined Immune De-
ficiency). Alle der oben beschriebenen Zelllinien waren im Mausmodell tumorigen (siehe Tab. 1, S. 20).
Die Gliosarkom-Zelllinie T1447 und die Glioblastom-Zelllinie T1495 generierten dabei in wenigen Wo-
chen grolRe orthotope Tumore (siehe Abb. 44 im Anhang), von denen einige sogar aufgrund ihres ag-
gressiven Wachstums die Schadelkalotte der Mause durchbrachen. Diese beiden Zelllinien wurden da-
her fur die Tierexperimente ausgewahlt.

Die in vivo Experimente mit TMZ und CQ wurden insgesamt zweimal fir T1447 und T1495 durchge-
flhrt. Dabei wurden den SCID-Mausen in zwei Serien T1447- bzw. T1495-Zellen xenotransplantiert; als
Positivkontrolle fiir die experimentelle Durchflihrung wurden parallel Mause mit der im Mausmodell
aggressiv wachsenden, etablierten Zelllinie U87MG transplantiert. Die Aussagekraft der Ergebnisse der
ersten Experimentserie war aufgrund von Komplikationen erheblich eingeschrankt (siehe unten und
Diskussion). Nach Optimierung der Versuchsbedingungen konnten reprédsentativere Ergebnisse ge-
wonnen werden. Doch auch im zweiten Anlauf traten, insbesondere mit T1495, gehduft zerebrale Ent-
ziindungen auf, die eine Tumordiagnose unmaoglich machten. Die Daten der Experimente mit T1495-

Zellen wurden daher nicht in diese schriftliche Arbeit aufgenommen.

In vivo Analyse der Wirkung von TMZ und €Q auf die SLGC-Linie T1447

Jede experimentelle Serie umfasste ein Kollektiv von 30 SCID-Md&usen. Zur Induktion eines Tumors
wurden 27 Mausen Zellen der Zelllinie T1447 inokuliert. Zwei Mause erhielten die stark tumorigene

GBM-Zelllinie U87MG im Sinne einer positiven Kontrolle und eine Maus diente als Negativkontrolle,
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indem lediglich N-Medium inokuliert wurde. In dem T1447-Kollektiv wurden 12 M&use sowohl mit TMZ
als auch CQ behandelt, 10 Mause erhielten eine TMZ-Monotherapie und 5 Méause blieben unbehan-
delt. Auf eine CQ-Monotherapie wurde verzichtet. Zum einen, weil die Grenzen der experimentellen
Durchfiihrbarkeit mit 30 Versuchstieren erreicht waren. Zum andern wurde das Experiment durch den
hohen Kostenaufwand fiir die osmotischen Alzet-Pumpen fiir die CQ-Applikation begrenzt. Die Be-
handlung startete an Tag 35 nach Inokulation und wurde fiir 28 Tage durchgefiihrt. Das Kérpergewicht
wurde alle 2 bis 3 Tage ermittelt. Sobald die Mause einen Gewichtsverlust von 10% oder kérperliche
Schwache zeigten, wurden sie geopfert und die Gehirne mittels HE- und immunhistologischer Farbung

untersucht.

a) Klinische Beobachtungen

53% der Mause verstarben vor Ende des Behandlungszeitraumes. Sie wurden entweder geopfert oder
tot aufgefunden. Fluktuationen des Kérpergewichtes von 1 bis 2 Gramm wurden regelhaft beobachtet.
Einige Mause verzeichneten einen rapiden Gewichtsverlust innerhalb weniger Tage. So verlor zum Bei-

spiel eine Maus aus der TMZ-Gruppe 28,6% ihres Korpergewichtes in 24 Stunden.

Tab. 20: Gewichtsverlauf und Versterben der SCID-Mause in den Versuchsgruppen

Gruppe Mause Maximalgewicht (g) Gewichtsverlust (%*) Tod **
TMZ + CQ 12 23,9+0,6 14,8 £3,3 44 + 3,15
™Z 10 25,2+0,74 18,1+3,32 57 +2,77
Unbehandelt 5 26,2 10,66 6,9+1,42 6310
U87MG 2 22,5+15 21,4+1,35 210
N-Medium 1 28,0 7,1 63

* Prozentwert vom Maximalgewicht; ** Tag nach Inokulation der Gliomzellen; Statistik: + Standardfehler.

Die beiden Positivkontrollen U87MG/SCID zeigten einen starken Gewichtsverlust von 22,7 % bzw. 20%
in 8 Tagen und wurden an Tag d21 geopfert. Die als Negativkontrolle dienende Maus zeigte eine stabile
Gewichtsentwicklung, erreichte ein maximales Korpergewicht von 28 g und Uberlebte den gesamten
experimentellen Zeitraum von 63 Tagen. Die mit TMZ und CQ doppelbehandelte Gruppe enthielt die
physisch am schwachsten Mause mit einem durchschnittlichen Maximalgewicht von 23,9 £ 0,6 g und
einem durchschnittlichen Gewichtsverlust von 14,8 + 3,3 %. Nur 17% der Mause dieser Gruppe Uber-
lebten die gesamte Dauer des Experimentes. Der Todestag war im Durchschnitt Tag d44 + 3,15. Die
TMZ-Gruppe zeigte ein Maximalgewicht von 25,2 + 0,74 g und einen Gewichtsverlust von 18,1 + 3,32
%. Im TMZ-Kollektiv Gberlebten 60% der Mause das Experiment, der durchschnittliche Todestag war

Tag d57 £ 2,77. Die 5 Mause aus der Gruppe ohne Behandlung waren mit einem Maximalgewicht von
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26,2 + 0,66 g und einem Gewichtsverlust von 6,9 + 1,42 % physisch am kraftigsten. Alle 5 Mause Uber-
lebten die gesamte Dauer des Experimentes. Die graphisch dargestellten Gewichtsverldufe finden sich

im Anhang (Abb. 45).

b) Hdmatoxylin-Eosin (HE) - Férbungen

Entsprechend der Inokulationsstelle wurde bei der Auswahl der Paraffinschnitte fiir die histologischen
Farbungen die septale Region des Dienzephalons aufgesucht. Die HE-Ubersichtsfarbung diente der
Prifung auf das Vorhandensein von Raumforderungen. 50% der untersuchten Mausgehirne wiesen
eine Raumforderung im Bereich der Inokulationsstelle auf. Bereits in der HE-Farbung wurde anhand

histologischer Kriterien zwischen maligner und entzindlicher Raumforderung unterschieden.

Abb. 23: Himatoxylin-Eosin (HE) Farbungen von xenotransplantierten Mausgehirnen. - SCID-M&use wurden 9
Wochen nach Xenotransplantation mit SLGC-Linien geopfert und die Gehirne in Formalin fixiert. Es folgten Fixie-
rung in 70% Ethanol, das Einbetten in Paraffin und die Farbung von Mikrometerschnitten mit HE. Die Abbildung
zeigt eine Auswahl von HE-Farbungen von 4,5 uM Schnitten. Die inokulierten Zelllinien sind in den Mikrofotogra-
phien angegeben. T1447/TMZ, kein Tumornachweis; U87MG/-, groBer Tumor rechts parietal; T1447/TMZ, Tu-
morzellen im Ventrikel; T1447/TMZ+CQ, zerebraler Abszess nach Implantation einer Alzetpumpe. — Die Pfeile
zeigen auf Raumforderungen. Balken, 50 uM.

Abbildung 23 zeigt exemplarisch einige HE-Befunde. Bild (1) zeigt einen negativen Befund. Leitstruktu-
ren, die dem Auffinden der Inokulationsstelle dienten, waren ein vollstandig dargestelltes Corpus cal-
losum und senkrecht verlaufende Seitenventrikel (Ventriculi laterales). Im rechten Seitenventrikel sind
Plexi choroidei sichtbar. Bild (2) zeigt einen orthotopen Tumor der etablierten GBM-Zelllinie U87MG.
Der Tumor ist sehr grolR und wachst stark verdrangend, sodass es zum Verlegen des linken Seiten-
ventrikels und zum Verschieben der Mittellinie kommt. Der Tumor ist scharf begrenzt, was ein typi-
scher Befund fur die Monolayerzelllinie U87MG ist (Hu et al., 2003; Lee et al., 2006). Bild (3) zeigt
intraventrikuldare Tumorzellen der Zellinie T1447. Dieser Befund kdnnte auf einer leichten Verschie-
bung der Nadel wahrend der Inokulation beruhen oder durch eine Migration der Tumorzellen bedingt
sein. Bild (4) zeigt einen Hirnabszess nach Implantation der Alzet-Pumpe. Histologisch zeigen sich mas-
senhaft Granulozyten mit Zelldetritus. Fibrosiertes Granulationsgewebe bildet die Abszesskapsel. Au-

Rerhalb der Kapsel findet sich eine starke Astrogliareaktion.
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Tab. 21: Ergebnisse der HE- und IHC-Farbungen in den Versuchsgruppen

Gruppe Mause Durch HE-Farbung identifizierte Durch IHC-Farbung bestatigte
Tumore Tumore
TMZ + CQ 12 9, davon 1

4: tumorverdachtig
5: entziindlich

T™™Z 10

Unbehandelt 5

Us7MG 2 2 2
N-Medium 1 - -

- : keine Raumforderung; HE: Hamatoxylin-Eosin; IHC: Immunhistochemisch.

Eine statistische Auswertung beziglich des Auftretens von Tumoren bzw. intrazerebralen Entziindun-
gen wurde nicht durchgefiihrt. Einerseits, weil die einzelnen Versuchsgruppen mit jeweils 12, 10 und
5 Versuchstieren vergleichsweise klein waren. Andererseits, weil die Anzahl nachgewiesener Tumore
(5 Tumore in 27 mit T1447-Zellen inokulierten Mausgehirnen) sehr niedrig war und die Verteilung in-
nerhalb der Gruppen dabei zuféllig erschien. Und zuletzt, weil das Auftreten von zerebralen Entziin-
dungen anhand klinischer Zeichen wie Rétung, Schwellung und Eiterbildung an der Infusionskaniile

eindeutig der Implantation der Alzet-Pumpen zuzuordnen war.

¢) Immunhistologische Férbung

Um eindeutig zwischen malignen und entziindlichen Raumforderungen zu unterscheiden, wurden im
Anschluss an die HE-Farbung immunhistochemische Untersuchungen der Gehirnschnitte durchge-
flhrt. Zum Nachweis humaner Zellen wurde ein Antikorper eingesetzt, der spezifische humane Prote-
ine detektiert sowie ein Antikdrper gegen ein Protein, das ubiquitar in SLGCs exprimiert wird. Dazu
wurden aKU80 und aNestin ausgewahlt. Das humane Protein KU80 wird nachweislich in T1447- und

Z21495-Zellen ubiquitar exprimiert.
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Abb. 24: Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung und immunhistologische Analyse von xenotransplantierten SCID-
Maus Gehirnen (1). - Die Farbungen zeigen orthotope Tumore, die sich von T1447 und U87MG Zellen ableiten.
Die Analyse erfolgte 9 Wochen nach Inokulation. Oben: HE-Farbungen von 4,5 uM Schnitten. Mitte: Immunhis-
tologische Analyse mit den Antikérperpaaren aNestin/Dylight (griin) und akKU 80/Cy3 (rot), sowie Kernfarbung
mit DAPI. Die Pfeile zeigen auf Tumore. — DAPI: 4’, 6-Diamidin-2-phenylindol; HE: Hamatoxylin-Eosin-Farbung;
IHC: Immunhistochemische Farbung. Balken, 50 uM.

Sieben von den 15 in der HE-Farbung identifizierten Raumforderungen exprimierten Nestin und KU8O
und konnten somit als humane Tumore bestatigt werden (Tab. 21, Abbs. 24 und 25). Zwei Tumore
wurden dabei in den Gehirnen der beiden mit U87MG inokulierten Mause nachgewiesen. Flinf Tumore
stammten aus der mit T1447-Zellen inokulierten Gruppe. Die mit N-Medium inokulierte Maus wies,
wie erwartet, keinen Tumor auf.

Tumore, welche von U87MG gebildet wurden, waren grol8 und zeigten ein begrenztes homogenes
Wachstum (Abb. 24, Bild 1). Die Tumore, die sich von der Gliosarkom-Zelllinie T1447 ableiteten, wiesen
ein diffuses Wachstum auf und zeigten eine Invasion von Zellen in das benachbarte Gehirnparenchym
(Abbs. 24 und 25). Es traten auch intraventrikuldre Tumore (Abb. 24, Bild 3) sowie dem Gehirnpa-
renchym aufsitzende Tumore (Abb. 25, Bild 3) auf. Insgesamt waren die durch T1447-Zellen erzeugten
Tumore kleiner und durch das diffuse Wachstum in der HE-Farbung nicht immer klar zu erkennen. Aus
diesem Grund kam der immunhistochemischen Farbung bei der Untersuchung der T1447-Tumore eine

besondere Bedeutung zu.
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Abb. 25: Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung und immunhistologische Analyse von xenotransplantierten SCID-
Maus Gehirnen (2). - Die Farbungen zeigen orthotope Tumore, die sich von T1447 Zellen ableiten. Die Analyse
erfolgte 9 Wochen nach Inokulation. Oben: HE-Farbungen von 4,5 uM Schnitten. Mitte: Immunhistologische Ana-
lyse mit den Antikérperpaaren aNestin/Dylight (griin) und aKU 80/Cy3 (rot), sowie Kernfarbung mit DAPI. Die
Pfeile zeigen auf Tumore. — DAPI: 4’, 6-Diamidin-2-phenylindol; HE: Himatoxylin-Eosin-Farbung; IHC: Immunhis-
tochemische Farbung. Balken, 50 uM.

Die Ubrigen 8 in der HE-Farbung identifizierten Raumforderungen waren negativ fiir Nestin und KU80
(Abb. 26). Damit waren diese Zellansammlungen sehr wahrscheinlich murinen Ursprungs. Bild (1) und
(4) lassen zerebrale Abszesse erkennen. In der HE-Farbung zeigte sich eine starke Basophilie aufgrund
von zerfallenen dichten Infiltraten, welche vermutlich Gberwiegend aus neutrophilen Granulozyten
bestehen. Die DAPI-Farbung zeigte polymorphkernige Infiltrate mit Kernveranderungen in Form von
Pyknose (Kernschrumpfung), Karyorrhexis (Kernfragmentierung) und Karyolyse. Immunhistochemisch
bestatigt sich der in der HE-Farbung gestellter Verdacht auf zentrale Nekrosen mit Zelldetritus. Bild (2)
zeigt in der HE-Farbung einen Defekt in Bereich der Inokulationsstelle. Dieser ist a.e. durch das Ablésen
einer Nekrose wahrend der histologischen Aufarbeitung des Gehirns verursacht. Nekrosen kénnten
tumor- oder entziindlich bedingt sein. Die Ansammlung von murinen, Nestin- und KU80-negativen,
Zellen in der Umgebung des Defektes lassen jedoch auf eine entziindliche Genese schlieRen. Bild (4)
zeigt multiple dichte polymorphkernige Infiltrate mit Zelltrimmern. AuRerdem stellt sich hier der Ver-

dacht auf disseminierte Einblutungen im Rahmen der Cerebritis.
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Abb. 26: Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung und immunhistologische Analyse von xenotransplantierten SCID-
Maus Gehirnen (3). - Die Farbungen zeigen Zellansammlungen, die sich von T1447 Zellen ableiten. Die Analyse
erfolgte 9 Wochen nach Inokulation. Oben: HE-Farbungen von 4,5 uM Schnitten. Mitte: Immunhistologische Ana-
lyse mit den Antikérperpaaren aNestin/Dylight (griin) und aKU 80/Cy3 (rot), sowie Kernfarbung mit DAPI. Die
Pfeile zeigen auf entzlindliche Zellansammlungen. — DAPI: 4’, 6-Diamidin-2-phenylindol; HE: Hdmatoxylin-Eosin-
Farbung; IHC: Immunhistochemische Farbung. Balken, 50 uM

Fazit:

Es wurden die beiden stark tumorigenen SLGC-Linien T1447 und T1495 im Mausmodell untersucht.
Allerdings wies die Befundung des T1495-Kollektivs ausnahmslos auf Entziindungen statt auf Tumore
hin. Bei dem T1447-Kollektiv konnten Erkenntnisse gewonnen werden. Dabei wiesen jedoch ein Viertel
aller Mause eine nicht-maligne Raumforderung auf. Diese Art der Raumforderung fand sich ausschlieB-
lich in der TMZ- und CQ-behandelten Gruppe. Viele dieser Mause zeigten einen schlechten klinischen
Zustand mit niedrigem Korpergewicht, ausgepragter korperlicher Schwache und Entziindungszeichen
in Form von Rotungen, Schwellungen und Eiter an der Infusionskaniile der Alzet-Pumpen. Die immun-
histochemischen Befunde ergaben Hinweise auf Ansammlungen muriner neutrophiler Granulozyten
sowie Zelldetritus. Die Raumforderungen waren demnach wahrscheinlich durch eitrige Entziindungen
nach Implantation der Alzet-Pumpen bedingt. Von den vorzeitig verstorbenen Mausen wiesen ca. 60%
einen Tumor oder eine Entziindung auf. Demnach sind 40% vorzeitig verstorben, ohne dass eine klare
Ursache nachgewiesen wurde. 57% der Mduse mit Gehirntumoren haben den Behandlungszeitraum

Uberlebt, darunter die 3 Mduse aus der unbehandelten Gruppe.
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Das Glioblastoma multiforme (GBM) ist der hdufigste maligne primare Tumor des Zentralen Nerven-
systems und weist eine infauste Prognose auf (Wen und Kesari, 2008). Trotz aggressiver Therapie aus
maximaler chirurgischer Resektion, adjuvanter Bestrahlung und oraler Chemotherapie betragt die
mittlere Uberlebenszeit vom Zeitpunkt der Diagnosestellung lediglich 14,6 Monate (Stupp et al., 2005).
Die Chemotherapie des GBMs ist seit Jahrzehnten Gegenstand praklinischer und klinischer Studien.
Seit den 1970ern wurden alkylierende Substanzen wie Nimustin, Carmustin und Lomustin verwendet.
Im Jahr 2005 wurde die systemische Therapie mit dem alkylierenden Zytostatikum Temozolomid (TMZ)
als neuer Goldstandard fiir die Chemotherapie des GBMs etabliert. Dennoch bleibt der Therapieerfolg
begrenzt, da auch TMZ die mittlere Uberlebenszeit nur um zwei bis drei Monate verlangert (Stupp et
al., 2005) und die Entwicklung von Resistenzen und Rezidivbildung unausweichlich sind (Bao et al.,
2006; Bleau et al., 2009; Chen et al., 2012; Singh et al., 2004). Ursachen fir die Therapieresistenz sind
die Aktivitdt des DNA-Reparaturproteins O®-Methylguanin-Methyltransferase (MGMT) und die Anwe-
senheit von ABC-Transportern (Beier et al., 2011; Bleau et al., 2009; Schonberg et al., 2013). Eine Mdog-
lichkeit zur Verbesserung der Therapie ist der Einsatz von Chemosensibilisatoren, welche Tumorzellen
empfindlicher fir die Wirkung von Chemotherapie machen. Unter den Chemosensibilisatoren scheint
Chloroquin (CQ) als besonders vielversprechend, da es keine signifikanten Nebenwirkungen verursacht
und effektiv die tumorzellvernichtende Wirkung von genotoxischen Reagenzien sensibilisiert (Solomon
und Lee, 2009). Die Hypothese wird durch drei klinische randomisierte kontrollierte GBM-Studien aus
Mexiko gestiitzt, die deutliche Verliangerungen der Uberlebenszeit in der CQ-Gruppe relativ zur Kon-
trollgruppe ergaben (Bricefio et al., 2003, 2007; Sotelo et al., 2006). Der genaue molekulare Mechanis-
mus von CQ ist nicht geklart. Insbesondere stellt sich die Frage, ob CQ auf die stammzellahnlichen
Gliomzellen (SLGCs) wirkt, von denen vermutet wird, dass sie die Standardtherapie tiberleben und zur
Therapieresistenz beitragen (Huse und Holland, 2010; Schonberg et al., 2013; Van Meir et al., 2010).

In der vorliegenden Arbeit wurde an mehreren in unserer Arbeitsgruppe etablierten primaren SLGC-
Linien Uberpriift, ob CQ ein potentieller Chemosensibilisator fiir die TMZ-Therapie sein kdnnte. Die
betreffenden Zelllinien exprimierten Marker fiir Stammzellen und neurale Proteine, hatten die Fahig-
keit zur Bildung von Kolonien in verschiedenen Assays, zeigten Selbsterneuerung und generierten Tu-
more in Gehirnen von SCID-Mausen (Choschzick et al., 2014; Raju et al., 2015). Im ersten Teil der Arbeit
wurde der Einfluss von CQ und TMZ auf die Proliferation und Vitalitdt der SLGC-Linien analysiert. Im
Weiteren wurde untersucht, ob die Einfach- und Doppelbehandlungen einen Einfluss auf den Zellzyklus
der SLGC-Linien haben. Im zweiten Teil der Arbeit wurden SLGCs und eine Referenzzelllinie, zu der in
vivo Daten existieren, in die Gehirne von SCID-Mausen xenotransplantiert und die Tiere nach einer

definierten Zeit mit TMZ bzw. TMZ/CQ behandelt.
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4.1 Invitro Responsivitat

In dieser Arbeit wurden SLGC-Linien eingesetzt, die aus Glioblastom- (T1338, T1389, T1440, T1495,
T1522, T1524, T1549, T1556, T1564) und Gliosarkom- (T1371, T1447) Biopsien angelegt wurden
(Choschzick et al., 2014; Raju et al., 2015). Der Stammzellcharakter dieser Zelllinien war Gber 50 Passa-
gen stabil und wurde in der Arbeitsgruppe durch regelmafiige immunologische und molekularbiologi-
sche Analysen Uberprift. Die Tumorigenitat wurde ebenfalls durch die Kollegen nachgewiesen (Disser-
tation Choschzick, 2014; Dissertation Loy 2017; Dissertation Hirseland 2017). Im Gegensatz zur Mehr-
zahl der publizierten Arbeiten wurde in dieser Arbeit nicht mit der CD133-positiven Fraktion der be-
treffenden SLGC-Linien gearbeitet, obwohl auch der Anteil an CD133-positiven Zellen regelmaRig Gber-
prift wurde. Basierend auf den Arbeiten von Chen und Kollegen (Chen et al., 2010) und den Untersu-
chungen unserer Arbeitsgruppe ist die Tumorstammzelle CD133-negativ und erst ein aus dieser Zelle
durch Differenzierung hervorgegangener Progenitor exprimiert CD133. Da dieser Progenitor nach
Chen et al. (2010) wiederum einen weiter differenzierten CD133-negativen Progenitor generiert, kann
eine Klassifizierung in CD133-positive und CD133-negative Zellen keine eindeutigen Aussagen dariber
leisten, ob die Gliomstammzelle oder ein Gliomprogenitor vorliegt. In jeder SLGC-Kultur entwickelt sich
zudem eine zelluldre Hierarchie (C. Zechel, personliche Mitteilung). Eine Beurteilung zur Selektion be-
stimmter Differenzierungsstadien in SLGCs ist aufwendig und sollte erfolgen, wenn gesichert ist, dass

CQ bzw. CQ/TMZ einen Effekt auf die SLGC-Linien haben.

4.1.1 Die CQ-Monotherapie reduziert dosisabhangig die Proliferation von SLGCs

In der Literatur wurde der Einfluss von CQ auf etablierte GBM-Zelllinien wie U87MG beschrieben, wah-
rend Uber SLGCs nichts bekannt ist. Die U87MG-Zelllinie, die in der Arbeit als Referenzzelllinie mitge-
fihrt wurde, wird in serumhaltigen Medium expandiert und weist keinen Stammzellcharakter auf (Lee
et al., 2006). Entsprechend der publizierten Daten konnte ich eine Verminderung der Proliferation von
U87MG feststellen, die mit einem G1-Arrest assoziiert war.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von CQ auf SLGC-Linien aus GBMs und GSarcs untersucht.
Einige der Analysen zur CQ-Wirkung wurden in Anwesenheit von 1% DMSO durchgefiihrt, da dieses als
Losungsmittel fur die Behandlung mit dem hydrophoben TMZ verwendet wird. Aus friheren Experi-
menten im Labor ist bekannt, dass einige SLGC-Linien, z.B. T1447 und T1389 empfindlich auf DMSO-
Konzentrationen > 1% reagieren kénnen. Entscheidender ist jedoch, dass die Zellen durch die mecha-
nische und enzymatische Dissoziierung wahrend des Plattierens gestresst werden und dass Zellen im
Inneren von Aggregaten weniger lebensfahig sind.

In dieser Arbeit wurde an 9 GBM- und 1 GSarc-SLGC-Linie (T1447) eine Senkung der Proliferation nach
CQ-Monotherapie beobachtet. Weitere zwei GBM- (T1442, T1454) sowie eine GSarc-Zelllinie (T1371)
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zeigten ebenfalls eine Responsivitdt gegeniber CQ. Die SLGC-Linien wurden hinsichtlich ihrer Expres-
sion der Tumorsupressoren p21"! und p27YAF untersucht und, sofern bekannt, mit dem p53- und
PTEN- (Phosphatase and Tensin homolog) Status der entsprechenden SLGC-Linie in Relation gesetzt.
Die Proteine p53, p21“"* und p27VA* sind an dem durch genotoxische Substanzen induzierten Zellzyk-
lusarrest beteiligt (Lapenna und Giordano, 2009; Mhaidat et al., 2007; Sato et al., 2009). Die Phospha-
tase PTEN inhibiert die Aktivierung des PI13K/Akt-Signalweges (Gary und Mattson, 2002), welcher zu
Zellzyklusprogression und Zellproliferation fihrt. In Tabelle 22 ist die Responsivitat der SLGC-Linien in
Relation zum p53- und PTEN-Status dargestellt. Im Folgenden wird bei der Besprechung der einzelnen
SLGC-Linien, sofern bekannt, gleichzeitig der p53-Status angegeben. Unter den Zelllinien befinden sich
drei (T1371, T1442, T1495) mit einer sogenannten gain of function- (GOF) Mutation und eine (T1447)
mit einer TP53 missense - Mutation. Die Anwesenheit einer p53-GOF Mutation resultiert in einer Zu-
nahme onkogener Funktionen wie Proliferation, Invasion, Migration, Angiogenese, Metastasierung,

die Expansion von Stammzellen sowie eine verstarkte Chemoresistenz (Muller und Vousden, 2013).

Tab. 22: Einfluss von CQ auf Proliferation und Expression von p21°"* und p27"AF von SLGC-Linien

Zelllinie CQus CQus p21¢iPt p27WAFL p53- PTEN-
Status* Expression*

T1338 J n.u. n.u. n.u. WT/mut -
T1389 N % N2 (V) WT -
T1440 J ) = = WT +
T1442* N) NP n.u. n.u. R248W -
T1454* J NP n.u. n.u. WT +
T1495 J n.u. T N R273H +
T1522 NAS NAd n.u. n.u. WT -
T1524 N N n.u. n.u. n.u. n.u.
T1549 J NAS n.u. n.u. n.u. n.u.
T1556 NA NAS n.u. n.u. n.u. n.u.
T1564 N} N n.u. n.u. n.u. n.u.
T1371* NAS NA = = R175H -
T1447 J N - = N239D -

CQua/CQus: Effekt von CQ an Tag d4 bzw. d6; #: nicht eindeutig dosisabhingig; *: Daten von Kollegen im Labor; WT: Wildtyp; WT/mut: eine
Subpopulation von Zellen tragt heterozygot eine p53-Mutation; 1*: Steigerung; { : Senkung; =: keine Verdnderung; +: Protein exprimiert; - :
Protein nicht exprimiert; n.u.: nicht untersucht.

CQ senkte in allen SLGC-Linien die Proliferation (Tab. 22). Dabei reagierten die SLGC-Linien unter-
schiedlich stark auf die CQ-Behandlung. Die héchste CQ-Responsivitat zeigte sich in den Zelllinien
T1495-R273H und T1564. In T1338-WT/mut und T1447-N239D kam es ebenfalls zu effektiven Senkun-
gen der Proliferation. Schwachere, aber noch immer deutliche CQ-Effekte wurden in T1389-WT und
T1440-WT beobachtet. In den Zelllinien T1524, T1549 und T1556 wurden moderate Reduktionen durch
CQ beobachtet und in T1522-WT waren Senkungen vorhanden, jedoch nicht signifikant.

Es wird angenommen, dass die Expression des Tumorsupressors p53 einen wichtigen Faktor fir die

Sensitivitat von Gliomzellen gegenliber CQ darstellt (Kim et al., 2010). Die Arbeitsgruppe von Kim und
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Kollegen zeigte, dass etablierte GBM-Zelllinien mit Wildtyp-p53 besser auf eine CQ-Therapie anspre-
chen als Zelllinien mit mutiertem TP53-Status. Der Tumorsuppressor p53 ist der wichtigste ,,up stream”
Regulator des Zellzyklusinhibitors p21“™, ein anderer ist z. B. HOXA10 (Abukhdeir und Park, 2009; Ab-
bas und Dutta, 2009). Die G1-Checkpoint CDK-Inhibitoren p21" und p27%A" verhindern die
Replikation geschadigter DNA durch einen G1-Arrest und ermoglichen eine DNA-Reparatur. Wenn eine
Reparatur nicht moglich ist, induzieren sie Apoptose (Abukhdeir und Park, 2009).

Die potenziellen Einfliisse von p53- und PTEN-Status auf die CQ-Responsivitdat werden im Folgenden
zunachst anhand p53-GOF T1495-R273H diskutiert. T1495 weist die R273H- gain of function (GOF) Mu-
tation des TP53-Genes auf, welche haufig in Tumoren vorkommt (Muller und Vousden, 2013). T1495-
R273H exprimiert ein hohes Level von p53-R273H, da der negative feedback loop Giber MDM2 (mouse
double minute 2 homolog) weitgehend inaktiv ist (Joerger und Fersht, 2007). Nach CQ-Behandlung kam
es in T1495-273H zu einer Induktion von p21“", Die Expression von p21“"* wird direkt durch den Tran-
skriptionsfaktor p53 iiber dessen Bindung an den Promotor des p21“™-Gens aktiviert (Westfall et al.,
2003). Fur T1495-R273H wurde jedoch eine veranderte transkriptionelle Aktivitat mit eingeschrankter
Bindung an den p21“™-Promotor beschrieben (Joerger und Fersht al., 2007; Soussi et al., 2005). Somit
konnte die Induktion von p21“"! durch p53-R273H oder aber durch HOXA10 oder andere Faktoren
induziert werden. Auch Kim und Kollegen beobachteten eine p21“"-Induktion durch CQ, allerdings in
der etablierten Gliomzelllinie U87MG, die Gber Wildtyp p53 verfiigt, aber keinen Stammzellcharakter
besitzt (Kim et al., 2010). In der vorliegenden Arbeit wurde fiir die Zelllinie U87MG ebenfalls eine In-
duktion von p219"* durch CQ festgestellt, die mit einem G1-Arrest assoziiert war. CQ fiihrte auch in
Brustkrebszellen zu einem G1-Arrest, der mit einer Zunahme von p21“"* verbunden war (Zhou et al.,
2002). In der SLGC-Linie T1495 zeigte CQ jedoch keinen Einfluss auf die Verteilung der Zellen im Zell-
zyklus. Dagegen fiihrte die Behandlung mit CQ unerwarteterweise zu einer Abnahme des p27WAF-
Levels. Die Literatur bietet Hinweise, dass p21 positiv im Sinne einer Apoptose reguliert und p27WVA™
flr die Induktion von Autophagie verantwortlich ist. Wahrend die Behandlung von embryonalen Maus-

1%1-positiven Zellen zur Induktion von Apoptose fiihrte, bewirkte es

Fibroblasten mit C;-Ceramid in p2
in p21“P-defizienten Zellen die Induktion von Autophagie (Fujiwara et al., 2008). Dagegen erwies sich
p27VAFL 3ls fahig zur Induktion von Autophagie und ein Knockdown von p27WAf! resultierte in der In-
duktion von Apoptose (Liang et al., 2007). So kénnten hohe p21“1-Level und niedrige p27"A"-Level
mit der Induktion von Apoptose einhergehen.

Des Weiteren wurde in der Zelllinie T1495-R273H die Expression von PTEN nachgewiesen. Die
Phosphatase PTEN ist nicht nur ein negativer Regulator des PI3K/Akt-Signalweges, sondern inhibiert
auch den MAPK (mitogenaktivierte Proteinkinase) - Signalweg, welcher wie der PI3K/Akt-Signalweg

essentiell fiir Zellproliferation und Differenzierung ist (Waite und Eng, 2002). Die Aktivierung dieser

Signalwege ist mit einer reduzierten Sensitivitdt gegeniliber Apoptose-induzierender Substanzen
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assoziiert (Steelman et al., 2011). Demzufolge kénnte in der Zelllinie T1495-R273H die Expression von
PTEN, welche sowohl den PI3K/Akt- als auch den MAPK-Signalweg inaktiviert, die Sensitivitat von
T1495-Zellen gegeniber CQ steigern. PTEN wird auch in der SLGC-Linie T1440-WT exprimiert. Es lassen
sich zwar deutliche Effekte von CQ auf die Proliferation von T1440-WT erkennen, allerdings ist die
Aussagekraft vor allem an Tag d4 durch experimentelle Abweichungen eingeschrankt. Die Kollegen im
Labor beobachteten fiir die Zelllinie T1440 Senkungen der Proliferation von 88% bzw. 95% durch 5 ug
CQ/ml bzw. 10 ug CQ/ml. Das Vorhandensein eines funktionellen PTENs ist nur fur die SLGC-Linien
T1440-WT, T1454-WT und T1495-R273H gesichert; die SLGC-Linien T1338-WT/mut, T1371-R175H,
T1389-WT, T1442-WT, T1447-N239D und T1522-WT besitzen kein funktionelles PTEN. Der Verlust
eines funktionellen PTENSs ist in GBMs haufig und flihrt zur Zunahme von Zelliberleben und zu Zell-
proliferation (The Cancer Genome Atlas, 2008; Hu et al., 2005).

Wie oben erwiahnt, liefert die Literatur Hinweise darauf, dass etablierte GBM-Zelllinien, die ein Wildtyp
p53 exprimieren, eine hdhere CQ-Sensitivitat aufweisen als Zelllinien mit mutiertem p53 (Kim et al.,
2010). In vier der SLGC-Linien, der bereits besprochenen Zelllinie T1495-R273H, aber auch in T1371-
R175H, T1442-R248W und T1447-N239D wurden TP53-Mutationen nachgewiesen (Tab. 22). Obwohl
diese vier Zelllinien eine Uberexpression von p53 aufweisen, ist dieses p53-Protein mehr oder weniger
dysfunktionell. Die Fehlfunktionen betreffen die Aktivierung der Transkription des MDM2-Gens, des
p21“P1-Gens, aber auch von Genen, die fiir Reparatur-assoziierte Proteine oder Apoptoseregulatoren
kodieren (Soussi et al., 2005). Die vier genannten SLGC-Linien zeigten, unabhangig vom Typ der TP53-
Mutation, eine hohe (T1371) bis sehr hohe CQ-Responsivitat (T1442, T1447, T1495). Allerdings wurden
in zwei Zelllinien mit Wildtyp-p53 (T1338, T1440) ebenfalls deutliche Senkungen der Proliferation nach
CQ-Behandlung beobachtet. Zwei andere p53-Wildtyp-SLGC-Linien (T1454 und T1522) zeigten dage-
gen eine vergleichsweise geringe CQ-Responsivitat. Ein eindeutiger Zusammenhang zwischen TP53-
Status und dem Ansprechen der SLGC-Linien auf CQ wurde also nicht festgestellt. Somit scheint eine
gute CQ-Responsivitat der SLGC-Linien nicht erkennbar mit dem p53-Status assoziiert zu sein. Zu dhn-
lichen Schlussfolgerungen kamen Geng und Kollegen, die zeigten, dass der CQ-vermittelte Zelltod in
Gliomzellen p53-unabhangig ist (Geng et al., 2010).

Die Reduktion der Proliferation der SLGC-Linien erwies sich entsprechend publizierter Daten in der
Mehrzahl der Zelllinien als abhangig von der CQ-Dosis. In einigen Zelllinien (T1371, T1522, T1549,
T1556) konnte keine eindeutige Dosisabhangigkeit festgestellt werden (Tab. 22). Das galt vor allem fir
SLGC-Linien mit reduzierter Adharenz, bei denen es im BrdU-ELISA zu erheblichen experimentellen
Abweichungen kam (T1371, T1522, T1549, T1556).

Eine Zunahme des CQ-Effektes auf die Proliferation von SLGC-Linien mit der Behandlungszeit wurde in
6 von 11 untersuchten Zelllinien (T1371, T1440, T1454, T1524, T1549, T1564) beobachtet. Somit war

der maximale CQ-Effekt in der Halfte der SLGC-Linien bereits an Tag d4 erreicht.
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Wie oben erklart, induzierte CQ im Fall der etablierten GBM-Zelllinie U87MG einen G1-Arrest, nicht
aber in den SLGC-Linien. Insgesamt lbte CQ auch anderweitigen Einfluss auf die Verteilung der Zellen
im Zellzyklus aus, obwohl CQ die Expression von p219"t und p27YWAf beeinflusste. Dabei wurde vor
allem eine Induktion von p21“" (T1495-R273H, US7MG) sowie eine Reduktion von p27WAF! (T1495-
R273H, T1389-WT) beobachtet. Die Hemmung der Proliferation der untersuchten SLGC-Linien ist also

nicht mit einem CQ-vermittelten Zellzyklusarrest erklarbar.

4.1.2 Die CQ-Monotherapie reduziert dosisabhangig die Vitalitat von SLGCs

Der Effekt von CQ auf die Vitalitdt von SLGC-Linien wurde an neun GBM-Zelllinien und einer GSarc-
Zelllinie (T1447) mittels MTT-Test analysiert. Zur Untersuchung der Induktion von Zelltod durch CQ
wurde die Freisetzung der Laktatdehydrogenase (LDH) nach CQ-Behandlung bestimmt. Bei der Bespre-

chung der Daten soll wiederum auf den p53-Status eingegangen werden, sofern dieser bekannt ist.

Tab. 23: Einfluss von CQ auf Vitalitat und LDH-Freisetzung von SLGC-Linien

Zelllinie- p53 Status MTTaa MTTae LDHaa LDHds
T1338-WT/mut d d d NE
T1389-WT = N% T T
T1440-WT d d d 0N
T1447-N239D d d = 0N
T1495-R273H = N% N% N%
T1522-WT A A ™ M
Zelllinie- unbekannter p53 Status

T1524 N% N% T T
T1549 A N A -
T1556 A JF 2N ¢
T1564 d d 0N 0N

d4/d6: Effekt von CQ an Tag d4 bzw. d6 auf Vitalitat (MTT) und LDH-Freisetzung (LDH); /: Steigerung; \: Senkung; =: keine Verinderung;
#: nicht eindeutig dosisabhangig; WT: Wildtyp; WT/mut: eine Subpopulation von Zellen trégt heterozygot eine p53-Mutation.

Die Behandlung mit CQ fiihrte in allen untersuchten SLGC-Linien zu einer Verminderung der Vitalitat.
Hierbei wurde fur die Zelllinie T1338-WT/mut eine der effektivsten Reduktionen der Vitalitit festge-
stellt. Die Zelllinien T1440-WT, T1447-N239D und T1522-WT zeigten eine schwachere, jedoch noch
deutliche CQ-Responsivitat. Deutlich geringer war die Responsivitdt von T1389-WT und T1495-R273H.
Damit korrelierte die Effektivitat der CQ-vermittelten Reduktion der Vitalitdt wiederum nicht mit dem
p53-Status. Fir die SLGC-Linien ohne Sequenzinformation zum p53-Status wurde Folgendes ersicht-
lich: In T1524-Kulturen war die CQ-vermittelte Senkung der Vitalitat am deutlichsten. Weniger effizient
waren die Reduktionen in den Zelllinien T1549 und T1564 und im Fall der SLGC-Linie T1556 war die
Reduktion der Vitalitat durch CQ am wenigsten stark ausgepragt.

In der Literatur wird ebenfalls eine dosisabhangige Verminderung der Vitalitat durch CQ beschrieben;

diese Daten wurden jedoch mit etablierten GBM-Zelllinien ohne Stammzellcharakter gewonnen (Geng
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etal., 2010; Kim et al., 2010). Ein dosisabhangiger Effekt von CQ auf die Vitalitdt von SLGC-Linien wurde
in allen Zelllinien mit Ausnahme von T1522, T1549 und T1556 festgestellt.

In vier von zehn untersuchten SLGC-Linien (T1338-WT/mut, T1389-WT, T1440-WT, T1495-R273H)
zeigte sich weiterhin eine Zunahme des CQ-Effektes auf die Vitalitat in Abhdngigkeit von der Inkubati-
onszeit. Dagegen ergaben sich fiir die Zelllinie T1447-N239D im Vitalitdtstest an Tag d6 deutlich gerin-
gere Effekte als an Tag d4. Auch in T1522-WT waren die Effekte auf die Vitalitdt an Tag d6 geringfligig
schwacher als an Tag d4. Dies kdnnte auf eine Erholung der Zellen mit der Zeit hinweisen.

Da der MTT-Test die metabolische Aktivitat der Zellen als Grundlage fiir die Bestimmung der Vitalitat
nutzt, wire es denkbar, dass Anderungen im Metabolom Anderungen in der Vitalitit suggerieren. Da-
her wurde zusatzlich ein Zytotoxizitdtsassay eingesetzt, der die Freisetzung der Laktatdehydrogenase
als Indiz fir den Beginn von Zelltod nutzt. Beziiglich der LDH-Freisetzung ergaben sich unterschiedliche
Beobachtungen in den SLGC-Linien. Erstens zeigten die Proben in Anwesenheit von DMSO (T1522-WT,
T1524, T1549, T1556 und T1564) stets Steigerungen der LDH-Freisetzung durch CQ, was in Abwesen-
heit von DMSO nicht generell der Fall war. Zweitens resultierte die CQ-Behandlung in zwei Zelllinien
(T1338-WT/mut, T1495-R273H) an beiden Messtagen d4 und d6 in einer statistisch signifikanten Re-
duktion der LDH-Freisetzung. Drittens wurden flr zwei weitere Zelllinien (T1440-WT, T1447-N239D)
an Tag d4 keine Effekte bzw. Reduktionen und an Tag d6 Steigerungen der LDH-Freisetzung beobach-
tet. Nur in einer Zelllinie (T1389-WT) fiihrte CQ an beiden Behandlungstagen zu einer Erhéhung der
LDH-Freisetzung. Damit kénnte vermutet werden, dass CQ das Absterben von SLGCs induzieren kann,
dies aber vom Genom und Epigenom der jeweiligen SLGC-Linie abhéngt. Dies wiirde sich einerseits in
der Zeitdauer widerspiegeln, die notig ist, bevor der Effekt auftritt. Andererseits wiirde die Induktion
von Zelltod erst dann erfolgen, wenn zusatzliche Stressoren, wie z.B. DMSO, appliziert werden.

Die Reaktionen von Tumorzellen auf zelluldren Stress lassen sich anhand morphologischer und bioche-
mischer Kriterien in drei Arten von Zelltod einteilen: Apoptose, Autophagie und Nekrose (Kroemer et
al., 2005). Charakteristisch fiir nekrotischen Zelltod ist die Ruptur der Plasmamembran mit dem Aus-
tritt intrazelluldrer Proteine, welche eine Immunantwort des Wirtsorganismus aktivieren (Zeh und
Lotze, 2005). Der Nachweis einer LDH-Freisetzung kdnnte somit primar als Nachweis von einsetzender
Nekrose dienen (Chan et al., 2013), wahrend die Induktion apoptotischer Prozesse weitgehend unde-
tektiert bliebe. Die Behandlung mit 32 bis 64 uM CQ fiir 3 Tage induzierte Nekrose in Lungenkrebszel-
len, wobei hohere Konzentrationen von CQ (64 bis 128 uM) zu Apoptose fiihrten (Fan et al., 2006). Die
hier eingesetzte CQ-Dosis von 10 pg CQ/ml entspricht 32 uM und wiirde dementsprechend unter der
kritischen Dosis liegen. Allerdings ist zu beachten, dass Tumorzellen mit Stammzelleigenschaften
durchaus anders reagieren als Zellen ohne solche Eigenschaften. So zeigten Gliomstammzellen deut-
lich héhere Resistenzen gegeniiber Bestrahlung als differenziertere Gliomzellen (Bao et al., 2006, Na-

ture).
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Aussagen zur Induktion von Apoptose durch CQ lassen sich in dieser Arbeit nicht machen. Dies erfor-
dert zum Beispiel die Durchfiihrung immunzytologischer Farbungen mit Antikdrpern gegen aktivierte
Caspase-3 oder den Nachweis apoptotisch fragmentierter DNA mittels TUNEL (TdT-mediated dUTP nick
- end labeling) Analysen. Zudem ist fraglich, ob CQ Apoptose in den Kulturen induzieren wiirde. CQ
verursacht iber Hemmung lysosomaler Autophagie eine mitochondriale Dysfunktion (Amaravadi und
Thompson, 2007; Boya et al., 2003). AuRerdem scheint CQ oxidativen Stress in metabolisch aktiven
Zellen zu steigern sowie Sauerstoffradikale in humanen Astrogliazellen zu generieren (Pari und
Murugavel, 2004; Park et al., 2004; Toler, 2004). Nekrose als programmierter Zelltod wird sowohl
durch Hemmung zelluldrer Energieproduktion als auch durch die Generierung von Sauerstoffradikalen
induziert (Ricci und Zong, 2006), sodass diese Effekte von CQ mégliche Mechanismen fiir die Induktion
von Nekrose in SLGC-Linien wdren. Weitere zytotoxische Effekte von CQ sind die nicht-katalytische
Hemmung der Topoisomerase |l (Langer et al., 1999) sowie die Inhibierung der NADH-Dehydrogenase
(Kwiek et al., 2004). Die Inhibierung der NADH-Dehydrogenase kdnnte zudem iber eine verminderte
Substratumsetzung zu einer falsch-niedrigen Messung der LDH-Aktivitat fihren. Dieser Effekt wurde
bereits fir CQ im Zytotoxizitdtsassay beschrieben (Weyermann et al., 2005).

Interessant ist vor allem die mogliche Funktion von CQ als Chemo- und Radiosensibilisator. Dabei schei-
nen die synergistischen Effekte von Kombinationsbehandlungen auf der Induktion von Autophagie
(durch genotoxische Substanzen) und der Inhibierung der Autophagie (durch CQ) zu beruhen
(Amaravadi et al., 2011; Kanzawa et al., 2004). Es gibt Hinweise, dass CQ die Sensitivitat von Gliomzel-
len gegeniliber TMZ (Golden et al., 2014; Hori et al., 2015; Lee et al., 2015) und gegeniiber Radiothera-
pie (Firat et al., 2012; Ye et al., 2016) durch Hemmung von Autophagie steigern kann. Diese Daten
wurden mit etablierten GBM-Zelllinien gewonnen. In den genannten Arbeiten wurde eine verstarkte
Induktion von Apoptose beobachtet. Eine andere Publikation fiihrt die verstarkte Zytotoxizitat von Ra-
diotherapie in Anwesenheit von CQ auf eine Radiotherapie-vermittelte Apoptose und eine CQ-vermit-
telte Nekrose zurlick (Zhao et al., 2005). Ob CQ einen Effekt auf die Wirkung von TMZ auf Proliferation

und Vitalitat von SLGC-Linien hat, war bis dato unklar.

4.1.3 CQals moglicher Chemosensibilisator fir die TMZ-Behandlung

Fir die Untersuchung der Effekte von CQ auf Proliferation und Vitalitdt von SLGCs in Anwesenheit von
TMZ wurde eine konstante TMZ-Konzentration von 100 uM eingesetzt, damit eine Vergleichbarkeit
der Daten zwischen verschiedenen SLGC-Linien gewahrleistet ist. Diese Konzentration liegt jedoch fast
10-fach tber dem Liquorspiegel bei GBM-Patienten. Nach den Messungen von Ostermann und
Kollegen erreichen GBM-Patienten TMZ-Plasmaspiegel von 0,1 bis 13,99 pg/ml und Liquorspiegel von
0,16 bis 1,93 pug/ml (Ostermann et al., 2004). 100 uM entsprechen 19,415 pg/ml TMZ, sodass die hier

eingesetzte Dosis deutlich dariliber lag. Allerdings erfolgte die TMZ-Zugabe im in vitro Experiment nur
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einmal, wahrend die TMZ-Spiegel im Patienten durch die tagliche Einnahme des Medikamentes Gber
die Behandlungszeit erzielt werden. Auch die Metabolisierung und Ausscheidung der Abbauprodukte
sind zwischen dem humanen Organismus und dem in vitro Modell nicht vergleichbar. So bestand
primar nicht der Anspruch, die in vivo Situation zu simulieren, vielmehr sollte die TMZ-Konzentration
so gewahlt werden, dass additive oder inhibitorische Effekte durch CQ nachweisbar wiirden.

Zwei von funf untersuchten SLGC-Linien (T1522, T1564) wiesen eine relative Resistenz gegeniiber 100
UM TMZ auf. In diesen Fallen wurden keine Effekte von TMZ auf Proliferation, Vitalitdt oder LDH-
Freisetzung beobachtet. In T1522-Kulturen kam es nach TMZ-Behandlung sogar zu einer Senkung der
LDH-Freisetzung. Die relative TMZ-Resistenz von T1522 und T1564 beruhte auf der Expression der O°-
Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT). Publizierte Arbeiten zeigen, dass die Anwesenheit von
MGMT in einem bis zu 10-fachen Anstieg der TMZ-Resistenz resultiert (Beier et al., 2008; Hermisson
et al., 2006). Dagegen erwiesen sich die SLGC-Linien T1524, T1549 und T1556 gegeniiber 100 uM TMZ
sensitiv. In T1524 bzw. T1549 sank die Proliferation nach Behandlung mit 100 uM TMZ am Tag d4 um
39% (Tag d6: 22%) bzw. 12% (Tag d6: 13%). Aufgrund experimenteller Abweichungen, die auf dem
Spharenwachstum und der geringen Adharenz beruhten, war fir T1556 nur ein Trend erkennbar, der
eine Abnahme der Proliferation anzeigte. In T1524-Kulturen kam es zwar zu keiner TMZ-verursachten
Verdnderung im MTT-Assay, allerdings wurde eine Verdoppelung der LDH-Freisetzung beobachtet. Im
Fall der SLGC-Linie T1549 wurde die OD im MTT-Assay an Tag d4 um 18% (Tag d6: 22%) gesenkt und
die LDH-Freisetzung auf das 1,5-Fache (Tag d6: 1,3-Fach) gesteigert, was eine Senkung der Vitalitat
anzeigt. In T1556-Kulturen senkte TMZ ebenfalls die Vitalitat, was durch den MTT-Assay (Senkung Tag
d4: 14%; d6: 10%) und die erhohte LDH-Freisetzung (Tag d4: 1,7-Fach; d6: 1,4-Fach) belegt wurde.

Bei den Zelllinien mit relativer TMZ-Resistenz (T1522, T1564) wurden nach den TMZ/CQ-
Doppelbehandlungen zwar Senkungen von Proliferation und Vitalitat sowie Erhéhungen der LDH-
Freisetzung beobachtet, allerdings waren diese Effekte den Effekten identisch, die mit CQ allein
beobachtet wurden. Von den drei TMZ-sensitiven Zelllinien wurde einzig in T1524-Kulturen eine
Steigerung des Effektes von 100 uM TMZ auf Proliferation, Vitalitdt und LDH-Freisetzung durch die
Koapplikation von bereits 5 pg/ml CQ evident. Dabei war die Wirkung der TMZ/CQ-
Doppelbehandlungen starker als die Effekte durch CQ allein. In T1549-Kulturen ergab die Koapplikation
von CQ eine Zunahme des Effektes von TMZ allein auf die Proliferation nur bei hohen CQ-
Konzentrationen (20 ug CQ/ml), dabei entsprach die Senkung der Proliferation der mit CQ allein. Somit
konnte CQ die TMZ-Sensitivitat hinsichtlich der Inhibierung der Proliferation nicht steigern. Effektiver
erschien die Koapplikation von TMZ und CQ hinsichtlich der Senkung der Vitalitat. So wurden die ODs
im MTT-Assay fir T1549-Zellen durch die TMZ/CQ-Doppelbehandlungen effektiver gesenkt als durch
TMZ oder CQ allein. Die LDH-Freisetzung wurde durch die Doppelbehandlung effektiver gesteigert als

durch CQ allein, allerdings war die Steigerung dhnlich derjenigen durch TMZ allein. In T1556-Kulturen
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konnte der TMZ-Effekt auf die Proliferation mit hoheren (10 pg/ml), nicht aber niedrigen (5 pg/ml) CQ-
Konzentrationen gesteigert werden, dabei entsprach der Effekt allerdings der Wirkung durch CQ allein.
In den MTT-Assays und Messungen zur LDH-Freisetzung wurde keine Veranderung des TMZ-Effektes
durch die Koapplikation von CQ evident. Allerdings wurden héhere LDH-Freisetzungen durch die
TMZ/CQ-Doppelbehandlung beobachtet als durch CQ allein.

Auch bei anderen in der Arbeitsgruppe verfligbaren SLGC-Linien (siehe Tab. 24) wurden unterschiedli-
che Ergebnisse hinsichtlich der TMZ/CQ-Sensitivitat festgestellt. Die von den Kollegen durchgefiihrten
Analysen ergaben proliferationshemmende Effekte von CQ (5-20 pg/ml) und TMZ (25 uM) fiir alle un-
tersuchten SLGC-Linien, wobei sich T1389 und T1371 als relativ resistent gegenliber TMZ erwiesen. Die
Doppelbehandlung mit CQ und TMZ fiihrte in drei SLGC-Linien (T1371, T1389, T1447) zu einer effekti-
veren Senkung der Proliferation als mit TMZ allein; dabei waren die Effekte von TMZ/CQ wie in den
Fallen von T1522, T1549, T1556 und T1564 identisch denjenigen mit CQ allein. Wie in meinen Analysen
wurde nur in einer Minderheit der SLGC-Linien eine effektivere Hemmung der Proliferation durch die
CQ/TMZ-Doppelbehandlung als durch CQ oder TMZ allein beobachtet. Bei diesen zwei SLGC-Linien
(T1442, T1454) wurde bereits mit 5 pg CQ/ml die Wirkung von TMZ auf die Proliferation so effektiv
gesteigert, dass durch eine weitere Dosissteigerung keine weitere Zunahme des Effektes ersichtlich
wurde. In einer Zelllinie (T1440) war der Effekt auf die Proliferation durch die CQ/TMZ-Doppelbehand-
lung durch TMZ und nicht durch CQ bedingt.

Tab. 24: Einfach- bzw. Doppelbehandlung mit effektivster Wirkung auf SLGC-Linien

Zelllinie MGMT TP53 Status* Proliferation MTT LDH
Protein d4 d6

T1389* ++ wt cQ5 CcQ5 n.u. n.u.
T1440% - wt T25 T25 n.u. n.u.
T1442* - mut (R248W)# T25 / CQ5 T25 / CQ5 n.u. n.u.
T1454* n.u. wt T25/CQ5 T25/CQ5 n.u. n.u.
T1522 + wt CQ5 CQ5 CQ5 T100/ CQ10
T1524 - n.u. T100/ CQ20 T100/ CQ20 T100/ CQ20 T100/ CQ10
T1549 - n.u. CQ20 CQ20 CQ5 T100/ CQ10
T1556 + n.u. cQio cQio CQ5 T100/ CQ5
T1564 ++ n.u. CQ20 CQ20 cQio cQlo
T1371* 4+ mut (R175H)* €Q20 Q20 n.u. n.u.
T1447* 4+ mut (N239D)% €Q20 cQ10 n.u. n.u.

*: Daten von Kollegen im Labor; +++: hohes Expressionslevel; ++: mittlerers Expressionslevel; +: niedriges Expressionslevel; -: keine Expres-
sion; wt: Wildtyp; mut: Mutation; #: gain of function (GOF) - Mutation; §: Missense-Mutation; CQ5: 5 pug CQ/ml; CQ10: 10 pg CQ/ml; CQ20:
20 pg CQ/ml; T25: 25 uM TMZ; T100: 100 uM TMZ; n.u.: nicht untersucht.

Aus den Ergebnissen der Proliferationsanalysen sowie MTT-Assays und Messungen der LDH-Freiset-
zung (Tab. 24) kann geschlussfolgert werden, dass CQ nicht als Chemosensibilisator fur die TMZ-Be-
handlung geeignet ist. In sieben von zehn SLGC-Linien bewirkten 5 bis 20 ug/ml CQ weniger eine Ver-

starkung des TMZ-Effektes. Vielmehr war die Reduktion von Proliferation und Vitalitat in der Doppel-

behandlung allein durch CQ bedingt, wobei in fiinf von sieben Fillen bereits 5 ug CQ/ml ausreichten,
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um einen messbaren Effekt zu erzielen. Unter diesen SLGC-Linien waren vier mit einer relativen TMZ-
Resistenz (T1371, T1389, T1522, T1564) und nur eine mit einer relativen TMZ-Sensitivitat (T1447).
Nur in drei SLGC-Linien (T1442, T1454, T1524) kdonnte eine Sensibilisierung fir TMZ durch CQ erreicht
worden sein. So wurde in Kulturen der Zelllinie T1524 an Tag d6 mit 100 uM TMZ und 10 pug CQ/ml
eine Senkung der Proliferation um 65% beobachtet, wahrend die TMZ-Einfachbehandlung eine Reduk-
tion der Proliferation um 22% und die CQ-Einfachbehandlung eine Senkung um 12% induzierte. Die
Behandlung von T1524-Zellen mit 100 uM TMZ und 10 pg CQ/ml fihrte auRerdem zu jeweils statistisch
signifikanten Reduktionen der Vitalitat (TMZ/CQ10: 35%; TMZ: 2%; CQ10: 17%) und Erhéhungen der
LDH-Freisetzung (TMZ/CQ10: 2,3-Fach; TMZ: 2,1-Fach; CQ10: 1,4-Fach). Firr die T1442-Kulturen war
der Effekt der TMZ/CQ-Doppelbehandlung auf die Proliferation ebenfalls stirker als mit TMZ oder CQ
allein. Wahrend der BrdU-Einbau mit 25 uM TMZ um 50% und mit 5 pg CQ/ml um 78% gesenkt wurde,
fihrte die Koapplikation von 25 uM TMZ und 5 pg CQ/ml zu einer Senkung der Proliferation um 90%.
Die drei SLGC-Linien, in denen CQ als Chemosensibilisator fliir TMZ wirken kénnte, wiesen hinsichtlich
des p53-Status Unterschiede auf. So handelt es sich bei T1442 um die gain of function Mutante R248W
und bei T1454 um eine SLGC-Linie mit Wildtyp p53; das TP53-Gen von T1524 wurde bisher nicht se-
guenziert. Damit widerspricht dieses Ergebnis den Interpretationen von Lee und Kollegen, die postu-
lieren, dass die Expression von Wildtyp-p53 fir die Sensibilisierung des TMZ-Effektes durch CQ erfor-
derlich ist (Lee et al., 2015). In dieser Publikation wurde zudem beschrieben, dass die Uberexpression
von mutiertem p53 den Kombinationseffekt von TMZ und CQ aufhob (Lee et al., 2015). Es erscheint
somit wahrscheinlicher, dass nicht der p53-, sondern eher der MGMT-Status fiir die Effektivitat der
Doppelbehandlung entscheidend ist. Dabei ist zu beachten, dass die unterschiedlichen SLGC-Linien
,MGMT-Dosiseffekte” aufweisen, die auf die Heterogenitat des MGMT-Status zuriickgehen. So gibt es
neben SLGC-Linien, die entweder nur methylierte (m; z.B. T1440, T1495) oder nur unmethylierte (u;
z.B. T1371, T1389) MGMT-Promotoren aufweisen, solche mit einem Mischstatus (m/u; z.B. T1447,
T1522). Entsprechend variabel ist das Level der MGMT-Protein-Expression (Tabs. 1 und 24).

Sechs der SLGC-Linien (T1371, T1389, T1447, T1522, T1556, T1564) exprimierten MGMT. Davon zeig-
ten vier Zelllinien (T1371, T1389, T1522, T1564) gegeniiber 100 uM TMZ eine relative Resistenz. In
diesen SLGC-Linien wurde jedoch eine gute CQ-Responsivitat beobachtet, sodass CQ vor allem in TMZ-
resistenten SLGC-Linien eine vielversprechende Therapieoption darstellen kdnnte. Golden und Kolle-
gen fanden sogar Hinweise dafiir, dass TMZ-resistente Zelllinien empfindlicher gegeniiber CQ waren
als TMZ-sensitive Zelllinien (Golden et al., 2014) .Wie oben erldutert, kann eine CQ-bedingte Sensibili-
sierung gegeniiber TMZ bestenfalls fur drei SLGC-Linien (T1442, T1454, T1524) vermutet werden. So-
mit unterscheiden sich die Befunde fir SLGC-Linien von denen fir etablierte GBM-Zelllinien. Fiir solche
etablierte Gliomzelllinien, die keinen Stammazellcharakter aufweisen, wurde eine Chemosensibilisie-

rung fir TMZ durch CQ beobachtet (Golden et al., 2014). Dabei trat dieser Effekt fir U251 und LN229
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bei 3,2 pg/ml bzw. 6,4 ug/ml CQ und bei 20 uM TMZ auf. In der vorliegenden Arbeit wurden héhere
Konzentrationen von CQ (10 pg/ml) und TMZ (100 uM) eingesetzt, ohne dass ein vergleichbarer Effekt
evident wurde.

Fir einige der Zelllinien wurde der Effekt der CQ und TMZ Einfach- bzw. Doppelbehandlung auf den
Zellzyklus bestimmt. Dabei ergab sich nur fir die Referenzzelllinie U87MG ein eindeutiger
Zellzyklusarrest, was zu den Beobachtungen passt, dass etablierte GBM-Linien, nicht aber SLGC-Linien
effizient auf die TMZ/CQ-Doppelbehandlung reagieren (siehe oben). In U87MG-Kulturen beobachtete
ich mit 10 pg/ml CQ einen Zellzyklusarrest in G1 und mit 100 uM TMZ einen Zellzyklusarrest in G2. In
der Literatur wird ebenfalls ein G2-Arrest in etablierten Gliomzellen durch TMZ beschrieben (Hirose et
al., 2001; Kanzawa et al., 2004). In SLGC-Linien tUbten CQ und TMZ nur sehr geringe Effekte auf den
Zellzyklus aus. Wenn Effekte auftraten, so handelte es sich um eine Zunahme der Anzahl an poly- bzw.
aneuploiden Zellen auf Kosten der Zellen in G2. Eine Ausnahme bildete die Zelllinie T1440, bei der
durch TMZ ein G2-Arrest auf Kosten der Zellen in G1 beobachtet wurde. Deutlicher waren die Effekte
auf die Zellzyklusregulatoren p21°! und p27VA™, Es fiel auf, dass sich fir p21“* in den Western Blot
Analysen nur schwache Banden ergaben, obwobhl einige Literaturstellen behaupten, dass p21“"*in 50%
der Gliome, insbesondere in hhergradigen Gliomen, Giberexprimiert wird (Korkolopoulou et al., 1998).
Von den in dieser Arbeit untersuchten SLGC-Linien ist dies nur fiir T1440 bekannt (Choschzick et al.,
2014). In der Zelllinie T1447 konnte p21“™ nicht nachgewiesen werden. Diese Beobachtungen kdnnten
u.a. mit dem Vorhandensein der TP53 missense Mutation N239D in T1447-Zellen zusammenhangen
(Tab. 24). Dagegen wurde p27"VAf in allen SLGC-Linien bereits in den proliferierenden unbehandelten
Kontrollen in hohen Leveln nachgewiesen, was die frilhere Beobachtung unserer Arbeitsgruppe
bestatigt (Choschzick et al., 2014). Die Behandlung mit TMZ fiihrte in T1371 und T1440, nicht aber in
T1389, T1495 und US7MG zu einer Induktion des p21“"-Levels. CQ induzierte in T1495 und US7MG
eine Steigerung des p21“"-Levels. Die Effekte der TMZ/CQ-Doppelbehandlung auf das p21“"-Level
ergaben mit Ausnahme von T1389 eine Summe der Einzeleffekte. Uberraschenderweise induzierte
TMZ in T1371, T1389, T1440 und T1447 Senkungen des p27VAfl-Levels; fiir T1495- und U87MG-
Kulturen waren keine eindeutigen Effekte durch TMZ erkennbar. Die Einfachbehandlung mit 10 pg/ml
CQ hatte nur geringe Effekte und bewirkte lediglich im Fall von T1389 und T1495 eine leichte Senkung
des p27WAfLLevels. Die Effekte der TMZ/CQ-Doppelbehandlung entsprachen weitgehend der Summe
der jeweiligen Einzeleffekte.

Die in der Literatur beschriebene Induktion von p21“™ durch CQ in Gliomzellen (Kim et al., 2010) l&sst
sich somit bestenfalls teilweise reproduzieren. Auch fiir TMZ wird in der Literatur eine Induktion von
p21°"in Gliomzellen beschrieben, welche zu Zellzyklusarrest und Apoptose fiihrt. Dabei wird von p53-
abhadngigen und unabhangigen Effekten berichtet (Bocangel et al., 2002; Roos et al., 2007; Sato et al.,
2009). Die beiden Zelllinien (T1371, T1440), in denen eine p21“"X-Induktion nach Einfachbehandlung



4 Diskussion 96

mit 100 uM TMZ und Doppelbehandlung beobachtet wurde, wiesen ein Wildtyp-p53 (T1440) bzw. eine
GOF-Mutation des TP53-Gens (T1371-R175H) auf. Somit wurde in dieser Arbeit kein Zusammenhang
zwischen dem TP53-Status und der p21“™-Induktion durch TMZ festgestellt. Wie zuvor erwihnt, wird

1CIP1

p2 auch tGber p53-unabhdngige Wege reguliert (Abukhdeir und Park, 2009). In vier von sechs SLGC-
Linien kam es nach Einfachbehandlung mit TMZ und TMZ/CQ-Doppelbehandlung zu Senkungen des
p27VAFL Levels. Eine Senkung des p27VAfl-Levels nach TMZ-Behandlung wurde auch fiir Stammzellen
aus Ependymomen beschrieben (Meco et al., 2014), allerdings kam es in der Analyse von Meco und
Kollegen auch zu TMZ-vermittelten Reduktionen des p21“™-Levels. In dem Zusammenhang erscheint
interessant, dass die Zellzyklusregulatoren p21°"* und p27"AF auch onkogene Eigenschaften besitzen
kdnnen (Coqueret, 2003). Nach dieser Hypothese kénnten niedrige p27"WA"l-Level apoptotische
Prozesse begiinstigen. Tatsichlich beobachteten Meco und Kollegen, dass die Level von p21°** und
p27WAFl negativ mit den Leveln apoptotischer Marker korrelierten (Meco et al., 2014). Wie oben
beschrieben, gibt es Hinweise dafiir, dass p21“™ die Induktion von Apoptose und p27VAf die Induktion
von Autophagie begiinstigt. So kénnten die hier beobachteten hohen p21™- und niedrigen p27WAFL-
Level nach CQ/TMZ-Behandlung mit der Induktion von Apoptose und Inhibierung von Autophagie
einhergehen. Von einigen Autoren wird angenommen, dass die Sensibilisierung fiir TMZ durch CQ tber
Hemmung von Autophagie erfolgt (Golden et al., 2014; Hori et al., 2015; Lee et al., 2015).

Ein weiterer Faktor, der die Resistenz der untersuchten SLGC-Linien gegeniliber Chemotherapeutika
bedingen kdnnte, ist die Expression von ABC-Transportern, insbesondere ABCG2 (Dean et al., 2005).
ABC-Transporter transportieren aktiv Medikamente, einschliellich Chemotherapeutika, aus der Zelle
hinaus (Donnenberg und Donnenberg, 2005). In der vorliegenden Arbeit wurden hohe Expressionsle-
vel des ABC-Transporters ABCG2 in allen SLGC-Linien festgestellt. Auch Bleau und Kollegen beobach-
teten eine hohe Expression von ABCG2 in SLGC-Linien (Bleau et al., 2009). Kirzlich ergaben sich Hin-
weise, dass CQ als Inhibitor des ABCG2-Transporters den Efflux von antimykobakteriellen Wirkstoffen
aus Makrophagen hemmt (Matt et al., 2017). Ob CQ auch den Efflux von TMZ Gber den ABCG2-Trans-
porter hemmen kénnte, ist bis dato unbekannt. Die ABCG2-Expressionslevel waren in allen SLGC-Linien
anndhernd gleich. In sieben SLGC-Linien war die Wirkung von CQ und TMZ dhnlich dem Effekt von CQ
allein. Eine Zunahme des TMZ-Effektes durch die zusatzliche Gabe von CQ wurde nicht beobachtet. In
diesem Zusammenhang ist wichtig, dass TMZ moglicherweise kein Substrat des ABCG2-Transporters
ist (Bleau et al., 2009; Chua et al., 2008). Eine abschlieRende Klarung hierzu steht aus; ebenso ist die
Moglichkeit der Beeinflussung von ABCG2 durch CQ keinweswegs geklart. So wurden z.B. bei der Dop-
pelbehandlung von Lungenkrebszellen mit CQ und Topotecan keine Hinweise dafiir gefunden, dass CQ
die Effektivitat von Topotecan liber Hemmung von dessen Efflux aus der Zelle steigerte, obwohl Topo-
tecan ein ABCG2-Substrat ist (Wang et al., 2011). Vielmehr wurde auch in dieser Arbeit die Steigerung

des Effektes von Topotecan durch CQ auf dessen Hemmung von Autophagie zuriickgefihrt.
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4.2 Invivo GBM-Modell

Von den in vitro getesteten SLGC-Linien wurden zwei Zelllinien fiir die in vivo Analysen ausgewahlt.
Dabei stand jedoch weniger im Vordergrund, welche Zelllinie in den in vitro Analysen den sensitivsten
Phanotyp hinsichtlich der CQ/TMZ-Kombinationsbehandlung zeigte. Vielmehr war entscheidend, dass
die Zelllinien vergleichsweise schnell und mit hoher Reproduzierbarkeit aggressive Tumore im SCID-
Mausmodell erzeugten. Damit schieden die SLGC-Linien T1522, T1524, T1549, T1556 und T1564 aus.
Weiterhin generierte die T1338-Zelllinie im Mausmodell keine Tumore, da diese Zelllinie Retinsaure-
abhangig differenzierte (Choschzick et al., 2014). Von den (ibrigen Zelllinien schienen T1447 und T1495
am vielversprechendsten. Die T1447-Zelllinie generierte im SCID-Mausmodell aggressive Tumore, die
teilweise die Schadelkalotte durchbrachen (M. Loy, L. Bahr, C. Zechel. Personliche Mitteilung). Die Zell-
linie T1495 konnte mehrfach ,,durch das Mausgehirn passagiert” werden, d.h. nach Xenotransplanta-
tion entstanden makroskopisch sichtbare Tumore, die erfolgreich in Zellkultur genommen wurden.
Dies war auch mit der T1447-Zelllinie moglich. Die etablierte U87MG-Referenzzelllinie wurde von der
Arbeitsgruppe von Prof. Westphal/Lamszus ebenfalls mehrfach ,, durch das Mausgehirn passagiert”.
Entsprechend effizient generierte U87MG orthotope Tumore in den SCID-Ma&usen. Die Versuche mit
U87MG ergaben in allen Mausen so schnell wachsende Tumore, dass die Mause z.T. nach 3 Wochen
verstarben. Die Ergebnisse mit T1447 und T1495 waren dagegen weniger effizient.

Die Experimente mit T1447 und T1495 wurden insgesamt zweimal fiir jede Zelllinie durchgefiihrt. Im
ersten Ansatz mit je 30 Mausen befanden sich 10 Tiere in jeder Behandlungsgruppe. Diese Tiere litten
alle unter Augeninfektionen und bildeten keine Tumore, einschlieBlich der U87MG-Kontrollgruppe.
Somit lag die Vermutung nahe, dass die Mause eine partielle Aktivierung des Immunsystem durchlie-
fen, welche das Tumorwachstum verhinderte. Die Wiederholung des Experimentes erfolgte wegen der
im Tierantrag begrenzten Anzahl an Versuchstieren nur mit einer TMZ- und einer TMZ/CQ-Gruppe.
Das experimentelle Verfahren wurde basierend auf einer Masterarbeit (E. Dei Anane, 2014) vor Wie-
derholung der Versuche optimiert. So wurden die Zellen in einer Konzentration von 25.000/ul inoku-
liert und in N-Medium statt PBS resuspendiert. Dabei wurde experimentell geprift, dass das N-Me-
dium keine Immunantwort in den M3usen provoziert und fiir das Uberleben der Zellen giinstiger ist.
Trotz der Optimierungen waren nicht in allen inokulierten Mausen Tumore nachweisbar. Da alle Mause
Zellen identischer Praparation erhielten, ist davon auszugehen, dass nicht die Zellqualitat die Ursache
war. Eine mogliche Ursache kdnnte in der Anlieferung der Mause bestehen. Die Nacktmause sind im-
mundefizient (SCID-Mause; Severe Combined Immunodeficiency), jedoch nicht vollstdndig immunin-
kompetent. Der Transport vom Ziichter in die Tierhaltung der Universitdt zu Liibeck kdnnte Uber die
Induktion von Stress das noch vorhandene Immunsystem aktivieren und so das Anwachsen der SLGCs

in einigen Tieren vermindern oder sogar verhindern (Charles River Forschungslabor, personliche Mit-
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teilung). Da andere Arbeitsgruppen (z.B. Kim et al., 2010) bei der orthotopen Transplantation die glei-
che Inokulationstechnik mit den gleichen stereotaktischen Koordinaten wie in dieser Arbeit verwen-
deten, sollte ein konzeptionelles Problem auszuschlieRen sein. Allerdings besteht bei der Nutzung des
stereotaktischen Rahmens das Problem, dass der Kopf der Tiere neben zwei Ohrschienen mittels
Schneidezahnschiene fixiert wird. Somit kann es aufgrund von anatomischen Gegebenheiten zu klei-
nen Variationen in der Inokulationsstelle kommen. Ein weiteres experimentelles Problem ist der Un-
terdruck, der bei Entfernen der Kaniile aus der Inokulationsstelle entsteht. Zwar wurde darauf geach-
tet, dass die Kaniile fir mindestens eine Minute im Gewebe verblieb, doch es ist nicht auszuschliel3en,
dass bei Entfernen der Kandle eine relevante Menge an SLGCs herausgeldst wurde.

Das T1495-Kollektiv zeigte im Wiederholungsansatz ahnlich wie im ersten Durchlauf das Auftreten von
zerebralen Entziindungen (siehe unten). AuRerdem waren in dem T1495-Kollektiv kaum Tumore nach-
zuweisen. Die histologische Auswertung der Gehirne ergab lberwiegend Defekte im Bereich der In-
okulationsstelle, ohne dass eindeutig zu eruieren war, ob der Defekt durch das Herauslésen einer Tu-
mornekrose oder eines Abszesses bedingt wurde. Diese Beobachtung legte eine weitere Ursache fir
das fehlende Anwachsen von Tumoren nahe, und zwar dass die osmotisch wirkenden Alzet-Pumpen
zum Ablosen loser Tumorzellverbdande gefiihrt haben kénnten. Die aggressivere SLGC-Linie T1447
ergab konklusivere Daten, welche im Folgenden genauer besprochen werden.

Nach Inokulation mit T1447-Zellen wurden die Mause unter sterilen Bedingungen gehalten, bevor nach
35 Tagen die vierwochige Behandlung mit TMZ und CQ begann. Die Kontrolle des Gewichtsverlaufes
der Tiere zeigte, dass stets einige Tiere in allen Behandlungsgruppen einen starken Gewichtsverlust
aufwiesen. Dabei waren die mit TMZ/CQ-doppeltbehandelten Mause physisch am schwéchsten und
verstarben am friihsten. Die unbehandelte Kontrollgruppe beinhaltete die kraftigsten Tiere, die zudem
alle den Behandlungszeitraum Uberlebten. Die histologischen Untersuchungen der Gehirne zeigten,
dass der Gewichtsverlust nicht mit der Entstehung eines Tumors korrelierte. So wurden bei den Mau-
sen mit starken Gewichtsverlust sowohl Tiere mit als auch ohne Tumor beobachtet. Demnach miissen
andere Erklarungen flir den starken Gewichtsverlust der behandelten Mause herangezogen werden.
Mittels immunhistologischer Methoden wurde nachgewiesen, dass sich in etwa der Halfte der Gehirne
der mit TMZ und CQ behandelten Mause Infiltrate aus murinen polymorphkernigen Zellen zusammen
mit Zelltrimmern an der Inokulationsstelle fanden. Zusammen mit dem klinischen Erscheinungsbild
der Mause und den HE-Befunden legten diese Beobachtungen die Vermutung nahe, dass diese Tiere
Entziindungen in Form zerebraler Abszesse aufwiesen. Dies kdnnte durch eine unsterile Operations-
technik oder durch unsteril verpackte Alzet-Pumpen bedingt worden sein. Andere Arbeitsgruppen
wahlten andere CQ-Applikationsformen. So wurde CQ intrakraniell injiziert (Kim et al., 2010) oder si-

multan mit TMZ oral appliziert (Golden et al., 2014). Beide Verfahren sind weniger traumatisch fiir die
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Tiere und bergen weniger Infektionsgefahr als die hier verwendete Methode der subkutanen Pumpen-
implantation. Allerdings ist die zugefiihrte CQ-Dosis in diesen Ansatzen nicht prazise nachzuverfolgen.
Es ware jedoch auch denkbar, dass CQ selbst fiir die entzlindlichen Prozesse verantwortlich war. So ist
bekannt, dass CQ die terminalen Schritte der Autophagie inhibiert und so zur Akkumulation von Auto-
phagosomen fuhrt, was wiederum moglicherweise in einer Nekroptose oder Nekrose resultiert.

Der Gewichtsverlust konnte auch durch eine wiederholte Stressinduktion durch die orale Applikation
von TMZ verursacht worden sein. Um die orale Aufnahme einer konstanten TMZ-Konzentration zu ge-
wihrleisten, wurde die TMZ-Lésung mithilfe einer Fiitterungssonde direkt in den Osophagus appliziert,
was einige Tiere nicht gut tolerierten. Bei Golden und Kollegen erfolgte die orale Applikation von TMZ
ebenfalls mit einer Fiitterungssonde, allerdings nur tber einen Zeitraum von 48 Stunden, sodass die
Mause insgesamt erheblich weniger Stress ausgesetzt waren.

Die Kontrollgruppe, in der die Tiere weder eine Alzet-Pumpe mit CQ implantiert bekamen noch taglich
mit TMZ gefiittert wurden, zeigte einen stabilen Gewichtsverlauf. Die Gewichtsentwicklung von im-
mundefizienten Nacktmausen wird demnach starker von Infektionen und von traumatischen Behand-
lungen beeinflusst als von der Entwicklung eines Tumors. Mit Gewichtsverlust und kérperlicher Schwa-
che war auBerdem ein verfriihtes Versterben der Mause assoziiert, was die Aussagekraft der in vivo
Experimente weiter limitierte.

Zusammenfassend muss geschlussfolgert werden, dass die Versuche im Mausmodell keine fundierten
Aussagen zu den in vivo Wirkungen von TMZ und CQ auf von SLGC-Linien generierte Tumore zulassen.
Mit der Referenzzelllinie U87MG wurden bereits in vivo Daten gewonnen. Kim und Kollegen zeigten,
dass mit CQ behandelte Tumore eine Reduktion des Tumorvolumens mit einer geringeren Anzahl mi-
totischer Zellen sowie einer gréReren Anzahl apoptotischer Zellen aufwiesen (Kim et al., 2010). Golden
und Kollegen beobachteten im ektopen Mausmodell, dass mit CQ und TMZ behandelte Tumore hdhere
Level eines Apoptose-assoziierten Proteins exprimierten als unbehandelte oder mit CQ bzw. TMZ allein
behandelte Tumore (Golden et al., 2014). Die Relevanz von etablierten Zelllinien als Modell fiir humane
Gliome wurde jedoch infrage gestellt, da von U87MG stammende Xenotransplantate beziglich ihrer
Genexpressionsprofile wenig Ahnlichkeiten mit primaren humanen Gliomen aufweisen (Li et al., 2008).
Demzufolge sollten fiir den Gewinn weiterer in vivo Daten vor allem SLGC-Linien eingesetzt werden.
Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen einerseits auf die Empfindlichkeit der Tiere gegenliber Stress hin
und lassen andererseits vermuten, dass eine Immunantwort durch die Manipulation provoziert wurde.
Demnach sollte ein anderes Mausmodell flir eine erneute Analyse in Erwdgung gezogen werden. Bei
der Xenotransplantation von GBM-Biopsaten konnte z.B. eine Anwachsrate von 96% erreicht werden,
wobei es jedoch 125 Tage dauerte, bis Symptome auftraten (Wang et al., 2009). Statt der SCID-Mause
kénnten auch immunkompetente Mause eingesetzt werden. Dieses Modell wurde von Garcia und Kol-

legen verwendet, wobei eine grolRere Menge an SLGCs fiir die Inokulation bendtigt wurde (Garcia et
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al., 2014). Diese Mause waren durch das vorhandene Immunsystem weniger empfindlich gegenilber
Infektionen und anderen Komplikationen. Frese und Tuveson suggerieren sogar, dass das Xenotrans-
plantationsmodell nicht mehr als Mausmodell fir Tumoren verwendet werden sollte. Einerseits weil
die zelluldre Zusammensetzung des Tumors aufgrund eines Selektionsdruckes in der Zellkultur falsch
wiedergegeben wird (Kang et al., 2003). Andererseits werden wichtige Merkmale der Mikroumgebung
des Tumors im Xenotransplantat falsch dargestellt oder fehlen; dies betrifft Stromazellen, Blut- und
LymphgefalRe sowie Immunzellen (Becher und Holland, 2006; Sikder et al., 2003). So erscheinen gene-
tisch manipulierte Modelle als die besten Modelle fiir humane Tumoren, da sie die pathophysiologi-
schen und molekularen Merkmale humaner Malignome gut widerspiegeln (Frese und Tuveson, 2007).
Das Ziel ist letztendlich die klinische Uberpriifung, ob die TMZ/CQ-Kombinationsbehandlung eine ver-
besserte Therapieoption fiir GBM-Patienten darstellt. Vorher miissen eindeutige in vivo Evidenzen ge-

wonnen werden, um die Voraussetzung fiir den Beginn einer solchen klinischen Studie zu erfillen.

4.3 Konklusion und Ausblick

Die gangige Hypothese zur GBM-Rezidivbildung geht davon aus, dass die Subpopulation der stamm-
zelldhnlichen Gliomzellen (SLGCs) resistenter gegeniliber Radio- und Chemotherapie ist als schneller
proliferierende Vorlauferzellen oder differenzierte Tumorzellen und daher die Standardtherapie tber-
lebt (Reya et al., 2001). Ein experimenteller Beweis dafiir wurde bisher nur fir TMZ in einem genetisch
modifizierten Mausmodell gewonnen (Chen et al., 2012, Nature). Hinsichtlich der Effekte des
Chemotherapeutikums TMZ auf SLGCs herrscht allerdings kein Konsens. So wurden Daten publiziert,
die eine TMZ-vermittelte Reduktion von SLGCs beflirworten und solche, welche das Gegenteil vermu-
ten lassen (Beier et al., 2008; Schonberg et al., 2013). Es steht allerdings fest, dass die Resistenz des
GBMs und der SLGCs gegenliber TMZ viel komplexer ist als erwartet (Beier et al., 2011). Dies macht die
Erforschung neuer Therapiestrategien erforderlich. In dieser Arbeit wurden daher die Effekte von Chlo-
roquin (CQ) und TMZ in Mono- und Kombinationstherapie in vitro und in vivo untersucht.

Die vorliegende Arbeit konnte klar belegen, dass CQ allein in allen untersuchten SLGC-Kulturen zu einer
Reduktion der Proliferation fiihrte, wobei dies unabhéngig vom p53-Status war. Eine Verringerung der
Vitalitat durch CQ konnte ebenfalls in allen SLGC-Linien mittels MTT-Assay und/oder Messung der LDH-
Freisetzung belegt werden. In der Regel war der Effekt mit steigender CQ-Dosis héher, wahrend eine
zwei Tage langere Behandlung nur gelegentlich eine Zunahme des CQ-Effektes ergab. Die Effekte der
CQ/TMZ-Doppelbehandlungen waren in sieben von zehn SLGC-Linien durch CQ bedingt und bestenfalls
in drei von zehn Fallen konnte der TMZ-Effekt durch CQ gesteigert werden. Daher erscheint es proble-

matisch, CQ als Chemosensibilisator fiir die TMZ-Behandlung zu klassifizieren. In der vorliegenden Ar-
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beit erfolgte die Applikation von CQ und TMZ gleichzeitig. Es stellt sich somit die Frage, ob eine sukze-
dane Applikation von CQ und TMZ deutlichere Effekte auf Proliferation und Vitalitdt von SLGC-Linien
haben kénnte. Einzig bei der etablierten GBM-Linie U87MG wurde ein G2-Arrest durch TMZ und ein
partieller G1-Arrest durch CQ induziert, womit Literaturdaten bestatigt wurden. Das unterschiedliche
Verhalten der SLGC-Linien und etablierten GBM-Linien verdeutlicht die Notwendigkeit, genau zu diffe-
renzieren, ob etablierte GBM-Linien Aussagen Uber das Verhalten von primaren Gliomzellen zulassen.
Es konnte durchaus sein, dass mit U87MG gewonnene Daten keine Evidenzen fiir das GBM darstellen.
Weiterfihrende Analysen sollten Untersuchungen zur Induktion von Zelltod beinhalten, zumal der hier
verwendete Zytotoxizitdtsassay lediglich die Freisetzung der LDH misst und kein geeigneter Test fiir die
Untersuchung von Apoptose oder Nekrose ist. Da Kim und Kollegen Hinweise dafiir fanden, dass CQ in
etablierten GBM-Zelllinien Apoptose induziert (Kim et al., 2010), sollten die SLGC-Linien z. B. mittels
TUNEL-Methode (TdT-mediated dUTP-biotin nick-end labeling) oder immunzytologischer Farbungen
mit Antikdrpern gegen aktivierte Caspase-3 untersucht werden. Hilfreich waren auch Western Blot
Analysen zum Nachweis pro-apoptotischer Proteine (PARP, aktiviertes PARP, Bax, Bak oder PUMA) o-
der anti-apoptotischer Proteine (BCL-2). Weiterhin wird vermutet, dass CQ lber Inhibierung von Au-
tophagie den zytotoxischen Effekt von TMZ verstarkt (Golden et al., 2014; Hori et al., 2015; Lee et al.,
2015), wobei diese Daten ausnahmslos Experimenten mit etablierten GBM-Zelllinien wie U87MG ent-
stammen. Der Einfluss von TMZ und CQ auf die Expression der Autophagie-assoziierten Proteine Be-
clinl und LC3B in SLGC-Linien wird gegenwartig von Kollegen unserer Arbeitsgruppe erforscht.

Wie oben erldutert, kdnnen die in vitro Analysen an SLGC-Linien die pharmakologische Wirkung von
TMZ und/oder CQ im humanen Organismus nicht nachstellen. Die Optimierung des in vivo Modells
stellt somit einen wichtigen Schritt dar. Dabei stellt sich die Frage, ob die relative Empfindlichkeit der
SCID-Mause und die mit diesem Modell verbundenen hohen Kosten eine erneute Analyse der Koappli-
kation von TMZ und CQ an orthotopen Tumoren rechtfertigen. In meiner Analyse wurden 160 Mause
ohne eindeutige Aussagekraft eingesetzt. Daher sollte liberlegt werden, ob der Einsatz von genetisch

manipulierten Mausen mit genetisch induzierter Gliombildung nicht vielversprechender ware.
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Abb. 27: Effekt steigender Chloroquinkonzentrationen auf die Proliferation (BrdU-ELISA), Vitalitat (MTT-Test)
und LDH-Freisetzung (Zytotoxizitdtsassay) der SLGC-Linie T1338. - (A)Tag d4 nach Behandlung. (B) Tag d6 nach
Behandlung. Dargestellt sind die Mittelwerte von parallel untersuchten Proben einer Serie und die Standardab-
weichungen. Die relative optische Dichte der unbehandelten Kontrolle wurde als 1 definiert und alle Gbrigen
Werte relativ dazu dargestellt. Statistisch signifikante Abweichungen von der Kontrolle wurden mit * = p<0,05
und ** = p<0,005 markiert (T-Test). CQ5: 5 ug CQ/ml; CQ10: 10 pug CQ/ml.

Tab. 25: T-Test Analysen der Dosissteigerung von Chloroquin in der SLGC-Linie T1338

T1338 Tagd4 Tag dé
CcQ5 C€Q10 CQ5 CQ10
BrdU cQo n.s. p<0,005 - -
CcQ5 p<0,005 -
MTT cQo p<0,005 p<0,005 p<0,005 p<0,005
CcQ5 p<0,005 p<0,005
LDH cQo n.s. p<0,05 p<0,005 p<0,005
CcQ5 p<0,005 p<0,005

BrdU: 5-Brom-2"-desoxyuridin; LDH: Laktatdehydrogenase; MTT: 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-iphenyltetrazoliumbromid; CQ5: 5 pg Chlo-
roquin/ml; CQ10: 10 pg Chloroquin/ml; n.s.: nicht signifikant.
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Abb. 28: Effekt steigender Chloroquinkonzentrationen auf die Proliferation (BrdU-ELISA), Vitalitat (MTT-Test)
und LDH-Freisetzung (Zytotoxizitdtsassay) der SLGC-Linie T1389. - (A)Tag d4 nach Behandlung. (B) Tag d6 nach
Behandlung. Dargestellt sind die Mittelwerte von parallel untersuchten Proben einer Serie und die Standardab-
weichungen. Die relative optische Dichte der unbehandelten Kontrolle wurde als 1 definiert und alle Gbrigen
Werte relativ dazu dargestellt. Statistisch signifikante Abweichungen von der Kontrolle wurden mit * = p<0,05
und ** = p<0,005 markiert (T-Test). CQ5: 5 ug CQ/ml; CQ10: 10 ug CQ/ml.

Tab. 26: T-Test Analysen der Dosissteigerung von Chloroquin in der SLGC-Linie T1389

T1389 Tag d4 Tag d6
cQ5 cQio cQ5 cQi1o0

BrdU cQo p<0,005 -

cQ5 - -
MTT cQo p<0,05 p<0,05 n.s. p<0,05

CcQ5 n.s. p<0,05
LDH cQo n.s. p<0,005 p<0,005 p<0,005

cQ5 p<0,005 p<0,005

BrdU: 5-Brom-2"-desoxyuridin; LDH: Laktatdehydrogenase; MTT: 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-iphenyltetrazoliumbromid; CQ5: 5 pg Chlo-
roquin/ml; CQ10: 10 pg Chloroquin/ml; n.s.: nicht signifikant.
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Abb. 29: Effekt steigender Chloroquinkonzentrationen auf die Proliferation (BrdU-ELISA), Vitalitat (MTT-Test)

und LDH-Freisetzung (Zytotoxizitdtsassay) der SLGC-Linie T1440. -

(A)Tag d4 nach Behandlung. (B) Tag d6 nach

Behandlung. Dargestellt sind die Mittelwerte von parallel untersuchten Proben einer Serie und die Standardab-

weichungen. Die relative optische Dichte der unbehandelten Kontrolle wurde als 1 definiert und alle Gbrigen

Werte relativ dazu dargestellt. Statistisch signifikante Abweichungen von der Kontrolle wurden mit * = p<0,05

und ** = p<0,005 markiert (T-Test). CQ5: 5 pg CQ/ml; CQ10: 10 pg CQ/ml.
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Tab. 27: T-Test Analysen der Dosissteigerung von Chloroquin in der SLGC-Linie T1440

T1440 Tag d4 Tag d6
cQ5 cQlo CcQs cQ1o0
BrdU cQo n.s. - p<0,005 -
cas - -
MTT cQo n.s. p<0,005 p<0,005 p<0,005
cQs5 p<0,005 p<0,005
LDH cQo p<0,005 p<0,005 n.s. p<0,005
cQs5 p<0,05 p<0,005

BrdU: 5-Brom-2"-desoxyuridin; LDH: Laktatdehydrogenase; MTT: 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-iphenyltetrazoliumbromid; CQ5: 5 pg Chlo-
roquin/ml; CQ10: 10 pg Chloroquin/ml; n.s.: nicht signifikant.
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Abb. 30: Effekt steigender Chloroquinkonzentrationen auf die Proliferation (BrdU-ELISA), Vitalitat (MTT-Test)
und LDH-Freisetzung (Zytotoxizitdtsassay) der SLGC-Linie T1447. - (A)Tag d4 nach Behandlung. (B) Tag d6 nach
Behandlung. Dargestellt sind die Mittelwerte von parallel untersuchten Proben einer Serie und die Standardab-

weichungen. Die relative optische Dichte der unbehandelten Kontrolle wurde als 1 definiert und alle Gbrigen

Werte relativ dazu dargestellt. Statistisch signifikante Abweichungen von der Kontrolle wurden mit * = p<0,05
und ** = p<0,005 markiert (T-Test). CQ5: 5 pg CQ/ml; CQ10: 10 pug CQ/ml.

Tab. 28: T-Test Analysen der Dosissteigerung von Chloroquin in der SLGC-Linie T1447

T1447 Tag d4 Tag d6
cQ5 cQio cQ5 cQi10
BrdU cQo n.s. p<0,05 p<0,05 n.s.
cQ5 p<0,05 p<0,05
MTT cQo p<0,05 p<0,005 p<0,005 p<0,05
CcQ5 p<0,005 n.s.
LDH cQo p<0,05 n.s. p<0,005 p<0,005
cQ5 p<0,05 p<0,005

BrdU: 5-Brom-2"-desoxyuridin; LDH: Laktatdehydrogenase; MTT:
roquin/ml; CQ10: 10 pg Chloroquin/ml; n.s.: nicht signifikant.

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-iphenyltetrazoliumbromid; CQ5: 5 pg Chlo-
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Abb. 31: Effekt steigender Chloroquinkonzentrationen auf die Proliferation (BrdU-ELISA), Vitalitdat (MTT-Test)
und LDH-Freisetzung (Zytotoxizitdtsassay) der SLGC-Linie T1495. - (A)Tag d4 nach Behandlung. (B) Tag d6 nach
Behandlung. Dargestellt sind die Mittelwerte von parallel untersuchten Proben einer Serie und die Standardab-
weichungen. Die relative optische Dichte der unbehandelten Kontrolle wurde als 1 definiert und alle Gbrigen
Werte relativ dazu dargestellt. Statistisch signifikante Abweichungen von der Kontrolle wurden mit * = p<0,05
und ** = p<0,005 markiert (T-Test). CQ5: 5 ug CQ/ml; CQ10: 10 ug CQ/ml.

Tab. 29: T-Test Analysen der Dosissteigerung von Chloroquin in der SLGC-Linie T1495

T1495 Tag d4 Tag d6
CcQ5 cQio CQ5 CQ10
BrdU cQo p<0,005 p<0,005 - -
CcQ5 p<0,005 -
MTT cQo n.s. p<0,05 p<0,05 p<0,005
CcQ5 n.s. p<0,005
LDH cQo p<0,005 p<0,005 p<0,005 p<0,005
CcQ5 p<0,05 p<0,05

BrdU: 5-Brom-2"-desoxyuridin; LDH: Laktatdehydrogenase; MTT: 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-iphenyltetrazoliumbromid; CQ5: 5 pg Chlo-
roquin/ml; CQ10: 10 pg Chloroquin/ml; n.s.: nicht signifikant.
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Abb. 32: Effekt steigender Chloroquinkonzentrationen auf die Proliferation (BrdU-ELISA), Vitalitat (MTT-Test)
und LDH-Freisetzung (Zytotoxizitdtsassay) der SLGC-Linie T1522 in Anwesenheit von DMSO (Dimethylsulfoxid).
- (A)Tag d4 nach Behandlung. (B) Tag d6 nach Behandlung. Dargestellt sind die Mittelwerte von parallel unter-
suchten Proben einer Serie und die Standardabweichungen. Die relative optische Dichte der DMSO-Kontrolle
wurde als 1 definiert und alle Gbrigen Werte relativ dazu dargestellt. Statistisch signifikante Abweichungen von
der Kontrolle wurden mit * = p<0,05 und ** = p<0,005 markiert (T-Test). CQ5: 5 ug CQ/ml; CQ10: 10 ug CQ/ml;
€Q20: 20 pg CQ/ ml; D: DMSO.
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Tab. 30: T-Test Analyse der Dosissteigerung von CQ in Anwesenheit von DMSO in der SLGC-Linie T1522

T1522 Tag d4 Tag d6
cQs5 cQ10 CQ20 cQ5 cQlo0 CQ20
BrdU cQo n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. p<0,05
cQ5 n.s. n.s. n.s. n.s.
cQ1lo n.s. n.s.
MTT cQo p< 0,005 p< 0,005 p< 0,005 p< 0,005 p< 0,05 p< 0,005
cQs n.s. n.s. n.s. n.s.
cQ1o n.s. n.s.
LDH cQo p< 0,005 p< 0,005 p< 0,005 p< 0,005 p< 0,005 p< 0,05
CcQ5 n.s. n.s. p< 0,005 p< 0,005
cQi1o n.s. n.s.

BrdU: 5-Brom-2’-desoxyuridin; LDH: Laktatdehydrogenase; MTT: 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-iphenyltetrazoliumbromid; CQ5: 5 pg Chlo-
roquin/ml; CQ10: 10 pg Chloroquin/ml; CQ20: 20 ug Chloroquin/ml; n.s.: nicht signifikant.
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Abb. 33: Effekt steigender Chloroquinkonzentrationen auf die Proliferation (BrdU-ELISA), Vitalitat (MTT-Test)
und LDH-Freisetzung (Zytotoxizitdtsassay) der SLGC-Linie T1524 in Anwesenheit von DMSO (Dimethylsulfoxid).
- (A)Tag d4 nach Behandlung. (B) Tag d6 nach Behandlung. Dargestellt sind die Mittelwerte von parallel unter-

suchten Proben einer Serie und die Standardabweichungen. Die relative optische Dichte der DMSO-Kontrolle

wurde als 1 definiert und alle Gibrigen Werte relativ dazu dargestellt. Statistisch signifikante Abweichungen von
der Kontrolle wurden mit * = p<0,05 und ** = p<0,005 markiert (T-Test). CQ5: 5 ug CQ/ml; CQ10: 10 ug CQ/ml;
€Q20: 20 ug €Q/ ml; D: DMSO.

Tab. 31: T-Test Analyse der Dosissteigerung von CQ in Anwesenheit von DMSO in der SLGC-Linie T1524

T1524 Tagd4 Tag d6
CQ5 cQ10 CQ20 CQ5 CcQ10 CQ20
BrdU cQo n.s. n.s. p< 0,005 n.s. n.s. p< 0,005
cQs5 n.s. p< 0,005 n.s. p< 0,005
cQ10 p< 0,005 p< 0,005
MTT caQo n.s. p< 0,005 p< 0,005 n.s. n.s. p< 0,005
cQs5 p< 0,05 p< 0,005 n.s. p< 0,005
CQ10 p< 0,05 p< 0,005
LDH cQo p< 0,005 p< 0,005 p< 0,005 n.s. p< 0,05 p< 0,005
cQ5 p< 0,005 p< 0,005 p< 0,05 p< 0,005
CQ10 p< 0,005 n.s.

BrdU: 5-Brom-2"-desoxyuridin; LDH: Laktatdehydrogenase; MTT: 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-iphenyltetrazoliumbromid; CQ5: 5 pg Chlo-
roquin/ml; CQ10: 10 pg Chloroquin/ml; CQ20: 20 ug Chloroquin/ml; n.s.: nicht signifikant.
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Abb. 34: Effekt steigender Chloroquinkonzentrationen auf die Proliferation (BrdU-ELISA), Vitalitat (MTT-Test)
und LDH-Freisetzung (Zytotoxizitidtsassay) der SLGC-Linie T1549 in Anwesenheit von DMSO (Dimethylsulfoxid).
- (A)Tag d4 nach Behandlung. (B) Tag d6 nach Behandlung. Dargestellt sind die Mittelwerte von parallel unter-
suchten Proben einer Serie und die Standardabweichungen. Die relative optische Dichte der DMSO-Kontrolle
wurde als 1 definiert und alle Gibrigen Werte relativ dazu dargestellt. Statistisch signifikante Abweichungen von
der Kontrolle wurden mit * = p<0,05 und ** = p<0,005 markiert (T-Test). CQ5: 5 ug CQ/ml; CQ10: 10 ug CQ/ml;
€Q20: 20 pug €Q/ ml; D: DMSO.

Tab. 32: T-Test Analyse der Dosissteigerung von CQ in Anwesenheit von DMSO in der SLGC-Linie T1549

T1549 Tag d4 Tag d6
cQs5 cQil0 CQ20 cQ5 cQi10 CQ20
BrdU cQo n.s. n.s. p< 0,005 n.s. n.s. n.s.
cQ5 n.s. n.s. n.s. n.s.
cQ10 n.s. n.s.
MTT cQo p< 0,005 p< 0,005 p< 0,005 p< 0,005 p< 0,005 p< 0,005
CcQ5 n.s. n.s. n.s. n.s.
cQ10 n.s. p< 0,005
LDH cQo n.s. p< 0,005 n.s. n.s. n.s. p< 0,05
cQs n.s. n.s. n.s. n.s.
cQ1o0 p< 0,05 n.s.

BrdU: 5-Brom-2"-desoxyuridin; LDH: Laktatdehydrogenase; MTT: 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-iphenyltetrazoliumbromid; CQ5: 5 pg Chlo-
roquin/ml; CQ10: 10 pg Chloroquin/ml; CQ20: 20 ug Chloroquin/ml; n.s.: nicht signifikant.
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Abb. 35: Effekt steigender Chloroquinkonzentrationen auf die Proliferation (BrdU-ELISA), Vitalitat (MTT-Test)
und LDH-Freisetzung (Zytotoxizitdtsassay) der SLGC-Linie T1556 in Anwesenheit von DMSO (Dimethylsulfoxid).
- (A)Tag d4 nach Behandlung. (B) Tag d6 nach Behandlung. Dargestellt sind die Mittelwerte von parallel unter-
suchten Proben einer Serie und die Standardabweichungen. Die relative optische Dichte der DMSO-Kontrolle
wurde als 1 definiert und alle Gbrigen Werte relativ dazu dargestellt. Statistisch signifikante Abweichungen von
der Kontrolle wurden mit * = p<0,05 und ** = p<0,005 markiert (T-Test). CQ5: 5 ug CQ/ml; CQ10: 10 ug CQ/ml;
CQ20: 20 ug CQ/ ml; D: DMSO.
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Tab. 33: T-Test Analyse der Dosissteigerung von CQ in Anwesenheit von DMSO in der SLGC-Linie T1556

T1556 Tag d4 Tag d6
CcQ5 cQ10 CQ20 CcQ5 cQlo0 CQ20
BrdU cQo n.s. p< 0,05 n.s. n.s. n.s. n.s.
cQ5 n.s. n.s. n.s. n.s.
cQ1lo n.s. n.s.
MTT cQo p< 0,05 p< 0,005 p< 0,005 p< 0,005 p< 0,005 p< 0,005
CcQ5 p< 0,005 p< 0,005 p< 0,05 n.s.
cQ1o n.s. n.s.
LDH cQo p< 0,05 p< 0,005 p< 0,005 p< 0,005 n.s. n.s.
CcQ5 p< 0,005 p< 0,005 p< 0,05 p< 0,005
cQi1o n.s. n.s.

BrdU: 5-Brom-2’-desoxyuridin; LDH: Laktatdehydrogenase; MTT: 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-iphenyltetrazoliumbromid; CQ5: 5 pug Chlo-
roquin/ml; CQ10: 10 pg Chloroquin/ml; CQ20: 20 ug Chloroquin/ml; n.s.: nicht signifikant.
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Abb. 36: Effekt steigender Chloroquinkonzentrationen auf die Proliferation (BrdU-ELISA), Vitalitat (MTT-Test)
und LDH-Freisetzung (Zytotoxizitdtsassay) der SLGC-Linie T1564 in Anwesenheit von DMSO (Dimethylsulfoxid).
- (A)Tag d4 nach Behandlung. (B) Tag d6 nach Behandlung. Dargestellt sind die Mittelwerte von parallel unter-

suchten Proben einer Serie und die Standardabweichungen. Die relative optische Dichte der DMSO-Kontrolle

wurde als 1 definiert und alle Gibrigen Werte relativ dazu dargestellt. Statistisch signifikante Abweichungen von
der Kontrolle wurden mit * = p<0,05 und ** = p<0,005 markiert (T-Test). CQ5: 5 ug CQ/ml; CQ10: 10 ug CQ/ml;
€Q20: 20 ug €Q/ ml; D: DMSO.

Tab. 34: T-Test Analyse der Dosissteigerung von CQ in Anwesenheit von DMSO in der SLGC-Linie T1564

T1564 Tag d4 Tag d6
cQ5 cQil0 CQ20 cQ5 cQilo0 CcQ20
BrdU cQo p<0,005 p<0,05 p<0,005 p< 0,005 p< 0,005 p< 0,005
CcQ5 n.s. p<0,005 n.s. n.s.
cQ10 n.s. n.s.
MTT cQo p<0,005 p<0,005 p<0,005 p< 0,005 p< 0,005 p< 0,005
cQ5 p<0,005 p<0,005 p< 0,005 p< 0,05
cQ10 n.s. p< 0,05
LDH cQo p<0,005 p<0,005 p<0,005 p< 0,005 p< 0,005 p< 0,005
cQ5 p<0,005 p<0,005 p< 0,005 p< 0,005
cQ1o n.s. n.s.

BrdU: 5-Brom-2"-desoxyuridin; LDH: Laktatdehydrogenase; MTT: 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-iphenyltetrazoliumbromid; CQ5: 5 pg Chlo-
roquin/ml; CQ10: 10 pg Chloroquin/ml; CQ20: 20 ug Chloroquin/ml; n.s.: nicht signifikant.
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Abb. 37: Effekt steigender Chloroquinkonzentrationen auf die Proliferation (BrdU-ELISA), Vitalitat (MTT-Test)
und LDH-Freisetzung (Zytotoxizitdtsassay) der SLGC-Linie T1522 in Anwesenheit von Temozolomid (TMZ). -

(A)Tag d4 nach Behandlung. (B) Tag d6 nach Behandlung. Dargestellt sind die Mittelwerte von parallel unter-

suchten Proben einer Serie und die Standardabweichungen. Die relative optische Dichte der DMSO-Kontrolle

wurde als 1 definiert und alle Gibrigen Werte relativ dazu dargestellt. Statistisch signifikante Abweichungen von

der Kontrolle wurden mit * = p<0,05 und ** = p<0,005 markiert (T-Test). CQ5
CQ20: 20 ug CQ/ ml; D: DMSO; T100: 100 uM TMZ.

: 5 ug CQ/ml; CQ10: 10 ug cQ/ml;

Tab. 35: T-Test Analyse der Dosissteigerung von CQ in Anwesenheit von TMZ in der SLGC-Linie T1522

T1522 Tag d4 Tag d6
cQ5 cQil0 CQ20 cQ5 cQilo CcQ20
BrdU cQo n.s. p<0,005 n.s. n.s. n.s. n.s.
cQs n.s. n.s. n.s. n.s.
cQ1o n.s. n.s.
MTT cQo p< 0,005 p< 0,005 p< 0,005 p< 0,005 p< 0,005 p< 0,005
CcQ5 n.s. n.s. p< 0,05 n.s.
cQ10 n.s. n.s.
LDH cQo p< 0,005 p< 0,005 p< 0,005 p< 0,005 p< 0,005 p< 0,005
cQs5 p< 0,05 p< 0,05 p< 0,05 n.s.
cQ1o n.s. n.s.

BrdU: 5-Brom-2’-desoxyuridin; LDH: Laktatdehydrogenase; MTT: 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

roquin/ml; CQ10: 10 pg Chloroquin/ml; CQ20: 20 ug Chloroquin/ml; n.s.: nicht signifikant.

iphenyltetrazoliumbromid; CQ5: 5 pg Chlo-
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Abb. 38: Effekt steigender Chloroquinkonzentrationen auf die Proliferation (BrdU-ELISA), Vitalitat (MTT-Test)
und LDH-Freisetzung (Zytotoxizitdtsassay) der SLGC-Linie T1524 in Anwesenheit von Temozolomid (TMZ). -

(A)Tag d4 nach Behandlung. (B) Tag d6 nach Behandlung. Dargestellt sind die Mittelwerte von parallel unter-

suchten Proben einer Serie und die Standardabweichungen. Die relative optische Dichte der DMSO-Kontrolle

wurde als 1 definiert und alle tGbrigen Werte relativ dazu dargestellt. Statistisch signifikante Abweichungen von
der Kontrolle wurden mit * = p<0,05 und ** = p<0,005 markiert (T-Test). CQ5: 5 ug CQ/ml; CQ10: 10 ug CQ/ml;
CQ20: 20 ug CQ/ ml; D: DMSO; T100: 100 uM TMZ.

Tab. 36: T-Test Analyse der Dosissteigerung von CQ in Anwesenheit von TMZ in der SLGC-Linie T1524

T1524 Tag d4 Tag d6
CQ5 cQ10 CQ20 CQ5 cQlo CQ20
BrdU cQo n.s. p< 0,005 p< 0,005 p< 0,05 p< 0,005 p< 0,005
cQ5 p< 0,005 p< 0,005 p< 0,05 p< 0,005
cQ10 p< 0,05 n.s.
MTT cQo p< 0,05 p< 0,005 p< 0,005 p< 0,005 p< 0,005 p< 0,005
cQ5 p< 0,005 p< 0,005 p< 0,005 p< 0,005
cQ10 p< 0,05 n.s.
LDH cQo p< 0,005 p< 0,005 p< 0,005 n.s. p< 0,05 p< 0,05
cQs5 p< 0,005 p< 0,05 p< 0,005 n.s.
cQ1o0 n.s. p< 0,005

BrdU: 5-Brom-2"-desoxyuridin; LDH: Laktatdehydrogenase; MTT: 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-iphenyltetrazoliumbromid; CQ5: 5 pg Chlo-
roquin/ml; CQ10: 10 pg Chloroquin/ml; CQ20: 20 ug Chloroquin/ml; n.s.: nicht signifikant.



Anhang

111

T1549
A  Brdu T1549
- |
—
1,4  — *
[
£1,2
)
01,0
(]
508
K]
206
S04
go,z
0,04
NS G\Q o
R Oifte ui(e)
SIS
RV RPN
B  Brdu
)
—
1,4 *
Q
=12
[5}
81,0
£08
&Q
50,6
o
004
2
©0,2
[
0,0

S O =2 A
D O O N

optische Dichte

e
o
IS

relati
e o
o N

1,2

MTT

=——1]
| — |

*%k k% *k k%

| — |

*%k kk kk kk

LDH

0
*k kk kk k%

- =2 N N
o v o w

o
»

relative optische Dichte

S
=}

QP o O O
PN e e 4
O
AR
'\&\«'\

LDH

—————
—
1,6 ** Kk Kk hk

50,6
204

Abb. 39: Effekt steigender Chloroquinkonzentrationen auf die Proliferation (BrdU-ELISA), Vitalitat (MTT-Test)
und LDH-Freisetzung (Zytotoxizitdtsassay) der SLGC-Linie T1549 in Anwesenheit von Temozolomid (TMZ). -

(A)Tag d4 nach Behandlung. (B) Tag d6 nach Behandlung. Dargestellt sind die Mittelwerte von parallel unter-

suchten Proben einer Serie und die Standardabweichungen. Die relative optische Dichte der DMSO-Kontrolle

wurde als 1 definiert und alle Gbrigen Werte relativ dazu dargestellt. Statistisch signifikante Abweichungen von
der Kontrolle wurden mit * = p<0,05 und ** = p<0,005 markiert (T-Test). CQ5: 5 ug CQ/ml; CQ10: 10 ug CQ/ml;
C€Q20: 20 ug CQ/ ml; D: DMSO; T100: 100 uM TMZ.

Tab. 37: T-Test Analyse der Dosissteigerung von CQ in Anwesenheit von TMZ in der SLGC-Linie T1549

T1549 Tag d4 Tag d6
cQ5 cQio0 CQ20 cQ5 cQio CQ20
BrdU cQo n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. p< 0,05
CcQ5 n.s. n.s. n.s. p< 0,05
cQ1o n.s. n.s.
MTT cQo p< 0,05 p< 0,005 p< 0,05 p< 0,005 p< 0,005 p< 0,005
CcQ5 n.s. n.s. n.s. n.s.
cQ10 p< 0,005 n.s.
LDH cQo n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CcQ5 n.s. n.s. n.s. n.s.
cQ1o0 n.s. n.s.

BrdU: 5-Brom-2"-desoxyuridin; LDH: Laktatdehydrogenase; MTT: 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-iphenyltetrazoliumbromid; CQ5: 5 pg Chlo-
roquin/ml; CQ10: 10 pg Chloroquin/ml; CQ20: 20 ug Chloroquin/ml; n.s.: nicht signifikant.
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Abb. 40: Effekt steigender Chloroquinkonzentrationen auf die Proliferation (BrdU-ELISA), Vitalitat (MTT-Test)
und LDH-Freisetzung (Zytotoxizitdtsassay) der SLGC-Linie T1556 in Anwesenheit von Temozolomid (TMZ). -

(A)Tag d4 nach Behandlung. (B) Tag d6 nach Behandlung. Dargestellt sind die Mittelwerte von parallel unter-

suchten Proben einer Serie und die Standardabweichungen. Die relative optische Dichte der DMSO-Kontrolle

wurde als 1 definiert und alle Gbrigen Werte relativ dazu dargestellt. Statistisch signifikante Abweichungen von
der Kontrolle wurden mit * = p<0,05 und ** = p<0,005 markiert (T-Test). CQ5: 5 ug CQ/ml; CQ10: 10 ug CQ/ml;
CQ20: 20 ug CQ/ ml; D: DMSO; T100: 100 uM TMZ.

Tab. 38: T-Test Analyse der Dosissteigerung von CQ in Anwesenheit von TMZ in der SLGC-Linie T1556

T1556 Tag d4 Tag d6
cQ5 cQio0 CQ20 cQ5 cQio CQ20
BrdU cQo n.s. p< 0,05 p< 0,05 n.s. n.s. n.s.
cQs n.s. n.s. n.s. n.s.
cQi0 p< 0,005 n.s.
MTT cQo n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. p< 0,005
CcQ5 n.s. p< 0,05 n.s. p< 0,05
cQ10 n.s. p< 0,05
LDH cQo n.s. n.s. n.s. n.s. p< 0,005 p< 0,005
cQs5 n.s. n.s. p< 0,05 p< 0,005
cQ1o0 n.s. p< 0,05

BrdU: 5-Brom-2"-desoxyuridin; LDH: Laktatdehydrogenase; MTT: 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-iphenyltetrazoliumbromid; CQ5: 5 pg Chlo-
roquin/ml; CQ10: 10 pg Chloroquin/ml; CQ20: 20 ug Chloroquin/ml; n.s.: nicht signifikant.
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Abb. 41: Effekt steigender Chloroquinkonzentrationen auf die Proliferation (BrdU-ELISA), Vitalitdat (MTT-Test)
und LDH-Freisetzung (Zytotoxizitdtsassay) der SLGC-Linie T1564 in Anwesenheit von Temozolomid (TMZ). -
(A)Tag d4 nach Behandlung. (B) Tag d6 nach Behandlung. Dargestellt sind die Mittelwerte von parallel unter-
suchten Proben einer Serie und die Standardabweichungen. Die relative optische Dichte der DMSO-Kontrolle

wurde als 1 definiert und alle tGbrigen Werte relativ dazu dargestellt. Statistisch signifikante Abweichungen von
der Kontrolle wurden mit * = p<0,05 und ** = p<0,005 markiert (T-Test). CQ5: 5 ug CQ/ml; CQ10: 10 ug CQ/ml;

€Q20: 20 pg CQ/ ml; D: DMSO; T100: 100 pM TMZ.

Tab. 39: T-Test Analyse der Dosissteigerung von CQ in Anwesenheit von TMZ in der SLGC-Linie T1564

T1564 Tag d4 Tag d6
cQ5 cQio0 CQ20 cQ5 cQio CQ20
BrdU cQo n.s. p<0,005 p<0,005 p< 0,05 p<0,05 p< 0,005
cQ5 p<0,05 p<0,005 p< 0,05 p< 0,005
cQ10 n.s. p< 0,005
MTT cQo p<0,005 p<0,005 p<0,005 n.s. p< 0,005 p< 0,005
cQ5 p<0,005 p<0,005 p< 0,005 p< 0,005
cQ10 n.s. n.s.
LDH cQo p<0,005 p<0,005 p<0,005 p< 0,005 p< 0,005 p< 0,005
cQ5 p<0,005 p<0,005 p< 0,005 p< 0,05
cQio p<0,05 p< 0,005

BrdU: 5-Brom-2"-desoxyuridin; LDH: Laktatdehydrogenase; MTT: 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-iphenyltetrazoliumbromid; CQ5: 5 pg Chlo-
roquin/ml; CQ10: 10 pg Chloroquin/ml; CQ20: 20 ug Chloroquin/ml; n.s.: nicht signifikant.
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Abb. 42: Vergleich des Chloroquineffektes auf Proliferation (BrdU-ELISA), Vitalitdt (MTT-Test) und LDH-Freiset-
zung (Zytotoxizitdtsassay) von SLGC-Linien in An- und Abwesenheit von Temozolomid (TMZ). - Graphische Dar-

stellung am Beispiel der Zelllinie T1524. (A) Tag 4 nach Behandlung. (B) Tag 6 nach Behandlung. Dargestellt sind

die Mittelwerte behandelten Proben und die Standardabweichungen. Statistisch signifikante Abweichungen zwi-
schen den CQ-behandelten Proben mit TMZ (CQ/T) und ohne TMZ (CQ/-) wurden mit * = p<0,05 und ** = p<0,005
markiert (T-Test). CQ5: 5 ug CQ/ml; CQ10: 10 pg CQ/ml; CQ20: 20 pg CQ/ml; D: DMSO; n.s.: nicht signifikant; T:

TMZ.

Tab. 40: T-Test Analyse des CQ-Effektes in SLGC-Linien in An- und Abwesenheit von TMZ

TMZ +/- Tagd4 Tag dé6
cQs5 cQi10 CQ20 cQ5 cQi10 CcQ20
T1522 BrdU n.s. n.s. n.s. p<0,05 n.s. n.s.
MTT n.s. n.s. n.s. p<0,05 n.s. n.s.
LDH n.s. p<0,05 n.s. p<0,005 n.s. n.s.
T1524 BrdU p<0,005 p<0,005 p<0,05 p<0,005 p<0,005 p<0,005
MTT p<0,05 n.s. n.s. p<0,005 p<0,005 p<0,05
LDH p<0,005 p<0,005 n.s. p<0,005 p<0,005 n.s.
T1549 BrdU n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
MTT p<0,005 p<0,005 n.s. p<0,05 p<0,05 p<0,05
LDH p<0,05 n.s. p<0,005 p<0,005 p<0,005 p<0,005
T1556 BrdU n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
MTT n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
LDH p<0,005 p<0,05 n.s. p<0,005 n.s. n.s.
T1564 BrdU p<0,005 n.s. n.s. p<0,005 p<0,05 n.s.
MTT n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
LDH n.s. n.s. n.s. p<0,05 n.s. p<0,05

BrdU: 5-Brom-2"-desoxyuridin; LDH: Laktatdehydrogenase; MTT: 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-iphenyltetrazoliumbromid; CQ5: 5 pg Chlo-
roquin/ml; CQ10: 10 pg Chloroquin/ml; CQ20: 20 ug Chloroquin/ml; n.s.: nicht signifikant.
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Abb. 43: Beispiele fiir Punktwolkendiagramme der Durchflusszytometrischen Analysen von SLGC-Linien. - Die

Zellen wurden mit dem DNA-Interkalator Propididiumiodid (Pl) markiert und durchflusszytometrisch aufge-

trennt. Die Auswertung erfolgte mit der Software Summit v4.3. Die Darstellung in Histogrammen zeigt eine M-

formige Konfiguration. Der erste Peak reprasentiert Zellen mit einem diploiden Chromosomensatz (2n) in der

GO0/G1-Phase des Zellzyklus. Zwischen dem ersten und zweiten Peak liegt die S-Phase mit Zellen mit einem Chro-

mosomensatz von 2n/4n. Der zweite Peak reprasentiert Zellen mit einem Chromosomensatz von 4n in der G2-

Phase. Rechts davon sind polyploide/aneuploide Zellen mit einem Chromosomensatz >4n dargestellt.
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T1447

Abb. 44: Tumorigenitat der SLGC-Linien T1447 und T1495. — Magnetresonanztomographische und histologische
Darstellung von durch T1447 und T1495 generierten Tumoren in SCID-Mausgehirnen. T1447 und T1495 wurden
flr die Experimente mit TMZ und CQ ausgewahlt. Die Pfeile zeigen auf Raumforderungen [Quelle: M. Loy, L. Bihr,
C.Zechel].

Abbildung 44 zeigt SCID-Mausgehirne nach Inokulation der aggressiv wachsenden SLGC-Linien T1495
und T1447. Die MRT-Aufnahmen lassen unregelmaRig geformte Tumore der rechten GroBhirnhemi-
sphare mit randstandig starker Kontrastmittelaufnahme erkennen. Dieses ringférmige bis girlandenar-
tige Enhancement stellt einen typischen MRT-Befund fiir das Glioblastom dar. Aussparungen sind
durch zystische Anteile, Blutungen und Nekrosen bedingt. Auch die HE-Farbungen zeigen grolRe solide
Tumore, die das benachbarte Gehirnparenchym infiltrieren. Durch die aggressiven Tumormassen kam
es zur Zerstérung von Gehirnparenchym, sodass im dargestellten Beispiel von T1447 keine physiologi-

schen Gehirnstrukturen mehr erkennbar waren.
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Abb. 45: Gewichtsentwicklung der Versuchstiere iiber den Behandlungszeitraum. - Die Versuchstiere wurden
am Tag der Inokulation der SLGC-Zellen und im Folgenden alle 2 bis 3 Tage gewogen. Die Tiere wurden mittels
Lochzange an den Ohren markiert. Jede graphische Darstellung zeigt mehrere Versuchstiere einer Serie, die mit
1 bzw. 2 Lochern am rechten (R1a-f, R2a-f) oder linken Ohr (L1a-f, L2a-f) oder nicht markiert waren. Es wurden
maximal 4 Tiere pro Kéafig gehalten.
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Dekanat der Medizinischen Fakultét der Universitét zu Libeck
Ratzeburger Allee 160, D-23538 Liibeck

Frau Bearbeiter: Frau Erdmann
Dr. med. Zechel Telefon: (0451) 500- 4639
Klinik fiir Neurochirurgie il et
email:
janine.erdmann@medizin.uni-luebeck.de
im Hause Datum: 27.06.2008
Aktenzeichen: 08-070
nachrichtlich: ( immer angeben 1)

Herrn Prof. Tronnier
Direktor der Klinik fiir Neurochirurgie -

Ihr Antrag an die Ethik-Kommission 20. Mai 2008 — Ihr Schreiben vom 20. Juni 2008
Antragsteller: Frau Dr. Zechel / Herr Prof. Tronnier

Titel: Zell- und molekularbiologische Untersuchungen an Hirntumoren und davon abgeleiteten

Zellkulturen
Sehr geehrte Frau Dr. Zechel,

der Antrag wurde unter berufsethischen, medizinisch-wissenschaftlichen und berufsrechtlichen
Gesichtspunkten gepriift.

Die Kommission hat keine Bedenken mehr.
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Die #rztliche und juristische Verantwortung des Leiters der klinischen Studie und der an der Studie
teilnehmenden Arzte bleibt entsprechend der Beratungsfunktion der Ethikkommission durch unsere
Stellungnahme unberiihrt.

Mit freundlichem GruB und besten Wiinschen
fiir den weiteren Verlauf Threr Forschung bin ich

y [hr
Prof. Dr. medbgm. H. Raspe

Vorsitzender

anwesende Kommissionsmitglieder:

Prof. Dr. Dr. H.-H. Raspe @ Frau H. Miiller Herr Prof. Dr. Klein
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(Psychiatrie) (Kinderchirurgie, Stelly. Vorsitzender der EK)  (Plastische Chirurgie)

E_Prof. Dr. Dendorfer & Herr Dr. Ficber Herr Dr. Schultz

(Pharmakologie) (Richter am Landgericht Ahrensburg) (P4diatrie)

B Frau Prof. E. Stubbe & Prof. Schwinger & Herr D. Stojan

(Theologin) (Humangenetik) (Prasident des Amtsgerichtes Libeck)

®_Prof. Dr. Borck
(Medizin- und Wissenschafisgeschichte



Anhang 119

fitn Fogins das Lelioss
Universitat zu Libeck
Medizinische Fakultit

Ethik-Kommission
Vorsitzender:
Herr Prof. Dr. med. Dr. phil. H. Raspe
Stellv. Vorsitzende

Universitit zu Lilbeck + Ratzeburger Allee 160 - 23538 Liibeck Frau Prof. Dr. med. M. Schrader
Universitit zu Liibeck
Ratzeburger Allee 160

Frau 23538 Liibeck
PD Dr. C. Zechel
Klinik fiir Neurochirurgie Sachbearbeitung: Frau Janine Erdmann

Tel.: +49 451 500 4639
Fax: +49 451 500 3026

im Hause e 52 Y-
janine.erdmann@medizin.uni-luebeck.de

i Aktenzeichen: 08-070
R s ™ R T ) Datum 18.03.2009 =~ = B

Zell- und molekularbiologische Untersuchungen an Hirntumoren und davon abgeleiteten
Zelikulturen
Hier: Optimierte Aufkldrung — Ihr Schreiben vom 12.03.2009

Sehr geehrte Frau Dr. Zechel,
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