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1 Einleitung
1.1 Glioblastom

1.1.1 Grundlagen und Epidemiologie

Obwohl weniger als 2% aller Tumordiagnosen das zentrale Nervensystem (ZNS)
betreffen, bleibt die des malignen Hirntumors aufgrund der meist hohen Aggressivitat
und Mortalitdt eine der am meisten gefiirchteten (Hofer et al., 2021; Simon, 2018).
Die Zahl an Gliomerkrankungen liegt in Europa bei etwa 6 Neuerkrankungen pro
100000 Einwohner:innen pro Jahr und einem mittleren Erkrankungsalter von 63 Jahren
bei Mannern beziehungsweise 66 Jahren bei Frauen in Deutschland (Hofer et al., 2021;
Weller et al., 2021, 2022a, 2022b; Wick, 2021). Fir das Glioblastom (GBM) im
Speziellen liegt die Inzidenz im nordamerikanischen und europaischen Raum im
Durchschnitt bei etwa 3 pro 100000 Einwohner:innen pro Jahr (Ohgaki & Kleihues,
2005; Ostrom et al., 2019; Wick, 2021). Mit 67,8% aller bdsartigen Hirntumoren in
Deutschland bei Frauen beziehungsweise 69,3% bei Mdnnern ist das GBM damit der
haufigste hirneigene Tumor bei Erwachsenen und tritt insgesamt etwas haufiger bei
Maénnern auf (Robert-Koch-Institut, 2021; Simon, 2018).

In den meisten Féllen treten gliale Tumoren sporadisch auf, doch es zeigt sich in 5-10%
der Falle auch eine familiare Haufung, teilweise auch im Rahmen seltener genetischer
Syndrome wie dem Lynch- oder Li-Fraumeni-Syndrom (Simon, 2018).

Obwohl sich das Gesamtiiberleben in den letzten Jahren durch neue Therapieansatze
etwas verbessern konnte, gehdrt das GBM mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von nur
5-10% weiterhin zu den Tumorarten mit einer der ungiinstigsten Prognosen (Kessler et

al., 2018a; Ostrom et al., 2019; Simon, 2018; Stupp et al., 2017a; Wick, 2021).

1.1.2 Klassifizierung und Molekulargenetik

Die ersten Versuche einer Klassifizierung fiir Tumoren des ZNS reichen weit zurtick.
Der Begriff ,,Gliom*“, als Abgrenzung von Tumoren, die aus den glialen Stitzzellen des
Hirngewebes entstehen, wurde als solcher bereits erstmals 1863 von Rudolph Virchow

in Berlin eingeflihrt. Dieser nahm auch als erster iberhaupt eine Einteilung von



Hirntumoren vor, die lange als Grundlage fiir weitere Klassifikationen diente (Virchow,
1863). Erste spezifische Klassifizierungen von Gliomen wurden im Jahr 1926 in den USA
von Harvey Cushing und Percival Bailey eingefiihrt. Sie nahmen dabei eine weitere
Unterteilung von Gliomen vor, wie zum Beispiel in die Gruppe der Astrozytome, zu
denen sie auch das von ihnen damals erstmals so benannte Glioblastoma multiforme
einordneten (Bailey & Cushing, 1927). Damit |I6sten sie den bis dahin tblichen Begriff
Spongioblastoma multiforme ab, der 1914 durch Frank Burr Mallory eingefiihrt
worden war (Mallory, 1914), sich aber nicht hatte weiter durchsetzen kénnen.

Die Namensgebung stiitzen sie dabei auf die Annahme, die Entwicklung der Tumoren
vollziehe sich aus unreifen Vorstufen glialer Zellen und der makroskopisch, sowie auch
histopathologisch sehr ,vielformigen” Gestalt durch hohe Zellzahlen anaplasticher
Gliazellen mit hohen Mitoseraten und Kernatypien (Bailey & Cushing, 1927).

Seit der neu Uberarbeiteten vierten WHO-Klassifikation 2016 wird das friihere Beiwort
,multiforme” allerdings nicht mehr verwendet, die Abkirzung GBM wurde jedoch
weiter beibehalten (Young et al., 2015; Louis et al., 2021).

Im Jahr 1957 wurde durch den Neurologen und Neuropathologen Klaus-Joachim Ziilch
die erste Klassifikation der Weltgesundheitsorganisation (World Health Organisation,
WHO) flir Tumoren des ZNS herausgegeben und in den letzten Jahrzehnten mehrfach
Uberarbeitet und neu aufgelegt. 2021 wurde die aktuell fiinfte Edition der WHO-
Klassifikation der Hirntumoren herausgegeben (Louis et al., 2021). Ein wesentliches
Prinzip ist dabei bis heute die Graduierung der verschiedenen Tumoren in vier
Dignitatsstufen, wobei die rémischen Zahlen in der aktuellen Klassifizierung durch
arabische Zahlen ersetzt wurden (Brat et al., 2020; Hofer et al., 2021; Louis et al., 2021;
Tabelle 1). Hierbei entspricht Grad 1 benignen, Grad 2 semibenignen und die Grade 3
und 4 entsprechen malignen Tumoren. Das GBM wird als Grad 4 Tumor eingestuft, was
definitionsgemald einem undifferenzierten und hochmalignen Tumor mit sehr
schnellem Wachstum und duflerst ungiinstiger Prognose entspricht (Louis et al., 2007,
2016, 2021). Wahrend die bisherigen Versionen der WHO-Klassifikation hauptséachlich
auf histopathologischen Gesichtspunkten beruhten, beriicksichtigt die aktuellste

Edition der WHO-Klassifikation nun vor allem auch die in den letzten Jahren



zahlreichen neu gewonnen Erkenntnisse tber relevante molekulargenetische Aspekte
(Louis et al., 2021). Daher spielt die rein histologische Gradierung angesichts dieser
neuen Erkenntnisse auch in der aktuellen Klassifizierung in Bezug auf die Abschatzung

der Prognose keine so bedeutende Rolle mehr (Hofer et al., 2021).

Tabelle 1: WHO-Graduierung von ZNS-Tumoren (Louis et al., 2007, 2016, 2021); WHO= World Health Organisation,

ZNS= Zentrales Nervensystem

WHO | Dignitdat | Eigenschaften Prognose Beispiele
Grad
1 benigne | hochdifferenziert, sehr | kurative Therapie durch operative Pilozytisches
langsames Wachstum Entfernung moglich Astrozytom,
Schwannom
2 semi- hochdifferenziert, gute Prognose bei entsprechender Diffuses Astrozytom,
benigne | langsames aber Therapie mit Uberleben {iber 5 Jahre, | Oligodendrogliom,
infiltratives Wachstum gef. Ubergang in hohere Ependymom
und Rezidivneigung Malignitatsgrade
3 maligne | wenig differenziert, unglinstige Prognose mit verklrzter Anaplastisches
schnelles Wachstum Lebenszeit, medianes Uberleben 2-3 Astrozytom/
Jahre Oligodendrogliom/
Ependymom
4 hoch- undifferenziert, sehr sehr ungiinstige Prognose mit Glioblastom,
maligne | schnelles Wachstum, signifikant verkirzter Lebenszeit, Medulloblastom
zu Nekrosen neigend meist keine effektive Therapie

Zudem flieRen die mittlerweile insgesamt sieben Empfehlungen des c-IMPACT-NOW-
Konsortiums (Consortium to Inform Molecular and Practical Approaches to CNS Tumor
Taxonomy — Not Officially WHO) ergédnzend mit in die aktuellste Klassifizierung ein
(Brat et al., 2018, 2020; Ellison et al., 2019, 2020; Hofer et al., 2021; Louis et al., 2018a,
2018b, 2020; Weller et al., 2021, 2022a, 2022b; Wick, 2021).

Auch die S2k-Leitlinie fir Gliome der deutschen Gesellschaft fiir Neurologie (DGN,
Wick, 2021), sowie die evidenzbasierte Leitlinie zur Diagnose und Behandlung von
diffusen Gliomen im Erwachsenenalter der europaischen Vereinigung flir Neuro-
Onkologie (European Association of Neuro-Oncology-EANO, Weller et al., 2021, 2022a,
2022b) wurden 2021 neu aufgelegt und berlicksichtigen aktuelle Entwicklungen der

molekulargenetischen Diagnosemdglichkeiten. Inwiefern dies womaoglich auch die



epidemiologischen Fallzahlen und Prognosefaktoren beeinflussen wird, die aktuell
noch rein auf der Grundlage histologischer Einteilungen erhoben wurden und somit
aufgrund heterogener molekularer Muster nur noch begrenzte Aussagekraft besitzen,
bleibt abzuwarten (Ostrom et al., 2019; Wick, 2021).

Friiher wurde eine klinische Einteilung in primére, also de novo entstandene, und
seltenere sekundare GBM, die sich aus vorbestehenden Astrozytomen niedrigeren
Grades haufiger bei vergleichsweise etwas jlingeren Patient:innen entwickelten,
vorgenommen. Auch auf molekularer Ebene unterschieden sich die beiden Formen vor
allem darin, dass bei sekundaren GBM deutlich haufiger eine Mutation des Isocitrat-
Dehydrogenase (IDH)-Gens auftrat, wahrend dies bei primaren GBM nur sehr selten
der Fall war (Ohgaki & Kleihues, 2013; Simon, 2018). Daher unterteilt die nun aktuelle
WHO-Klassifikation mittlerweile diffuse astrozytare oder oligodendrogliale Gliome
primar nach dem Mutationsstatus des IDH-1 und -2-Gens, wobei zwischen IDH-
mutierten und IDH-Wildtyp Tumoren unterschieden wird. GBM sind dabei nun immer
dem IDH-Wildtyp zugehorig, wahrend IDH-mutierte Astrozytome nicht mehr wie in
friheren Klassifikationen zu den GBM gezahlt werden, sondern nun als eigenstandige
Gruppe unter , Astrozytom, IDH-mutiert, ZNS WHO Grad 2-4“ eingeteilt werden (Brat
et al., 2020; Hofer et al., 2021; Louis et al., 2021; Abb. 1). In den meisten Fallen handelt
es sich dabei um eine Missense-Mutation im Codon 132 bei IDH 1 oder etwas seltener
im Codon 172 bei IDH 2 (Brat et al., 2020; Louis et al., 2021; Weller et al., 2021, 20223,
2022b; Wick, 2021). Durch die verdanderte Funktion der IDH, einem Enzym des
Citratzyklus, kommt es dadurch statt der normalen Umwandlung von Isocitrat zu a-
Ketoglutarat zu einer Uberproduktion und Anhiufung von 2-Hydroxyglutarat. Dieses
konkurriert dann mit a-Ketoglutarat um zahlreiche Bindungsstellen von a-Keto-
glutarat-abhangigen Dioxygenasen und inaktiviert diese (Simon, 2018; Waitkus et al.,
2016). Zu diesen Enzymen zahlt zum Beispiel auch das normalerweise die Desoxyribo-
nukleinsdure (deoxyribonucleic acid, DNA) demethylierende Enzym ten-eleven
translocation 2 (TET2), dessen Inaktivierung wiederum zu einer Hypermethylierung
zahlreicher Gene, wie unter anderem auch des Promotors der O®-Methylguanin-DNA-

Methyltransferase (MGMT), fiihrt und wiederum eine bedeutende prognostische Rolle



spielt (Garcia et al., 2018; Simon, 2018; Weller et al., 2021, 2022a, 2022b; Wick, 2021).
Vor allem bei IDH-mutierten Astrozytomen kann aulerdem ein Verlust der nukledren
a-thalassemia/mental retardation syndrome X-linked (ATRX)-Gen-Expression
nachgewiesen werden, welches fir ein Protein codiert, das die telomere DNA
stabilisiert (Abb. 1). In Verbindung mit einer haufig zuséatzlich auftretenden Mutation
des Tumorsuppressorgens TP53, entfdllt dann diese Stabilisierung und es entstehen
fehlerhafte DNA-Strange mit verlangerten Telomeren (Killela et al., 2013; Louis et al.,

2016, 2018; Simon, 2018; Weller et al., 2021, 202243, 2022b; Wick, 2021).

Diffuse astrozytdre oder

oligodendrogliale Gliome

IDH-mutiert IDH-Wildtyp
ohne Verlust nukleérer mit Verlust nukleérer ohne Verlust nukledrer mit Verlust nukledrer
ATRX-Expression ATRX-Expression ATRX-Expression ATRX-Expression
v |
v TERT-Promotor- v
Mutation, EGFR-
1p/1 4 . A
p/19q 1p/19q Amplifikation Mittellinien
Kodeletion intakt und/oder Lokalisation
Chromosom +7/-10
\4 v v Y
CDKN2 A/B CDKN2 A/B Histon-3.3 G34
erhalten Deletion mutiert
A 4
Histon-3 K27M
mutiert
A A\ 4 \ 4
Oligodendrogliom Astrozytom Astrozytom Glioblastom
WHO Grad 2/3 WHO Grad 2/3 WHO Grad 4 WHO Grad 4
A
¥ Diffuses Mittel-
diffuses hemispharisches linien-Gliom
Gliom, WHO Grad 4 WHO Grad 4

Abbildung 1

Integrierter Diagnosealgorithmus anhand der WHO-Klassifikation fiir diffuse Gliome im Erwachsenenalter und
Empfehlungen des cIMPACT-NOW-Konsortiums, modifiziert nach Weller et al., 2021, 2022a, 2022b & Wick 2021
(open access/CC BY 4.0, Lizenz-Link siehe Abbildungsverzeichnis); ATRX= a-thalassemia/mental retardation
syndrome X-linked-Gen, CDKN2A/B= Cyclin-dependent kinase-inhibitors 2 A/B-Gene, EGFR= Epidermal growth factor
receptor-Gen, IDH= Isocitrat-Dehydrogenase-Gen, TERT= Telomerase reverse transcriptase-Gen,

WHO= World Health Organisation



Um schlieB8lich bei den Gliomen ohne ATRX-Expressionsverlust die Gruppe der
Oligodendrogliome, also Tumoren, die aus den ebenfalls zu den Gliazellen zédhlenden
Oligodendrozyten entstanden sind, abgrenzen zu kénnen, kann lber die Deletion der
Chromosomenarme 1p und 19q in Zusammenhang mit einer IDH-Mutation die
Diagnosestellung erfolgen (Louis et al., 2018, 2021; Simon, 2018; Weller et al., 2021,
2022a, 2022b; Wick, 2021; Abb. 1). Sollten 1p und 19q intakt sein, entscheidet letztlich
noch die Frage, ob die zyklin-abhangigen Kinase-Inhibitoren 2A und B (cyclin-
dependent kinase-inhibitors 2A/B, CDKN2A/B)-Gene erhalten sind Gber die
Zugehorigkeit zum WHO-Grad der Astrozytome (Louis et al., 2016, 2021; Weller et al.,
2021, 20223, 2022b; Wick, 2021; Zacher et al., 2017; Abb. 1).

Um zur Diagnose GBM zu gelangen, riicken allerdings noch weitere charakterisierende
genetische Merkmale in den Fokus (Abb. 1). So haben etwa 80% eine Mutation im
sogenannten Telomerase reverse transcriptase (TERT)-Gen, welches fiir das Enzym
Telomerase, kodiert. Durch Mutationen des Promotors kann es bei Gliomen zu einer
hoheren Expression kommen, wodurch es zum verminderten Abbau der Telomeren
und damit verzogerten Alterung der Zellen, sowie gesteigerten Proliferation kommt
(Killela et al., 2013; Simon et al., 2015; Simon 2018; Weller et al., 2021, 202243, 2022b;
Wick, 2021). AuRerdem treten Amplifikationen des epidermalen Wachstumsfaktor-
rezeptor (epidermal growth factor receptor, EGFR)-Gens bei circa 60% der GBM auf.
Dadurch werden intrazellulare Signalwege angeregt, die zur Proliferation und
Apoptoseresistenz fliihren (Hegi et al., 2012; Simon, 2018; Weller et al., 2021, 20223,
2022b; Wick, 2021).

Weiterhin kommen bei GBM haufig Veranderungen auf den Chromosomen 7 und 10
vor. So werden auf Chromosomen 7 vor allem Gene, die das Tumorwachstum steigern,
aktiviert und auf Chromosom 10 eher proliferationsunterdriickende Gene, wie zum
Beispiel das phosphatase deleted on chromosome 10 (PTEN)-Gen, gehemmt (Weller et
al., 2021, 2022a, 2022b; Wick, 2021).

SchliefRlich konnen dann noch anhand spezifischer Lokalisationen und Histon-
Mutationen das diffuse Mittelliniengliom, welches hauptsachlich bei Kindern und

Jugendlichen vorkommt und trotz IDH-Wildtyp ein Verlust der ATRX-Expression



aufweist (Simon, 2018; Weller et al., 2021, 2022a, 2022b; Wick, 2021; Abb. 1),

sowie das diffuse hemispharische Gliom, als spezielle Subgruppierungen abgegrenzt
werden (Weller et al., 2021, 2022a, 2022b; Wick, 2021; Abb. 1).

Fir die histologische Zuteilung und Gradierung von Hirntumoren werden zusatzlich vor
allem die Polymorphie der Zellen und Zellkerne, eine Erhdhung der Zelldichte und der
Mitoserate, mikrovaskulare Proliferationen und das Auftreten von Nekrosen beurteilt
(Louis et al., 2007, 2016; Weller et al., 2021, 20223, 2022b; Wick, 2021).

Uber eine Markierung der Ki67-Antigenrate kann zudem eine Aussage Uiber die Stirke
der Proliferation des Tumors getroffen werden (Wick, 2021).

Als weitere histologische Arten des GBM werden auflerdem noch das Riesenzell-GBM,
Gliosarkom und epitheloide GBM unterschieden (Weller et al., 2021, 2022a, 2022b;
Wick, 2021). Wahrend das sich durch das Vorliegen von mehrkernigen Riesenzellen
auszeichnende Riesenzellglioblastom einen etwas besseren prognostischen Verlauf
zeigt (Simon, 2018), haben Gliosarkome, welche sowohl aus glialen, als auch
bindegewebigen sarkomatdsen Anteilen bestehen, ein besonders aggressives
Wachstumsverhalten (Karsy et al., 2012; Simon, 2018).

Insgesamt wird durch diese neue Art der Klassifizierung schlieRlich eine integrierte
Diagnosestellung ermoglicht, in der neben der Gradeinteilung und histologischen auch
neue molekulargenetische Kriterien einflieRen (Hofer et al., 2021).

Die Diagnose eines GBM, ist also zusammenfassend dann zu stellen, wenn ein
Astrozytom vom IDH-Wildtyp ohne ATRX-Verlust oder Histon-H3-Mutation vorliegt und
zusatzlich mindestens entweder Nekrosen und Proliferation von Gefal3en, eine
Amplifikation des EGFR-Gens, ein Gewinn von Chromosom 7 bei komplettem Verlust
von Chromosom 10 oder eine TERT-Promotor-Mutation vorliegen (Hofer et al., 2021;
Weller et al., 2021, 20223, 2022b; Wick, 2021).

Tumoren, bei denen der molekulargenetische Status unbekannt ist oder nicht weiter
bestimmt werden kann, werden nach der aktuellen Klassifikation als ,,not otherwise
specified (NOS)“ bezeichnet. Sollten zwar Daten vorliegen, die aber in der aktuellen
Klassifikation keiner spezifischen Gruppe zugeordnet werden kdnnen, spricht man von

,hot elsewhere classified (NEC)“ (Louis et al., 2018, 2021).



1.1.3 Diagnostik und Klinik

Erste Symptome, die unter einer GBM-Erkrankung auftreten kénnen, sind von sehr
variabler Auspragung und hauptsachlich auch abhangig von der genauen Lokalisation
des Tumors. So kdnnen bereits kleine Herde in relevanten Gebieten friih auffallig
werden oder bei Erstdiagnose bereits fortgeschrittene Befunde auftreten, wobei GBM
auch sehr schnell innerhalb weniger Wochen bildmorphologisch neu entstehen kénnen
(Korber et al., 2019; Simon, 2018; Wick, 2021).

Haufig sind vor allem krampfartige epileptische Anfalle, die bei bis zur Halfte der
Patient:innen als erstes Symptom auftreten. AulRerdem gehdren zu weiteren
haufigeren moglichen ersten verdachtigen Symptomen neurologische Ausfille,
Verinderungen der Persénlichkeit und erhéhte Hirndruckzeichen wie Ubelkeit und
Erbrechen, sowie Kopfschmerzen, bis hin zu Eintriibungen des Bewusstseins (Simon,
2018; Weller et al., 2021, 2022a, 2022b; Wick, 2021).

Bei Verdacht auf Vorliegen einer intrakraniellen Raumforderung erfolgt in der Regel
standardmaRig zunachst eine Bildgebung mittels Magnetresonanztomographie (MRT),
beziehungsweise, sofern dies nicht moglich oder verfligbar ist, mittels
Computertomographie (CT), ohne und mit Kontrastmittelgabe (Simon, 2018; Weller et
al., 2021, 2022a, 2022b; Wick, 2021). Ein girlandenférmiger kontrastmittel-
anreichernder Randsaum, unscharfe Abgrenzungen, zentrale Nekrosenbildung und ein
perifokales Begleitédem sind haufig vorkommende bildmorpholgische Kriterien und
flihren schlieBlich zur Verdachtsidagnose eines GBM (Pope et al., 2005; Simon, 2018).
Ein GBM liegt meist supratentoriell, nur in etwa 3% der Falle infratentoriell und nur
sehr selten im Bereich des Hirnstamms oder spinal. In der Regel zeigt sich ein tief intra-
parenchymales Wachstum in der weien Substanz. Meist treten die Tumoren einseitig
auf, eine Ausbreitung entlang spezifischer ,myelinisierter Pfade”, wie zum Beispiel
dem Corpus callosum, wird aufgrund des charakteristischen Erscheinungsbildes als
Schmetterlingsgliom bezeichnet. Nur selten prasentiert sich das GBM multizentrisch,
also mit mehreren Herden in unterschiedlichen Lappen oder Gehirnhalften (Simon,
2018). Des Ofteren handelt es sich dabei eher um einen multifokalen Befund, bei dem

scheinbar isolierte Herde Uber nicht kontrastmittelanreicherndes Tumorgewebe in



Verbindung stehen (Simon, 2018; Thomas et al., 2013). Eine extrakranielle
Metastasierung tritt beim GBM nur in sehr seltenen Fallen auf (Lun et al., 2011; Stupp
et al., 2012). Nur Uber die Bildgebung kénnen allerdings Differentialdiagnosen wie
Metastasen anderer Tumoren zundchst nicht sicher ausgeschlossen und die Dignitat
nicht eindeutig geklart werden. Daher ist eine anschlieRende bioptische
Gewebeanalyse zur exakten Diagnose und weiteren Therapieplanung zwingend
erforderlich und ermdglicht bei liber 90% der Patient:innen eine sichere
Diagnosestellung tber sich anschlieBende histologische und molekularpathologische
Untersuchungen (Grasbon-Frodl et al., 2007; Zacher et al., 2017; Simon, 2018; Weller
et al., 2021, 20223, 2022b; Wick, 2021).

Zum Ausschluss eines entziindlichen Geschehens kann zudem eine Liquordiagnostik
differentialdiagnostisch hilfreich sein (Wick, 2021). Zudem konnte bereits zellfreie
Tumor-DNA sowohl im Plasma, als auch Liquor nachgewiesen werden, allerdings stellt
deren Analyse zum aktuellen Zeitpunkt noch keinen klinischen Nutzen als Alternativ-
diagnostik oder gar Moglichkeit zur Fritherkennung dar (Miller et al., 2019; Nassiri et
al., 2020; Wick, 2021; Weller et al., 2021, 2022a, 2022b). Des Weiteren gilt es hierbei
auch zu beachten, dass eine Lumbalpunktion bei erhéhtem Hirndruck, welcher durch
eine intrakranielle Raumforderung gegeben sein kdnnte, gegebenenfalls bei

betroffenen Patient:innen gar nicht durchgefiihrt werden darf (Wick, 2021).

1.1.4 Therapie

Die aktuell angewandte Standardtherapie bei der Erstdiagnose eines GBM ist
multimodal und beruht auf den drei Sdulen Operation, Chemo- und Strahlentherapie
(Simon, 2018; Weller et al., 2021, 2022a, 2022b; Wick, 2021).

Nach bioptischer Diagnosesicherung erfolgt zundchst, sofern moglich, die Indikation
zur Tumorresektion. Aufgrund des diffusen infiltrierenden Wachstumsverhaltens tGber
das makroskopisch Sichtbare hinaus, ist eine vollstandige Resektion in der Regel
allerdings nicht moglich (Osswald et al., 2015; Sahm et al., 2016; Wick, 2021).

Jedoch kann allein die Verringerung der Tumormasse zu einer Lebensverlangerung

und Reduktion der Symptomplast fihren. So konnte belegt werden, dass das AusmaR



der Resektion mit einer verbesserten Prognose korreliert und unter der sich
anschliefenden adjuvanten Therapie mit einem verlangerten Gesamtiiberleben
einhergeht (Eylpoglu et al., 2013; Pichlmeier et al., 2008; Simon, 2018; Stummer et al.,
2012). Um eine verbesserte Orientierung zur Auswahl des optimalen Zugangswegs zu
erhalten und nachweislich eine Verbesserung des Resektionsausmalies ohne
zusatzliche neurologische Defizite zu erzielen, wird fiir die operative Planung
heutzutage standardisiert die sogenannte Neuronavigation angewandt, bei der
prdoperativ angefertigte Bildgebung auf den aktuellen Situs wahrend der Operation
Ubertragen wird (De Witt Hamer et al., 2012; Simon, 2018). AulRerdem ermoglicht der
seit 2016 zugelassene fluoreszierende Farbstoff 5-Aminoldvulinsdure (5-aminolevulinic
acid, 5-ALA, Handelsname Gliolan®), welcher den Patient:innen oral vor
Operationsbeginn verabreicht wird, durch die intraoperative optische Visualisierung
der Tumorzellen mittels Fluoreszenzmikroskopie ein nochmals verbessertes und
gezielteres ResektionsausmaR (Simon, 2018; Stummer et al., 2006; Zhao et al., 2013).
Primares Ziel der Resektion bleibt die makroskopische Komplettresektion, also kein
bildmorphologischer Tumornachweis mehr im postoperativen MRT, da dies insgesamt
mit einem verbesserten Gesamtiiberleben einhergeht. Dies konnte durch die 5-ALA-
Technik zwar verbessert werden, dennoch gelingt eine Komplettresektion auch unter
modernsten Operationsmethoden heute nur in etwa 30-40% der Falle (McGirt et al.,
2009; Sanai et al., 2011; Simon, 2018; Stummer et al., 2008; Wick, 2021).

Im Sinne des standardgemaRen multimodalen Therapieansatzes erfolgt dann
postoperativ eine lokale fraktionierte Strahlentherapie mit insgesamt 60Gy a 1,8-2 Gy
pro Sitzung (Laperriere et al., 2002; Simon, 2018; Weller et al., 2021, 2022a, 2022b;
Wick, 2021). Eine Hypofraktionierung der Dosis bei einer Gesamtdosis von 40Gy kann
bei dlteren Patient:innen und schlechter Prognose bei dhnlicher Effektivitat und
besserer Vertraglichkeit ebenso in Erwdgung gezogen werden (Perry et al., 2017; Roa
et al., 2004; Simon, 2018; Weller et al., 2021, 202243, 2022b; Wick, 2021).

Bei jlingeren Patient:innen vor dem 70. Lebensjahr und guter allgemeiner Verfassung
erfolgt begleitend dazu eine kombinierte Chemotherapie nach dem sogenannten

Stupp-Schema. Diese adjuvante Radiochemotherapie besteht neben der Bestrahlung
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mit einer Gesamtdosis von 60Gy fraktioniert in 30 Dosen a 2Gy mit einem Abstand von
2-4 Wochen nach der Operation Uiber insgesamt 6 Wochen aus einer begleitenden
taglichen Gabe von Temozolomid (TMZ, Handelsname Temodal®) in einer Dosierung
von 75mg pro m? Korperoberfliche. Daraufhin erfolgt eine Therapiepause von 4
Wochen, bevor weitere 6 Zyklen a 28 Tage mit je 5 TMZ-Behandlungstagen mit 150
ansteigend bis 200mg pro m? Kérperoberflache folgen (Stupp et al., 2005). Eine
Intensivierung dieser Dosierung konnte gegenliber der standardisierten Dosis keinen
weiteren Vorteil erbringen (Gilbert et al., 2013).

Erprobt hatte dieses Therapieschema eine randomisierte klinische Studie der
Europaischen Organisation fiir Krebsforschung und -behandlung (European
Organisation for Research and Treatment of Cancer, EORTC) und der Studiengruppe
des nationalen Krebsinstituts in Kanada (National Cancer Institute of Canada Clinical
Trials Group, NCIC). Dabei waren insgesamt 573 erstdiagnostizierten GBM-
Patient:innen zwischen 18 und 70 Jahren eingeschlossen worden. Es konnte schliellich
ein signifikant besseres Gesamtiiberleben von im Median 14,6 Monaten im Vergleich
zur alleinigen Operation und Strahlentherapie mit nur 12,1 Monaten erreicht werden.
Die 2-Jahres-Uberlebensrate verbesserte sich dadurch auf 26,5% statt 10,4% ohne
TMZ-Therapie, was sich schlieRlich auch beim 5-Jahres-Uberleben zeigte und daher als
neuer Standard etabliert wurde, zumal sich durch die zusatzliche Gabe von TMZ keine
Verschlechterung der gesundheitsbezogenen Lebensqualitdt gezeigt hatte (Stupp et
al., 2005, 2009; Taphoorn et al., 2005).

Bei TMZ handelt es sich um ein Zytostatikum aus der Klasse der Alkylanzien, welches
durch seine geringe GrofRe und Lipophilie die Bluthirnschranke vergleichsweise gut
durchdringen kann. In der Zelle wird es bei physiologischem pH-Wert in seinen aktiven
Metaboliten Metozolomid umgewandelt. Dessen Hauptwirkung fiihrt (iber eine
Alkylierung unter anderem von Guanin-Resten der DNA an der Position O° statt zu
einer korrekten Bindung von Guanin und Cytosin zu einer fehlerhaften Guanin-Thymin-
Bindung. Durch aktivierte DNA-Missmatch-Reparaturenzyme kommt es beim Versuch
die Fehlpaarung zu beheben, zu DNA-Schaden wie Einzel- und Doppelstrangbriichen

und in der Folge zur Zell-Apoptose (Agarwala et al., 2000; Jiapaer et al., 2018; Kroner et
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al., 2020; Schreck & Grossman, 2018). Als Nebenwirkungen werden unter der TMZ-
Therapie hiufig Ubelkeit, Erbrechen, Obstipation, Kopfschmerzen, Miidigkeit, sowie
hamatologische Verdnderungen beschrieben (Kroner et al., 2020; Simon, 2018).

Flr das Ansprechen auf die Therapie mit TMZ spielt dabei der Methylierungsstatus des
MGMT-Promotors eine entscheidende Rolle. So konnte eine Studie von Hegi et al.
zeigen, dass Patient:innen mit MGMT-Methylierung und einer Kombinationstherapie
aus Bestrahlung und TMZ ein verbessertes Gesamtiiberleben von 21,7 Monaten,
gegenuber 15,3 Monaten in der Gruppe der Patient:innen, die nur bestrahlt worden
war, erzielten. Dieser Benefit durch die zusatzliche Therapie mit TMZ war in der
Gruppe der Patient:innen mit nicht methyliertem Promotor nicht signifikant (Hegi et
al., 2005). Dies wurde damit begriindet, dass eine geringere MGMT-Expression
aufgrund eines hypermethylierten Promotors im Allgemeinen zu einem besseren
Ansprechen auf TMZ fiihrt, da die Expression des MGMT-Genproduktes
physiologischerweise mit einer besseren DNA-Reparaturfahigkeit einhergeht und so zu
einer Art ,,TMZ-Resistenz” fuhrt (Weller et al., 2010).

Da in der Studie von Stupp et al. von 2005 jedoch nur Patient:innen bis zum 70.
Lebensjahr eingeschlossen worden waren, blieb der therapeutische Nutzen bei dlteren
GBM-Patient:innen zunachst offen. Studien von 2011 durch Reifenberger et al. und
2012 durch Malmstrém et al. (Nordic) und Wick et al. (NOA-08) zeigten, dass bei
dlteren Patient:innen der Methylierungsstatus des MGMT-Promotors als Marker fir
die Entscheidung, ob eine Chemotherapie mit alkylierenden Substanzen wie TMZ
eingesetzt werden sollte, gerade auch wenn eine kombinierte Radiochemotherapie
nicht moglich ist, genutzt werden kann. Eine alleinige Strahlentherapie wurde dabei als
indiziert angesehen, wenn keine Methylierung des MGMT-Promotors vorliegt oder der
Methylierungsstatus nicht bekannt ist (Malmstrom et al., 2012; Reifenberger et al.,
2011; Weller et al., 2021, 2022a, 2022b; Wick et al., 2012, 2021). Perry et al. konnten
2007 belegen, dass eine TMZ-Gabe in Kombination mit einer hypofraktionierten
Radiatio auch bei dlteren Patient:innen mit MGMT-Methylierung gegeniiber alleiniger
Bestrahlung von Vorteil ist. Jedoch ergab sich, wenn auch geringer ausgepragt, ebenso

ein Uberlebensvorteil fiir Patient:innen ohne MGMT-Mutation, sodass die alleinige
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Entscheidung einer TMZ-Gabe bei dlteren Patient:innen nur tGber den Status der
MGMT-Methylierung fraglich bleibt (Perry et al., 2017; Weller et al., 2021, 202243,
2022b; Wick, 2021).

AulRerdem korreliert auch die Starke des Methylierungsgrades, also der Anteil
methylierter CpG-Inseln des MGMT-Promotors, mit einer steigenden Ansprechrate auf
TMZ und ist ab 30% Methylierung mit dem besten Gesamtiiberleben verbunden
(Brigliadori et al., 2016). Wahrend jedoch zunachst die Annahme bestand, dass sich der
Methylierungsstatus im Verlauf nicht mehr verandert und daher nur einmalig bei
Stellung der Erstdiagnose erhoben werden sollte, konnte dies zwischenzeitlich durch
verschiedene Studien widerlegt und gezeigt werden, dass zuvor methylierte GBM im
Verlauf der Therapie oder wenn sie rezidivieren nicht mehr methyliert waren oder
umgekehrt, wobei ersteres 6fter der Fall war (Brandes et al., 2010; Jung et al., 2010,
Feldheim et al., 2019). Zudem kann es wahrscheinlich sogar zu verschiedenen
Auspragungen der Methylierung in verschiedenen Regionen innerhalb desselben
Tumors nach Therapie kommen (Feldheim et al., 2019; Parkinson et al., 2008).

Die genaueren Grinde fir diese Veranderungen sind allerdings weiterhin noch nicht
vollstandig geklart und inwiefern dies diagnostische Konsequenzen wie etwa durch
eine wiederholte Testung der MGMT-Methylierung im Verlauf der Therapie oder im
Rezidivfall haben kdnnte, beziehungsweise ob sich daraus vielleicht sogar ein
therapeutischer Ansatz durch zusatzliche Verabreichung von MGMT-Inhibitoren, wie
zum Beispiel 0%-Benzylguanin (Pegg et al., 1993; Quinn et al., 2005, 2009; Weingart et
al., 2007) oder Disulfiram (Paranjpe et al., 2014), ergeben kdnnte, ist aktuell noch nicht
hinreichend beforscht.

Insgesamt hat TMZ seit der Etablierung des Stupp-Schemas zudem auch die zuvor oft
eingesetzten Nitrosoharnstoffe wie Lomustin (Chlorethyl-Cyclohexyl-Nitroso-Urea,
CCNU) weitestgehenden abgeldst. Jedoch finden diese zum Teil noch weiterhin beim
rezidivierten GBM Anwendung (Schmidt et al., 2006; Weller et al., 2021, 2022a, 2022b;
Wick, 2021). AuBerdem konnte in neuen Studien beim Einsatz einer
Kombinationstherapie von TMZ mit Lomustin eine Verlangerung des mittleren

Gesamtiiberlebens gegentliber der alleinigen TMZ-Therapie in einer Studienkohorte
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von Patient:innen mit methyliertem MGMT-Promotor erreicht werden und stellt
gegebenenfalls einen weiteren neuen Therapieansatz in Aussicht (Herrlinger et al.,
2019). Auch ein lokaler Therapieansatz mit dem Nitrosoharnstoff Carmustin (Bis-
Chlorethyl-Nitroso-Urea, BCNU) erbrachte bei Gliompatient:innen vom Grad 3-4
mittels postoperativ in die Resektionshohle eingesetzter Implantate (Handelsname
Gliadel®) einen leichten Vorteil im Gesamtiberleben, konnte sich jedoch insgesamt,
auch wegen verbundener Komplikationen wie vermehrten Wundheilungsstérungen,
nur wenig durchsetzen und findet heute nur noch selten klinische Anwendung, zumal
sich der Wirkungseffekt fiir Grad 4 Tumoren alleine nicht mehr als signifikant erwiesen
hatte (Brem et al., 1995; Simon, 2018; Westphal et al., 2003; Weller et al., 2021,
2022a, 2022b; Wick, 2021).

Im Falle eines GBM-Rezidivs ist im Gegensatz zur Primartherapie weiterhin kein
Standard etabliert. Hier muss individuell entschieden werden, ob eine erneute
Operation, Strahlentherapie oder Chemotherapie in Betracht kommt (Weller et al.,
2021, 2022a, 2022b; Wick, 2021). Fir die Chemotherapie kommen dabei entweder
erneut TMZ oder, wie bereits erwahnt, Nitrosoharnstoffe (PCV-Schema, siehe 1.2)
infrage, da im Falle eines Rezidivs bislang keine unterschiedliche Wirksamkeit gezeigt
werden konnte. Allerdings konnte durch die Therapie mit TMZ zwar kein Vorteil im
Gesamt-, dafiir aber im progressionsfreien Uberleben, und eine verbesserte
Lebensqualitat erzielt werden (Brada et al., 2010; Hart et al., 2013; Osoba et al., 2000;
Yung et al., 2000). Ob eine erneute Therapie mit TMZ anschlagt, hangt dabei
wahrscheinlich unter anderem von der Dauer der ersten Therapie und dem Zeitpunkt
des Auftretens des Rezidives ab (Wick et al., 2009; Perry et al., 2010).

Flir den ebenfalls fur die Rezidivtherapie in einigen Landern auflerhalb Deutschlands
zugelassenen Antikorper gegen vaskuldre endotheliale Wachstumsfaktoren (vascular
endothelial growth factor, VEGF) Bevacizumab konnte insgesamt kein Uberlebens-
vorteil nachgewiesen werden (Weller et al., 2021, 2022a, 2022b; Wick, 2021).
Inwiefern diese neuen Erkenntnisse (iber molekulargenetische Aspekte in der GBM-
Diagnostik gegebenenfalls in Zukunft auch fiir die Therapie durch individuellere

Optionen mit gezielteren und verbesserten Wirkspektren relevant werden kdnnten,
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missen weitere Entwicklungen zeigen (Simon, 2018). Auch eine supportive Therapie
durch medikamentds-symptomatische Behandlung, psychoonkologische

Unterstitzung oder die Anbindung an ein Palliativteam, gehort schlieRlich noch zum
Gesamtkonzept der multimodalen Therapie und kann zum Erhalt der Lebensqualitat

beitragen (Simon, 2018; Weller et al., 2021, 2022a, 2022b; Wick, 2021).

1.2 Vincristin

Vincristin (VIN) ist ein Vincaalkaloid, welches aus der Pflanze Catharanthus roseus
gewonnen werden kann und intravends verabreicht wird (Gidding et al., 1999; Kroner
et al., 2020; Below & Das, 2022). In der Regel wird es heutzutage nur noch als
Kombinationschemotherapie angewendet und kommt bei Erwachsenen, auBer bei der
akuten lymphatischen Leukdmie, Non-Hodgkin-/Hodgkin-Lymphomen, Lungen- und
Mamma-Karzinomen, unter anderem auch bei ZNS-Tumoren zum Einsatz (Below &
Das, 2022; Gidding et al., 1999).

Das Zytostatikum VIN wirkt als Mitosehemmer in der Metaphase, indem es an das
Protein Tubulin bindet, damit eine Stérung der Polymerisierung der Mikrotubuli
auslést und durch die fehlende Bildung des Spindelapparates die Zellteilung stort
(Gidding et al., 1999; Jordan, 2012; Kroner et al., 2020; Below & Das, 2022).

Zudem wird der Metaphasen- oder auch Spindelkontrollpunkt (spindle assembly
checkpoint, SAC) aktiviert und ein Zellzyklusarrest ausgeldst. Allerdings konnte auch
bereits gezeigt werden, dass die Kombination mit einem Inhibitor des SAC die Wirkung
von VIN verstarken kann, da trotz fehlerhaftem Spindelfaseraufbau der Zellzyklus
fortgesetzt wird und es zu einer Fehlverteilung der Chromosomen kommt (Tannous et
al., 2013). VIN ist unter anderem Teil des sogenannten PCV-Schemas, einer
Kombinationschemotherapie aus dem lipophilen Zytostatikum Procarbazin (P), dem
Nitrosoharnstoff CCNU/Lomustin (C) und dem hydrophilen VIN (V). Bei den beiden
erstgenannten Zytostatika handelt es sich um Substanzen, welche durch eine DNA-
Alkylierung zu DNA-Schaden wie Quervernetzungen, Strangbriichen und Mutationen
fihren und somit die Abldufe der DNA-Replikation stéren kbnnen (Kroner et al., 2020;

Schlegel et al., 2003).
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Eine nitrosoharnstoffbasierte Therapie wurde fiir GBM hauptsachlich vor der
Einflhrung des Stupp-Schemas 2005 eingesetzt und findet heute meist nur noch in der
Rezidivtherapie Anwendung (Kappelle et al., 2001; Schlegel et al., 2003; Weller et al.,
2021, 20223, 2022b; Wick, 2021).

Die Kodeletion von Chromosom 1p/19q in Kombination mit einer IDH -Mutation
scheint hierbei ein pradiktiver Marker fiir das Therapieansprechen auf das PCV-Schema
zu sein. So konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden, dass eine Kombinations-
behandlung mit Strahlen- und Chemotherapie nach dem PCV- Schema im Vergleich zur
Strahlentherapie alleine bei Patient:innen mit anaplastischen oligodendroglialen
Tumoren mit 1p/19g-Kodeletion zu einem deutlich verlingerten Uberleben fiihrte
(Schlegel et al., 2003; Van Den Bent et al., 2013; Cairncross et al., 2013).

Neben den Nebenwirkungen, wie vor allem der Neurotoxizitat, limitiert allerdings auch
die geringe Bluthirnschrankengangigkeit insgesamt die Anwendung von VIN in der
Gliomtherapie (Hofer et al., 2021). Weitere Nebenwirkungen, die unter der Therapie
mit VIN relativ haufig auftreten kénnen, sind periphere und autonome Neuropathien,
Alopezie, Suppression des Knochenmarks, Phlebitis, orale Mukositis und

Kieferschmerzen (Gidding et al., 1999; Kroner et al., 2020).

1.3 Paclitaxel

Paclitaxel (PTX) ist ein Zytostatikum der Gruppe der Taxane und wird hauptsachlich aus
der Rinde der Pazifischen Eibe (Taxus brevifolia) extrahiert, beziehungsweise
heutzutage partialsynthetisch hergestellt (Weaver, 2014; Kroner et al., 2020).

Im Gegensatz zu VIN wirkt PTX als Mikrotubulistabilisierer, indem es die
Zusammenlagerung der Tubulindimere lber die Bindung an B-Tubuline férdert und
damit die Depolymerisation der Mikrotubuli hemmt (Nogales, 2000; Abal et al., 2003).
AuBerdem kommt es zu einer Ausbildung abnormaler Blindelstrukturen der
Mikrotubuli und multiple Aster werden erzeugt. Insgesamt fiihrt dies schlief3lich zu
einer Hemmung der dynamischen Reorganisation des mikrotubuldaren Netzwerkes, was
als Voraussetzung fiir eine vitale Interphase und mitotische Zellfunktion gegeben sein

muss (Jordan et al., 1993, 1996; Terzis et al., 1997).
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Auch bei PTX kommt es schlieBlich zu einer Aktivierung des SAC, weshalb die Zelle in
einen mitotischen Arrest gerat und abstirbt (Kelling et al., 2003; Abal et al., 2003).
Angewendet wird PTX als intravendses Chemotherapeutikum unter anderem bei
Ovarial-, Mamma- und nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinom, sowie dem AIDS-
assoziiertem Kaposi-Sarkom (Weaver, 2014; Algahtani et al., 2019; Kroner et al., 2020).
Der Einsatz zur Therapie bei ZNS-Tumoren ist allerdings wegen nur sehr schlechter
Uberwindung der Bluthirnschranke aufgrund des hohen Molekulargewichts von 850
Dalton bisher stark limitiert (Fetell et al., 1997). Erste Ansatze lokaler Applikations-
formen, bei denen die Bluthirnschranke umgangen wird, zeigen allerdings Wirkung
(Lidar et al., 2004; Walter et al., 1994). Zu den haufigsten Nebenwirkungen, die unter
PTX-Gabe auftreten kénnen, zahlen neben der hauptsachlich dosislimitierenden
Knochenmarksuppression, eine periphere Neuropathie, Alopezie, Arthralgien oder
Myalgien, Nagel-Veridnderungen, sowie Uberempfindlichkeitsreaktionen (Kroner et al.,

2020).

1.4 Tumor Treating Fields (TTFields)

1.4.1 Aufbau und Anwendung als Therapiesystem

Einen der neuesten vielversprechenden Ansatze in der GBM-Therapie stellt der Einsatz
sogenannter Tumor Treating Fields (TTFields) dar. Bei diesen Tumortherapiefeldern
handelt es sich um alternierende Wechselstromfelder geringer Starke mit

1-3V/cm und einer intermediaren Frequenz von 100-300kHz, wobei fiir GBM eine
Frequenz von 200kHz die beste Wirkung zeigte (Giladi et al., 2015; Porat et al., 2017).
Die biologischen Wirkeffekte elektrischer Felder auf Zellen war vor allem fiir niedrige
und hohe Frequenzen schon langer bekannt, wahrend elektrischen Feldern mittlerer
Frequenz zunachst wenig Bedeutung zugemessen wurde und erst in neuster Zeit die
antimitotische Wirkung bekannt und therapeutisch relevant wurde (Davies et al., 2013;
Giladi et al., 2015; Kirson et al., 2004, 2007). TTFields wurden 2011 erstmals von der
U.S. Food & Drug Administration (FDA) zur alleinigen Anwendung bei rezidivierten
GBM und 2015 schlieBlich auch fiir die Therapie bei erstdiagnostizierten GBM bei

Patient:innen liber 18 Jahren in Kombination mit einer TMZ-Erhaltungstherapie
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zugelassen (FDA 2011, 2015). Hersteller des Therapiesystems OPTUNE® ist die Firma
Novocure. Es handelt sich um ein ambulantes und insgesamt nicht invasives Verfahren,
indem Keramikgelpads (INE Transducer Arrays), durch welche die Wechselstromfelder
appliziert werden, direkt auf die rasierte Kopfhaut der Patient:innen aufgeklebt
werden (Abb. 2 A). Durch den Anschluss an ein tragbares batteriebetriebenes Gerit,
welches als Rucksack oder Umhangetasche mitgefiihrt werden kann, sind die
Patient:innen bei laufender Therapie damit vollig frei beweglich (Abb. 2 B). Die INE-
Elektroden sollten zweimal wéchentlich gewechselt werden, was in der Regel nach
Einweisung selbststdandig durch die Patient:innen zu Hause erfolgen kann (Murphy et
al., 2016; Novocure, 2021a, 2021b).

Flr eine optimale Wirkung bedarf es jedoch einer hohen Mitarbeit seitens der
Patient:innen, da empfohlen wird, die TTFields mindestens 18h am Tag zu applizieren,
was einer Compliance von 75% im Monat entspricht. Die Compliance sollte mindestens
50% betragen, um Uberhaupt einen Vorteil im Gesamtiiberleben gegeniiber der
alleinigen TMZ-Therapie erzielen zu kdnnen. So konnte gezeigt werden, dass der Effekt
fir ein verlangertes Gesamtiberleben umso besser ist, je langer die TTFields appliziert
werden und mit einer Compliance von tiber 90% im Monat schlieBlich die
groRtmoglichen Effekte erreicht werden kénnen (Kanner et al., 2014; Toms et al.,
2019). Auch die Einflihrung einer neuen zweiten und wesentlich leichteren Generation
von Optune-Geraten soll zu einer besseren Compliance beitragen (Kinzel et al., 2019).
Mittlerweile wird auch in der aktuellsten S2k-Leitlinie flir Gliome der DGN empfohlen

GBM-Patient:innen die TTFields als Therapieoption anzubieten (Wick, 2021).
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Abbildung 2
A: Anbringen der INE-Elektroden auf der rasierten Kopfhaut und B: Optune-Gerdt mit Konnektor und Arrays,

Aufnahmen aus der Novocure Bildergalerie, Verwendungsgenehmigung von Novocure vorliegend
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1.4.2 Wirkmechanismus

Um den Wirkmechanismus der TTFields verstehen zu kbnnen, muss zunachst der
Ablauf des Zellzyklus betrachtet werden, der die allgemeine Grundlage fir Zellteilung
und Zellvermehrung darstellt.

Der Zellzyklus kann in eine Interphase und Mitose (M)- Phase aufgeteilt werden.
Letztere ist wesentlich kiirzer und stellt die eigentliche Zellteilung dar.

Die Interphase wiederum lasst sich in die drei Abschnitte Gi-, S- und G;-Phase
unterteilen (Buselmaier, 2012; Lillmann-Rauch, 2012). In den G-Phasen, von englisch
»gap“ fir Licke, befindet sich die Zelle hauptsachlich im Wachstum und der
vorbereitenden Produktion von Proteinen und Enzymen fiir die bevorstehende
Zellteilung (G1). AuRerdem wird die DNA auf mogliche Fehler abgesucht und diese
gegebenenfalls repariert (G1 und Gz). In der dazwischenliegenden Synthese (S)-Phase
findet die eigentliche Verdopplung der DNA statt, sodass am Ende ein doppelter
Chromosomensatz zur Aufteilung auf zwei identische Tochterzellen vorliegt.

Teilt sich eine Zelle dauerhaft oder voriibergehend nicht mehr, spricht man von der Go-
Phase (Buselmaier, 2012; Lillmann-Rauch, 2012).

Um den korrekten Ablauf des Zellzyklus zu gewahrleisten, existieren drei
Kontrollstationen, die die teilende Zelle passieren muss, um den nachsten Abschnitt zu
erreichen. Eine entscheidende Rolle spielen hierbei vor allem Zykline und zyklin-
abhangige Proteinkinasen (cyclin-dependent protein kinases, CdK). Dabei wird tber die
CdK die Aktivitat der Zykline bestimmt, indem diese phosphoryliert und an die CdK
gebunden werden. So wird am Gz-Kontrollpunkt das Eintreten in die Mitose vor allem
Uber die gesteigerte Produktion von Zyklin B gesteuert, welches wiederum zur
vermehrten Bildung phosphorylierender Proteinkinasen fihrt, die dann entscheidende
Proteine zur Einleitung der Mitose aktivieren (Buselmaier, 2012).

In der Mitose selbst wird durch den Kontrollpunkt SAC dann die korrekte Trennung der
Chromatiden sichergestellt, indem die Metaphase pausiert, die korrekte Bindung des
Spindelapparates an die Chromosomen Uberprift (Musacchio & Salmon 2007) und
Uber Dephosphorylierung Proteinkinasen wiederum inaktiviert werden (Buselmaier,

2012). Sollten diese Vorgange nicht korrekt ablaufen, wird dies durch den SAC erkannt
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und die Zellteilung gestoppt (Joglekar, 2016; Kessler et al., 2018). Wenn am Gi-
Kontrollpunkt schlieBlich noch tiberpriift wurde, ob die DNA keine Mutationen
aufweist und die Mitose korrekt abgelaufen ist, wird Gber G1-Zykline der Zyklin B
Abbau inaktiviert und die S-Phase eingeleitet (Buselmaier, 2012).

Die eigentliche Zellteilung selbst lduft dann in der Mitose in sechs verschiedenen
Abschnitten ab. In der Prophase finden eine Aufspiralisierung und Kondensation der
Chromosomen statt. Die beiden Schwesterchromatiden werden dabei tiber den
briickenbildenden Proteinkomplex Cohesin zusammengehalten. Allerdings trennt sich
diese Verbindung wahrend der Kondensation partiell auf, verbleibt aber noch
verfestigt am Zentromer. Auflerdem bilden sich die Spindelpole aus, es kommt zur
Bildung von Mikrotubuli und Ausbildung der Mitosespindel (Buselmaier, 2012;
Lillmann-Rauch, 2012). Im Ubergang zur Metaphase wird in der Prometaphase noch
die Kernhiille aufgel6st. In der Metaphase selbst werden die Chromosomen dann lber
die Spindelfasern in der Aquatorialeben angeordnet und damit die Metaphaseplatte
gebildet (Buselmaier, 2012; Lillmann-Rauch, 2012). In der darauffolgenden Anaphase
wird die verbliebene Verbindung der Schwesterchromatiden durch die Separase gelost,
die Chromatiden werden getrennt und Uber die Spindelfasern durch Verkiirzung der
Mikrotubuli Gber Depolymerisation zu den jeweiligen Zellpolen gezogen (Buselmaier,
2012; Lallmann-Rauch, 2012). Es folgt die Telophase, in der nun die Mitosespindel
aufgeldst, die Chromatiden wieder entspiralisiert und dekondensiert werden und eine
neue Kernhiille entsteht (Buselmaier, 2012; Lillmann-Rauch, 2012). In der Zytokinese
wird schlussendlich Gber die Bildung eines Schniirringes bestehend aus Aktin- und
Myosinfilamenten die Zelle in die beiden Tochterzellen getrennt und alle weiteren
Zellbestandteile werden aufgeteilt (Buselmaier, 2012; Lillmann-Rauch, 2012).

Da die Mitosephase an sich nur einen sehr kurzen Zeitraum im gesamten Zellzyklus
einnimmt, sind histologisch typische Mitosefiguren selbst in aktiv proliferierendem
Gewebe eher selten zu sehen. Vermehrt zeigen sie sich allerdings in Embryonalgewebe
und vor allem auch in malignen Tumoren (Lillmann-Rauch, 2012).

Viele Chemotherapeutika, insbesondere die Gruppe der Mitosehemmstoffe, sowie

bisher angenommen auch die TTFields, zielen als antimitotische Therapeutika darauf
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ab, den Ablauf der Mitose und Zellteilung zu storen. Sie kdnnen daher umso effektiver
wirken, je héher die Anzahl an Mitosen ist, und nutzen somit den gerade in
tumordsem Gewebe meist gesteigerten Zellumsatz (Buselmaier, 2012; Shahaf et al.,
2018; Rominiyi et al., 2021a, 2021b).

Kirson et al postulierten im Jahr 2007, dass die Wirkung der TTFields
hochstwahrscheinlich auf zwei Haupteffekten mit den sich in Mitose befindlichen
Zellen beruht (Kirson et al., 2007, Abb. 3). In allen vitalen Zellen kann es durch die
Beschaffenheit der Zellstrukturen zur Ausbildung von natirlichen elektrischen Feldern
kommen, die eine Stdrke zwischen 0 und 10V/cm besitzen kénnen (Kirson et al., 2007;
Tuszynski et al., 2016). In der Metaphase der Mitose kommt es normalerweise zur
Ausbildung des fiir den korrekten Ablauf der Mitose essenziellen Spindelapparates aus
Mikrotubuli durch Tubulindimere, die einen groRen Dipolmoment aufweisen. Durch
das Anlegen der TTFields wird in dieser Zyklusphase ein homogenes elektrische Feld
generiert und polare Molekiile werden Rotationskraften ausgesetzt. Dipole oszillieren
dann synchron mit dem Feld, wodurch es zur Storung des dynamischen Prozesses aus
Polymerisation und Depolymerisation der Tubulindimere zur Mikrotubulibildung,
damit Ausbildung des Spindelapparates und somit schliefSlich zum Metaphasenarrest
kommt (Kirson et al., 2007; Gera et al., 2015b; Rominiyi et al., 2021a, 2021b; Abb. 3 A).
Dabei ist die Wirkung der TTFields insgesamt umso starker, je starker das
Dipolmoment der Molekiile ausgepragt ist (Gera et al., 2015). Ein groRes Dipolmoment
besitzt auRerdem auch der mitotische Septinkomplex, der fiir die richtige Position der
Teilungsfurche und den Ablauf der korrekten Teilung in zwei Tochterzellen zustandig
ist. Seine korrekte Ausrichtung an der Zellmittellinie in der Anaphase wird durch die
TTFields dadurch ebenfalls gestort (Gera et al., 2015; Rominiyi et al., 2021a, 2021b).
Diese Effekte konnen im weiteren Verlauf dann schliefllich zu einer insgesamt
verlangerten Mitose, einer fehlerhaften Chromosomenverteilungen mit Entstehung
aneuploider genomisch instabiler Tochterzellen und schlieRlich dem mitotischem
Zelltod fuhren (Giladi et al., 2015b; Kirson et al., 2007).

Schaffen es die Zellen unter den angelegten Wechselstromfeldern trotzdem die

Metaphase zu lGberwinden, bewirken die TTFields zudem in der Anaphase durch die
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Ausbildung einer Sanduhrform der Zelle zur bevorstehenden Zytokinese die Ausbildung
eines inhomogenen elektrischen Feldes. Auf polarisierte Molekiile wird damit eine
Nettokraft in Richtung hoherer Felddichte ausgelibt und es kommt zur sogenannten
Dielektrophorese mit Konzentrierung der Makromolekile und Organellen in Richtung
der mitotischen Furche. Dies wiederum fiihrt zur fehlerhaften Lage und Funktion der
kontraktilen Elemente, sowie ektopischer Furchenbildung und Blaschenbildung der
Membran, endet letztlich in einem Arrest der Zellen in GO/G1 und kann ebenfalls einen
programmierten Zelltod ausldsen (Kirson et al., 2007; Gera et al., 2015; Abb. 3 B).

Li et al. konnten allerdings 2020 diese urspriinglich angenommen Wirkhypothesen in
ihrer theoretischen Studie nur begrenzt bestatigen (Li et al., 2020). Sie und weitere
Studien postulieren als wahrscheinlicheren Wirkmechanismus eine durch die TTFields
bedingte Verdanderung des Zellmembranpotentials, wodurch lonenkanéle so
beeinflusst werden, dass es zu einem erhéhten Einstrom von CaZ*-lonen in die Zelle
kommt. Diese erhéhte Ca?*-lonen-Konzentration in der Zelle beeinflusst dann die
Spindelfaserbildung und stort schlielRlich den mitotischen Ablauf (Neuhaus et al., 2019;
Li et al., 2020). Neben dieser Hypothese werden weitere Modelle die durch
Membrandestabilisierung und -deformierung oder Elektroporation zu einer erhéhten
reversiblen Permeabilitat der Zellmembran und damit zum Beispiel zu einer
verbesserten Aufnahme von 5-ALA oder Chemotherapeutika fiihren kénnen, diskutiert

(Aguilar et al., 2021; Chang et al., 2018; Moser et al., 2022; Abb. 3 C).
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Unidirektionale Nettokraft,
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die auf die Dipole wirkt die wéhrend aller Zyklusphasen

auf die Dipole wirkt

Alternierendes Feld Alternierendes Feld

C Abbildung 3
Wechselstromfeldverteilung in und um sich nicht teilende und sich
= =y teilende Zellen. A: Homogenes Feld bei sich nicht teilenden Zellen,
( ( [~
Dipole oszillieren synchron mit dem Feld; B: Inhomogenes Feld bei sich
¢ TTFields (200kHz) teilenden Zellen, Dipole werden durch Dielektrophorese in Richtung
beeinflussen das
* Zellmembranpotenzial, hdchster Intensitdt zur Teilungsfurche gezogen (modifiziert nach Kirson
bezieh i
2 - \\ S:::nuunn;:tiz:gige et al., 2007, open access (PNAS open access option)); C: Einfluss der
ca** w .
. /(a",{ g ) 'Z°r|‘|e”ka"ba'e’ S:“éfg'te/ TTFields auf das Zellmembranpotenzial, beziehungsweise spannungs-
S-ALA o & ellmembranstabilita
° i el s . .. . . e o
¢ NZ27  -permeabilitst. Dies fiihrt abhéngige Ca?*-lonenkandile, sowie die Zellmembranstabilitét/

Chemo-
therapeutika

zu einem erhéhten
Einstrom u.a. von Ca*'-
lonen, 5-ALA oder Chemo-
therapeutika in die Zelle.

-permeabilitit (modifiziert nach Aguilar et al., 2021, open access/CC
BY 4.0, Lizenz-Link siehe Abbildungsverzeichnis);

5-ALA= 5-Aminoldvulinsdure , TTFields= Tumor Treating Fields

Ein bekannter Wirkeffekt antimitotischer Wirkstoffe wie zum Beispiel auch von
Vinkaalkaloiden oder PTX ist zudem die Aktivierung des SAC, was daher unter anderem
zunachst auch als weiterer Wirkeffekt der TTFields vermutet wurde. Dieser sorgt
normalerweise dafiir, dass bei einer fehlerhaften Anordnung der Chromosomen kein
irreversibler Ubergang von der Meta- zur Anaphase mehr stattfinden kann. Die Folge
des entstehenden Zellzyklusarrestes kann wiederum ein fehlerhafter Ablauf der
Zellteilung mit abnormaler Chromosomenverteilung, mehrkerniger Zellbildung und
schlielRlich Absterben der Zelle sein (Gera et al., 2015; Giladi et al., 2015; Joglekar,
2016; Manchado et al., 2012; Matson & Stukenberg, 2011; Penna et al., 2017; Rominiyi
et al., 2021a, 2021b; Weaver & Cleveland, 2005).

Jedoch ist dieser Zellzyklusarrest zeitlich begrenzt und auch ein Umgehen der Mitose
durch ein sogenanntes , mitotic slippage” ist moglich, woraus polyploide Zellen
entstehen und es durch mitotische Katastrophe oder Seneszenz zwar wiederum zum
Zelltod kommen kann, einige Zellen jedoch danach erneut beginnen zu aneuploiden

Nachkommen zu proliferieren (Nakayama & Inoue, 2016; Cheng & Crasta, 2017;
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Kessler et al., 2018; Rominiyi et al., 2021a, 2021b). Erstaunlicherweise konnte jedoch
mittlerweile gezeigt werden, dass durch ein Umgehen des SAC durch die Kombination
mit dem SAC-Inhibitor IN-3 die Wirkung antimitotischer Wirkstoffe wie VIN (Tannous
et al., 2013) oder auch TTFields (Kessler et al., 2018) verstarkt werden kann.

AuBerdem konnten in den letzten Jahren neben den antimitotischen Haupteffekten
zahlreiche weitere neue Erkenntnisse Uber zusatzliche direkte und indirekte
Wirkungsweisen der TTFields gewonnen werden, welche unter anderem Rominiyi et al.
(Rominiyi et al., 2021a, 2021b), Guo et al. (Guo et al., 2022), Moser et al. (Moser et al.,
2022) oder Shams und Patel (Shams & Patel, 2022) in ihren Review-Artikeln
zusammenfassen. So wurden unter anderem auch Effekte durch Aktivierung von
Signaltransduktionskaskaden und weiterer Zytoskelettstrukturveranderungen
(Tuszynski et al., 2016), sowie ein Einfluss auf DNA-Reparaturmechanismen, autophage
Effekte, antimigratorische Effekte und immunogene Wirkungen nachgewiesen, wobei
letztlich der volle Umfang aller Wirkmechanismen bis heute nicht vollstandig erforscht
ist (Rominiyi et al., 2021a, 2021b; Moser et al., 2022; Guo et al., 2022; Shams & Patel,
2022). So kdnnte zudem auch der durch die TTFields erzeugte Zellstress eine negative
Auswirkungen auf die Zellproliferation haben (Gera et al., 2015; Zhu & Zhu, 2017).
Zudem konnte Giladi et al. 2017 zeigen, dass die Wirkung einer Bestrahlungstherapie
von Gliomzellen im Anschluss durch die Anwendung von TTFields vermutlich durch
eine Hemmung von DNA-Reparaturmechanismen verstarkt werden kann (Giladi et al.,
2017). Des Weiteren inhibieren TTFields die Angiogenese und bewirken dadurch eine
Minderdurchblutung von Tumorzellen (Ho Kim et al., 2016, Guo et al., 2022).
AuBerdem konnte mittlerweile gezeigt werden, dass sich unter der Anwendung von
TTFields die Bluthirnschrankendurchlassigkeit erhoht (KeRler et al., 2019; Salvador et
al., 2020, 2022; Moser et al., 2022, Guo et al., 2022; Shams & Patel, 2022).

In vitro wurden TTFields bereits als Einzel- oder Kombinationstherapien unter anderem
mit TMZ, PTX, Doxorubicin, Cyclophosphamid und Dacarbazin getestet und gezeigt,
dass es zelllinienabhangig zu additiven oder auch synergistischen Effekten in
Kombination mit Strahlen- oder Chemotherapie kommen kann (Kirson et al., 2009;

Silginer et al., 2017). Obwohl PTX durch die mikrotubulistabilisierende Wirkungsweise
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gegensatzlich zum destabilisierenden Effekt der TTFields fungiert, konnte bereits in
ersten Studien ein verstarkender Effekt in Kombination mit TTFields unter anderem bei
Ovarialkarzinomzellen, als auch beim nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom, sowohl in
vitro als auch in vivo gezeigt werden (Voloshin et al., 2016; Giladi et al., 2014).
Es wird angenommen, dass der kombinierte Effekt der Doppelbehandlung darauf
zuriickzufiihren ist, dass die Tubulindimere, die selbst ein groRes Dipolmoment
aufweisen, als gemeinsamer Angriffspunkt fungieren. Durch die Stabilisierung der
Mikrotubuli durch das PTX kommt es zu einer VergroRerung der Dipolmomente, an
denen die TTFields somit langer Ihre Wirkung entfalten kdnnen und es daher
insgesamt zu einer Sensibilisierung der Tumorzellen gegeniiber den TTFields durch das
PTX kommt (Kirson et al., 2009). AuBerdem konnte gezeigt werden, dass die
Durchgéangigkeit von PTX lber die Bluthirnschranke durch die Kombination mit
TTFields ermoglicht werden kann (Moser et al., 2022; Salvador et al., 2020, 2022).
Auch eine Wirksamkeit der TTFields und Resensibilisierung von Tumorzellen, die auf
herkémmliche Chemotherapien nicht mehr ansprechen, konnte belegt werden und
wird vermutlich durch Veranderung des Zytoskeletts und der Mikrotubuli, sowie
Verteilung der Mitochondrien erklart (Schneiderman et al., 2010; Silginer et al., 2017).
T Die TTFields-Wirkintensitat ist von der Frequenz, den
U @ elektrischen Eigenschaften der Zellen, sowie auch von
: S B < Z der ortlichen Ausrichtung der Zellen zum elektrischen
’ .-; 5l Feld abhangig. Sich rechtwinklig zur Feldrichtung
teilende Zellen sind keinen dielektrischen Kraften
(x\'\\ /'(/> ausgesetzt. Daher werden die INE-Elektroden nach
_ chifis 2/ einem individuellen Anordnungsdiagram angebracht,

welches durch eine spezielle Software von Novocure

Abbildung 4

Firmeneigene Planungssoftware
NovoTAL™, Aufnahmen von Novocure,
Verwendungsgenehmigung von
Novocure vorliegend

(NovoTAL™) zur Behandlungsplanung je nach GroRe
und Lage des Tumors eigens erstellt wird, sodass
moglichst viele Tumorzellen erreicht und die
Intensitdt der TTFields in der Tumorregion verbessert werden kann (Chaudhry et al.,

2015; Kirson et al., 2009; Murphy et al., 2016; Abb. 4).
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Klinisch handelt es sich beim Einsatz der TTFields im Allgemeinen um eine sehr
nebenwirkungsarme und wenig einschrankende Therapie, da aufgrund der rein lokalen
Abgabe und frequenzspezifischen Behandlung ein geringes Toxizitatsprofil vorliegt und
gesundes ruhendes Gewebe nicht betroffen ist. Lediglich eine gelegentlich auftretende
Kontakt-Dermatitis wird durch den Einsatz der Pflaster auf der rasierten Kopfhaut
teilweise beobachtet (Kirson et al., 2007, 2009; Salzberg et al., 2008, Novocure 2021a,
2021b). Kontraindikationen bei denen das Gerét nicht eingesetzt werden darf, sind
implantierte medizinische Gerate wie zum Beispiel Hirn-/Riickenmark-/Vagusnerv-
stimulatoren, Defibrillatoren, Herzschrittmacher, Schadelknochendefekte,
Geschossfragmente im Schadel, signifikante neurologische Erkrankungen wie Demenz,
progressive degenerative neurologische Erkrankungen, Vorliegen einer Meningitis oder
Enzephalitis, ein Hydrocephalus mit erh6htem intrakraniellen Druck, in der
Schwangerschaft, bei einer Allergie auf leitfahige Hydrogele, sowie unter 18 Jahren
(Novocure, 2021a).

Durch den Einsatz von TTFields bei GBM-Patient:innen zusatzlich zur bisherigen
Standardtherapie, konnten bereits signifikante Unterschiede sowohl in der
progressionsfreien Zeit, als auch im Gesamtiiberleben durch verschiedene Studien
belegt werden (Stupp et al., 2017a, 2017b; Rulseh et al., 2012; Kirson et al., 2007; Zhu
& Zhu, 2017). So erzielte bereits die ,,EF-11” Studie von Stupp et al. 2012 bei der
Behandlung des rezidivierten Glioblastoms mit einer TTFields-Einzeltherapie im
Vergleich zu einer Chemotherapie bei beiden Optionen ein medianes Uberleben von
circa 6 Monaten. Somit konnten beide Ansatze als gleichwertige Einzeltherapieoption
beim rezidivierten GBM betrachtet werden, mit dem zusatzlichen Vorteil des
geringeren Nebenwirkungsprofils der TTFields gegeniiber einer Chemotherapie (Stupp
et al., 2012; Hottinger et al., 2016). Die Auswertung erster klinischer Daten aus den
USA von 2001-2013 uber den Einsatz von TTFields bei rezidiviertem GBM konnte dann
auch ein deutlich langeres Gesamtiberleben unter TTFields-Therapie nachweisen
(Mrugala et al., 2014). In der prospektiven internationalen randomisierte Phase |
Langzeit-Multizenterstudie ,,EF-14“ von Stupp et al., bei der insgesamt 695

Patient:innen im Zeitraum von 2009-2014 zum Vergleich von TTFields in Kombination
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mit TMZ gegeniber alleiniger TMZ-Therapie eingeschlossen wurden, konnte schlieRlich
eine Verlingerung des progressionsfreien Uberlebens um im Durchschnitt 3,7 Monate,
sowie der Gesamtiiberlebenszeit um durchschnittlich 4,9 Monate auf 20,9 Monate im
Vergleich zur alleinigen TMZ-Therapie mit einem Gesamtiiberleben von 16 Monaten
bei erstdiagnostiziertem GBM erreicht werden. AuRerdem (iberlebten 13% der mit der
Kombinationstherapie behandelten Patient:innen 5 Jahre, was nur bei 5% der

Patient:innen unter alleiniger Temozolomidtherapie der Fall war (Stupp et al., 2017a).

1.5 Fragestellung der Arbeit

Die Behandlungsoptionen eines GBM sind bislang sehr limitiert. In dieser Arbeit
wurden die Zytostatika VIN und PTX, welche die Stabilisierung der Mikrotubuli
beeinflussen, in Kombination mit TTFields getestet und untersucht, ob es additive oder
sogar synergistische Effekte gibt. Dazu wurden zunachst die ECso-Konzentrationen fir
die GBM-Zelllinien U87 und GaMG mit dem xCELLigence-Gerat bestimmt und
anschlieBend definierte Zahlen von GBM-Zellen in unterschiedlichen Kombinationen
behandelt. Die Analyse einer eventuellen Wirkungssteigerung wurde durch die
Bestimmung der Zellzahlen nach den verschiedenen Behandlungsansatzen

durchgefihrt.
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2 Materialien- und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerate und Materialien

Tabelle 2: Gerdte und Materialien

Gerat/ Material

Hersteller

Brutschrank Function line 37°C

Heraeus Instruments

Deckglaser Glas, rund 20mm

Hartenstein

EppendorfgefaRe (1ml, 1,5ml, 2ml)

Eppendorf

E-Plate® fuir xCELLigence, Glas

ACEA Biosciences (seit 09/2020

Agilent Technologies)

Fluoreszenzmikroskop Leica DMI3000 B

Leica

Forma Series || Water Jacket, CO; Inkubator 18°C

Thermo Scientific

Freezing Container

Nalgene

Gefrierschrank -20°C

Liebherr

Gefrierschrank -80°C

Fryka-Kaltetechnik

Glaspipetten

Hartenstein

Inkubator Heracell 240i

Thermo Scientific

inovitro™ Laborforschungssystem

Novocure

Kolbenhubpipetten (diverse GréRen)

Eppendorf und HTL Discovery Comfort

Kihlschrank 4°C

Liebherr

Lichtmikroskop

Hund-Wetzlar

Multipette

Eppendorf

Nunc™ Thermanox™ Deckgladser, 22mm

Thermo Scientific

Pipettierhilfe, Accurpette

Integra Bioscience und VWR

Pipettenspitzen

Sarstedt

Reaktionsréhrchen (15ml, 50ml)

Greiner bio-one

Scepter™ 2.0 Cell Counter

Merck Millipore

Vakuum-Pumpe/ Kompressor

Welch Vacuum, Thomas Industries

Vortexer Vortex Genie2

Scientific industrie

Wasserbad

Hartenstein

6-Well-Platten

Corning Incorporated
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XCELLigence RTCA DP Instrument

ACEA Biosciences (seit 09/2020

Agilent Technologies)

Zellkulturflaschen (75cm?)

Corning Incorporated

Zentrifuge Mega Star 3.0R VWR
2.1.2 Software
Tabelle 3: Software

Software Entwickler

Corel Draw X3

Corel Corporation

inovitro™ Systemsoftware

Novocure

GraphPad Prism 6

GraphPad Software

Microsoft Excel

Microsoft Corporation

Picasa

Google Inc./LifeScape

RTCA Data-Analysis Software Version 1.0

ACEA Biosciences (seit 09/2020

Agilent Technologies)

2.1.3 Chemikalien

Tabelle 4: Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie

Hersteller

Collagen A 1mg/ml

Merck Millipore

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Roth

Ethanol (70%, vergillt)

Roth

Fetales Kalberserum (FKS)

Gibco by Life Technologies

Fibronectin, 0,05mg/ml

Sigma

Laminin Maus, 1,6mg/ml

Merck Millipore

Nicht essenzielle Aminos&duren (non-essential

amino acids, NEAA)

Gibco by Life Technologies

Paclitaxel (PTX)

LC Laboratories

Penicillin/Streptomycin (10000U/ml Penicillin,

10,00ug/ml Streptomycin)

Gibco by Life Technologies

29




Phosphatgepufferte Salzlosung (Phosphate

Buffered Saline, PBS, Dulbecco, w/o Ca?* w/o Mg?*)

Merck Millipore

Trypsin/ Ethylendiamintetraacetat (EDTA) L6sung

(0,25%/0,02% (w/Vv) in PBS)

Merck Millipore

Ultra Pure Water

Biochrom

Vincristinsulfat/Vincristin (VIN)

Sigma-Aldrich

Zellkulturmedium (Dulbecco’s Modified Eagle

Medium, DMEM) mit 1g/| D-Glucose, L-Glutamin,

Natriumpyruvat, Phenolrot

Gibco by Life Technologies

2.1.4 Zelllinien

Tabelle 5: Zelllinien

Zelllinie | Spezies | Gewebe | Zelltyp Alter | Geschlecht | Wachstum | Firma

GaMG Homo Gehirn Glioblastom | 42 weiblich Monolayer | DSMZ
sapiens

us7 Homo Gehirn Glioblastom | 44 weiblich Monolayer | CLS
sapiens

2.2 Ldsungen

2.2.1 Zellkulturmedium

Zum DMEM wurde pro 500ml Flasche 50ml hitzeinaktiviertes FKS, 2ml Penicillin/

Streptomycin und 10ml| NEAA zugesetzt.

2.2.2 Einfriermittel

Zum Einfrieren der Zellen wurde eine Einfrierldsung aus 50% Zellkulturmedium, 40%

FKS und 10% DMSO hergestellt.
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2.2.3 DMSO-Kontrollmedien

2.2.3.1 xCELLigence-Versuche

Um bei den xCELLigence Versuchen zur Ermittlung der ECso-Werte fiir VIN
beziehungsweise PTX, einen zusatzlichen Effekt des Losemittels DMSO auf die Zellen
auszuschlieBen, wurde fiir jeden Versuch jeweils ein Kontrollmedium mit DMSO
angesetzt, welches dieselbe DMSO-Menge wie die entsprechend hdchsteingesetzte
Zytostatikadosierung bei der jeweiligen Testung enthielt.

Entsprechend der maximalen Konzentration, wurde hierzu fiir die VIN-Versuchsreihe
zunachst eine Verdiinnung von 1ul DMSO auf 1000ul Medium erstellt. Fir beide
Zellreihen entsprachen dann 25pl dieser DMSO-L6sung pro Well der DMSO-Menge der
maximal eingesetzten Konzentration von 1,25uM VIN (1:1000 von Stock, 200l
Gesamtvolumen pro Well).

Bei der Testung von PTX wurde 1ul DMSO in 100ml Zellkulturmedium verdiinnt und
davon 5,32ul pro Well entsprechend 0,63uM maximal verwendeter PTX-Konzentration

(1:100 der Vorverdiinnung) zugegeben.

2.2.3.2 TTFields-Versuche

Auch bei den TTFields-Versuchen wurde, um einen zusatzlichen toxischen Effekt auf
die Zellen durch die verwendeten Mengen des eingesetzten DMSO ausschlieRen zu
konnen, dieses als Kontrolle zu den Kontroll- und TTFields-Ansatzen zugesetzt.
Entsprechend wurden hierfiir 1,1ul DMSO auf 55ml Zellkulturmedium fiir die Zellreihe
U87 beziehungsweise 0,11ul auf 55ml fir die Zellreihe GaMG bei den VIN-Versuchen
zugegeben (2.2.4.1).

Bei den Versuchen mit PTX entsprach 1,41ul DMSO auf 55ml Zellkulturmedium fir
beide Zellreihen der maximal enthaltenen DMSO-Menge (2.2.4.2).

31



2.2.4 7Zytostatika-Losungen fiir TTFields-Versuche

2.2.4.1 Vincristin

Fir die VIN-Stocklosung wurden 10mg Vincristinsulfat in 1ml DMSO gel6st und somit
eine 10mM Stocklosung erzeugt. Diese wurde zundchst 1:10 mit Zellkulturmedium
verdiinnt, sodass eine 1mM LOsung entstand.

Flr die TTFields-Versuche mit U87-Zellen war eine 200nM Losung erforderlich.

Dies entsprach 11ul der ImM VIN-Losung auf 55ml Zellkulturmedium.

Flr die Experimente mit GaMG war eine starkere Verdiinnung auf 20nM erforderlich.
Dafiir wurde die ImM Losung nochmals 1:10 mit Zellkulturmedium auf 0,1mM

verdiinnt und davon wurden 11l in 55ml Zellkulturmedium zugegeben.

2.2.4.2 Paclitaxel

Es wurden 200mg PTX in 1ml DMSO zur Herstellung einer 234mM Stockldsung gelost.
Nach einer weiteren Vorverdiinnung im Verhaltnis 1:100 in DMSO, um ein Ausfallen zu
verhindern, erfolgte ein weiterer Verdinnungsschritt von 1:100 in Zellkulturmedium,
was eine 23,42uM Lésung ergab.

Um die bendtigte 60nM-Losung fir die TTFields-Versuche zu erhalten waren 141pl

dieser PTX-L6sung in 55ml Zellkulturmedium erforderlich.

2.3 Methoden
2.3.1 Zellkultur

2.3.1.1 Zellen splitten

Die verwendeten Zelllinien wurden in 75cm? Zellkulturflaschen in Zellkulturmedium bei
37°C und 5% CO; inkubiert. Um dauerhaft glinstige Wachstumsbedingungen zu
gewadhrleisten, wurden die Zellen bei 70-90% Konfluenz gesplittet. Dazu wurde
zunachst das Zellkulturmedium abpipettiert und ein Waschgang mit 5ml PBS
durchgefihrt. AnschlieRend wurde 2ml Trypsin hinzugegeben und die Flasche fir
15min inkubiert. Nach der enzymatischen Ablosung und gegebenenfalls noch

vorsichtigem mechanischem Lésen der Zellen durch Beklopfen der Flasche, wurde die
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Reaktion dann durch Zugabe von 8ml Zellkulturmedium abgestoppt und im Verhaltnis
1:5 gesplittet, indem 2ml der Zellldsung in den Flaschen belassen und der Uberstand
verworfen wurde. SchlielRlich wurden die gesplitteten Flaschen nach Zugabe von 15ml

frischem Zellkulturmedium wieder in den Inkubator gegeben.

2.3.1.2 Zellen auftauen und einfrieren

Zum Auftauen wurden die in den KryogefaRen tiefgefrorenen Zellen, die zuvor aus den
-196°C Stickstofftanks enthommen worden waren, zunachst im 37°C Wasserbad
erwarmt, anschlieBend in eine 75cm? Zellkulturflasche mit 15ml Zellkulturmedium
Uberfiihrt und schliellich im Brutschrank bei 37°C mit 5% CO; inkubiert.

Zum Einfrieren wurden die Zellen wie oben beim Splitten beschrieben behandelt.
Allerdings wurde mit 4ml Medium abgestoppt. Die Zellsuspension wurde in ein 15ml
Reaktionsgefal’ iberflihrt und die Zellen wurden bei 800xg flir 5min abzentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet langsam in 1ml Einfriermittel
resuspendiert. Zum langsamen Einfrieren wurden die Proben schlieRlich tiber Nacht im
Freezing Container bei -80°C inkubiert und anschlielend in einem Stickstofftank

gelagert.

2.3.2 Zellzahlbestimmung

2.3.2.1 Scepter Zellzahlgerat

Um eine gewlinschte Zellzahl zu erhalten, wurden
Zellzahlen mit dem Scepter™ 2.0 Cell Counter
bestimmt (Abb. 5 A). Das tragbare Zellzdhlgerat
beruht auf dem Prinzip der Widerstandsmessung.
Unter Verwendung von 60um Sensoren (Abb. 5 B)
kénnen Partikel zwischen 6 und 36um erfasst werden.

Nach Aufnahme von 50ul Messvolumen passieren die

Partikel eine Offnung im Sensor und fiihren zu einer
Zunahme des elektrischen Widerstandes. Die dadurch  apbiidung 5

A: Scepter™ 2.0 Cell Counter; B: 60uM
nach dem Ohm’schen-Gesetz (U = R x ) ebenfalls Sensor; eigene Aufnahmen
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steigende elektrische Spannung kann detektiert und letztlich die gezahlte Partikelzahl
in einem Histogramm graphisch aufgetragen und abgelesen werden (Merck Millipore,

2011).

2.3.2.2 Zellen zdhlen

Um die Zellzahl der geernteten Zellsuspensionen zu bestimmen, wurden pro Probe
500ul in ein EppendorfgefaR tberfihrt. Die Spitze des Messgerats wurde dann mit
heruntergedriicktem Kolben in die Probe eingetaucht und zum Aufnehmen der Probe
der Druck auf den Kolben langsam reduziert. Nach abgeschlossener Messung ertonte
ein Signal und das Messgerat wurde wieder entnommen.

Um schlieBlich nur den vitalen Messbereich mit in die Zellzahl einzuschlielen, wurde
das Histogramm noch zelllinienspezifisch entsprechend eingegrenzt (,Gate low/high*,
Tabelle 6). Daraufhin konnte dann das Messergebnis direkt aus dem aufgetragenen

Histogramm auf dem Display abgelesen werden.

Tabelle 6: Gates

Zelllinie Gate low Gate high
ug7 10,09 21,00
GaMG 15,03 25,00

2.3.2.3 Berechnung von Zellsuspensionen

Um eine Zellsuspension mit bestimmter Zellzahl zu erhalten, wurden die Zellen wie in
2.3.1.1 beschrieben abgeldst. Allerdings wurde nichts von der Zellsuspension
verworfen, sondern die Zellzahl mit dem Scepter™ 2.0 bestimmt und mit
nachfolgender Formel berechnet, wie viel Zellsuspension jeweils bendtigt wurde, um

gewisse Zellzahlen in einem bestimmten Volumen zu erhalten:

ewiinschte Zellzahl
g x Volumen

gezahlte Zellzahl
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2.3.3 ECsp- Bestimmung

2.3.3.1 Definition ECso-Wert

Die mittlere effektive Konzentration (ECso-Wert) beschreibt die Dosis eines
Wirkstoffes, bei der 50% des zu erwartenden Effektes eingetreten ist, wobei dieser
sowohl aktivierender als auch hemmender Art sein kann. Sie wird 6fters in
Zusammenhang mit der mittleren inhibitorischen Konzentration (ICso-Wert)
verwendet. Dieser bezieht sich allerdings vielmehr auf antagonistische Wirkstoffe und
gibt die Dosierung an, bei der ein Riickgang um die Halfte der Reaktion oder einer
Bindung vorliegt (Neubig et al., 2003; Web 1).

Die Bestimmung erfolgt anhand der Dosis-Wirkungskurven eines Pharmakons, wobei
sich diese bei ECso und 1Cso spiegelbildlich verhalten (Web 1).

In der Regel ist hierbei der relative ECso-Wert gemeint, der den Wendepunkt der
Dosiswirkungskurve reprasentiert. Der absolute Wert beschreibt hingegen den
erreichten Mittelwert zwischen dem Minimal- und Maximalwert, besagt durch diese
Abhdngigkeit aber somit wenig Gber die tatsachliche Wirkstarke aus und ist daher fiir
andere Fragestellungen besser geeignet. Der relative und absolute Wert entsprechen
sich, wenn der Minimalwert 0 betragt (Sebaugh, 2011; Web 1). Fiir diese Arbeit

wurden die relativen ECsp-Werte bestimmt.

2.3.3.2 xCELLigence

2.3.3.2.1 Funktionsprinzip

Das xCELLigence RTCA DP Instrument ist ein auf Impedanz-Messung basierendes
Echtzeit-Zellanalysegerat. Dabei handelt es sich um ein nicht-invasives Verfahren, da
weder der schwache angelegte Wechselstrom (Testsignal 22mV bei 10kHz, 25kHz und
50kHz), noch die Elektroden selbst das Verhalten der Zellen beeinflussen (ACEA
Biosciences, 2013b, 2018; OLS, 2022). Vor jeder Messreihe muss eine
Hintergrundmessung durchgefiihrt werden, damit die Leerwerte durch die Messeinheit
spater von den Messwerten abgezogen werden konnen. Auf die E-Plates & 16 Wells mit

einem Volumen von 270ul + 10ul wahlweise aus Polyethylenterephthalat (PET) oder
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Glas (Abb. 6 A) werden die Zellen fur die Messungen ausplattiert, wobei das
verwendete xCELLigence DP-Analysegerat Uiber insgesamt drei Messplatze verfiigt,

Uber welche parallel gemessen werden kann (ACEA Biosciences, 2013b; Abb. 6 B).

Abbildung 6

A: 16- Well E-Plate® aus Glas; B: xCELLigence
RTCA DP-Analyseeinheit mit drei Messpldtzen;
eigene Aufnahmen

Uber Goldelektroden am Boden der Wells wird die Veranderung der Impedanz, also
des Wechselstromwiderstandes, gemessen, der durch die Zellen hervorgerufen wird.
Je grolRer die von den Zellen bedeckte Flache der Goldelektroden ist, desto hoher die
Impedanz (ACEA Biosciences, 2013b, 2018; OLS, 2022). Dies wird tber die RTCA DP
Kontrolleinheit mittels der RTCA Data-Analysis Software 1.0 graphisch dargestellt
(ACEA Biosciences, 2013a). Die relative Impedanzanderung wird schliel8lich Giber
folgende Formel durch die Analysesoftware in einen dimensionslosen Zellindex (Cl)
umgerechnet und graphisch lber die Zeit aufgetragen (ACEA Biosciences, 2010;

2013b):
Wobei gilt:

R(f,t)—R (£ to) fn= Frequenz

Zn R(fn,t) = gemessene Impedanz bei der Frequenz fn zum Zeitpunkt t

CI(t) =

R(fn,to)= gemessene Impedanz bei der Frequenz fn zu Beginn der
Messung (,,Background®)

Z»= entsprechender Frequenz-Faktor von fn

Ein Ansteigen des Zellindex kann also insgesamt sowohl zunehmende Proliferation und
Adhasion, aber auch morphologische Veranderungen, wie zum Beispiel ein Aufblahen
der Zellen, bedeuten. Sterben die Zellen schlielllich zum Beispiel durch die Behandlung
mit einem Zytostatikum ab, I16sen sie sich wieder ab und der Zellindex sinkt wieder
(ACEA Biosciences, 2013b; Langenbach, 2010).

Die RTCA Data-Analysis Software bietet anschliefend weitere Auswertungs-
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moglichkeiten an. So kann unter anderem direkt eine Dosis-Wirkungs-Kurve, also die
Beziehung zwischen dem gemessenen Zellindex (Y-Achse) und der Wirkstoff-
Konzentration (X-Achse), erstellt und daraus parallel direkt der ECso-Wert bestimmt
werden (ACEA Biosciences, 2013a).

Zusatzlich wird dabei auch der sogenannte Square-Parameter mit angegebenen.

Er gibt Auskunft dariliber, inwieweit die Dosis-Wirkungs-Kurve die experimentellen
Daten reprasentiert und liegt zwischen 0 und 1. Je ndher der Wert an 1 liegt, desto

besser ist die Reprasentanz der Daten (ACEA, 2010).

2.3.3.2.2 Versuchsdurchfiihrung xCELLigence

2.3.3.2.2.1 Vorversuche

Bevor mit der eigentlichen Testung der Substanzen begonnen werden konnte, waren
Vorversuche zur Bestimmung geeigneter Zellzahlen, Material und Beschichtungen der
E-Plates des Testsystems xCELLigence fir die verwendeten Zelllinien U87 und GaMG

notig.

2.3.3.2.2.2 Zellzahlbestimmung

Die geeignete Zellzahl von 20000 Zellen pro Well fiir die Zellreihe U87 wurde bereits im
Rahmen einer anderen Arbeit ausgetestet und hier iGbernommen (Dzokou Njeungou,
2019). Um schlieRlich noch die Zellzahl fir die Zelllinie GaMG zu ermitteln, wurden
verschieden konzentrierte Zellldsungen auf eine unbeschichtete Glas-E-Plate
ausplattiert. Es wurde eine Abstufung von 40000, 30000, 20000, 15000, 10000, 7500
und 3750 Zellen pro Well jeweils im Doppelansatz aufgetragen (100ul pro Well).

Vor Beginn wurde eine Hintergrundmessung mit 100ul Zellkulturmedium
durchgefiihrt. Uber den aufgezeichneten Zellindex wurde im Zeitverlauf das Verhalten

der Zellen beobachtet.
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2.3.3.2.2.3 Beschichtungstests

Des Weiteren erfolgte die Testung des geeigneten Materials, sowie der bestgeeigneten
Beschichtung der E-Plates. Hierzu wurden jeweils eine Glas- und eine PET-E-Plate im
vierfachen Ansatz mit Laminin, Collagen oder Fibronectin mit 50ul pro Well
vorbeschichtet. Jeweils vier Wells blieben unbeschichtet.

Daftir wurden 250pl Collagen mit 250ul ddH,0 fir eine 1mg/ml konzentrierte Losung
vermischt und bei -4°C im Kihlschrank verwahrt.

Fir die Fibronectin-Beschichtung wurde 1mg in 20ml Aqua dest. gel6st, um eine
Konzentration von 0,05mg/ml zu erhalten.

Bei der Beschichtung mit Laminin wurden die herstellerbedingten 1,3mg/ml

beziehungsweise 1,6mg/ml konzentrierten Stocklésungen gemaR der Formel

gewlnschte Konzentration

— x Volumen auf eine 4ug/ml konzentrierte Losung verdinnt.
gegebene Konzentration

Die Collagen- und Fibronectin- Beschichtungen wurden fir 2h bei Raumtemperatur
angetrocknet, die Lamininbeschichtung 2h inkubiert und dann mit PBS gewaschen.
Nach einer Hintergrundmessung mit 100ul Zellkulturmedium wurden gemaf den
Ergebnissen der Vorversuche fiir die Bestimmung der Zellzahlen fiir die Zelllinie U87
20000 Zellen/Well beziehungsweise 10000 Zellen/Well fir die Zelllinie GaMG in 100l
Zellkulturmedium ausplattiert und der Verlauf des Zellindex wurde lber 72h

aufgezeichnet.

2.3.3.2.2.4 ECsp-Bestimmung

Zundchst wurden in die unbeschichteten Glas-E-Plates pro Well 100ul Zellkultur-
medium pipettiert und es wurde eine Hintergrundmessung mit dem xCELLigence Gerat
durchgefihrt. AnschlieBend wurde eine Zellsuspension mit 20000 U87-
beziehungsweise 10000 GaMG-Zellen in 100ul Zellkulturmedium erzeugt und pro Well
zugegeben (Gesamtfillmenge 200ul/Well). Daraufhin wurde Gber 24h alle 15min eine
Impedanzmessung durchgefiihrt. Nach Beendigung dieser 24h-stlindigen

Adhasionsphase erfolgte nach Absaugen von 100ul des Uberstandes bei beiden
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Zelllinien die Zugabe von je 100ul Losung der Wirkstoffe VIN beziehungsweise PTX in
verschiedenen Konzentrationen tiber Verdiinnungsreihen von 1,25uM bis 4,88nM fiir
VIN beziehungsweise 0,63uM bis 4,88nM fiir PTX.

AulRerdem wurden jeweils Kontrollen mit DMSO-L6sungen entsprechend der
hochsteingesetzten Zytostatika-Konzentrationen, wie unter 2.2.3.1 beschrieben,
angesetzt, um einen zusatzlichen Effekt des Losemittels auf die Zellen auszuschlief3en.
Die Messabstdande wurden auf 15min eingestellt und tGber 72h durchgefiihrt.

Die anschlieRend erhaltenen Messkurven wurden jeweils auf den letzten Messpunkt
vor Wirkstoffzugabe normalisiert, um so den Verlauf der Kurven ausgehend vom
Zeitpunkt der Behandlung aus beurteilen zu kénnen.

Nach Ablauf der insgesamt 96h des Gesamtexperimentes erfolgte die Auswertung,
indem Uber die RTCA Data-Analysis Software eine Dosis-Wirkungskurve erstellt wurde,
aus welcher schliefllich die ECso-Konzentration errechnet und direkt abgelesen werden

konnte. Aus mehreren Versuchen wurde dann der Mittelwert gebildet.

2.3.3.2.2.5 Mikroskopie

Da aulBerdem einige Auffalligkeiten im Verlauf der Zellindexkurven unter der
Behandlung mit PTX beobachtet wurden, wurden, um das morphologische Verhalten
der Zellen im Verlauf beobachten zu kénnen, zuséatzliche Ansatze zur Betrachtung
unter dem Mikroskop ausplattiert. Hierzu wurden zur besseren Anschaulichkeit jeweils
60000 U87-Zellen beziehungsweise 30000 Zellen GaMG pro Well in 6-Well-Platten
ausplattiert und entsprechend den hochst eingesetzten Konzentrationen mit 0,63uM
PTX, beziehungsweise zum Vergleich mit einer DMSO-Kontrolllésung, behandelt.

Zum Vergleich wurde auch eine Behandlung mit 1,25uM VIN- beziehungsweise DMSO-
Losung durchgefiihrt. AnschlieRend wurden Aufnahmen mit einem
Durchlichtmikroskop direkt, sowie nach 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120min und 24, 48
und 72h nach Zugabe der Zytostatikalosungen in zehnfacher VergroRerung mit

Phasenkontrast aufgenommen.
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2.3.4 TTFields inovitro™ Laborforschungssystem

2.3.4.1 Gerat und technische Daten

Das inovitro™ Laborforschungssystem bietet die Moglichkeit der Applikation von
TTFields in vitro. Uber Generatoren werden elektrische Wechselfelder in orthogonaler
Richtung in den auf einer Basisplatte angebrachten acht wasch- und autoklavierbaren
Keramikschalchen aufgebaut (Abb. 7 A + B).

Uber die entsprechende Systemsoftware l3sst sich die gewiinschte Frequenz (50-
500kHz) einstellen, wobei sich fiir die GBM-Therapie eine Frequenz von 200kHz als am
wirksamsten gezeigt hat (Porat et al., 2017). Ob bei laufendem Experiment schlieRlich
alle Messwerte der Sensoren, also Frequenz, Temperatur, Widerstand, Stromstarke
und Ausgangsspannung, im optimalen Bereich liegen, lasst sich tUber eine Graufarbung
der angezeigten Messplatze nachvollziehen (Abb. 7 C). Bei Fehlermeldungen sind diese

rot hervorgehoben.

| New Experiment Start Experiment | Pause | Continue | End Experiment | Alarm Thresholds:

e T

Abbildung 7

A: Generator, Basisplatte, Keramikschdlchen mit Abdeckungen und Flachband- sowie Mini-USB-Kabel des inovitro™
Laborforschungssystems; B: Keramikschdlchen in Detailaufnahme (Aufnahmen aus der inovitro™-Bedienungs-
anleitung von Novocure, Verwendungsgenehmigung liegt vor),; C: Screenshot der Oberfldche der inovitro™ -

Systemsoftware, voll besetzte Basisplatte
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2.3.4.2 Vorversuch Vergleich TTFields-Wirkung auf Thermanox und Glas

Im Rahmen von Vorversuchen wurde getestet, ob ein Unterschied der TTFields-
Wirkung auf Glas- oder Thermanox-Deckglaschen besteht. Hierzu wurden jeweils
30000 U87- beziehungsweise 15000 GaMG-Zellen pro Glas- und Thermanox-
Deckglaschen in 350l Zellkulturmedium ausplattiert, 24h anwachsen lassen und
schlieBlich weitere 24h mit TTFields behandelt. Daraufhin wurde untersucht, ob
TTFields auf Glas oder Thermanox einen signifikanten Unterschied in der Zellzahl im
Vergleich zur ausplattierten Zellzahl to ergaben, indem die Zellen wie unter 3.4.3

beschrieben geerntet und gezahlt wurden.

2.3.4.3 Versuchsdurchfiihrung

Die verschiedenen Ansatze wurden nach dem Versuchsschema in Tabelle 7 angesetzt.
Ein vollstandiger Versuchsansatz bestand aus 12 TTFields-Einzelbehandlungen, 12
Zytostatika-Einzelbehandlungen mit VIN beziehungsweise PTX, 12 Doppel-
behandlungen mit TTFields und dem jeweiligen Zytostatikum, 12 Kontrollansatzen und
5 Ansatzen als Reserve, wobei jeder Ansatz ein Volumen von 350ul besal, in denen bei
U87 je 30000 und bei GaMG 15000 Zellen resuspendiert waren. Es wurde daher ein
Mastermix von 18,55ml und 1590000 U87- beziehungsweise 795000 GaMG-Zellen
hergestellt. Diese Zellzahlen waren bereits in anderen Arbeiten als optimal bestimmt
worden (Kessler et al., 2018; Frombling, 2020).

Die jeweiligen Zellsuspensionen wurden dann auf in die Keramikschalchen und
Kontrollplatten eingelegten runden Thermanox-Deckglaschen aufgetragen und fiir 24h
im 37°C COz-Inkubator zum Anwachsen belassen. AnschlieBend wurde die verbliebene
Suspension wieder abpipettiert und jedes Schalchen mit je 2ml VIN-, PTX-L6sung
(2.2.4) oder mit DMSO-Kontrollmedium entsprechend der maximal eingesetzten
Mengen bei den behandelten Zellen (2.2.3.2) geflutet. Bevor mit dem Experiment im
18°C COz-Inkubator gestartet werden konnte, musste noch die Steckverbindung
zwischen den TTFields-Generatoren und den Basisplatten lber ein Flachbandkabel
hergestellt werden. Alle 24h wurde jeweils das Volumen mit sterilem Wasser wieder

auf 2ml aufgefillt, um ein Austrocknen der Keramikschalchen zu verhindern.
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Die Gesamtlaufzeit pro Experiment betrug 72h nach Zugabe der Wirkstoffe.

Flr die Bestimmung eines zeitlichen Verlaufes wurden die Zellen nach 24h, 48h und
72h geerntet. Hierzu wurde zunachst die Flachbandkabelsteckverbindung der
entsprechenden Basisplatte mit den Keramikschalchen zum TTFields-Generator gelost.
Die Zellen wurden nach Absaugen des Uberstandes und einem Waschgang mit 1ml PBS
durch Zugabe von 500ul Trypsin abgel6st. Nach 15min wurde die Reaktion durch
Zugabe von 500ul Medium pro Schalchen abgestoppt und mit weiteren 500ul Medium
nochmals nachgesplilt, sodass sich ein Erntevolumen von 1,5ml pro Keramikschalchen
ergab. Pro Ansatz und Zeitschritt wurden jeweils vier Schalchen geerntet und die
insgesamt 6 ml Zellsuspension pro Ansatz nach jedem Ernteschritt in ein
Reaktionsrohrchen liberfihrt. Zum Zahlen wurden 500ul der Zellsuspension in ein
Eppendorfgefall abpipettiert und mit dem Zellzahlgerat Scepter™ 2.0 wie unter 3.2.2
beschrieben gezahlt. Ebenso wurde mit den Kontrollansatzen verfahren.

Insgesamt wurden jeweils vier Versuchsdurchldufe pro Zelllinie und Wirkstoff
durchgefihrt. Die Auswertung der Kontroll- und TTFields-Gruppen erfolgte fiir die

jeweilige Zelllinie gemeinsam fiir beide Behandlungsarme (Kontrolle und TTFields n=8).

Tabelle 7: Versuchsansatz TTFields-Behandlung mit VIN beziehungsweise PTX; PTX= Paclitaxel, VIN= Vincristin

Behandlungs- | Ansatz

gruppe

Kontrolle 12 Wells (2x 6-Well-Platte) 8 2ml DMSO-Kontrollmedium

Zytostatikum 12 Wells 3 2ml VIN- beziehungsweise PTX-Losung

TTFields 12 Wells &8 2ml DMSO-Kontrollmedium + TTFields-Behandlung mit 200kHz

Kombination 12 Wells @ 2ml VIN- beziehungsweise PTX-Losung
+ TTFields-Behandlung mit 200kHz

Gesamtansatz | 53 (48 Wells + 5 Reserve-Wells) x 350ul (pro Well) = 18,55ml Zellsuspension
55ml (48ml + 7ml Reservelosung) DMSO-Kontrollmedium

55ml (48ml + 7ml Reserveldsung) VIN- beziehungsweise PTX-Losung
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2.3.5 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte durch die Verfasserin der Arbeit und unter
Anwendung aufgefiihrter statistischer Software.

Die Datenerhebung der Vorversuche mit dem xCELLigence System zur Ermittlung der
ECso-Werte wurde mit der RTCA Data-Analysis Software Version 1.0 durchgefiihrt.

Die Akquirierung der Daten der TTFields-Versuche erfolgte Gber die inovitro-
Systemsoftware. Zur Berechnung der Zellzahlveranderungen nach den verschiedenen
Behandlungsansatzen wurden die Programme GraphPad Prism 6 und Excel verwendet.
Die P-Werte wurden mittels Zweistichproben (two tailed)-t-Test berechnet. Es wurde

ein Signifikanzniveau von P= 0,05 gesetzt.
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3 Ergebnisse

3.1 Etablierung und Optimierung des Testsystems

3.1.1 xCELLigence-Vorversuche

3.1.1.1 Zellzahlbestimmung

Bevor eine Bestimmung der ECso-Konzentration fiir die zu testenden Substanzen tber
das xCELLigence Instrument durchgefiihrt werden konnte, musste zunachst die am
besten geeignete auszuplattierende Zellzahl pro Well ausgetestet werden, um ein
optimales Adharieren der Zellen und beste Proliferationsmaoglichkeiten zu
gewahrleisten (Abb. 8).

Far die Zelllinie U87 wurde die Zahl von 20000 Zellen/Well bereits im Rahmen anderer
Versuchsreihen ermittelt und fiir die folgenden Versuche ibernommen (Dzokou

Njeungou, 2019; Abb. 8 A).
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Abbildung 8
Bestimmung der Zellzahlen fiir optimale Proliferation von A: U87- (Dzokou Njeungou, 2019) und B: GaMG-Zellen auf
unbeschichteten Glas-E-Plates; Zellzahlen rechter Bildrand; reprdsentative Abbildungen aus n=4 (U87)

beziehungsweise n= 1 (GaMG) Experimenten
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Der Zellindex zur Bestimmung der optimalen Zellzahl fir die Zelllinie GaMG, orientierte
sich an der spateren Versuchslaufzeit und wurde daher nach 72h Behandlungsdauer
beurteilt. Nachdem alle Kurven ab 5000 Zellen einen ahnlichen Verlauf aufwiesen,
wurde, um ein Uberwachsen der Wellfliche zu verhindern, eine mittlere Zahl von
10000 GaMG-Zellen pro Well gewahlt, da diese Kurve liber den gesamten Verlauf und
auch noch nach 72h eine steigende Tendenz zeigte (Abb. 8 B).

3.1.1.2 Beschichtungstests

Flir das xCELLigence-Versuchssystem stehen sowohl E-Plates aus Glas als auch PET zur
Verfligung, die jeweils beschichtet werden kdnnen, um ein besseres Anheften und eine
optimale Proliferation fiir jede Zelllinie zu gewahrleisten.

Bei der Zelllinie U87 zeigte sich zunachst sowohl auf Glas als auch auf PET die beste
Adhasion auf den Fibronectin beschichteten Wells. Im weiteren Verlauf ergab sich
dann aber eine bessere Proliferation auf den unbeschichteten Wells, wobei auch ein
vergleichbarer Verlauf bei der Laminin-Beschichtung auftrat. AulRerdem ergab sich
insgesamt ein etwas hoherer Zellindex auf der Glas-E-Plate (Abb. 9 A + B).

Die Zelllinie GaMG wies wahrend der Adhdsionsphase zunachst einen verstarkten
Zellindexanstieg auf den collagenbeschichteten Wells auf. Im Verlauf zeigte sich dann
aber auch hier das beste Proliferationsverhalten auf den unbeschichteten Wells der E-
Plate aus Glas, wahrend auf der PET-E-Plate weiterhin die Collagenbeschichtung zum
besten Proliferationsverlauf fiihrte, wobei aber insgesamt hohere Indexwerte auf der
Glas-E-Plate erreicht wurden (Abb. 9 C + D).

Aufgrund dieser Beobachtungen wurden fiir beide Zelllinien fiir die im Folgenden
durchgefihrten xCELLigence Versuche zur ECsg- Bestimmung unbeschichtete Glas-E-

Plates verwendet.
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Abbildung 9
Beschichtungstest mit der Zelllinie U87 auf A: Glas-E-Plate und B: PET-E-Plate; sowie der Zelllinie GaMG auf C: Glas-

E-Plate und D: PET-E-Plate mit unterschiedlichen Beschichtungen; n= 1 Experiment; PET= Polyethylenterephthalat

3.1.2 TTFields-Vorversuche

3.1.2.1 Vergleich TTFields-Wirkung auf Thermanox und Glas

Im Rahmen der Vorversuche erfolgte auRerdem die Testung, ob ein Unterschied der
TTFields-Wirkung auf Glas- oder Thermanox-Deckglaschen besteht.

Fir die Zelllinie U87 auf Thermanox-Deckglaschen ergab sich bereits nach 24h ein
signifikanter Unterschied der Zellzahlzunahme von 229% Proliferation der behandelten
Zellen im Vergleich zu 377% (P=0,0193) des Kontrollansatzes gegenliber to (Abb. 10 A).

Bei den Glas-Deckglaschen hingegen ergab sich in diesem Zeitraum keine signifikante

Wirksamkeit.
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So lief} sich zwar ein im Vergleich zu Thermanox dhnliches Proliferationsverhalten bei
der Kontrolle mit 389% Zunahme im Vergleich zu to erkennen, aber eine insgesamt
schlechtere Wirksamkeit der TTFields mit einer Zellzahlsteigerung von 278% (Abb. 10
A). Auch fiir die Zelllinie GaMG zeichnete sich ein ahnlicher Trend wie bei der Zelllinie
U87 ab, allerdings ohne das Signifikanzniveau zu erreichen (Abb. 10 B). Zudem zeigte
sich ein besseres Proliferationsansprechen der GaMG-Zellen auf Thermanox im
Vergleich zu Glas-Deckglaschen (Abb. 10 B). Daher wurden fir alle Folgeversuche

Thermanox-Deckglaschen eingesetzt.
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Abbildung 10

Vergleich der TTFields-Wirkung nach 24h auf Glas- und Thermanox-Deckgldschen; A: Zellinie U87, B: Zellinie GaMG;

n= 3 Experimente; TTF= TTFields= Tumor Treating Fields

3.2 Bestimmung der ECso-Werte mit dem xCELLigence Instrument

Aus den erstellten Dosis-Wirkungskurven berechnete sich fiir VIN eine mittlere
ECso-Konzentration von 173nM fiir U87 (n= 7) und von 25nM fiir GaMG-Zellen

(n=5; Abb. 11). In den nachfolgenden Versuchen wurde daher eine Konzentration von
200nM beziehungsweise 20nM verwendet.

Flr PTX ergab sich fur U87-Zellen eine ECso-Konzentration von 72nM (n= 3) und fiir
GaMG-Zellen von 54nM (n= 4; Abb. 12). Fir beide Zelllinien wurde daher in den

Folgeversuchen mit 60nM PTX gearbeitet.
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Allerdings zeigte sich bei U87-Zellen im zeitlichen Verlauf nach der Behandlung mit PTX
ein auffalliger Messkurvenverlauf. Zunachst setzte ein starker Abfall der ersten
Zellindexwerte ein, die im weiteren Verlauf dann wieder anstiegen, wobei hohere PTX-
Konzentrationen in hoheren Zellindexwerten resultierten als niedrigere
Konzentrationen (Abb. 12 A). Daraus ergab sich eine spiegelbildliche Darstellung der
Dosis-Wirkungskurve (Abb. 12 B). Die mikroskopische Kontrolle zeigte als friihe
Reaktion ein Zusammenziehen und Abkugeln der Zellen. Im weiteren Verlauf ballten
sich die Zellen dann zu klumpenartigen Verbanden zusammen und ab 24h kam es zu
zunehmenden Abbauprozessen (Abb. 12 C).

Im Gegensatz dazu zeigten GaMG-Zellen (Abb. 12 D-F) oder VIN-behandelte Zellen kein

solches Verhalten.
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Abbildung 11

Proliferations- und Dosis-Wirkungskurven zur ECso-Bestimmung von VIN; A: Proliferationskurven von U87-
Zellen unter verschiedenen VIN-Konzentrationen und B: zugehdrige Dosis-Wirkungskurve;

C: Proliferationskurven und D: Dosis-Wirkungskurve von GaMG-Zellen; reprdsentative Beispiele aus n=7 (U87)

beziehungsweise n= 5 (GaMG) Experimenten; ECso= mittlere effektive Konzentration, VIN= Vincristin
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Abbildung 12

Proliferations- und Dosis-Wirkungskurven zur ECso-Bestimmung von PTX; A: Proliferationskurven von U87-Zellen
unter verschiedenen PTX-Konzentrationen und B: zugehérige Dosis-Wirkungskurve, C: exemplarische mikroskopische
Aufnahmen in 10-facher Vergréf3erung im Phasenkontrast zu unterschiedlichen Messzeitpunkten nach Behandlung
mit 0,63uM PTX; D: Proliferations- und E: Dosis-Wirkungskurven, sowie F: exemplarische eigene mikroskopische
Aufnahmen und Darstellung von GaMG-Zellen nach Behandlung mit 0,63uM PTX; Reprdsentative Beispiele von n= 3

(U87) beziehungsweise n=4 (GaMG) Experimenten; ECso= mittlere effektive Konzentration, PTX= Paclitaxel

49



3.3 Messung der Behandlungseffektivitat

3.3.1 Effekt von TTFields und VIN- beziehungsweise PTX-Einzel- und

Kombinationsbehandlungen auf die Proliferation von

U87- bzw. GaMG-Zellen

U87- und GaMG-Zellen wurden mit den fiir VIN beziehungsweise PTX unter 3.2
bestimmten Konzentrationen allein und in Kombination mit TTFields behandelt, um
herauszufinden, ob sich die Behandlungen gegenseitig verstarken.

Fiir die TTFields-Behandlung erfolgte eine gemeinsame Auswertung aller Kontrollen
und TTFields-Einzelbehandlungen der jeweils gleichen Zelllinie (n= 8).

Fir die Zelllinie U87 ergab sich bereits nach 24h eine signifikante Wirksamkeit der
TTFields im Vergleich zur Kontrollgruppe (P= 0,0013), was sich auch nach 48h
(P=10,0002) und 72h (P< 0,0001) fortsetze (Abb. 13 A + B, Abb. 14 A + B).

Bei der Zelllinie GaMG zeigte sich hingegen erst nach 48h TTFields-Behandlung eine
einsetzende Wirkung (P= 0,0488), die auch Gber 72h (P=0,0051) anhielt (Abb. 13 C+ D,
Abb. 14 C + D).

Die Behandlung mit dem Zytostatikum VIN ergab bei den U87-Zellen bereits nach 24h
sowohl bei der Einzelbehandlung (P=0,0029), als auch der Doppelbehandlung mit
TTFields (P=0,0012) gegeniiber der Kontrollgruppe eine signifikante Wirksamkeit, was
sich auch nach 48h (VIN P= 0,0002, TTFields + VIN P< 0,0001) und 72h (VIN P< 0,0001,
TTFields + VIN P< 0,0001) Behandlungsdauer fortsetze (Abb. 13 A). AuRerdem war ein
signifikanter Wirkunterschied auch fiir die Doppelbehandlung gegeniiber der alleinigen
TTFields-Behandlung nach 24h (P= 0,0294; Abb. 13 A) ersichtlich.

Die Zellzahl der Kontrollgruppe nahm tber 72h im Mittel um 1043% im Vergleich zur zu
Versuchsbeginn ausgesaten Zahl zu. Die TTFields bewirkten eine Verringerung der
Zellproliferation, sodass nach 72h die Zellzahl nur um 347% gestiegen war (P< 0,0001).
Die alleinige VIN-Behandlung war noch wirksamer und die Zellzahl nahm nur um 140%
zu (P< 0,0001). Die Doppelbehandlung lag mit einer durchschnittlichen Zunahme von
134% (P< 0,0001) in einer vergleichbaren GroRenordnung (Abb. 14 A).

Flr GaMG-Zellen ergab sich ein sehr vergleichbares Bild. Auch hier waren die VIN-

Einzelbehandlung und die Doppelbehandlung mit TTFields gegentliber der Kontrolle
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bereits nach 24h Behandlung (VIN P=0,0032, TTFields + VIN P=0,0073), sowie fiur die
weitere Dauer von 48h (VIN P=0,0009, TTFields + VIN P=0,0017) und 72h (VIN
P=0,0001, TTFields + VIN P= 0,0001) signifikant wirksam (Abb. 13 B). Dies spiegelte
sich auch in der Zunahme der Zellzahlen liber 72h wider, die bei 766% fiir die
Kontrolle, 383% fiir TTFields (P= 0,0051), 121% fiir VIN (P=0,0001) und 122% fiir die
Doppelbehandlung (P= 0,0001) im Vergleich zur urspriinglich ausgesaten Zellzahl lagen
(Abb. 14 C). Die Doppelbehandlungen mit TTFields und VIN konnten allerdings bei
beiden Zelllinien im Vergleich zu der Einzelbehandlung mit VIN keinen zusatzlichen
signifikanten Vorteil erbringen.

Daraufhin folgte die Testung des Zytostatikums PTX. Auch hier erwiesen sich fir die
Zelllinie U87 bereits nach 24h (PTX P=0,0178, TTFields + PTX P=0,0015) und die
folgenden 48h (PTX P=0,0002, TTFields + PTX P=0,0001) und 72h (PTX P< 0,0001,
TTFields + PTX P< 0,0001) sowohl die PTX-Einzelbehandlung als auch die Doppel-
behandlung als signifikant wirksam (Abb. 13 C).

Ein signifikanter Wirkunterschied war auflerdem auch fir die Doppelbehandlung
gegeniber der alleinigen TTFields-Behandlung nach 24h (P=0,0481) und 72h
(P=0,0453) erkenntlich (Abb. 14 C).

Die Zellzahl der Kontrolle stieg tiber 72h um 1043% im Vergleich zur urspriinglich
ausgesaten Zellzahl an. Durch die Behandlung mit TTFields ergab sich eine verminderte
Zunahme auf 347% (P< 0,0001) und die mit PTX behandelten Zellen zeigten mit 141%
(P< 0,0001), beziehungsweise PTX und TTFields kombiniert behandelt mit 127%

(P< 0,0001), eine noch geringere Proliferation (Abb. 14 B).

Bei den Versuchen mit der Zelllinie GaMG ergab sich 24h nach Behandlungsbeginn fir
keine der Behandlungsformen eine signifikante Wirkung. Nach 48h zeigte sich dann
neben der einsetzenden TTFields-Wirkung zuerst nur fir die alleinige PTX-Behandlung
(P=0,0133) und nach 72h dann auch fiir die Doppelbehandlung mit TTFields eine
signifikante Wirksamkeit (PTX P=0,0008, PTX + TTFields P= 0,0012; Abb. 13 D).

In der Anderung der Zellzahlen nach 72h Behandlungsdauer im Vergleich zur
ausgesaten Zellzahl ergab sich auch hier wieder, dass die einzeln mit TTFields

behandelten Zellen mit einer prozentualen Zellzahlzunahme von 383% (P= 0,0051) im
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Vergleich zur Kontrolle mit einer mittleren Zunahme von 766% bereits eine deutliche
Reduktion der Proliferation zeigten, was aber sowohl bei den einzeln mit PTX
behandelten, als auch den doppelbehandelten Zellen mit 247% (P= 0,0008)
beziehungsweise 281% (P= 0,0012) noch starker zum Ausdruck kam (Abb. 14 D).
Zwischen den Zellzahlen der PTX-Einzelbehandlung und der Doppelbehandlung mit
TTFields gab es fiir beide Zelllinien zu keinem der drei Messpunkte einen signifikanten
Unterschied.

Die Graphiken mit den absoluten Zellzahlen finden sich unter Punkt 6 Zusatz-
abbildungen (Abb. 15-18). Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass zwar alle
Einzelbehandlungen sowohl von U87-, als auch GaMG-Zellen spatestens nach 48h
einen signifikanten inhibierenden Einfluss auf die Zellproliferation hatten, die
Kombinationen der Zytostatika mit TTFields aber keinen signifikanten Zusatznutzen

erbrachten.
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Zellzahlen nach verschiedenen Behandlungskombinationen; A: U87-Zellen nach 24, 48 und 72h VIN-
beziehungsweise B: PTX-Behandlung, sowie TTFields-Einzel- und Kombinationsbehandlung;

C: GaMG-Zellen nach 24, 48 und 72h VIN- beziehungsweise D: PTX-Behandlung, sowie TTFields

Einzel- und Kombinationsbehandlung; Kontrollen und TTFields n= 8, Zytostatikum und Zytostatikum + TTFields

n= 4 Experimente; PTX= Paclitaxel, TTF= TTFields= Tumor Treating Fields, VIN= Vincristin
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Abbildung 14

Zellzahlverdanderung nach 72h TTFields-Behandlungsdauer im Vergleich zu to von U87- mit A: VIN- beziehungsweise
B: PTX-Behandlung und von GaMG-Zellen mit C: VIN- beziehungsweise D: PTX-Behandlung; Kontrollen und TTFields
n= 8, Zytostatikum und Zytostatikum + TTFields n= 4 Experimente; PTX= Paclitaxel, TTF= TTFields= Tumor Treating
Fields, VIN= Vincristin
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4 Diskussion

Der Bedarf an neuen Therapieformen fiir die Behandlung von GBM-Patient:innen ist
vor allem unter Berlicksichtigung der auch unter aktueller Therapie sehr unglinstigen
Prognose weiterhin hoch. Dabei soll moéglichst die Lebensqualitat erhalten bleiben und
eine Verbesserung des Gesamtiiberlebens herbeigefiihrt werden. Eine solche
neuartige Therapieform sind TTFields (Stupp et al., 2017a, 2017b; Zhu & Zhu, 2017).
Ihre antimitotische Hauptwirkung besteht in der Stérung der Spindelfaserbildung
wahrend der Zellteilung (Giladi et al., 2015).

Durch Tannous et al. und Kessler et al. konnte zudem gezeigt werden, dass durch die
Kombination antimitotischer Wirkstoffe mit einem Ausschalten des SAC durch
Hemmung des SAC-Schlisselregulators Proteinkinase monopolar spindle 1 (MPS1 oder
auch TTK) die TTFields-Effekte wahrend der Mitose gesteigert werden kénnen.

So bewirkte die Kombinationsbehandlung des MPS1-Inhibitors IN-3 mit VIN einen
nahezu kompletten Tumorriickgang, sowie ein verldngertes Uberleben in GBM-
Mausmodellen (Tannous et al., 2013) und die Kombination von IN-3 mit TTFields
gegenlber der Einzelbehandlung eine signifikante Reduktion der Zellzahlen mit
anhaltender Wirkung (Kessler et al., 2018). Daher ist von einem Sensibilisierungseffekt
durch die zusatzliche selektive MPS1 Hemmung auf die Wirkung antimitotischer
Substanzen auszugehen (Janssen et al., 2009; Jemaa et al., 2013; Wengner et al., 2016;
Maia et al., 2015). Es wurden bereits mehrere MPS1-Inhibitoren entwickelt, werden
teilweise bereits in klinischen Phase-I-Studien getestet und stellen somit einen
vielversprechenden neuen Therapieansatz als Kombinationsbehandlungen mit TTFields
in Aussicht (Dominguez-Brauer et al., 2015; Jemaa et al., 2013; Kessler et al., 2018;
Kumar et al., 2012; Mason et al., 2017; Wengner et al., 2016).

Die Fragestellung dieser Arbeit war es daher, ob dhnliche Effekte auch durch
Kombinationsbehandlungen mit bereits klinisch zugelassenen und etablierten
mitotischen Zytostatika moglich sind. VIN, welches unter anderem auch in der
Rezidivtherapie (PCV-Schema) des GBM zur Anwendung kommt, und PTX haben mit
den Mikrotubuli einen gemeinsamen Angriffspunkt wie TTFields. So war die

Hypothese, durch den mikrotubulidestabilisierenden Effekt von VIN entweder eine
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Verstarkung der auf dhnliche Weise wirkenden TTFields zu erreichen oder durch den
mikrotubulistabilisierenden Effekt von PTX eine langere und verbesserte
Angriffsmoglichkeit fur die TTFields und daher moglicherweise additive oder sogar
synergistische Effekte zu erzielen. Bereits in vorherigen Studien waren fiir PTX sowohl
mit anderen Tumorentitdaten wie nicht kleinzelligem Lungenkarzinom (Giladi et al.,
2014), Ovarialkarzinom (Voloshin et al., 2016), als auch fir GBM (Kirson et al., 2009)
Kombinationseffekte mit TTFields nachgewiesen worden. Allerdings hatten im
Gegensatz hierzu andere Studien auch gezeigt, dass es durch einen vermehrten Anteil
instabiler gegeniiber stabiler Mikrotubuli, wie es auch TTFields bewirken, zu einer
Resistenz gegenliber Taxanen kommen kann (Ahmed et al., 2007; Giladi et al., 2015).
Allgemein ist PTX theoretisch bei Gliom-Zellen wirksam, allerdings ist sein klinischer
Einsatz bei GBM bisher nicht von relevanter Bedeutung, da es die Bluthirnschranke
nicht durchdringen kann (Lidar et al., 2004; Walter et al., 1994).

Hier ergibt sich durch die TTFields moglicherweise ein weiterer Ansatzpunkt zur
Erweiterung zukiinftiger Therapieoptionen, da unter anderem durch die Arbeitsgruppe
dieses Forschungsprojektes gezeigt werde konnte, dass durch TTFields in vitro und in
vivo eine temporire Offnung der Bluthirnschranke hervorgerufen und ein Ubertritt
bisher nicht bluthirnschrankengangiger Substanzen, wie zum Beispiel PTX,
gegebenenfalls in Zukunft durch Kombination mit TTFields ermoglicht werden kann
(Kessler et al., 2019; Salvador et al., 2020, 2022; Moser et al., 2022, Guo et al., 2022).
Bei der Frage nach der Dosierung wurde sich in dieser Arbeit an den zuvor durch das
mit dem xCELLigence-Instrument ermittelten ECso-Werten fir VIN beziehungsweise
PTX orientiert. Diese ergaben fiir VIN eine Dosis von 200nM fiir die Zelllinie U87
beziehungsweise 20nM flir GaMG und fiir PTX 60nM fiir beide Zelllinien und liegen
damit auch in den Bereichen der Literaturwerte, wobei sich insgesamt sehr
unterschiedliche und breite Angaben finden lassen. So wurden fiir VIN
Konzentrationen zwischen 1,4 und 100nM fir verschiedene Tumorentitaten zur
Reduktion der Zellproliferation um 50% ermittelt (Ferguson et al., 1984). In der
Datenbank des ,,Genomics of Drug Sensitivity in Cancer (GDSC)“-Projektes, einer

Zusammenarbeit des ,Wellcome-Sanger-Institutes” in England und dem Zentrum fiir
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molekulare Therapie des ,Massachusetts General Hospital Cancer Center” in den USA,
wird ein Mittelwert von 199nM fir den ICso-Wert fur VIN flr verschiedene
Tumorzelllinien angegeben, mit Minimal- und Maximalwerten von 1,15 bis 919000nM.
Fiir GBM-Zelllinien schwankt der Wert zwischen 20,28 bis 7465nM (Mittelwert 317nM)
und liegt hier fiir die Zelllinie U87 bei 2309nM, wobei die Zelllinie GaMG hier nicht
getestet wurde (Web 2).

Auch die in der Literatur angegebenen ICso-Werte flir PTX variieren. So wurden zum
Beispiel in den verschiedenen Studien zur Kombination von TTFields mit PTX ICso-
Werte von 5-65300nM (Schneiderman et al., 2010; Kirson et al., 2009) fir Zelllinien
verschiedener Tumorentitaten ermittelt. Das GDSC-Projekt gibt in seiner Datenbank im
Mittel einen ICso-Wert von 57,5nM fir verschiedene Tumorentitdten, von min. 0,99nM
bis max. 19712nM, und 97,3nM fir GBM, mit Werten von minimal 3,71 bis maximal
7405nM, an. Fir die Zelllinie U87 wird ein ICso-Wert von 1195nM genannt (Web 2).
GaMG-Zellen wurden auch fir PTX wiederum nicht getestet.

AuBBerdem konnte fir PTX zwar zum einen gezeigt werden, dass der Einfluss auf die
Proliferation der Zellen abhangig von der eingesetzten Konzentration ist, bei héheren
Dosen also auch eine starkere Inhibierung der Proliferation stattfindet (Kelling et al.,
2003; Kirson et al., 2009; Voloshin et al., 2016). Auf der anderen Seite konnte aber
auch nachgewiesen werden, dass bereits bei einer Dosis von wenigen nM ein Effekt
auf die Stabilisierung der Mikrotubuli erreicht wird (Jordan et al., 1996) und dies zu
einer Verstarkung des Dipolmoments der Tubuline fihrt (Tuszynski et al., 2016).

In der im Jahr 2009 publizierten Studie von Kirson et al. konnte schlieBlich eine
Reduzierung des ICsp-Wertes von 5nM in der Einzel- auf 0,005nM in der
Kombinationsbehandlung mit TTFields erreicht werden (Kirson et al., 2009). Eine
moglichst niedrige Dosierung in Kombinationsbehandlungen mit TTFields ware daher
vor allem im Hinblick auf einen klinischen Einsatz von Vorteil, da starke Neben-
wirkungen haufig die Dosis limitieren und somit eventuell reduziert werden kdnnten.
Insgesamt zeigt sich, dass das Potential der TTFields gerade im Hinblick auf die
Kombination mit anderen Therapieansatzen noch weiter ausgeschopft werden kann.

Kombinationen mit verschiedenen Wirkungsansatzen, wie die SAC-Inhibitoren (Kessler
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et al., 2018; Tannous et al., 2013) oder TTFields mit Bestrahlung und Temozolomid
(Stupp et al., 2005, 2009, 2017a) haben sich als wirksamer als die jeweiligen
Einzeltherapien erwiesen. In dieser Arbeit wurde getestet, ob eine Kombination von
Agenzien mit den Mikrotubuli als gemeinsamen Angriffspunkt ebenso sinnvoll ist und
ein verbessertes Therapieansprechen erbringt. Letztlich konnte gezeigt werden, dass
mit den hier eingesetzten Wirkstoffkonzentrationen und verwendeten Zelllinien kein
Vorteil erzielt werden konnte. Dabei gilt es jedoch auch zu bedenken, dass
verschiedene GBM-Zelllinien unterschiedlich sensitiv auf verschiedene Therapien
reagieren. So konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass GaMG-Zellen empfindlicher als
U87-Zellen gegeniiber TTFields reagieren (Kessler et al., 2018). Solche Unterschiede
konnten als Modellsystem fiir die verschiedenen individuellen genetischen
Auspragungen dienen, wie sie auch in der Klassifikation zunehmend Einzug finden, und
daher moglicherweise auch fir ein unterschiedliches Therapieansprechen
verschiedener Patient:innen verantwortlich sind. Zudem wird auch durch die
Konservierungsdauer und Anzahl der Passagen letztlich das Verhalten der Zellen
verandert, was durch Zellanalysen mit dem xCELLigence-System gezeigt werden
konnte und fiir die klinische Ubertragbarkeit solcher Untersuchungen bedacht werden
muss (Irelan et al., 2011; Kirstein et al., 2006). AuRerdem wirken TTFields, da eine
Abhangigkeit von der Zellteilungsrate und der Ausrichtung der Zellen in den Feldern
besteht, durch insgesamt eher langsam einsetzende Effekte, die in der in dieser Arbeit
gewdhlten Beobachtungszeit von 72h eventuell noch nicht zum Tragen kommen
konnten (Giladi et al., 2015; Kirson et al., 2004, 2007).

Die weitere Erforschung der Einsatzmoglichkeiten der TTFields in Kombination mit
anderen Agenzien zur stetigen Verbesserung und Etablierung neuer
Therapiemoglichkeiten unter moglichst erhaltener Lebensqualitat bleibt somit auch
weiterhin ein erstrebenswertes Ziel in der bisher beschrankten GBM-Therapie.

Auch die neuen Erkenntnisse Uber die zahlreichen weiteren Wirkmechanismen von
TTFields, wie zum Beispiel die Verdanderung des Membranpotenzials und damit
Beeinflussung von lonenkanalen oder die Erh6hung der Zellmembranpermeabilitat,

bieten hier noch ein weites Forschungsfeld moglicher weiterer Kombinationstherapien
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(Aguilar et al., 2021; Chang et al., 2018; Li et al., 2020; Neuhaus et al., 2019).

Zudem konnten TTFields in Zukunft auch im Rahmen anderer Tumorentitaten, wie
unter anderem Hirnmetastasen, Ovarial-, Bronchial-, Leber-, Magen- und
Pankreaskarzinom, zum Einsatz kommen und die Therapiemoglichkeiten verbessern.
Vielversprechende Studien in verschiedenen klinischen Phasen hierzu werden derzeit
unter anderem von Novocure durchgefiihrt. In den USA gibt es zudem bereits die
Zulassung einer TTFields-Behandlung beim malignen Pleuramesotheliom in
Kombination mit Chemotherapie, welches nun auch fiir Europa zertifiziert und
vorgesehen ist (Web 3, Moser et.al 2022). Weitere Einsatzmoglichkeiten von TTFields
konnten also fir die Zukunft neben der Behandlung des GBM auch fiir andere bisher
begrenzt behandelbare onkologische Erkrankungen, gerade auch in Kombination mit
bisherigen konventionellen Behandlungsmethoden einen besseren Therapieerfolg in
Aussicht stellen und Einzug in weitere klinische Anwendungsbereiche finden (Rominiyi

et al., 2021a, 2021b; Guo et al., 2022; Moser et.al 2022; Shams & Patel, 2022).
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5 Zusammenfassung

Das Glioblastom (GBM) ist der haufigste maligne primare Hirntumor im
Erwachsenenalter und geht mit einer infausten Prognose einher. Die aktuelle
Standardtherapie bei Erstdiagnose besteht aus Tumorresektion gefolgt von
kombinierter Radiochemotherapie mit Temozolomid nach Stupp-Schema.

Eine neue Therapieoption stellen die Tumor Treating Fields (TTFields) in Form lokal
applizierter elektrischer Wechselfelder dar. Durch eine Stérung der mitotischen
Ablaufe kann dadurch die Zellproliferation in teilungsaktiven Tumorzellen gehemmt
werden. Durch den Einsatz der TTFields konnte eine Verlangerung des Gesamt-
Uberlebens von GBM-Patient:innen auf 20,9 statt 16 Monaten unter alleiniger
Radiochemotherapie erzielt werden. Auch verschiedene Chemotherapeutika, die
bereits klinisch eingesetzt werden, greifen in den Ablauf der Mitose ein. So auch die
Zytostatika Vincristin (VIN) und Paclitaxel (PTX), die durch einen gegensatzlichen
Mechanismus durch Destabilisierung, beziehungsweise Stabilisierung der
Mikrotubulistrukturen ihre Wirkung entfalten.

Die Frage, ob eine Verstarkung dieser Wirkung durch den kombinierten Einsatz mit
TTFields erreicht werden kann, wurde in dieser Arbeit an den beiden GBM-Zelllinien
U87 und GaMG untersucht.

Zunachst wurde Uber eine Real-Time-Impedanzmessung mithilfe des xCELLigence-
Systems fiir die beiden Chemotherapeutika spezifisch fir die jeweilige Zelllinie eine
mittlere effektive Dosis, bei der ein halbmaximaler Effekt auftritt (ECso-Wert)
bestimmt. Dieser betrug bei VIN 200nM fiir die Zelllinie U87 und 20nM fiir die Zelllinie
GaMG. Der ECsofiir PTX lag bei 60nM fiir beide Zelllinien. Mit diesen Dosierungen
wurden die beiden Zelllinien allein und in Kombination mit TTFields iber 72h
behandelt. Anschliefend wurde die Zellproliferation analysiert und mit jener
unbehandelter Tumorzellen verglichen. Wahrend jeder Behandlungsarm einzeln eine
signifikante Wirkung gegenliber der unbehandelten Vergleichsgruppe hatte, hatte
weder die Kombination von TTFields mit VIN noch mit PTX in den untersuchten

Dosierungen einen zusatzlichen signifikanten Nutzen.
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6 Zusatzabbildungen

6.1 Absolute Zellzahlen der TTFields-Versuche

6.1.1 U87 + Vincristin
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Abbildung 15

Absolute Zellzahlen pro ml von U87-Zellen nach 72h VIN-Behandlung, Kontrollen und TTFields n= 8 Experimente,
Zytostatikum und Zytostatikum + TTFields n= 4 Experimente; TTF= TTFields= Tumor Treating Fields, VIN= Vincristin

6.1.2 GaMG + Vincristin
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Abbildung 16

Absolute Zellzahlen pro ml von GaMG-Zellen nach 72h VIN-Behandlung; Kontrollen und TTFields n= 8 Experimente,
Zytostatikum und Zytostatikum + TTFields n= 4 Experimente; TTF= TTFields= Tumor Treating Fields, VIN= Vincristin
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6.1.3 U87 + Paclitaxel
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Abbildung 17

Absolute Zellzahlen pro ml von U87-Zellen nach 72h PTX-Behandlung; Kontrollen und TTFields n= 8 Experimente,
Zytostatikum und Zytostatikum + TTFields n= 4 Experimente; PTX= Paclitaxel, TTF= TTFields= Tumor Treating Fields

6.1.4 GaMG + Paclitaxel
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Abbildung 18

Absolute Zellzahlen pro ml von GaMG-Zellen nach 72h PTX-Behandlung; Kontrollen und TTFields n= 8 Experimente,
Zytostatikum und Zytostatikum + TTFields n= 4 Experimente; PTX= Paclitaxel, TTF= TTFields= Tumor Treating Fields
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Appendix

Abkiirzungsverzeichnis

5-ALA 5- aminolevulinic acid

ATRX a-thalassemia/mental retardation syndrome X-linked

BCNU Bis-Chlorethyl-NitrosoUrea, Carmustin

CCNU Chlorethyl-Cyclohexyl-Nitroso-Urea, Lomustin

CcD Cluster of differentiation

CDK Cyclin-dependent kinase

CDKN2A/B Cyclin-dependent kinase- inhibitor 2A/B

c-IMPACT-NOW Consortium to Inform Molecular and Practical Approaches to CNS
Tumor Taxonomy — Not Officially WHO

CT Computertomographie

DMEM Dulbecco’s modified eagle medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Deoxyribonucleic acid

DGN Deutsche Gesellschaft fiir Neurologie

EANO European Association of Neuro-Oncology

ECso Mittlere effektive Konzentration

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGFR Epidermal growth factor receptor

EORTC European Organisation for Research and Treatment of Cancer

FKS Fetales Kalberserum

GBM Glioblastom

GDSC Genomics of Drug Sensitivity in Cancer

IDH Isocitrat-Dehydrogenase

MGMT 08-Methylguanin-DNA-Methyltransferase

MPS1 Monopolar spindle 1

MRT Magnetresonanztomographie

NCIC National Cancer Institute of Canada Clinical Trials Group

NEAA Non-essential amino acids

NOS Not otherwise specified



https://www.eano.eu/

PBS Phosphate buffered saline

PCV Procarbazin + CCNU + Vincristin

PET Polyethylenterephthalat

PTEN Phosphatase deleted on chromosome 10
PTX Paclitaxel

SAC Spindle assembly checkpoint

TERT Telomerase reverse transcriptase

TET2 Ten-eleven translocation 2

T™MZ Temozolomid

TTFields (in Abb. auch TTF)

Tumor Treating Fields

VEGF Vascular endothelial growth factor
VIN Vincristin

WHO World Health Organisation

ZNS Zentrales Nervensystem
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