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1 Einleitung
1.1 Glioblastoma multiforme

1.1.1 Definition und Einteilung astrozytarer Gliome

Das Glioblastom (GBM) z&hlt zu den diffusen Gliomen und gehdrt zur Gruppe der
Astrozytome, die flr zwei Drittel aller Tumoren glialen Ursprungs verantwortlich sind.
Sie entwickeln sich aus dem Zelltyp der Astrozyten, die Vertreter der zentralen
Makroglia sind. Diese entstammt dem Ektoderm und beinhaltet auRerdem die
Oligodendrozyten sowie die Ependymzellen, welche die inneren Liquorrdume
auskleiden (Feiden, 11. Auflage 2008).

GBM sind die haufigsten malignen intrakraniellen Tumoren beim Erwachsenen. Die
Inzidenz fiir GBM in der westlichen Welt variiert zwischen 0,59 und 3,69
Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohnern (Ostrom et al., 2015). Erste Symptome sind
Personlichkeitsveranderungen, epileptische Anfélle und Ldhmungserscheinungen,
gefolgt von Hirndruckzeichen wie Kopfschmerzen, Ubelkeit und Erbrechen (Ohgaki &
Kleihues, 2013).

Es wird in primare und sekundare GBM unterschieden, da sie sich in der
Altersverteilung und der Pathogenese deutlich voneinander abheben.

Das primédre GBM ist der vorherrschende GBM-Typ und bildet sich bevorzugt in den
Grol3hirnhemisphéren und im Frontotemporallappen. Dabei entsteht es mit sehr kurzer
Anamnese de novo ohne maligne Vorstufen (Ohgaki & Kleihues, 2013). Die haufigsten
Erkrankungsraten werden in der Altersgruppe zwischen 50 und 70 (im Mittel 62) Jahren
beobachtet, wobei Ménner haufiger betroffen sind als Frauen und Menschen mit weiler
Hautfarbe doppelt so oft, wie Schwarze oder Asiaten (Ohgaki, 2009). Beim sekundéren
GBM liegt das Durchschnittsalter dagegen bei 45 Jahren. Es entwickelt sich tber Jahre
aus einem diffusen Astrozytom Grad 2, mit dem anaplastischen Astrozytom Grad 3 als
Zwischenstufe (Ohgaki & Kleihues, 2009).

Diese von der World Health Organization (WHO) eingeflihrte Graduierung sagt etwas

uber die Malignitéat des Tumors aus. Daflir werden vorwiegend histologische



Charakteristika wie die zellulare Differenzierung des Tumorgewebes, die
Tumorzelldichte, nukleare Polymorphien, Kernatypien, mitotische Aktivitat,
Endothelproliferate sowie das Auftreten nekrotischer Areale berticksichtigt (Masuhr,
Neumann, 6. Auflage 2007).

Den histopathologischen Eigenschaften entsprechend teilt die WHO 4 Grade ein:

Grad 1 Tumoren sind gut abgegrenzt, zeigen selten eine maligne Progression, weisen
eine geringe Proliferationsrate auf und kénnen zumeist vollstandig reseziert und geheilt
werden.

Grad 2 Tumoren wachsen infiltrativ und neigen trotz langsamen Wachstums zu
Rezidiven und zur malignen Progression. Sie weisen eine erhohte zelluldre und nukleére
Polymorphie auf. Das niedriggradige diffuse Astrozytom gehdort dieser Gruppe an.

Grad 3 Tumoren weisen histoglogisch deutliche Zeichen der Malignitét auf. Sie sind
anaplastisch und zeigen eine starke Proliferationsrate. Dazu zahlt man das anaplastische
Astrozytom.

Grad 4 Tumoren sind hochmaligne, wachsen schnell infiltrativ, weisen ausgeprégte
Tumorgewebsnekrosen sowie ausgepragte Anaplasien und Gefal3proliferate auf (Louis
et al., 2016). Hierzu gehort das GBM.

1.1.2 Molekulare Marker

Bei der Neuauflage der Klassifikation von Gliomen der WHO im Jahr 2016 (Louis et
al., 2016) wurden auch molekulargenetische Faktoren berticksichtigt. So wird nun auch
die nukleére Expression des x-chromosomalen Alphathalassamietardierungsgens
(ATRX), die Deletion der Chromosomenarme 1p und 19q, der Mehtylierungsstatus des
0°%-Methylguanin-Methyltransferase-(MGMT-) Genpromotors und als wichtigster
Parameter der Mutationsstatus der Isocitratdehydrogenase (IDH) 1 und 2 fir die

Einteilung und Graduierung der Gliome herangezogen (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Diagnostisch wichtige Marker bei Gliomen (modifiziert nach Capper & Reifenberger, 2015)

1.1.2.1 IDH1 und IDH2

Die Isocitratdehydrogenase ist ein Stoffwechselenzym, welches im Citratzyklus die
Decarboxylierung von Isocitrat zu o-Ketoglutarat bei gleichzeitiger Gewinnung von
NADPH katalysiert. Wahrend IDH1 im Zytoplasma und in den Peroxisomen
eukaryotischer Zellen vorliegt, wird IDH2 in den Mitochondrien gefunden (Karsy et al.,
2017). In 12 % aller diagnostizierten GBM (Yan et al., 2009) ist IDH1 oder IDH2
mutiert, wobei die hdufigste Mutation der durch IDH1 katalysierte Austausch von
Arginin 132 durch Histidin (IDH1 R172H) ist.

Bei IDH2 findet sich vorwiegend die Mutation IDH2 R172K, also der Austausch von

Arginin 172 durch Lysin. Interessanterweise sind von diesen Mutationen nur 5 % der



primaren GBM betroffen, wogegen sie in bis zu 80 % der sekundaren GBM als sehr

friihe genetische Veranderungen auftreten (Dang et al., 2009).

Die Mutation fiihrt zu einem Verlust der normalen Enzymaktivitét, so dass statt a-
Ketoglutarat vermehrt 2-Hydroxyglutarat gebildet wird. Dieses hemmt verschiedene
Histon-Demethylasen und DNA-Hydroxylasen, wodurch es zu Hypermethylierungen
Cytosin-phosphatidyl-Guanin (CpG) reicher Genpromotoren (CIMP) kommt.
Methylierungen solcher CpG-Inseln bewirken epigenetisch die Stilllegung bzw.
Abschaltung von Genen (Capper & Reifenberger, 2015) (Xu W et al., 2011). Darunter
sind auch solche Gene, deren Verlust fur die Tumorgenese essentiell ist. Daher stellen
IDH-Mutationen wahrscheinlich das initiale genetische Ereignis fur die Entstehung
diffuser Gliome dar (Capper & Reifenberger, 2015).

1.1.2.2 ATRX und 1p/19q

Das vom ATRX-Gen codierte gleichnamige Enzym gehort zur Familie der DNA-
Helikasen. Es katalysiert unter anderem den Einbau von Histon H3.3 Monomeren in
Chromatinmolekdile und tragt so zur Aufrechterhaltung der Telomere am
Chromatidenende bei (Karsy et al., 2017).

Telomere bestehen aus sich wiederholenden Tandemhexanukleotiden mit der
Basenabfolge TTAGGG. In gesunden Zellen verkiirzen sie sich mit jeder Zellteilung,
bis schlielich die Apoptose eingeleitet wird. Tumorzellen dagegen haben
Mechanismen entwickelt, um Telomere so lange wie mdglich aufrechtzuerhalten und
die Apoptose hinauszuzdgern. Im GBM ist das vor allem der ALT-Phéanotyp (alternative
Telomerverlangerung), der hier haufig mit inaktivierenden Mutationen von ATRX
assoziiert ist (Bush & Butowski, 2017). Cai et al. konnten aufl3erdem zeigen, dass
niedrige ATRX-Level eng im Zusammenhang mit dem Auftreten von CIMP und dessen
oben genannten Folgen stehen (Cai et al., 2015).

ATRX-Verluste findet man bei 57 % der sekundaren GBMs (Karsy et al., 2017). Es ist
somit ein wichtiger Marker zur Differenzierung zwischen primaren und sekundaren
GBMs (Bush & Butowski, 2017). Weiterhin tritt ein Verlust von ATRX fast

ausschlieBlich in Tumoren ohne 1p19q Deletion auf. Diese Deletion beschreibt den
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Verlust der Chromosomenarme 1p und 19q durch balancierte Translokation zwischen
den Chromosomen 1 und 19 mit nachfolgendem Verlust eines der beiden
Derivatchromosomen (Capper & Reifenberger, 2015). Sie tritt nur bei
oligodendroglialen Tumoren auf und ist fast ausschlieRlich mit IDH-Mutationen
vergesellschaftet (Reuss et al., 2015). Eine 1p/19g-Testung empfiehlt sich deshalb nicht
nur flr histologisch oligodendrogliale Tumoren, sondern fiir alle IDH-mutierten
Gliome, die immunhistochemisch keinen eindeutigen Verlust der nukledren ATRX-

Expression zeigen (Capper & Reifenberger, 2015).

1.1.3 Therapie und Prognose

Ohne Therapie tiberleben GBM-Patienten nur wenige Wochen. An erster Stelle der
Behandlung steht die méglichst komplette operative Entfernung des Tumors. Obwohl
dies vor allem auf eine Druckentlastung des Gehirns und die histologische Sicherung
des Tumorgewebes abzielt, wird dadurch das mediane Uberleben der Patienten auf

wenige Monate verlangert.

Eine vollstandige Entfernung des Tumorgewebes ist nahezu unmdglich, da sich GBM-
Zellen Uber eine infiltrative Randzone diffus in die angrenzenden Hirnbereiche
ausbreiten. Einzelne Tumorzellen scheinen an Strangen der weillen Gehirnmasse
entlang in weitentfernte Hirnareale zu wandern, so dass GBM-Zellen (iber das Gehirn
verteilt gefunden werden kénnen und das GBM daher als systemische Erkrankung des
Gehirns zu werten ist (Sahm et al., 2012).

Die Einfuhrung der fluoreszierenden 5-Aminolavulinséure (5-ALA) brachte einen
Fortschritt bei der OP. 5-ALA ist eine Vorstufe des Ham in der Porphyrinsynthese. Es
wird praoperativ verabreicht und reichert sich, zu Protoporphyrin IX verstoffwechselt,
im Tumorgewebe stérker an als in nicht tumurésem Gewebe. Unter ultraviolettem (UV)
Licht ist eine rote Fluoreszenz der Tumorzellen zwischen 635 nm und 704 nm sichtbar,
wahrend gesunde Hirnmasse blau erscheint. (Stummer et al., 2000). Die Verwendung
von 5-ALA fihrte zu signifikant héheren Raten an Komplettresektionen (Zhao et al.,
2013).



An zweiter Stelle der Therapie steht die Bestrahlung des GBM. Zuné&chst als
Ganzhirnbestrahlung mit einer Gesamtdosis von 60 Gy eingefuhrt (Walker et al., 1979),
konnte schon bald festgestellt werden, dass eine partielle Bestrahlung des
Tumorbereiches genauso wirksam ist (Garden et al., 1991).

Heute wird mit 2 Gy an 5 aufeinanderfolgenden Tagen tiber 6 Wochen fraktioniert
bestrahlt. Zusammen mit der OP konnte so eine mediane Uberlebensrate von 12,1

Monaten erreicht werden (Laperriere et al, 2002).

Der letzte grofiere Durchbruch der Therapie des GBM war die Entdeckung des
Chemotherapeutikums Temozolomid (TMZ) (Newlands et al., 1992).

In einer Phase 3 Studie mit 573 Personen zur Wirkung von TMZ bei neu
diagnostizierten Gliomen gab es zwei Gruppen. Die Kontrollgruppe (286 Patienten)
unterzog sich nach erfolgreicher OP einer alleinigen Radiotherapie, die aus einer
fraktionierten Bestrahlung des Tumors mit 2 Gy an 5 aufeinanderfolgenden Tagen fiir 6
Wochen bestand, entsprechend einer Gesamtdosis von 60 Gy. Die andere Gruppe (287
Patienten) unterzog sich nach erfolgter OP einer kombinierten Radiochemotherapie mit

anschlieBender TMZ-Monotherapie nach folgendem Schema:

Konkomitant zur fraktionierten Bestrahlung nach Vorbild der Kontrollgruppe, wurde
den Patienten fiir 42-49 Tage TMZ in einer Dosierung von 75 mg/m? Korperoberflache
verabreicht. Vier Wochen nach Beendigung der Radiochemotherapie folgte eine TMZ-
Monotherapie.

Im 1. Zyklus dieser Monotherapie nahmen die Patienten TMZ in einer Konzentration
von 150 mg/m? {iber fiinf Tage ein, gefolgt von 23 Tagen Pause. Ab dem 2. Zyklus
wurde die Dosis auf 200 mg/m? erhoht, dieser erfolgte ebenfalls tiber fiinf Tage mit
anschlieBenden 23 Tagen Pause. Bis zu 6 Zyklen wurden so durchgefiihrt. Die mediane
Uberlebensrate der Kontrollgruppe betrug 12,1 Monate wahrend die andere Gruppe im
Median 14,6 Monate lang tberlebte. Seitdem besteht die Standardtherapie aus OP,
Bestrahlung mit konkomitanter TMZ-Chemotherapie und anschlieRender adjuvanter
TMZ-Monotherapie (Stupp et al., 2005), (Stupp et al., 2009), (van den Bent et al.,
2006).



Ein vielversprechender neuer Therapieansatz sind die sogenannten Tumortherapiefelder
(TTFields). Hierbei handelt es sich um elektromagnetische Wechselstromfelder mit
intermediérer Frequenz (100-300 kHz) und niedriger Intensitét (1-3 VV/cm). Den
Patienten werden die TTFields durch auf den rasierten Kopf platzierte
Keramikelektroden appliziert.

Eine multizentrische internationale Studie konnte die Wirksamkeit von TTFields in
Verbindung mit der Standardtherapie nachweisen. Im Vergleich zur Kontrollgruppe mit
15,1 Monaten betrug das mediane Gesamtiiberleben der Behandlungsgruppe 20,5
Monate und auch die 2-Jahresiiberlebensraten konnten signifikant gesteigert werden
(Stupp et al., 2015).

Dabei gab es auBer Hautirritationen durch den Klebstoff, mit dem die Elektroden
befestigt werden, keine Nebenwirkungen. Wahrscheinlich wirken TTFields auf
Molekiile, die fir die Zellteilung essentiell sind und kdnnen so den Zelltod ausldsen.
Dabei haben sie keine Wirkung auf Zellen, die sich nicht in der Mitose befinden, l6sen
keine Depolarisation der Zellmembran aus und bewirken daher auch keine Muskel- oder
Nervstimulation (Hottinger et al., 2016). TTFields konnten also in naher Zukunft Teil
der Standardtherapie werden (Stupp et al., 2015).

1.2.4 Wirkmechanismus von Temozolomid

Wie oben beschrieben ist TMZ ein zentraler Pfeiler der GBM-Therapie. TMZ ist ein
kleines, 194 Da messendes, lipophiles Molekil mit DNA alkylierenden Eigenschaften
und nach oraler Gabe einer Bioverfiigbarkeit von annahernd 100 %. Seine
Plasmahalbwertszeit betragt 1,8 h bei einem pH-Wert von 7,4. Es besitzt eine sehr gute
Penetrationsféhigkeit der Blut-Hirn-Schranke, so dass es selbst bei intakter Blut-Hirn-
Schranke gut in das Gehirn Ubertreten kann.

Es handelt sich um eine Prodrug, die bei physiologischem pH-Wert in das zytotoxisch
wirksame 5-(3-Methyltriazen-1-yl) imidazol-4-carboxamid (MTIC) hydrolysiert wird.
MTIC wiederum reagiert mit Wasser zu 5-Aminoimidazol-4-carboxamid (AIC) und das
hochreaktive Methyldiazoniumkation (Abbildung 2). Dieses Kation methyliert DNA an
der O%-Position und N’-Position des Guanins sowie an der N3-Postion des Adenins. Der

zytotoxische Effekt beruht auf der Entstehung des O8-Methylguanins, welches sich
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wahrend der DNA-Replikation mit der Base Thymin fehlpaart und nicht korrekt an
Cytosin anlagert.

Diese Fehlpaarung alarmiert die DNA-Mismatchreparatur. Sie erkennt das falsch
eingebaute Thymin im Tochterstrang und entfernt es. Das O®-Methylguanin verbleibt
jedoch im Templatestrang, so dass erneut falschlicherweise Thymin eingebaut wird.
Folglich kommt es immer wieder zur Entfernung des Thymins aufgrund wiederholter
Fehlpaarung. Nach einigen Zyklen der Basenexzisionsreparatur ist die
Reparaturfahigkeit der DNA-Mismatchreparaturenzyme erschopft. Es entstehen DNA-
Doppelstrangbriiche, die schlie3lich zum Zelltod fiihren (Zhang et al., 2012).

H,NOC (X.
<7 N H,0 N
N \ — N k.H MTIC

N\ _ N N._ -CO, *

- Y CH N\ NH
T™Z

0
H,NOC

H NH, Methyldiazoniumkation
AIC — NuH

+ +
- [CHsNz] > NuCH;+N,+H
Nu= nukleophiles Zentrum der DNA

Abbildung 2: Struktur und Aktivierungsweg der Prodrug TMZ (modifiziert nach Zhang et al. 2012.
TMZ = Temozolomid, MTIC = 5-(3-Methyltriazen-1-yl) imidazol-4-carboxamid, AIC = 5-
Aminoimidazol-4-carboxamid

1.2.5 DNA-Reparatur durch die O8-Methylguanin-Methyltransferase (MGMT)
Hegi et al. konnten nachweisen, dass TMZ nicht bei allen Patienten gleich gut wirkt
(Abbildung 3). Es gibt 2 Patientengruppen, die sich in der MGMT-Expression
unterscheiden. Die erste Patientengruppe besitzt einen methylierten Genpromotor und
exprimiert kein MGMT, wahrend der Promotor der 2. Gruppe unmethyliert war und
MGMT exprimiert wurde. Beide Gruppen unterzogen sich der Standardtherapie nach
dem Stupp-Schema. Die Uberlebensrate nach 18 Monaten betrug in dieser Phase 2



Studie 62 % fur die Gruppe mit methyliertem MGMT-Promotor aber nur 8 % in der
Gruppe mit unmethyliertem MGMT-Promotor (Hegi et al., 2005) (Hegi et al., 2004).

100 { g = Meth, TMZRT
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. Unmeth, TMZRT
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Abbildung 3: Kaplan-Meier-Analyse der Uberlebensrate abhingig vom MGMT-Methylierungsstatus.
Blaue Kurve: Meth, TMZ/RT, Patientengruppe mit methyliertem Promotor und Radiochemotherapie.
Rote Kurve: Meth, RT, Patientengruppe mit methyliertem Promotor und alleiniger Radiotherapie.

Gelbe Kurve: Unmeth, TMZ/RT, Patientengruppe mit unmethyliertem Promotor und Radiochemotherapie
Graue Kurve: Unmeth, RT, Patientengruppe mit unmethyliertem Promotor und alleiniger Radiotherapie
(Hegi et al., 2008).

In einer anderen Studie wurde bestimmt, ob der Methylierungsgrad des MGMT-
Promotors Einfluss auf das mediane Uberleben hat. Dafiir wurde bei 105 Patienten, die
sich der Standardtherapie unterzogen bestimmt, zu welchem Anteil die jeweiligen CpG-
Inseln des MGMT-Promotors methyliert waren. Lag der Methylierungsgrad bei 0-9 %
galt der Promotor als unmethyliert. 10-29 % galten als geringgradig und 30-100 % als
hochgradig methyliert. Die mediane Uberlebensrate bei einem unmethylierten Promotor
betrug 15,4 Monate, beim niedriggradig methylierten Promotor 12,5 Monate und bei
einem hochgradig methylierten Promotor 25,2 Monate (Brigliadori et al., 2016).

MGMT ist ein 23 kDa messendes DNA-Reparaturprotein, das Alkylgruppen von der
O°%-Position des Guanins entfernt. Die entfernte Alkylgruppe wird auf den Cystein145-
Rest im aktiven Zentrum der MGMT Ubertragen (Abb. 4). Es entsteht eine kovalente
Bindung, was in einer Autoinaktivierung der MGMT resultiert. Zur Aufnahme einer
weiteren Alkylgruppe muss also ein neues MGMT-Molekil synthetisiert werden.
Deshalb wird MGMT auch oft als ,,Selbstmordenzym* bezeichnet (Kaina et al., 2010).
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Abbildung 4: Der durch MGMT vermittelte DNA-Reparaturprozess (modifiziert nach Zhang et al. 2012)

Wird MGMT also in Glioblastomzellen exprimiert, bedeuted das eine Resistenz
gegenuber alkylierenden Substanzen wie TMZ und die Patienten sprechen weniger gut
auf die Therpie an (Zhang et al., 2012). Die Korrelation zwischen
Promotormethylierung und das gute Ansprechen auf die Therapie ist somit ein wichtiger
und unabhéngiger prognostischer Faktor (Felsberg et al., 2009). Die Bestimmung des
MGMT-Status ist mittlerweile standardisierter Teil der histopathologischen Staging-
Untersuchungen beim GBM (Ferreira et al., 2016).

1.2.6 Zielsetzung meiner Arbeit

Dass sich der MGMT-Methylierungsgrad im Laufe des Lebens &ndern kann, wurde in
der GBM-Forschung in einigen Fallen beobachtet. So konnte gezeigt werden, dass sich
der Primdrtumor gegenuber seinem Rezidiv in der MGMT-Promotormethylierung
unterscheiden kann, wobei ein Wechsel sowohl von methyliert zu unmethyliert, als auch

umgekehrt vorgekommen ist (Parkinson et al., 2008).

Bei Vorarbeiten durch die Promovendin A. StoRRel wurden die GBM-Zelllinien U87 und
U138 mit verschiedenen TMZ-Konzentrationen behandelt und auf ihre MGMT-
Expression auf mRNA- und Proteinebene untersucht. Grundlage fiir diese Experimente

war eine Beobachtung von Alonso et al., bei der U87-Zellen nach TMZ-Behandlung
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eine MGMT-Expression zeigten, was in unbehandeltem Zustand nicht der Fall war
(Alonso et al., 2007). Frau StoRel stellte in ihrer Versuchsreihe fest, dass die Zelllinie
U138 MGMT in hohen Konzentrationen sowohl auf mMRNA- als auch auf Proteinebene
exprimierte, wahrend U87-Zellen dies nicht taten. Unter TMZ-Behandlung konnte die
MGMT-Expression bei U138 sogar noch gesteigert werden, so dass eine
Regulierbarkeit angenommen werden kann. Bei den U87-Zellen konnte unter TMZ-
Behandlung allerdings keine Verénderung in der Expressionsstarke nachgewiesen

werden.

Diese Befunde bildeten die Grundlage meiner Folgeversuche. Dabei stand die Frage im
Mittelpunkt, ob Veréanderungen im MGMT-Genmethylierungsstatus und in der MGMT-
Expression auf mMRNA- und Proteinebene therapieinduziert sind und ob sie
experimentell in der Zellkultur nachzubilden sind. Wenn das zutréfe, wiirde es zeigen,
dass epigenetische Genregulationen auch kurzfristig auftreten kdnnen und es wirde
erklaren, warum es bei manchen Patienten zu einem Wechsel des MGMT-
Methylierungsstatus zwischen Primartumor und Rezidiv kommt. Zum anderen ware ein
Zellkulturmodell etabliert, mit dem man die zugrundeliegenden Mechanismen
untersuchen kdnnte oder mit dem man sogar neue therapeutische Ansétze zur

Regulation der MGMT-Expression entwickeln kénnte.
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2 Material und Methoden
2.1 Arbeitsmaterial

2.1.1 Laborgerate

Abzug von Kottermann

Accu Jet Pro von Brand

Accurpette von VWR

Feinwaage von Sartorius

Gefrierschrank -20°C Comfort von Liebherr

Gefrierschrank -80°C von Fryka Kéltetechnik
Handzé&hlstiick von Hartenstein

Heizblock Thermo Mixer C von Eppendorf

iBlot von Invitrogen

Kihlschrank 4°C FKS 500 Index 10C von Liebherr Profiline
Linearbeschleuniger Primus L von Siemens

Macs Mix Mx001 von Miltenyi Biotec

Magnetrihrer MR 3001K von Heidolph

Mikroskop und Kamera DFC 450 C von Leica

Mikroskop von Hundt Wetzlar

Pipetten von Eppendorf und Discovery Comfort

Qubit 2.0 Fluorometer von Life Technologies

Schittler Rotamax 120 von Heidolph

Sterilwerkbanke Nuaire von Heraeus

Stickstofftank zur Zelllagerung von Messer Griesheim
Thermocycler T3000 von Biometra

Vortex Genie 2 von Scientific Industries

Wasserbad von Hartenstein

XCell Surelock Western Blot System von Invitrogen™
Zahlkammer Fuchs-Rosenthal 0,0625 mm2 0,2 mm Tiefe von Hartenstein
Zellkulturschrank Heracell 240 CO> incubator von Thermo Scientific
Zentrifuge Biofuge pico von Heraeus

Zentrifuge Mega Star 3.0 R von VWR
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Zentrifuge Micro Star 17R von VWR

2.1.2 Chemikalien

0,4 % Trypanblau von Sigma

10 x Reducing Agent NuPage™ von Invitrogen™

100 % Ethanol von Sigma

100 % Isopropanol von Sigma

100 % Methanol von Sigma

100 % methylierte DNA von Life Technologies

20 x 2-(N-Morpholino) Ethansulfonsédure (MES) Puffer von Invitrogen™

4 x Lithiumdodecylsulfat (LDS) Sample Buffer NuPage™ von Invitrogen™

Antioxidant NuPage™ von Invitrogen™

Aqua dest. von Servoprax®

Chloroform von J.T. Baker

Dimethylsulfoxid (DMSO) von Roth

Entwicklerlosung Amersham ECL Western Blotting Analysis System von GE
Healthcare

Essigsaure von Sigma

Ethylendiamintetraessigsédure (EDTA) von Sigma

Guanidin Hydrochlorid von Roth

Kristallviolett von Sigma

Magermilchpulver von Roth

Melt Dr. HRM Master Mix von Applied Biosystems

Natriumchlorid (NaCl) von Sigma

Natrium-Citrat von Sigma

Natriumhydroxid (NaOH) von Sigma

Nicht methylierte DNA von Life Technologies

Salzsaure (HCI) von Sigma

Taq Man Gene Expression Master Mix von Applied Biosystems

Temozolomid von Sigma

TRIS-Base und TRIS-Hydrochlorid Puffer von Roth

TRIzol von Life Technologies
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Tween 20 von Sigma
Ultra Pure Water von Biochrom

-Mercaptoethanol von Sigma

2.1.3 Behélter, Reaktionsgefalie und Verbrauchsmaterial

6-Well Platten von Corning®Costar®

75 cmz2 Zellkulturflaschen von Corning®Costar®

96-Well Platten von Life Technologies

Amersham Hyperfilm ECL RPN 3103 K von GE Healthcare

Becherglaser 50 ml, 100 ml, 1 1, 5 | von Hartenstein

Binding Plate von Life Technologies

Deckglaser 20 x 16 x 0,4 mm von Hartenstein

Elutionsplatte von Life Technologies

iBlot® Transfer Stack, PVDF, regular size von Invitrogen™

Kryoréhrchen von Greiner

Laborfilm Parafilm M von Pechiney Plastic Packaging

Messzylinder Glas 250 ml, 1 | von Hartenstein

Nitrocellulosemembran von Schleicher & Schuell

NuPage 4-12 % Bis-Tris Gel 1 mm x 12 Well von Life Technologies

Petrischalen Nunclon™ Delta surface, Durchmesser 10 cm von Thermo Fisher
Scientific

Pipettenspitzen von Sarstedt

PureLink™ 96 Receiver Plate von Life Technologies

Qubit Assay Reaktionsgefalie von Life Technologies

Reaktionsgeféalie 1,5 ml, 2 ml von Eppendorf

Reaktionsgeféalie 15 ml, 50 ml bio-one cellstar von Falcon

Whatman Papier von Whatman
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2.1.4 Kits

Cells to CpG Methylated and Unmethylated gDNA Control Kit von Life
Technologies

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit von Applied Biosystems

Melt Doctor HRM Kit von Applied Biosystems

NucleoSpin DNA Kit von Macherey Nagel

NucleoSpin RNA/Protein Kit von Macherey Nagel

Qubit dsDNA HS Assay Kit von Life Technologies

Qubit Protein Assay Kit von Life Technologies

Qubit RNA Assay Kit von Life Technologies

2.1.5 Zellkulturmaterial

Dulbecco phosphate buffered saline (PBS) w/o Ca?*, low endotoxin von
Biochrom

Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM), [+] 19/l D-Glucose, [+] Pyruvat,
[+] L-Glutamin von Gibco

Fetal calf serum (FCS) von Gibco

MEM non essential amino acids (NEAA) von Gibco

Penicillin/Streptomycin von Gibco

Trypsin-EDTA 0,25 %/0,02 % (w/v) in PBS w/o Ca?* w/o Mg?* von Biochrom

2.1.6 GroRenmarker fur Proteine
SeeBlue Plus 2 prestained Proteinmarker von Invitrogen™

Protein Plus Protein Dual Color Standards von Bio Rad

2.1.7 Zelllinien

Zelllinie | Spezies | Gewebe | Zelltyp | Alter | Geschlecht | Wachstum | Firma
Homo Glio-

U138 ] Gehirn 47 Ménnlich Monolayer CLS
sapiens blastom
Homo Glio-

us7 ] Gehirn 44 Weiblich Monolayer CLS
sapiens blastom
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2.1.8 Antikorper

Anti-MGMT, monoklonal von Abcam

Anti-mouse 1gG HRP from sheep von GE Healthcare
Anti-rabbit IgG HRP from goat von Santa Cruz Biotechnology
Anti-y-Tubulin, monoklonal von Sigma

2.1.9 Sonden
18S rRNA VIC®-MGB von Applied Biosystems
MGMT TagMan Gene Expression Assays von Applied Biosystems

2.1.10 Primer fir HRM
Primer 1: Sequenz 5° —3”: GCGTTTCGGATATGTTGGGATAGT
Primer 2: Sequenz 5° — 3’: CCTACAAAACCACTCAAACTACCA

2.1.11 Software

Origin Version 9 von Origin Lab Corporations

Step One Software Version 2.3 von Thermofisher Scientific
Expression Suite Software Version 1.0.4 von Thermofisher Scientific

GraphPad Prism Version 6 von GraphPad Software, Inc.

2.1.12 Losungen und Medien

Zellkulturmedium fur Zelllinien

500 ml DMEM, [+] 1 g/l D-Glucose, [+] L-Glutamin, [+] Pyruvat
10 ml MEM NEAA

50 ml FCS

2 ml Penicillin/Streptomycin
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Fur Western-Blot

0,1% TBST:

6,05 g Tris Base

8,77 g NaCl

990 ml Aqua dest. > pH-Wert mit HCI auf 8,0 einstellen
10 ml Tween 20

Blocking solution:
5 g Magermilchpulver in 100 ml 0,1 % TBST

MES Puffer:
250 ml 20 x MES Puffer
4,75 | Aqua dest.

Laufpuffer innere Kammer:
200 ml MES Puffer
500 pl NuPage™ Antioxidant

Fir TRIzol Aufreinigung
Resuspensionslésung:

8 mM NaOH

Ldsung fur Langzeitlagerung der DNA:
1 mM EDTA

Resuspensionsldsung flr Proteinaufreinigung:
1 % Natriumdodecylsulfat (SDS)

Waschlosung fur Proteinaufreinigung:
0,3 M Guanidin Hydrochlorid in 95% Ethanol
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Waschldsung fir DNA Aufreinigung:
0,1 M Natrium-Citrat in 10% Ethanol

Mastermix fur die cONA-Synthese pro Ansatz
4 ul 10 x RT Puffer

1,6 pl 25 x ANTP Mix (100 mM)

4 ul 10 x RT Random Primer

2 Ul MultiScribe Reverse Transkriptase

8,4 ul Nuclease freies H.O

Mastermix fur die quantitative Polymerase Kettenreaktion (QPCR) pro Ansatz
10 ul Tag Man Gene Expression Master Mix

1 pl 18S rRNA VIC — MGB von Applied Biosystem (endogene Kontrolle)

1 pul MGMT Tag Man Gene Expression Assays von Applied Biosystems

4 ul H.0

Fiur HRM
Bindepuffer fir HRM:
50 ml 100 % Isopropanol in die Flasche mit dem Bindepuffer geben und durch

invertieren mischen

Waschpuffer fir HRM:
120 ml 100 % Ethanol zu jeder Flasche Waschpuffer geben und mischen

Desulfonierungsreagenz fiir HRM:

45 ml 100 % Ethanol zu jeder Flasche Desulfonation Reagent geben und mischen

Conversion Reagenz flir HRM:

260 pl Denaturation Reagent und 8 ml Wasser zum Pulver im Conversion
Reagent zugeben und mischen

500 pl Conversion Buffer zu Conversion Reagent geben und mischen

10 min 60°C Wasserbad, damit sich das Pulver gut 1ost
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2-3 Mal wéhrend der 10-minutigen Inkubation vortexen

Master Mix fur HRM:

10 ul Melt Dr. HRM Master Mix
1,2 pl Primer 1

1,2 pl Primer 2

5,6 pul H2.0

Fixativ fur den Kolonietest
Drei Teile Methanol

Ein Teil Essigsdure

125 mM TMZ Stockldsung
12,134 mg TMZ gel6st in 500 pl DMSO
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Alle Arbeiten in der Zellkultur wurden unter Sterilwerkbanken durchgefihrt.
Verwendete Medien, Losungen und Arbeitsgerate waren steril. Die Zelllinien wurden
bei 37° C, 5 % CO2 und 100 % Luftfeuchtigkeit im Zellkulturschrank kultiviert. Die
langfristige Lagerung erfolgte in Kryordhrchen bei -196° C in fliissigem Stickstoff.
Nach dem Auftauen im 37° C warmen Wasserbad wurden die Zellen in eine
Zellkulturflasche mit 19 ml Zellkulturmedium tberfthrt. Am néchsten Tag wurde das
alte Zellkulturmedium abgesaugt und durch frisches ersetzt, um das als Frostschutz im

Einfriermedium enthaltene aber toxisch wirkende DMSO zu entfernen.

2.2.2 Splitten der Zelllinien/Passagieren

Hatten sich die Zellen soweit geteilt, dass ein zu 80 % konfluenter Zellverband
entstanden war, wurden die Zelllinien gesplittet. Die Zelllinie U87 wurde im Verhaltnis
1:5 und die Zelllinie U138 im Verhaltnis 1:4 umgesetzt. Dazu wurde das Medium
komplett abgesaugt und verworfen. Die Zellen wurden mit 5-7 ml PBS gewaschen, um
Reste des Zellkulturmediums zu entfernen. Nach Zugabe von 1,5 ml Trypsin/EDTA
wurden die Zellkulturflaschen flr einige Minuten in den Brutschrank gelegt, bis sich die
Zellen abgekugelt hatten und einzeln im Trypsin schwammen. Der Vorgang wurde
durch Zugabe von 8,5 ml Medium abgestoppt und die Zellsuspension resuspendiert. Bei
der Linie U87 wurden 2 ml und bei der Linie U138 2,5 ml Zellsuspension in der
Zellkulturflasche belassen, die dann jeweils mit 18 ml frischem Medium aufgefullt

wurde.

2.2.3 Zellzdhlung in der Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer

Die zu zahlenden Zellen wurden wie in 2.2.2 beschrieben von ihrem Untergrund durch
Trypsin abgelost, in 5 ml Zellkulturmedium resuspendiert und in ein 15 ml
Reaktionsgefal3 tiberfiihrt. In einem 1,5 ml Reaktionsefall wurden 20 pl dieser
Zellsuspension mit 80 pl (Verdiinnung 1:5) bzw. 180 ul (Verdiinnung 1:10) Trypanblau
gut gemischt und davon 20 pl unter das Deckgldschen der vorher priaparierten

Zahlkammer pipettiert. Daraufhin wurden die Zellen in allen 16 groRen Quadraten
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ausgezahlt und die Zellzahl pro ml Zellsuspension wurde mit folgender Formel
berechnet:

Zellzahl x Verdiinnung x 1000
Kammerfaktor 3,2

= Zellzahl/ml

2.2.4 Kolonietests nach Bestrahlung der Zelllinien U87 und U138

Der Kolonietest diente dazu, die Uberlebensrate von mit unterschiedlichen Intensitéten
bestrahlten Zellen festzustellen. Er wurde auf 6-Well-Platten durchgefihrt. Dazu
wurden in jedem Well 100.000 Zellen in 3 ml Medium pro Well ausgesat. Am néachsten
Tag wurden die Zellen wie in Tabelle 1 angegeben, mit einem Linearbeschleuniger von
Siemens bestrahlt, der nicht mehr fur die Patientenbehandlung verwendet wird, wobei
immer eine Kontrolle mitgefuhrt wurde. Ob eine Hochdosisbestrahlung oder
Normalbestrahlung durchgefihrt wurde, hing von der Anzahl der bestrahlten Platten ab.
Da das Feld bei der Hochdosisbestrahlung néher an der Strahlenquelle lag, waren

weniger Monitoreinheiten notwendig und die Bestrahlungszeit reduzierte sich erheblich.

Strahlendosis Hochdosisbestrahlung Normaldosisbestrahlug
(Feld 20x20 cm) (Feld 40x40 cm)

2 Gy 52,8 MU 168 MU

3Gy 79,8 MU 252 MU

5Gy 132 MU 420 MU

7Gy 184,8 MU 588 MU

8 Gy 211,2 MU 672 MU

Tabelle 1: Bestrahlungsbedingungen fur den Kolonietest. MU = monitor units

Die Halfte der Zellen wurde unmittelbar nach der Bestrahlung wie in 2.2.2 beschrieben,
abgelost, die Zellzahl mit der Fuchs-Rosenthal-Kammer bestimmt und pro

Bestrahlungsdosis eine Stockldsung mit einem Volumen von 1 ml und einer
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Konzentration von 5.000 Zellen/ml hergestellt. \Von dieser Zellsuspension wurden die in
Tabelle 2 aufgefuhrten Mengen entnommen und die angegebenen Zellzahlen fir den
Kolonietest verwendet. Analog wurde die andere Halfte der Zellen nach 24 h abgeldst

und dann der Kolonietest angesetzt.

u87/u138
Strahlendosis Zellzahl Menge
Kontrolle 50 10 pl
2 Gy 50 10 pl
3Gy 125 25 l
5 Gy 250 50 pl
7 Gy 1000 200 pl
8 Gy 1000 200 pl

Tabelle 2: Verwendete Zellzahlen fir die Kolonietests

Die adharenten Zellen wurden nach 12-14 Tagen mit dem Fixativ behandelt, um die
entstandenen Kolonien sichtbar zu machen. Dazu wurde das Medium in den Wells der
6-Well-Platten entfernt und die Zellen wurden mit 1,5 ml PBS pro Well gewaschen. Das
PBS wurde abgesaugt und anschlieBend wurden 3 ml eiskaltes Fixativ fiir 20 min in
jedes Well gegeben. Das Fixativ wurde dann verworfen und die fixierten Zellen wurden
mit 3 ml Kristallviolett pro Well Gber Nacht geféarbt. AnschlieRend wurden die 6-Well-
Platten gewaschen, indem sie im Ganzen in Aqua dest. getaucht wurden. Die Kolonien
wurden mit Hilfe einer Stereolupe im Durchlicht ausgezahlt. Kolonien wurden nur dann
gewertet, wenn sie aus mindestens 50 Zellen bestanden. Mit der Software Origin
wurden nach Dateneingabe Uberlebenskurven mit halblogarithmischer Skala erstellt.
AuBerdem errechnete die Software die Plating Efficiency (PE), die Dosis D10 und die
Uberlebende Fraktion bei 2 Gy (SF 2). Die PE gibt Auskunft tiber das Verhaltnis der
Anzahl der gezahlten Kolonien im Verhaltnis zur Anzahl der ausgeséten Zellen. Die

SF2 ist das Verhéltnis der Anzahl der Kolonien nach der Bestrahlung mit 2 Gy zur
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Anzahl der ausgesaten Zellen multipliziert mit der PE. D10 ist die Strahlendosis in Gy,
bei der 10 % der Zellen Gberlebt haben.

2.2.5 Bestrahlung der Zelllinien U87 und U138 aufgrund der Kolonietests

Die Zelllinien U87 und U138 wurden aufgrund der Erkenntnisse aus den Kolonietests
mit 2 Gy und 5 Gy bestrahlt, einer Kombinationsbehandlung aus Bestrahlung und TMZ
unterzogen oder alleine mit TMZ behandelt. Auch dieses Mal wurde eine unbehandelte
Kontrolle mitgefihrt. Jetzt wurden die Versuche auf Petrischalen mit einem
Durchmesser von 10 cm durchgefiihrt. Ausgesat wurden 1,5 x 10® Zellen pro Petrischale
in 10 ml Medium. Die TMZ-Behandlung wurde mit einer Konzentration von 75 uM (6
pl der 125 mM TMZ Stockldsung) durchgefihrt. Diese Behandlung fand 2 h vor der
Bestrahlung statt, da die Plasmahalbwertszeit von TMZ 1,8 h betrégt. Nach Bestrahlung
wurden die Zellen 24 h im Zellkulturschrank belassen. Danach wurden die Zellen nach
Entfernen des Zellkulturmediums ohne Waschschritt mittels 1 ml TRIzol vom

Petrischalenboden abgeldst, um genomische DNA, mRNA und Protein zu gewinnen.

2.2.6 Fraktionierte Bestrahlung

Bei Patienten wird die fraktionierte Bestrahlung tiber 6 Wochen an 5 Tagen in der
Woche mit einer taglichen Strahlendosis von 2 Gy durchgefiihrt, so dass man eine
akkumulative Dosis von 60 Gy erreicht. Meist findet die Therapie als Radio-
Chemotherapie statt. Hier bekommen die Patienten ca. 2 h vor der Bestrahlung das
Chemotherapeutikum TMZ intravends verabreicht.

Um die Patientenbehandlung unter Laborbedingungen nachzustellen wurden analog
dazu die in Petrischalen adhé&renten Zellen der Zelllinien U87 und U138 eine Woche
lang einer taglichen Dosis von 2 Gy ausgesetzt, mit TMZ behandelt oder (wie in 2.2.5
beschrieben) einer Kombinationsbehandlung unterzogen. Die ausgesate Zellmenge
betrug 300.000 Zellen in 10 ml Medium. Eine Kontrolle wurde immer mitgefuhrt. Um
gleiche Bedingungen zu erreichen, wurde jeden Tag zur gleichen Zeit bei den
unbehandelten Proben das Zellkulturmedium abgesaugt und durch frisches ersetzt. Den
zu behandelnden Kulturen wurde TMZ zugegeben. Zusatzlich wurden die Petrischalen

jeden Tag uber 5 Tage hinweg fotografiert, wobei darauf geachtet wurde, dass die
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Zellen adhé&rent als Monolayer am Petrischalenboden haften und sich nicht vorzeitig
durch Uberwachsen losten. Nach 24 h und nach fiinf Tagen wurden die Proben mittels
des NucleoSpin DNA Kits und des NucleoSpin RNA/Protein Kits von Macherey Nagel

aufgereinigt, um genomische DNA, mRNA und Protein zu gewinnen.

2.2.7 DNA/RNA/Protein Aufreinigung mit TRIzol

TRIzol ist ein phenol- und guanidin-isothiocyanathaltiges Reagenz zur Gewinnung von
RNA, genomischer DNA und Protein. Die Probe aus 2.2.5 wurde durch Aufziehen in
einer Insulinspritze homogenisiert und mit 200 pl Chloroform versetzt. AnschlieRend
wurde sie bei 12.000 xg 15 min zentrifugiert, um eine Auftrennung in drei Phasen zu
erreichen. Die obere wassrige Phase enthalt RNA, die Interphase DNA und die
organische Phenol-Chloroform-Phase das Protein.

Die wassrige Phase wurde abgenommen und 500 pl 100 % Isopropanol zugegeben.
Dadurch wurde die RNA prézipitiert. Die Interphase und die Phenol-Chloroform-Phase
wurden zusammen bei 4° C aufbewahrt. Die ausgeféllte RNA wurde durch Zugabe von
1 ml 75 % Ethanol gewaschen. Es folgte eine 5 min Zentrifugation bei 7.500 xg.
AnschlieBend wurde das Ethanol abgenommen und das RNA-Pellet kurz getrocknet
bevor es in 50 pl Ultra Pure Water fur 12 min bei 55° C geldst und bei -80° C gelagert
wurde.

Interphase und Phenol-Chloroform-Phase wurden nicht getrennt. Zur
Weiterverarbeitung wurden die verbliebenen Reste der wassrigen Phase entfernt und es
erfolgte die Zugabe von 300 ul 100 % Ethanol, sodass die genomische DNA ausfiel.
Die Probe wurde anschlieBend bei 2.000 xg fiir 5 min zentrifugiert, um ein Pellet zu
generieren. Der Phenol-Chloroform Uberstand wurde abgenommen und fiir die

Proteinisolation bei -80° C aufbewahrt.

Das DNA Pellet wurde mit 1 ml 0,1 M Natriumcitrat in 10 % Ethanol gewaschen. Nach
Zentrifugation bei 2.000 xg fur 5 min wurde die Waschlosung verworfen. Das Pellet
wurde nach Zugabe von 1,5 ml 75 % Ethanol und nach anschliel3ender Zentrifugation
bei 2.000 xg fir 5 min getrocknet. Mit 300 ul 8 mM NaOH wurde die DNA geldst. Zur
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Langzeitlagerung wurde 0,2 pul 1 mM EDTA dazugegeben. Die Lagerung erfolgte bei -
20° C.

Um das Protein-Pellet zu gewinnen, wurde zum Phenol-Chloroform-Uberstand 1,5 ml
Isopropanol gegeben und bei 12.000 xg fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und das Proteinpellet mit 2 ml 0,3 M Guanidin Hydrochlorid in 95 %
Ethanol gewaschen. Nach Zentrifugation bei 7.500 xg fur 5 min und Abnahme des
Uberstandes, wurde erneut mit 2 ml 100 % Ethanol gewaschen. Nach Zentrifugation bei
7.500 xg fur 5 min, wurde das Pellet getrocknet. Es wurde anschlie3end in 200 pl 1 %
SDS bei 50° C fur 10 min geldst und dann bei -20° C gelagert. Durch diese Behandlung

wurde das Protein denaturiert.

2.2.8 gDNA Aufreinigung mit dem NucleoSpin Kit von Macherey Nagel

Das Kit ist zur Gewinnung von gDNA aus bis zu 107 Zellen geeignet. Das Medium
wurde komplett abgesaugt und die Zellen wurden mit 1,5 ml Trypsin abgel6st. Nach
Zugabe von 7 ml frischem Zellkulturmedium zum Abstoppen der Reaktion wurde die
Zellsuspension in ein 15 ml ReaktionsgefaR tberfiihrt. Nach Abzentrifugation bei 1.000
xg wurde der Uberstand abgenommen und die Zellen wurden mit etwas PBS
gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation bei 1.000 xg wurde der entstandene Uberstand
erneut abgenommen und verworfen. Zur Lyse wurde zu den Zellen 200 pl T1, 25 pl
Proteinase K und 200 pl B3 zugegeben. Die Suspension wurde in ein 1,5 ml
Reaktionsgefal Uberflhrt. Nach kurzem Vortexen und Inkubation bei 70° C fur 12 min
im Heizblock wurden 210 pl 100 % Ethanol zugegeben. Nach erneutem vorsichtigem
Vortexen, wurde die Probe auf eine Saule tberfiihrt und 1 min bei 11.000 xg
zentrifugiert. Nun war die gDNA auf der Membran der Sdule gebunden. Der Durchfluss
wurde verworfen und die S&ule auf ein neues Reaktionsgefal} gesetzt. Zum Waschen der
gebundenen DNA wurde 500 pl BW zugefigt und fir 1 min bei 11.000 xg zentrifugiert.
Der Durchfluss wurde verworfen, die Saule auf dasselbe Reaktionsgefal gesetzt, 600 pl
B5 zugefiigt und 1 min bei 11.000 xg zentrifugiert. Der Durchfluss wurde wiederum
verworfen und die Sdule getrocknet, indem sie 1 min bei 11.000 xg zentrifugiert wurde.
Die Saule wurde auf ein 1,5 ml Reaktionsgefal} gesetzt und 100 ul BE Puffer zugefiigt.

Die gDNA war nach diesem Schritt vollstandig eluiert. Die Probe wurde anschliel3end
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fir 1 min bei Raumtemperatur inkubiert und ein letztes Mal fir 1 min bei 11.000 xg
zentrifugiert. Die gewonnene genomische DNA wurde bei -20° C bis zur

Weiterverwendung gelagert.

2.2.9 RNA/Protein Aufreinigung mit dem NucleoSpin Kit von Macherey Nagel
Wie in 2.2.8 bereits beschrieben, wurde den Zellen nach Abldsen vom
Petrischalenboden und Uberfiihrung in ein neues ReaktionsgefaR 350 pl RP1 und 3,5 pl
[-Mercaptoethanol zugefiigt und die Probe wurde gevortext. Die lysierte Probe wurde
jetzt gefiltert, indem sie auf eine Filtereinheit Ubertragen und die Einheit auf ein
Reaktionsgefal gesetzt wurde. Die Zentrifugationszeit betrug 1 min bei 11.000 xg. Die
Filtereinheit wurde anschlielend verworfen und zum Durchfluss wurden 350 pl 70 %
Ethanol zugefuigt. Die Probe wurde durch auf- und abpipettieren homogenisiert,
anschlieBend auf eine Séule gegeben (hellblauer Ring) und diese auf ein 2 ml
Reaktionsgefal gesetzt. Die Zentrifugationszeit betrug 30 s bei 11.000 xg. Das Protein
befand sich im Durchfluss wahrend DNA/RNA auf der Sdulenmembran verblieb. Der

Proteindurchfluss wurde bis zum Abschluss der RNA lIsolation auf Eis gelagert.

RNA-Aufreinigung

Zur RNA-Aufreinigung wurde die Sdule auf ein neues Reaktionsgeféal gesetzt. Ihre
Membran wurde durch Zugabe von 350 pl MDB und einminditiger Zentrifugation bei
11.000 xg entsalzt und getrocknet. 95 ul rDNase Reaktionsgemisch (10 ul rDNase 1 +
90 pl Reaktionspuffer fir rDNase) wurde auf die S&ule gegeben und flr 15 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden 200 pl Puffer RA 2 hinzugegeben und es
wurde 30 s bei 11.000 xg zentrifugiert. Anschlielfend wurde die Sdule auf ein neues
Reaktionsgefal’ gesetzt, 600 ul Puffer RA 3 hinzupippettiert und fir 30 s bei 11.000 xg
zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und 250 pl RA 3 auf die Membran
gegeben. Es erfolgte eine Zentrifugation bei 11.000 xg fiir 2 min. Zur Elution wurde die
Séule auf ein nukleasefreies Mikrozentrifugationsgefal} gesetzt und 60 pl RNase freies
H>0 zugefugt. Es wurde wieder bei 11.000 xg fir 1 min zentrifugiert. Die eluierte RNA

befand sich nun im Durchfluss.
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Proteinaufreinigung

Fur die Proteinaufreinigung wurden 700 ul des vor der RNA Aufreinigung auf Eis
aufbewahrten Durchflusses in ein frisches Mikrozentrifugationsgefal3 berfihrt und es
wurde eine Volumeneinheit PP hinzugeflgt. Die Probe inkubierte 10 min bei
Raumtemperatur und wurde dann 5 min bei 11.000 xg zentrifugiert. Der Uberstand
wurde entfernt und 500 pul 50 % Ethanol zum Pellet gegeben. Die Zentrifugationszeit
betrug 1 min bei 11.000 xg. Nun wurde der Uberstand so gut wie maglich entfernt und
das Pellet fur ca. 10 min getrocknet. Danach wurde 100 ul PLB-TCEP hinzugefugt und
die Probe fir 3 min bei 98° C inkubiert. Nach Abkuhlen der Probe wurde nochmal 1
min bei 11.000 xg zentrifugiert.

2.2.10 High Resolution Melting (HRM)

Die HRM ist eine Methode zur Bestimmung des Methylierungsgrades der DNA und
beruht auf den Schmelzeigenschaften von DNA in Lésung. Dazu wurden alle Proben
aus 2.2.8 mit Ultra Pure Water so angeglichen, dass 1 pg DNA in 45 pl Volumen
enthalten waren. Zuerst wurde die DNA Probe denaturiert, indem 5 pl Denaturation
Reagent hinzugegeben wurde. Die Denaturierung im Heizblock dauerte 10 min bei 50°
C. Durch das Erhitzen wurde der DNA Doppelstrang in zwei Einzelstrange getrennt.
Danach wurde die DNA mit dem natriumbisulfithaltigen Conversion Reagent,
behandelt, um unmethyliertes Cytosin in Uracil umzuwandeln. Dabei bleibt das
methylierte 5-Methylcytosin unverandert. Es wurden also 100 pl Conversion Reagent
zu 50 pl denaturierter Probe gegeben. Durch das unterschiedliche Molekulargewicht
von Uracil und Cytosin ergaben sich unterschiedliche Schmelztemperaturen, die mittels
einer Schmelzkurvenanalyse der DNA bestimmt werden kénnen. Mit der nun 150 pl
umfassenden, denaturierten Probe wurde anschlieRend eine PCR mit folgenden Zyklen

durchgefthrt.
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1. Schritt: 65° C 30 min

2. Schritt: 95°C 1,5 min
3. Schritt: 65° C 30 min
4. Schritt: 95°C 1,5 min
5. Schritt: 65° C 30 min
6. Schritt: 4°C 0

AnschlieBend mussten die konvertierten DNA Proben (conv. DNA) entsalzt und
Sulfonsduregruppen entfernt werden. Sulfonséuregruppen sind stark sauer und bilden
mit Metallhydroxiden Salze, die bei der Schmelzkurvenanalyse hinderlich wéren. Dazu
wurden die jeweils 150 pl umfassenden conv. DNA Proben in ein 2 ml Reaktionsgefaf
gegeben und es wurde jeweils 600 pl Bindepuffer hinzugegeben. Anschlielend wurde
die gemischte Probe auf die entsprechende S&ule der Binding Plate gegeben und auf die
PureLink™ 96 Receiver Plate gesetzt. Die Platte wurde bei 3.100 xg fir 3 min
zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Dann wurden die Proben gewaschen, indem
600 ul Waschpuffer auf die entsprechende Saule der Binding Plate gegeben wurden und
wieder bei 3.100 xg fur 3 min zentrifugiert wurde. Der Durchlauf wurde erneut
verworfen. Nun wurden 200 pl Desulfonation Reagent auf die S&ulen gegeben, die
Platte wurde mit einer Klebefolie abgedeckt, 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und
schliellich wieder bei 3.100 xg fir 3 min zentrifugiert. Der Durchlauf wurde verworfen.
Fur den folgenden zweimaligen Waschschritt wurden jeweils 400 pl Waschpuffer auf
die S&ulen der Binding Plate gegeben, es wurde bei 3.100 xg fur 3 min zentrifugiert und
der Durchlauf wurde verworfen. Danach wurde der restliche Waschpuffer entfernt,
indem bei 3.100 xg fur 20 min zentrifugiert wurde und der Durchlauf erneut verworfen
wurde. Fir den letzten Schritt der Elution wurde die Binding Plate auf eine neue
Elutionsplatte gesetzt und 100 pl Ultra Pure Water auf die Saulen gegeben. Die Platte
wurde 5 min bei Raumtemperatur stehen gelassen und dann bei 3.100 xg fir 5 min

zentrifugiert. Das Eluat befand sich jetzt im Durchfluss.
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Um Vergleichsstandards fur die Schmelzkurvenanalyse zu bekommen, wurden der 100
% Standard sowie der 0 % Standard fir die verschiedenen Prozentséatze wie in der
folgenden Tabelle dargestellt, gemischt. Wie die conv. DNA Proben wurden sie

denaturiert, konvertiert und entsalzt bevor sie einsatzfahig waren.

100 % methylierte DNA | 100l | 75ul | 50pul | 25ul | 10l ol

Nicht methylierte DNA ol 25ul | 50ul | 75ul | 90 ul | 100 pl

% methylierte DNA 100% | 75% | 50% | 25% | 10% 0%

Tabelle 3: Mischungsverhaltnisse der 100 % und 0 % methylierten DNA fir Quantifizierungsstandards

Es wurde eine 96 Well Platte verwendet. In jedes Well wurden 18 pl Mastermix
vorgelegt und 2 pl conv. DNA Probe bzw. 2 pl Standard zugegeben. Als
Negativkontrolle dienten 2 ul Ultra Pure Water. Alle Proben wurden im Triplett
aufgetragen. Die PCR-Zyklen sind in Tabelle 4 dargestellt.

Schritt Temperatur Zeit Zyklus
1 95°C 10 min Haltephase
2 95°C 155 45 Zyklen
3 60° C 1 min 45 Zyklen
4 95°C 10s Schmelzkurvenanalyse
5 60° C 1 min Schmelzkurvenanalyse
6 95° C 15s Schmelzkurvenanalyse
7 60° C 15s Schmelzkurvenanalyse

Tabelle 4: HRM-Zyklen: Schritt 1 ist die 10-minitige Haltephase, gefolgt von den Schritten 2 und 3, die
45 mal hintereinander ablaufen missen, bevor die Schritte 4-7 die HRM-Analyse abschlieRen.

2.2.11 cDNA-Synthese
Durch reverse Transkriptasen ist es moglich, die nach der Aufreinigung gewonnene
messenger RNA (mRNA) in copy-DNA (cDNA) umzuschreiben. Die reverse

Transkriptase ist eine RNA-abhéngige DNA-Polymerase, die zum Start einen Primer
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benotigt. Meist sind das sechs willkirliche Nukleotide. Das Ergebnis ist ein cDNA-
Strang, der mit dem ursprunglichen mRNA-Strang hybridisiert ist. Dieser VVorgang war
notig, um mit der cDNA eine anschlieBende quantitative PCR (QPCR) durchfiihren zu

kdnnen, was direkt mit der mMRNA nicht mdglich ist.

Aus dem in 2.1.11 beschriebenen Mastermix fiir die cDNA- Synthese wurden 20 pl pro
Reaktion entnommen. 20 ul der mMRNA-Probe aus 2.2.9 bzw. 2.2.7 wurden
hinzupipettiert und mit den Proben wurde eine PCR durchgeftihrt. Dabei wurden

folgende Zyklen gefahren:

1. Schritt: 25°C 10 min
2. Schritt: 37°C 120 min
3. Schritt: 85° C 5 min
4. Schritt: 4°C 0

2.2.12 Quantitative Polymerasekettenreaktion (qQPCR)

Die quantitative PCR ist eine Vervielfaltigungsmethode fur Nukleinsauren, die die
Quantifizierung der gewonnen cDNA ermdglicht. Die Quantifizierung wird mit Hilfe
von Fluoreszenzmessungen vorgenommen, die wahrend eines Zyklus durchgefihrt
werden. Dies funktioniert mit Hilfe fluorogener Sonden und der Tag-Polymerase,

welche zusétzlich zu ihrer Polymeraseaktivitit eine 5°-3°-Exonukleaseaktivitat besitzt.

Der Reporterfarbstoff ist kovalent an das 5°-Ende der Sonden geknuipft und meist 6-
Carboxyfluorescein (FAM) oder 4,7,2-trichloro-7-phenyl-6-carboxyfluorescin (VIC®)
markiert. Als Quencherfarbstoff dient Tetramethylrhodamin (TAMRA), das uber ein
Linker-Arm-Nukleotid an das 3°-Ende der Sonde gebunden ist. Die Phosphorylierung
dient dazu, eine Extension des 3‘-Endes wéhrend der PCR zu vermeiden. Wéhrend der
PCR kommt es zur sequenzspezifischen Hybridisierung zwischen Sonde und Template.
Nur dann kommt es zur Hydrolyse der Sonde durch die Tag-Polymerase (Abb. 5). Wird
die intakte Sonde bei 488 nm zur Fluoreszenz angeregt, so wird die Fluoreszenz des
Reporterfarbstoffes aufgrund der raumlichen Nahe zum Quencher durch Fluoreszenz-
Energietransfer (FET) unterdriickt. Wahrend der PCR hybridisiert die Sonde zunéchst
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an den Matrizenstrang. In der Extensionsphase trifft die Tag-Polymerase nun auf diese
Sonde und beginnt sie zu verdréngen. Es entsteht eine Y-formige Sekundéarstruktur,
wodurch die 5°-3‘-Exonukleaseaktivitat der Tag-Polymerase aktiviert und die Sonde
geschnitten wird. Die raumliche Néhe zwischen Reporter und Quencher wird dadurch
unterbrochen und damit auch der FET. Entsprechend der Akkumulation des PCR-
Produktes steigt die Fluoreszenz des Reporters also mit jedem Zyklus an. Das dabei
emittierte Signal ist strikt sequenzspezifisch (Abbildung 5) (Schild, 2016).
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Abbildung 5: Funktionsweise TagMan Sonden (Jacob, 2013)

Es wurde eine 96-Well-Platte verwendet, wobei in jedes Well 16 pl Master Mix
vorgelegt wurden. 4 pl cDNA kamen pro Well dazu. Jede Probe wurde jeweils im
Triplett aufgetragen. Als Negativkontrolle diente Ultra Pure Water, ebenfalls im Triplett
aufgetragen. Vor Beginn des ersten Zyklus wurde die Temperatur fiir 2 min bei 50° C
gehalten, um die Analysegenauigkeit zu erhéhen, es schloss sich die
Denaturierungsphase bei 95° C fiir 10 min an. Jeder folgende Zyklus bestand aus der

Denaturierungsphase fiir 15 s bei 95° C, sowie der Annealing-Phase kombiniert mit der
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Elongationsphase fiir 1 min bei 60° C. Es wurden bei jedem Durchlauf 48 Zyklen
gefahren.

2.2.13 Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western-Blot

Zunéchst wurde eine Polyacrylamid-Gelelektrophorese mit dem XCell Surelock System
durchgefihrt. Als erster Schritt wurde zu 16,25 pl Probe aus 2.2.9 bzw. 2.2.7 2,5 pl 10 x
NuPage Reducing Agent und 6,25 pl NuPage LDS Sample Buffer gegeben.
AnschlieBend wurden die Proben bei 70° C fiir 10 min im Heizblock inkubiert. Zur
elektrophoretischen Auftrennung der Proteinfraktion wurden NuPage 4-12 % Bis-Tris-
Fertiggele aus Polyacrylamid verwendet, deren Porengrée in zwei Stufen verlauft. Ein
grolRporiges Sammelgel am Anfang und ein folgendes feinporiges Trenngel. Die Gele
wurden aus der Hille genommen und der Papierstreifen am unteren Ende entfernt. Vor
der Platzierung des Gels in der Kammer wurde der Kamm entfernt, ohne die Taschen zu
beschéadigen. Wenn nur ein Gel verwendet wird, muss eine Platzhalterplatte eingesetzt
werden. Die innere Kammer wurde mit 200 ml MES Puffer und 500 pl Antioxidanz
gefullt und die Taschen des Gels wurden mit demselben Puffer ausgespiilt. Die Puffer
sind mit SDS versetzt, welches die Proteine unabhangig von ihrem sauren oder
basischen Charakter mit einer einheitlichen negativen Ladung versieht und die
Auftrennung nach MolekuilgréRe erlaubt. Danach wurden die Taschen des Gels mit
jeweils 20 pl inkubierter Probe beladen. Vom Grolienmarker wurden 10 pl aufgetragen.
Nachdem die dulRere Kammer mit 700 ml MES Puffer gefillt worden war, lief das
System 50 min bei 200 V und 120 mA.

Zum Blotting wurde die Plastikhiille des Gels entfernt und das Gel auf die
Transfermembran gelegt. Gel und Transfermembran wurden auf den Anodenstack
gebettet. Das mit Agua dest. angefeuchtete Whatman-Papier bedeckte das Gel bevor der
Kathoden Stack daraufgelegt wurde. Dann wurden Luftblasen mit einem Plastikroller
vorsichtig entfernt und es wurde 7 Minuten mit dem iBlot dry blotting System geblottet.
Die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden dadurch auf eine
Nitrocellulosemembran tbertragen, wo sie mit spezifischen Antikorpern detektiert
werden konnen. VVor der Antikodrperinkubation wurde die Membran 45 min in 5 %

Magermilchpulver, das in TBST gel6st ist, gewaschen, um freie Bindungsstellen zu
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blockieren. So wurde die Spezifitat des Antikorpers verbessert. Als Primarantikorper
wurden Anti-y-Tubulin und Anti-MGMT verwendet. Fir Anti-y-Tubulin wurde eine
Verdlnnung von 1:5.000 gewahlt, fur Anti-MGMT von 1:1.000. Die Primarantikorper
wurden in 2 ml Blockpuffer gelost. Diese Losung wurde zusammen mit dem Blot in ein
50 ml Reaktionsgefal gegeben und tiber Nacht bei 4° C im Macs Mix Rollgeréat
inkubiert. Danach wurde der Blot 3 x 5 min auf einem Schiittler in TBST gewaschen,
bevor er zusammen mit 2 ml in TBST verdiinntem Sekundarantikdrper in ein frisches

Reaktionsgefal gegeben wurde.

Die Membran wird also mit einem Priméarantikorper bindenden Sekundarantikorper
inkubiert, an welchen das Enzym Meerrettich-Peroxidase gekoppelt ist. Der
Sekundarantikdrper zu Anti-y-Tubulin ist Anti-mouse 1gG HRP. Der zu Anti-MGMT
gehorige Sekundérantikorper ist Anti-rabbit 1IgG HRP. Fir die Sekundérantikorper
wurde eine Verdiinnung von 1:1.000 gewdhlt. Es folgte eine weitere Inkubation von 1 h
bei 4° C. Danach wurde die Nitrocellulosemembran 5 x 5 min in TBST auf dem
Schiittler gewaschen. Zum Nachweis mit dem ECI-Kit wurde der Blot auf eine Folie in
der Entwicklerkassette gelegt. In ein 2 ml Reaktionsgefal3 wurden 1 ml Reagenz 1 und 1
ml Reagenz 2 gegeben und gevortext. Dann wurde die Losung auf den Blots verteilt und
2 min bei Raumtemperatur inkubiert. In der Entwicklerldsung entstehen mit Hilfe des
darin enthaltenen Luminols Lichtimpulse, welche auf einem Réntgenfilm sichtbar

gemacht werden kdnnen.

Anschliefend wurde in der Dunkelkammer ein Hyperfilm zwischen 30 s und 10 min
aufgelegt und entwickelt. Zum Schluss wurden die Marker auf den Film tbertragen,
indem der entwickelte Film deckungsgleich auf die Nitrocellulosemembran gelegt

wurde und die Markerbanden mit einem Folienstift nachgefahren wurden.
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3 Ergebnisse

An folgendem Patientenbeispiel der neurochirurgischen Universitatsklinik Wurzburg
wird deutlich, dass sich der Methylierungsgrad des MGMT-Genpromotors dndern kann.
2012 wurde der Patient mit Erstdiagnose Glioblastoma multiforme WHO Grad 4
vorstellig. Er unterzog sich der Standardtherapie nach dem Stupp-Schema und erlitt
2013 ein Rezidiv mit der gleichen Diagnose. 2015 wurde erneut ein Rezidiv

diagnostiziert, diesmal mit Anteilen eines Gliosarkoms.

Bei Erstdiagnose (Kurve OP 2012) ergab die Untersuchung des MGMT-
Promotormethylierungsgrades mit Hilfe von HRM einen Wert zwischen 25 und 50 %.
In beiden Rezidiven war die Promotormethylierung dann aber komplett verloren
gegangen (Abbildung 6, Kurven OP 2013, 2015).

70 1

80 - TN 100% E

/ T ey, e |

50 1/ SEONTT5% i

{/ i ""«-\\ ™ |

40 “'44_‘_._— 50 % E

c 20 R 4——— 25 % |
) ~_ N i
[} ]
= 10 |
o , |
I

-10 i

I

-20 ;

|

.30 |
OP 2015 i

-40 - |

|

.50 :

|

o

715 720 725 7i0 735 740 745 750 755 760 765 20 725 A0 785 790 M5 M0 815 810 815

)
N
(=}

Temperatur (°C)

Abbildung 6: Anderung des Methylierungsgrades des MGMT-Promotors eines Patienten der
neurochirurgischen Universitatsklinik Wirzburg. Messung mit Hilfe von HRM. In Grau sind die
Quantifizierungsstandards aufgezeichnet. Blaue Kurve OP 2012 = Erstdiagnose, Rote Kurven OP 2013,
OP 2015 = Rezidive.

Bei solchen Veranderungen im MGMT-Promotormethylierungsstatus stellt sich die
Frage, ob die Therapie dabei eine Rolle spielt. Daher sollte im Rahmen dieser Arbeit ein
Zellkultursystem etabliert werden, mit dem unter Standardtherapiebedingungen der
Methylierungsstatus sowie die mMRNA- und Proteinexpression der MGMT untersucht

und Verénderungen festgestellt werden kénnen.
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3.1 Kolonietests der Zelllinien U87 und U138

Da zur Patientenbestrahlung eine Dosis von 1,8 - 2 Gy angewendet wird, stellte sich
zundchst die Frage, ob diese Dosis auch unter artifiziellen Bedingungen in der
Zellkultur verwendet werden kann oder ob die Dosis angepasst werden muss. Zu diesem
Zweck wurden Kolonietests der Zelllinien U87 und U138 durchgefihrt, um
festzustellen, wie viele Zellen nach verschiedenen Bestrahlungsintensitaten noch
vorhanden und Uberlebensfahig waren. Um gentigend Zellmaterial fur die
Folgeversuchsreihen zu haben, sollten mindestens 10 % der anfanglichen Zellzahl

Uberleben.

Die Uberlebenskurven fiir die Zelllinien U87 und U138 nach 30 min und 24 h sind in
Abbildung 7 dargestellt.
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Abbildung 7: Uberlebenskurven von GBM-Zelllinien. Schwarz: 30 min nach Bestrahlung, rot: 24 h nach
Bestrahlung, n=3, a) U87-Zellen und b) U138-Zellen.

Die Zelllinie U87 wies 30 min nach Bestrahlung einen zu U138 sehr dhnlichen Verlauf
auf. 80 % der Zellen Uberlebten 2 Gy, 50 % 3 Gy, 30 % 5 Gy, 8% 7 Gy und 7,5 % 8
Gy. Es war somit eine gleichmaRige lineare Regression der Uberlebensraten erkennbar.
Im Unterschied zu den U138-Zellen verlief die Uberlebenskurve nach 24 h Bestrahlung
aber annéhernd deckungsgleich zu der 30 min Kurve. Die Zelllinie U138 zeigte 30 min
nach Bestrahlung eine Uberlebensrate von 50 % bei 2 Gy, von 45 % bei 3 Gy, von 20 %
bei 5 Gy, von 3,5 % bei 7 Gy und von 3 % bei 8 Gy. 24 h nach Bestrahlung war
dagegen kaum eine Abnahme der Uberlebensrate feststellbar. Erst bei 5 Gy war eine
geringe Abnahme zu verzeichnen. Die Uberlebensrate lag hier bei 70 % und verblieb

auch bei 7 Gy und 8 Gy auf demselben Niveau.

Zusétzlich zu den Uberlebenskurven wurde mittels der Software Origin 30 min und 24
h nach Bestrahlung die Plating Efficiency (PE), die Surviving Fraction bei 2 Gy (SF2)
und die benétigte Dosis zum Uberleben von 10 % der Zellen (D10) ermittelt (Tabelle
5).
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Zelllinie | Zeit nach PE SF 2 D 10
Bestrahlung

usg7 30 min 26,7 % 66,4 % 6,71 Gy
24 h 26,2 % 71,7% 7,18 Gy

U138 30 min 26,7 % 53,7% 5,54 Gy
24 h 98,4 % 92,4 % 21,22 Gy

Tabelle 5: Plating Efficiency (PE), Surviving Fraction bei 2 Gy (SF 2) und die Dosis, die bendtigt wird,
dass 10 % der Zellen tiberleben (D10) der GBM-Zelllinien U87 und U138 30 min und 24 h nach
Bestrahlung

Beide Zelllinien wiesen nach 30 min keine Unterschiede in PE, SF 2 und D10 auf.
Wiéhrend es nach 24 h bei U87 keine Veranderungen gab, war eine Zunahme der PE

und der SF 2 auf iber 90 % und eine massive Steigerung von D10 bei U138 auffallig.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden 2 Gy und 5 Gy als Bestrahlungsdosen fir die
Folgeversuche ausgewahlt. 2 Gy ist die in der Patientenbehandlung gebréuchliche
Intensitat, bei 5 Gy Uberlebten von beiden Zelllinien mehr als 10 % der Zellen (U87: 30
- 40 %, U138: 20 - 75 %). Das garantierte geniigend Zellmaterial flr die Isolation von
DNA, mRNA, und Protein.

3.2 Bestrahlungsversuch mit 2 Gy und 5 Gy

3.2.1 MGMT-Promotormethylierung nach Bestrahlung mit 2 Gy und 5 Gy

Nach Festlegung der Strahlendosen fur die Versuchsreihen in der Zellkultur, wurde der
prozentuale Methylierungsgrad des MGMT-Promotors der U87- und U138-Zellen
mittels HRM bestimmt, um mogliche Anderungen durch Strahlen- oder TMZ-Einfluss

nachweisen zu kdnnen (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Methylierungsgrad von GBM-Zelllinien 24 h nach Bestrahlung, n=3. In Grau sind die
Quantifizierungsstandards aufgezeichnet. a) U87-Zellen, blaue Kurven: Kontrolle, 2 Gy, 5 Gy, TMZ,
TMZ + 2 Gy, griine Kurven: TMZ + 5Gy. b) U 138 Zellen, rote Kurven: Kontrolle, 2 Gy, 5 Gy, TMZ,
TMZ + 2 Gy, TMZ + 5 Gy.

Wahrend U87-Kontrollzellen sowie solche, die mit 2 Gy, 5 Gy, TMZ, oder TMZ + 2 Gy
behandelt wurden, einen zwischen 25 und 50 % methylierten MGMT-Promotor hatten

(Abbildung 8a, blaue Kurve), lag der Methylierungsgrad von mit TMZ + 5 Gy
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behandelten Zellen zwischen 50 und 75 %. Die Zelllinie U87 schien somit in der
Kombinationsbehandlung mit TMZ und 5 Gy Bestrahlung ihren Methylierungsgrad

nahezu verdoppelt zu haben.

Der MGMT-Promotor von U138 Zellen dagegen war unmethyliert, was sich auch durch
die Behandlungen nicht &nderte (Abbildung 8b, rote Kurven).

3.2.2 MGMT-Proteinexpression nach Bestrahlung mit 2 Gy und 5 Gy

Um festzustellen, ob sich die Ergebnisse aus den MGMT-
Promotormethylierungsanalysen auch auf Proteinebene widerspiegeln, wurden Western-
Blots durchgefiihrt. Wéhrend bei U87-Zellen keine MGMT-Proteinexpression
nachweisbar war (Abbildung 9a), exprimierten U138-Zellen unter allen
Behandlungsbedingungen groRe Konzentrationen an MGMT (Abbildung 9b). Ein
Einfluss der Behandlung auf die Expressionsstarke war nicht feststellbar.
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Abbildung 9: MGMT-Proteinexpression von GBM-Zelllinien im Western-Blot nach 24 h Bestrahlung.
Das Haushaltsgen y-Tubulin (49 kDa) fungierte als Ladekontrolle. U138-Zelllysat diente als
Positivkontrolle fir die MGMT-Proteinexpression (23 kDa). Die Negativkontrolle wurde keinerlei
Behandlung ausgesetzt. a) U87-Zellen und b) U138-Zellen
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3.3 Fraktionierte Bestrahlung

Nachdem sich eine einmalige Kurzzeitbehandlung nicht nennenswert auf die MGMT-
Expression auszuwirken schien, stellte sich die Frage, ob eine fraktionierte Bestrahlung
Uber 5 Tage analog zur Standardtherapie eine Wirkung haben wirde.

3.3.1 Morphologie der Zellen U87 und U138 nach 5 Tagen Bestrahlung
Das Aussehen der Zellkulturen von U87 und U138 wurde nach 5 d fraktionierter

Bestrahlung in Kombination mit TMZ-Behandlung fotografisch dokumentiert.
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Abbildung 10: Lichtmikroskopische Aufhahmen von GBM-Zelllinien nach 5 d fraktionierter Bestrahlung,
n=3, a) U87 und b) U138

Die Zelllinie U87 wies eine epitheliale Morphologie auf, wuchs adhérent und bildete
dreidimensionale, spharoidahnliche Zellanhdufungen an der Oberfl&che aus. Der
morphologische Vergleich der unterschiedlich behandelten Zellen zur Kontrolle liefl3
einen Verlust des dreidimensionalen Wachstums erkennen (Abbildung 10a). Die
Ausbildung sphéaroidéhnlicher Strukturen reduzierte sich nach 5 Tagen fraktionierter
Bestrahlung mit 2 Gy um 66 %. Die TMZ- und die TMZ + 2 Gy-
Kombinationsbehandlung flihrten nahezu zum kompletten Verlust des
dreidimensionalen Wachstums. AulRerdem begann sich das Vernetzungsmuster der
Zellkorper untereinander unter TMZ-Einfluss und Kombinationsbehandlung stark zu
verandern. Es wurde zunehmend chaotisch.

Im Gegensatz dazu wuchsen U138-Zellen in polygonaler Form adhérent als Monolayer
und verénderten ihre Morphologie und ihr Wachstumsverhalten unter der Behandlung
nicht (Abbildung 10b).
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3.3.2 MGMT-Promotormethylierung nach 5 Tagen fraktionierter Bestrahlung mit
2 Gy

Zunéchst wurde auch diesmal mit HRM untersucht, ob sich am Methylierungsgrad des
MGMT-Promotors durch die verschiedenen Behandlungen etwas andern wirde. U87-
Zellen wiesen sowohl nach 24 h (Abbildung 11a), als auch nach 5 d (Abbildung 11b)
einen Methylierungsgrad zwischen 75 % und 100 % auf, wogegen der Promotor in
U138-Zellen mit 0 % - 8 % zu beiden Zeitpunkten als unmethyliert gewertet werden
konnte (Abbildung 11c, d). Die verschiedenen Behandlungen hatten bei beiden
Zelllinien keine Auswirkungen auf den MGMT-Promothormethylierungsgrad.
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Abbildung 11: Methylierungsgrad von GBM-Zelllinien nach fraktionierter Bestrahlung mit 2 Gy, n=3.
In Grau sind die Quantifizierungsstandards aufgezeichnet. a) U87 nach 24 h und b) nach 5 d. c) U138
nach 24 h und d) nach 5 d. Die blauen bzw. roten Kurven setzten sich jeweils aus Kontrolle, 2 Gy, 5 Gy,
TMZ, TMZ + 2 Gy, TMZ + 5 Gy zusammen.
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3.3.3 MGMT-mRNA-Expression nach 5 Tagen fraktionierter Bestrahlung mit 2
Gy

Da die HRM-Untersuchungen keine therapieinduzierten Verédnderungen im MGMT-

Promotorstatus erkennen lieRen, der U87-Promotor stark methyliert war, wahrend der
U138-Promotor unmethyliert blieb, wurde fur U87-Zellen keine und fur U138-Zellen
eine starke MGMT-mRNA-Expression erwartet.
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Abbildung 12: Quantitative PCR zum Nachweis der MGMT-mRNA-Expression von GBM-Zelllinien. a)
Vergleich von U87- und U138-Zellen. b) Ausschnittsvergréfierung (Kasten in a) von U87 zur
Verdeutlichung des MGMT-mRNA-Anstiegs unter TMZ- und Kombinationsbehandlung.

Diese Erwartung wurde in den gPCR-Untersuchungen auch zunéchst bestétigt
(Abbildung 12). Ein genauerer Blick ergab dann aber eine Uberraschung. Wahrend bei
U87-Kontrollzellen und den mit 2 Gy Uber 5 Tage fraktioniert bestrahlten Zellen keine
MGMT-mRNA nachweisbar war, induzierte die TMZ-Behandlung eine Expression von
MGMT-mRNA, und in der Kombinationsbehandlung war sogar eine Zunahme von 571
% gegeniber der alleinigen TMZ-Behandlung beobachtbar (Abbildung 12b). Im
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Vergleich zur MGMT-mRNA-Expression bei U138-Zellen blieb diese Expression aber
marginal (Abbildung 12a).

Wahrend die TMZ-Behandlung bei U138-Zellen ebenfalls zu einer Steigerung der
MGMT-mRNA-Expression um 39,93 % im Vergleich zur Kontrolle fiihrte, bewirkte die
alleinige Bestrahlung eine Verringerung um 44,88 % und in der
Kombinationsbehandlung sogar um 70,26 % (Abbildung 12a).

3.3.4 MGMT-Proteinexpression nach 5 Tagen Bestrahlung
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Abbildung 13: MGMT-Proteinexpression von GBM-Zelllinien im Western-Blot nach 24 hund 5 d
fraktionierter Bestrahlung. Das Haushaltsgen y-Tubulin fungierte als Ladekontrolle (49 kDa). U138-
Zelllysat diente als Positivkontrolle fir die MGMT -Proteinexpression (23 kDa). Die Negativkontrollen
wurden keinerlei Behandlung ausgesetzt. a) U87-Zellen und b) U138-Zellen.
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Die uberraschenden behandlungsinduzierten Veréanderungen in der MGMT-mRNA-
Expression sowohl bei U87- als auch bei U138-Zellen flihrten zu der Frage, ob sich dies
auch auf Proteinebene widerspiegeln wirde. Daher wurden nach 24 hund 5 d
fraktionierter Bestrahlung Western-Blots durchgefuhrt (Abbildung 13). U87-Zellen
exprimierten keine, U138-Zellen hohe Konzentrationen an MGMT-Protein. Bei beiden
Zelllinien konnten keine Veranderungen in der Expressionsstérke festgestellt werden,

egal wie und wie lange die Zellen zuvor behandelt worden waren.
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4 Diskussion

Das GBM ist der aggressivste Hirntumor des Erwachsenen. Aufgrund seines invasiven
Wachstums ist eine makro- und mikroskopische Abgrenzung von gesunder Hirnmasse
schwierig, so dass trotz bestméglicher Resektionsbemuihungen eine komplette

Entfernung des Tumors nicht moglich ist.

Die der OP folgende Radiochemotherapie und anschlieRende adjuvante TMZ-Gabe
nach dem Stupp-Schema filhren nur zu einer Verlangerung des Uberlebens, aber nicht
zu einer Heilung. Die Prognose fir Patienten mit einem GBM bleibt daher duRerst
ungunstig. Nur 3 - 5 % der Patienten Uberleben als Langzeittberleber mehr als 3 Jahre

nach der Diagnosestellung (Krex et al., 2007).

Die Methylierung des MGMT-Genpromotors ist ein wichtiger prognostischer Faktor fur
das Ansprechen des Patienten auf DNA-alkylierende Chemotherapeutika wie TMZ
(Smrdel et al., 2016), (Stupp et al., 2005), (Parkinson et al., 2008). Zusammen mit einer
mdoglichst kompletten Tumorresektion ist sie der wichtigste Faktor flr ein positives
Therapieansprechen des Patienten (Felsberg et al., 2009). Allerdings ist der MGMT-
Genpromotor in 80 % aller diagnostizierten GBM unmethyliert (Gerson et al., 2002).
Diese Patienten profitieren von den bisherigen Behandlungsfortschritten nahezu gar
nicht (Smrdel et al., 2016), so dass die Forschung unter anderem hier ansetzt, um die

infauste Prognose zu verbessern.

Der MGMT-Genpromotormethylierungsstatus kann sich im Krankheitsverlauf andern.
Ein solches Beispiel ist in Abbildung 6 gezeigt, wo ein urspringlich methylierter
MGMT-Promotor im Rezidivfall ein Jahr spater unmethyliert war. Ein anderes Beispiel
wird von Tanaka et al. beschrieben. Ein Patient hatte urspriinglich ein Epitheloidzell-
GBM mit methyliertem Promotor. Nach Entfernung des Tumors mit Hilfe von 5-ALA
rezidivierte er nach 5, 13, 15 und 23 Monaten. Nach 15 Monaten war das 4. Rezidiv
dann unmethyliert. Auch anderte sich das zelluldre Erscheinungsbild des Tumors und er

wurde histopathologisch nun als regulédres GBM Kklassifiziert (Tanaka et al., 2011).

49



Dies sind jedoch keine anekdotischen Einzelfélle. VVon 16 Patienten, die nach
Tumorresektion, Radiotherapie und adjuvanter Chemotherapie ein Rezidiv
entwickelten, waren die Tumoren von 5 Patienten bei der Erstdiagnose unmethyliert und
11 waren methyliert. Von den 5 unmethylierten Tumoren wechselte einer im Rezidivfall
zum methylierten Status, wéhrend von den 11 anfangs methylierten Tumoren drei im

Rezidiv zum unmethylierten Zustand wechselten (Jung et al., 2010).

Eine weitere Studie mit 38 Teilnehmern ergab bei Erstdiagnose 13 methylierte
Tumoren, die in 8 Fallen im Rezidiv zum unmethylierten Zustand wechselten. Von 25
urspriinglich unmethylierten Tumoren wiesen 6 im Rezidiv eine Methylierung auf. Ein
MGMT-Genpromotormethylierungsstatuswechsel ist also in beide Richtungen méglich,
wobei der Wechsel von unmethyliert zu methyliert bei 20 - 24 % der Falle auftritt, im
Gegensatz zum umgekehrten Fall, der mit 27 - 62 % wesentlich haufiger ist (Brandes et
al., 2010).

Der Grund fur diesen Wechsel ist bislang noch unbekannt, kénnte aber
behandlungsinduziert sein und in einer Anpassung des Tumors an die TMZ-Behandlung
mit Resistenzbildung liegen. Hier setzen die Untersuchungen meiner Arbeit an. Es
wurde an der humanen GBM-Zelllinie U87 und U138 untersucht, ob sich der
Methylierungsgrad des MGMT-Genpromotors und die Expression der MGMT-mRNA
und des Proteins durch Radiochemotherapie verandert. VVorarbeiten hatten gezeigt, dass
U87-Zellen einen methylierten MGMT-Promotor aufwiesen und keine MGMT
exprimierten, wahrend U138-Zellen einen unmethylierten Promotor hatten und das
MGMT-Protein in groRen Mengen nachweisbar war (A. StoRl, persénliche Mitteilung),
(Costello et al., 1994).

In keinem meiner Experimente war eine Veranderung der MGMT-
Promotormethylierung oder der mMRNA- bzw. Proteinexpression nachweisbar. Lediglich
nach 5 Tagen fraktionierter Bestrahlung mit konkomitanter TMZ-Chemotherapie gab es
bei U87-Zellen auf mMRNA-Ebene eine leichte Erh6hung, die sich aber nicht in einer
Anderung des MGMT-Promotormethylierungsgrades oder der Proteinexpression
widerspiegelte und die im Vergleich zur MGMT-mRNA-Expression durch U138-Zellen
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auch nur marginal ausfiel. Diese Ergebnisse konnten mittlerweile unabhangig

reproduziert werden (A. Sasse, personliche Mitteilung).

Meine Daten stehen im Einklang mit Untersuchungen zur GBM-Zelllinie U343, die
einen methylierten MGMT-Promotor haben und weder MGMT-mRNA noch MGMT-
Protein exprimieren. Auch hier wurden nach Radiochemotherapie mittels
Methylierungsspezifischer PCR (MSP) keine Anderungen des MGMT-
Promotormethylierungsstatus festgestellt (Jung et al., 2010).

Im Gegensatz zu diesen Behandlungen konnte in U87- und U138-Zellen eine TMZ-
Resistenz durch oxidativen Stress induziert werden, die auf einem anderen
Mechanismus beruhte. Der Transkriptionsfaktor NRF2 beeinflusst unter anderem die
Bildung von antioxidativen Enzymen zur Synthetisierung des freien Radikalfangers
Glutathion. Sowohl die NRF2-, als auch die Glutathionkonzentrationen konnten durch
TMZ-Behandlung um das Zwei- bis Dreifache gesteigert werden, wodurch die GBM-
Zellen sowohl in vitro in der Zellkultur, als auch in vivo im Mausmodell

unempfindlicher gegentiber TMZ-Behandlungen wurden (Rocha et al., 2016).

Bei solchen transkriptionsfaktorvermittelten Expressionsédnderungen handelt es sich um
sehr schnelle Regulationsereignisse, wogegen Veranderungen der epigenetischen
Regulation, wie sie die Methylierung bzw. Demethylierung des MGMT-Promotors
darstellt, Iangere Zeitrdume zu beanspruchen scheinen. Wahrscheinlich waren einfach
die Versuchszeitraume zu kurz, um die bei Patienten beobachteten VVeranderungen des
MGMT-Methylierungsstatus experimentell nachbilden zu kénnen. In Folgeversuchen

wird dieser Aspekt aufgegriffen werden.
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4.1 Ausblick
Der therapeutische Eingriff in die MGMT-Expression oder -Aktivitat konnte GBM-
Patienten zu Gute kommen, die einen unmethylierten MGMT-Promotor haben und

bislang nur wenig von der TMZ-Chemotherapie profitieren.

0°%-Benzylguanin ist ein Inhibitor der MGMT. Es bindet an das aktive Zentrum der
MGMT und wird zu S-Benzylcystein umgesetzt. Dadurch wird die MGMT daran
gehindert Alkylgruppen von der DNA zu entfernen. O%-Benzylguanin befindet sich in
einer Phase 2 Studie (Pegg et al., 1993), (Quinn et al., 2005), (Weingart et al., 2007),
(Quinn et al., 2009).

Ein weiterer MGMT-Inhibitor ist Disulfiram, welches mit Cysteinen im reaktiven
Zentrum der MGMT interagiert und das Enzym inhibiert (Abb. 2). In der GBM-
Zelllinie UW228 konnte so eine MGMT-Inhibition von tber 90 % erreicht werden
(Paranjpe et. al, 2014).

Fur die Entwicklung und Evaluierung solcher neuen Therapieansétze wéren

experimentelle Resistenzmodelle, wie sie in der vorliegenden Arbeit in einem ersten

Schritt initiiert wurden, sehr hilfreich.
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5 Zusammenfassung

Aufgrund seiner infausten Prognose und des h&ufigen Auftretens nimmt das GBM unter
den Hirntumoren eine besondere Rolle ein. Viele intrazellulare Signalwege und
Tumormarker sind bereits gut erforscht und verstanden. Hierzu gehort auch der
epigenetisch determinierte Methylierungsgrad des MGMT-Genpromotors. Die
Bestimmung des MGMT-Status gehort bei allen Patienten mittlerweile zur
Standarddiagnostik, um den Effekt der Radiochemotherapie auf den Tumor zu
prognostizieren. Ist der MGMT-Genpromotor unmethyliert, haben alkylierende
Substanzen wie TMZ nur einen geringen Effekt auf die Tumorzellen. Solche Patienten
profitieren kaum von der Standardtherapie nach dem Stupp-Schema. Es sind jedoch
Falle aufgetreten, bei denen sich der Methylierungsgrad des MGMT-Genpromotors im

Behandlungsverlauf der Patienten verandert hat.

Aufgrund dessen untersuchte ich in meiner Arbeit, ob man Anderungen im MGMT-
Genmethylierungsstatus und in der MGMT-Genexpression auf mMRNA-und
Proteinebene unter Nachahmung der Standardtherapie experimentell ausldsen kann. Mit
den verwendeten Versuchsansétzen konnte ich in der Zellkultur keine VVerédnderungen
feststellen. Lediglich auf mMRNA-Ebene konnte nach 5 Tagen fraktionierter Bestrahlung
bei der methylierten Zelllinie U87 eine leichte Steigerung der MGMT-mRNA-
Expression verzeichnet werden. Diese Expressionssteigerung stand allerdings nicht im
Zusammenhang mit einer Anderung des MGMT-Methylierungsstatus und spiegelte sich
auch nicht auf Proteinebene wider.

Dieses Ergebnis l&sst weitere Forschungen in die Richtung der therapieinduzierten
Anderungen am MGMT-Genpromotor sinnvoll erscheinen, um letztendlich die
Therapie am Patienten effektiver und individueller zu gestalten und das mediane
Uberleben sowie dieLebensqualitat unter der Behandlung vor allem fiir Patienten mit
unmethyliertem MGMT-Genpromotor zu verbessern.
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6 Verzeichnisse

6.1 Abkurzungsverzeichnis

AIC
BCNU
cDNA
conv. DNA
CpG
D10
DMEM
DMSO
EDTA
FAM
FCS
FET
GBM
HCI
HRM
kb

LDS
MES
MGMT
mMRNA
MTIC
MU
NaCl
NaOH
NEAA
PBS
PCR
PE
gPCR
SDS

5-Aminoimidazol-4-carboxamid
1,3-Bis-(2-chloroethyl)-I-nitrosoharnstoff
copy Desoxyribonukleinsaure
konvertierte Desoxyribonukleinsdure
Cytosin-phosphatidyl-Guanin

Dosis, um 10 % uberlebende Zellen zu generieren
Dulbecco’s modified eagle medium
Dimethylsulfoxid
Ethylendiamintetraessigsaure
6-Carboxyfluorescein

Fetales Kélberserum
Fluoreszenz-Energie-Transfer
Glioblastoma multiforme

Salzsdure

High Resolution Melting

Kilobasen

Lithiumdodecylsulfat
2-(n-morpholino)-Ethansulfonséure
0°-Methylguanin-DNA-Methyltransferase
messenger Ribonukleinsdure
5-(3-Methyltriazen-1-yl)-imidazol-4-carboxamid
Monitoreinheiten

Natriumchlorid

Natriumhydroxid

nicht essentielle Aminosauren
phosphatgepufferte Salzlésung
Polymerasekettenreaktion

Plating Efficiency

quantitaive Polymerasekettenreaktion

Natriumdodecylsulfat
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SF2 Uberlebende Fraktion bei 2 Gy

TAMRA Tetramethylrhodamin
T™MZ Temozolomid
VIC® 4,7,2-trichloro-7-phenyl-6-carboxyfluorescin
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