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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Glioblastom

1.1.1 Epidemiologie und Prognose

Das Glioblastom ist der haufigste maligne primare Hirntumor bei Erwachsenen
(Stupp et al.,, 2005). Als typische Symptome gelten unter anderem
Kopfschmerzen, fokal neurologische Defizite, epileptische Anfalle (Davis, 2016)
oder Wesensveranderungen (Wick, 2021). Glioblastome finden sich meist frontal,
parietotemporal oder occipital in supratentoriellen Regionen (Davis, 2016). Das
mittlere Alter bei Diagnose liegt bei 64 Jahren (Davis, 2016). Nach
Diagnosestellung betragt das mittlere Uberleben weniger als 15 Monate (Dauvis,
2016). Zwei-Jahres-Uberlebensraten liegen bei 27 % (Stupp et al., 2005) und bei
weniger als 5 % nach funf Jahren (Davis, 2016). Die Inzidenzrate liegt zwischen
0,59 und 3,69 pro hunderttausend Personen pro Jahr (Ostrom et al., 2014).
Insgesamt sind Manner und Weilde haufiger betroffen (Urbanska, Sokolowska,
Szmidt, & Sysa, 2014). Glioblastome treten in der Regel sporadisch ohne
bekannte genetische Pradisposition auf, werden allerdings haufiger bei
hereditaren Tumorsyndromen wie dem Li-Fraumeni-Syndrom beobachtet
(Ostrom et al., 2014; Thakkar et al., 2014). Als weitere Risikofaktoren gelten
frihere Bestrahlung oder immunologische Faktoren (Thakkar et al., 2014).
Prognostisch relevant sind das Ausmal® der Resektion, Tumorlokalisation und
-grofde, Alter und Komorbiditaten des Patienten sowie Allgemeinzustand und
neurologischer Status (Thakkar et al., 2014).

1.1.2 Klassifikation

Nach Einteilung der WHO zahlt das Glioblastom zu den Grad 4 Astrozytomen
(Thakkar et al., 2014). Histologisch zeigen sich eine palisadenartige Anordnung
von Tumorzellen und nekrotische Areale (Davis, 2016). Anhand
charakteristischer genetischer Veranderungen und des molekularen Profils
konnen vier Subtypen unterschieden werden: klassischer, proneuraler, neuraler
und mesenchymaler Typ (Ostrom et al., 2014). In der WHO-KIlassifikation der
Tumoren des zentralen Nervensystems von 2016 werden neben histologischen
Merkmalen erstmals auch molekulare Marker einbezogen (Louis et al., 2016). Im
Jahr 2021 erscheint die funfte Auflage der WHO-Klassifikation, in die
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1 Einleitung

Empfehlungen des internationalen Konsortiums cIMPACT-NOW (Consortium to
Inform Molecular and Practical Approaches to CNS Tumor Taxonomy - not
officially WHO) einflieRen (Weller, Knobbe-Thomsen, Le Rhun, & Reifenberger,
2022). Eine Neuerung ist die Unterscheidung zwischen diffusen Gliomen im
Erwachsenenalter (adult-type diffuse gliomas) und den selteneren diffusen
Gliomen des Kindesalters (pediatric-type diffuse gliomas). In der Gruppe der
diffusen Gliome im Erwachsenenalter werden drei wesentliche Typen
unterschieden: Astrozytom, IDH-mutiert; Oligodendrogliom, IDH-mutiert und 1p/
19g-kodeletiert und Glioblastom, IDH-Wildtyp. Zudem erfolgt eine Graduierung
innerhalb der einzelnen Tumortypen wie in Tabelle 1 dargestellt. Ebenfalls
aufgefuhrt werden fur die verschiedenen Tumortypen charakteristische

genetische und molekulare Veranderungen.

Tumortyp ZNS-WHO-Grad | Typische genetische und
molekulare Veranderungen

Astrozytom, IDH-mutiert 2,3 oder 4 IDH-1-/ IDH-2-Mutation
ATRX-Mutation

Homozygote Deletion CDKN2A/B
TP53-Mutation

Oligodendrogliom, IDH-mutiert | 2 oder 3 IDH-1-/ IDH-2-Mutation

und 1p/ 19qg-kodeletiert 1p/ 19g-Kodeletion

TERT-Promotor-Mutation

Glioblastom, IDH-Wildtyp 4 IDH-1-/ IDH-2-Wildtyp
TERT-Promotor-Mutation
EGFR-Amplifikation

Kopienzahlveranderung +7/ -10

MGMT-Promotormethylierung

Tabelle 1: Einteilung der diffusen Gliome im Erwachsenenalter anhand der WHO-KIlassifikation
der Tumoren des ZNS von 2021 (Louis et al., 2021; Weller et al., 2022)

Die Diagnose eines IDH-mutierten Astrozytoms ZNS-WHO-Grad 4 ist nun auch
ohne histologische Veranderungen wie Gefalproliferationen und/ oder Nekrosen
moglich, wenn eine homozygote CDKNZ2A/B-Deletion nachgewiesen werden
kann (Weller et al., 2022).

IDH-Wildtyp-Astrozytome, bei denen eine Mutation des TERT-Promotors, eine

EGFR-Amplifikation oder eine +7/ -10-Kopienzahlveranderung vorliegt, werden
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1 Einleitung

aufgrund der vergleichbar schlechten Prognose ebenfalls zu den IDH-Wildtyp-
Glioblastomen ZNS-WHO-Grad 4 gezahlt (Weller et al., 2022). Fur das
Glioblastom typische histologische Veranderungen wie Nekrosen und
Gefaldveranderungen sind fur die Zuordnung nicht erforderlich.

Typische genetische Veranderungen beim Glioblastom sind ein Gewinn von
Chromosom 7 und Verlust von Chromosom 10 (+7/ -10), eine EGFR-
Amplifikation, Veranderungen im p53-Signalweg sowie PTEN- und TERT-
Promotor-Mutationen (Gritsch, Batchelor, & Gonzalez Castro, 2022).

1.1.3 Tumorentstehung

Die Tumorentstehung beruht auf einer Ansammlung erworbener somatischer
Mutationen, beispielsweise in TP53, PTEN, RB oder IDH-1 (Ostrom et al., 2014).
Beim Glioblastom kommt es aber zu zahlreichen komplexen genetischen und
molekularen Veranderungen, die Einfluss auf verschiedene Signalwege haben.
Beispielhaft zu nennen sind hier Rezeptortyrosinkinasen wie der epidermal
growth factor receptor (EGFR), die Proliferation, Migration, Zelldifferenzierung
und -Uberleben beeinflussen (Thakkar et al., 2014). Resultat sind eine genetische
Instabilitat und Heterogenitat, sowohl innerhalb des Tumors als auch zwischen
den Patienten (Ohgaki & Kleihues, 2013). Klinisch relevant sind aktuell EGFR-
und IDH-Mutationen sowie die MGMT-Promotormethylierung (Saadeh, Mahfouz,
& Assi, 2018; Thakkar et al., 2014). EGFR-Mutationen sind pradiktive Biomarker
fur ein Ansprechen auf zielgerichtete Therapien gegen den EGF-Rezeptor,
beispielsweise mit Erlotinib (Saadeh et al.,, 2018). Insgesamt sind sie aber
prognostisch ungunstig und gehen mit einer hohen Malignitat einher (Saadeh et
al., 2018). IDH-mutierte Gliome weisen eine Punktmutation im
Isocitratdehydrogenase-1- oder -2-Gen auf. Es entstehen Onkometabolite,
welche die Methylierung von CpG-Inseln stimulieren (Han et al., 2020; Thakkar
et al., 2014). Im Vergleich zu IDH-Wildtyp Gliomen weisen IDH-mutierte Gliome
eine bessere Prognose auf (Gritsch et al., 2022). Der MGMT-Status ist pradiktiv
fur ein Ansprechen auf Chemotherapie mit Alkylantien, wie zum Beispiel
Temozolomid (TMZ) (Thakkar et al., 2014).

In Zusammenhang mit der genetischen Heterogenitat von Glioblastomen stehen
Tumor-initiierende Zellen, sogenannte Tumorstammzellen, aktuell im Fokus der
Wissenschaft (Singh et al., 2003). Dabei handelt es sich um groRtenteils CD133
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positive Zellen, welche in vivo Tumoren induzieren konnen. Diese Theorie geht
davon aus, dass Tumore Zellen verschiedener Differenzierungsstufen enthalten.
Tumorwachstum und -progress gehen insbesondere von den Tumorstammzellen

aus. Diese sind somit Grund fur Rezidive und Therapieresistenz.

Glioblastome sind charakterisiert durch schnelles und infiltratives Wachstum in
gesundes Hirngewebe, welches eine vollstandige Resektion unmoglich macht
und fur Rezidive pradisponiert (Davis, 2016; Urbanska et al., 2014). Invasion und
Migration sind komplexe Vorgange, die sowohl durch zelleigene Faktoren als
auch durch die Umgebung der Zellen beeinflusst werden (lwadate, 2016). Eine
wichtige Rolle hierbei spielt unter anderem die epitheliale-mesenchymale
Transition (EMT). Epitheliale Zellen entwickeln einen mesenchymalen Phanotyp
und somit stammzellartige Fahigkeiten. Involviert sind beispielsweise Whnt,
NOTCH oder TGF-B. Typische Merkmale des Glioblastoms sind daruber hinaus
eine ausgepragte Mikrovaskularisation und zentrale Nekrose (Urbanska et al.,
2014). Sauerstoffmangel der umliegenden Tumorzellen fuhrt Uber HIF-1 und
VEGF zu Angiogenese. Hypoxie-induzierte Migration und Autophagie fordern

zudem Zelluberleben und Aggressivitat (Reardon et al., 2011).

Obwohl es sich beim Glioblastom um einen ZNS-WHO-Grad 4 Tumor handelt,
treten extrakranielle Metastasen in lediglich 0,4 % bis 2 % der Falle auf (Liu et
al., 2020). Daher erlangt das Tumor-Microenvironment wachsende Bedeutung
fur das Verstandnis der Aggressivitat von Glioblastomen und gilt als zukunftiger
Angriffspunkt fur neue Therapieansatze, beispielsweise auf antiangiogenetischer

oder immunologischer Ebene.
1.1.4 Therapie

Die Standardtherapie des Glioblastoms beruht auf drei Saulen: Chirurgie, Radio-
und Chemotherapie (Stupp et al., 2005). Primare Ziele der Operation sind eine
maximal sichere Resektion und die Gewinnung von Gewebe fur eine
pathologische Untersuchung (Wilson, Karajannis, & Harter, 2014). Zudem
werden durch die Zytoreduktion und Dekompression die Lebensqualitat sowie
die Bedingungen fur anschlieBende Therapien verbessert. Aufgrund der
Invasivitat des Tumors ist eine radikale Resektion nicht kurativ. Dennoch ist das
Ausmal der Resektion fur das Gesamtuberleben prognostisch relevant (Thakkar

et al., 2014). AnschlieRend erfolgt eine Radiochemotherapie mit Temozolomid
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(Stupp et al., 2005). TMZ wird dabei in einer Dosis von 75 mg/ m? pro Tag flr
sechs Wochen verabreicht. Die Bestrahlung (external beam) erfolgt mit 60 Gy in
30 Fraktionen zu je 2 Gy. Sechs Zyklen Temozolomid folgen als
Erhaltungschemotherapie. 150 — 200 mg/ m?/ d werden dabei an den ersten fiinf
Tagen eines 28-Tage-Zyklus verabreicht.

Promotorhypermethylierung  der  Os-Methylguanin-DNA-Methyltransferase
(MGMT) ist ein pradiktiver Biomarker fur das Ansprechen auf eine Therapie mit
alkylierenden Substanzen wie Temozolomid und bei circa 50 % aller
Glioblastome zu finden (Thakkar et al.,, 2014; Wilson et al., 2014).
Hypermethylierung des Promotors des MGMT-Gens senkt dessen Expression.
Folglich kommt es zu einer Abnahme des kodierten DNA-Reparaturenzyms und
DNA-Schaden, zum Beispiel durch Alkylantien, kdnnen nicht mehr repariert

werden.

Die ausgepragte Vaskularisierung von Glioblastomen spricht zudem fur eine
antiangiogenetische Therapie (Wilson et al., 2014). Der monoklonale Antikorper
Bevacizumab bindet freies VEGF-A und verhindert dessen Interaktion mit dem
VEGF-Rezeptor. Dadurch werden endotheliale Proliferation und GefalRwachstum
vermindert. Das Medikament erhoht allerdings lediglich das progressionsfreie

Uberleben, das Gesamtiiberleben bleibt unbeeinflusst.

Neu in die NCCN-Leitlinien (National Comprehensive Cancer Network)
aufgenommen wurde die Behandlung mit alternierenden elektrischen Feldern,

den sogenannten Tumor-Treating-Fields (TTFields) (Stupp et al., 2012).

Tumorprogress oder Rezidive treten bei nahezu allen Glioblastompatienten im
Verlauf der Erkrankung auf. Therapiestandards hierfur gibt es aufgrund der
Heterogenitat dieses Tumors und des relativ kleinen Patientenkollektivs kaum
(Davis, 2016; Wilson et al., 2014). Trotz multidisziplinarer Therapie hat sich das
Outcome der Patienten in den letzten Jahren nicht wesentlich verbessert. Daher
ist es dringend erforderlich, biologische, genetische bzw. epigenetische und
molekulare Vorgange besser zu verstehen, um neue Therapieoptionen zu

schaffen.



1 Einleitung

1.2 Der Proteasominhibitor Bortezomib

Bortezomib (Velcade ®) wurde 2003 als erster Vertreter der
Proteasominhibitoren durch die FDA zur Therapie des multiplen Myeloms und
spater auch zur Therapie des Mantelzelllymphoms zugelassen (Robak & Robak,
2019). Neben Erfolgen bei der Behandlung hamatologischer Neoplasien gibt es
zumindest in praklinischen Studien erfolgsversprechende Daten zur Anwendung
bei soliden Tumoren (Manasanch & Orlowski, 2017).

1.2.1 Das Ubiquitin-Proteasom-System

Proteasomen sind ubiquitar in Zellen vorkommende Enzymkomplexe, die am
kontrollierten Abbau zelleigener Proteine beteiligt sind (Accardi et al., 2015).
Somit regulieren sie durch die Beeinflussung zahlreicher Signalwege
verschiedenste Zellfunktionen wie Wachstum, Apoptose, Zellzyklus oder
Angiogenese. Ubiquitin-markierte Proteine werden vom Proteasom gebunden
und proteolytisch gespalten. Das 26S-Proteasom ist ein ATP-abhangiger
Proteasekomplex, bestehend aus einer 20S-Untereinheit mit unspezifischer
Peptidaseaktivitat und zwei 19S-Untereinheiten, die Ubiquitin  zur
Wiederverwertung abspalten.

In welchem Ausmal} Zellen auf Proteasominhibitoren reagieren, hangt mit dem
Ungleichgewicht zwischen der Menge abzubauender Proteine und der
Abbaukapazitat der Proteasomen zusammen (Manasanch & Orlowski, 2017).
Eine Dysregulation des Ubiquitin-Proteasom-Systems kann sowohl zum
gesteigerten als auch zum verminderten Abbau von Proteinen fuhren, die an
verschiedenen Signalwegen beteiligt sind. Plasmazellen, insbesondere maligne
Myelomzellen reagieren sehr sensibel auf eine Hemmung ihrer
Proteasomaktivitat. Einer der Grunde hierfur ist die konstitutive Aktivitat des
Transkriptionsfaktors NF-kB, der Zelliberleben fordert und mit fir Chemo- und
Radioresistenz verantwortlich ist. Die Inhibition von NF-kB durch Bortezomib ist

in Abbildung 1 dargestellt.
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Abbildung 1: Inhibition des Transkriptionsfaktors NF-«B durch den Proteasominhibitor
Bortezomib (Paramore & Frantz, 2003)

Gebunden an seinen Inhibitor kB befindet sich NF-kB inaktiv im Zytoplasma
(Manasanch & Orlowski, 2017). Durch verschiedene Trigger kommt es zu einer
Phosphorylierung und Ubiquitinierung von IkB und folglich zu dessen Abbau im
Proteasom. NF-xB transloziert in den Nukleus und bindet dort an
Promotorregionen verschiedener Gene, die zum Beispiel an der Transkription
wachstumsfordernder, antiapoptotischer oder angiogenetischer Faktoren
beteiligt sind. Eine Hemmung des Proteasoms hemmt somit die Aktivitat von NF-
kB.

1.2.2 Wirkung von Bortezomib

Bortezomib hemmt das 26S-Proteasom hochselektiv und reversibel (Dou &
Zonder, 2014). Verantwortlich fur die reversible Bindung des Proteasominhibitors
an die katalytische 20S-Untereinheit ist seine Boronsaurestruktur. Bortezomib
kann sowohl intravends als auch subkutan verabreicht werden. Haufig
beschriebene Nebenwirkungen sind Neuropathien, Thrombozytopenie,
Neutropenie, Ubelkeit, Diarrhd, Fatigue oder Infektionen wie Herpes zoster
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(Manasanch & Orlowski, 2017). Uber die Beeinflussung diverser Signalwege
kommt es zu einer Regulationsstorung zahlreicher Zellfunktionen. Der genaue
Wirkmechanismus ist allerdings bis heute nicht vollstandig geklart. Wichtige
Endpunkte sind insbesondere die Induktion von Apoptose sowie eine Steigerung
der Radio- und Chemosensitivitat (Paramore & Frantz, 2003). Anders als
Tumorzellen erholen sich normale Zellen innerhalb von 72 Stunden von der
Proteasominhibition (Dou & Zonder, 2014). Mutationen in Genen, die Apoptose
und Zellzyklus regulieren, sind haufig an der Tumorentstehung beteiligt. Eine
Beeinflussung der Effekte dieser Mutationen durch Hemmung des Proteasoms
liefert eine mogliche Erklarung, warum maligne Zellen sensibler auf
Proteasominhibitoren reagieren (Adams, 2004). Des Weiteren sind stark
proliferierende Tumorzellen vermutlich starker auf den Abbau Uberflussiger
Proteine im Proteasom angewiesen (Accardi et al., 2015). Fur die Radio- und
Pharmakoresistenz vieler Tumorzellen spielt zudem die Proteasom-abhangige
Aktivierung von NF-kB wie im vorherigen Abschnitt beschrieben eine wichtige
Rolle (Adams, 2004).

1.2.3 Radiosensitivierung durch Bortezomib

In der Literatur wird eine Steigerung der Radiosensitivitat durch Bortezomib bei
verschiedenen Tumorentitaten beschrieben. Cui et al. zeigen in einer in-vitro-
Studie eine erhohte Radiosensitivitat bei Cervixkarzinomzellen nach Behandlung
mit Bortezomib durch Hemmung der HIF-1a-Expression (Cui et al., 2015).

Weitere Beispiele sind in Tabelle 2 aufgelistet.

Autor Tumorentitat Durchfiihrung | Wirkstoff Wirkmechanismus
(Cui et Cervixkarzinom In vitro Bortezomib Hemmung HIF-1o-
al 2019) | Zeliinien: HeLa, SiHa Expression
(Kamer, Cervixkarzinom In vitro Bortezomib Hemmung NF-xB-
Ren, & . . Signalweg
Dicker, Zelllinien: HeLa, SiHa
2009) Radiosensitivierung

nur in SiHa-Zellen
(Cao et Prostatakarzinom In vitro Bortezomib + | Downregulation
al., 2008) Zelllinie: PC-3-Bcl-2 Docetaxel Bcl-2-Expression
(Goktas Prostatakarzinom In vitro Bortezomib Hemmung Bcl-2,
etal,, o Induktion von
2010) Zelliinie: DU145 Caspase-3-Genen
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(Wu et al., | Orales Plattenepithel- | In vitro Bortezomib Hemmung TRAF6-
2018) karzinom (OSCC) In vivo NF-kB-Aktivierung,
A frmyme Downregulation
Zelllinien: SCC-9,
SAS, SCC25 UNAASS
Signalweg
(Tamatani | Orales Plattenepithel- | In vitro Bortezomib Hemmung NF-kB-
g;:zls), karzinom (OSCC) In vivo Signalweg
Zelllinien: B88, BHY,
HNt
(Weber, Kopf-Hals-Tumore In vitro Bortezomib Downregulation
Cerniglia, | (HNC) PI3K-Akt-
Maity, & o Signalweg
Gupta, Zelllinie: SQ20B
2007)
(D. Wang, | Plattenepithelkarzinom | In vitro Bortezomib Verminderte
Qin, Osophagus (ESCC) In vivo Expression von
Jiang, & S i HIF-10 und VEGEF,
Wang, %gllllmen. Eca109, TE Induktion von
2016) Apoptose,
verzogerte DNA-
Reparatur
(Lioni et Plattenepithelkarzinom | In vitro Bortezomib P38-MAP-Kinase-
al., 2008) | Osophagus (ESCC) abhangige
Zelllinien: TE-1, -3, -8, Apoptose
-10, -11, -12
(Russo et | Kolorektales Karzinom | In vitro Bortezomib Hemmung NF-«xB-
al, 200) | 7ejinie: LOVO In vivo Aktivierung
(Rae, Neuroblastom In vitro Bortezomib ROS-abhangige
Tesson . klonogene
. Zelllinien: SK-N- o
Babich, Zytotoxizitat
Boyd, & BE(2c), UVW/NAT
Mairs,
2013)

Tabelle 2: Beispiele aus der Literatur fiir eine Radiosensitivierung verschiedener Tumorentitaten
durch Bortezomib

In der vorangehenden Tabelle werden Beispiele fur die Mechanismen der
Radiosensitivierung durch Bortezomib bei verschiedenen Tumorentitaten
aufgefuhrt. Diese verdeutlichen erneut die komplexe Wirkungsweise von
Proteasominhibitoren. Charakteristisch fur das Glioblastom ist seine genetische
Heterogenitat und Instabilitdt. Es erscheint somit aus biologischer Sicht

vielversprechend, ein Medikament, das diverse Signalwege beeinflusst, zu



1 Einleitung

untersuchen und erklart, warum Glioblastomzellen fur die nachfolgenden

Versuche ausgewahlt wurden.

1.3 Radiotherapie

Neben operativer und systemischer Therapie zahlt die Strahlentherapie zu den
drei grof3en Bereichen der Behandlung maligner Tumorerkrankungen (Maier,
Hartmann, Wenz, & Herskind, 2016). Die Kombination aus Radio- und
Chemotherapie kann zudem die Strahlensensitivitat von Tumorzellen erhdhen.
Grundprinzip ist der Einsatz von ionisierender Strahlung zur Schadigung der DNA
und Hemmung der Zellteilung (Schulz, Meyer, Dubrovska, & Borgmann, 2019).

1.3.1 lonisierende Strahlung

lonisierende Strahlung besitzt genug Energie, um Elektronen aus Atomen oder
Molekulen zu entfernen (Hall & Giaccia, 2012c). Dafur wird eine Energie von
mindestens 5 eV benétigt. Ublich ist eine Einteilung in elektromagnetische und
Teilchenstrahlung. Die in den nachfolgenden Experimenten eingesetzte
Rontgenstrahlung zahlt wie die Gammastrahlung zur elektromagnetischen
Strahlung und kann auch als Photonenstrahlung betrachtet werden. Zur
Teilchenstrahlung gehoren Elektronen, Protonen, Alphapartikel, Neutronen oder
schwere geladene Teilchen. Des Weiteren kann, wie in Abbildung 2 dargestellt,
il zwischen direkten und indirekten Schaden

durch ionisierende Strahlung unterschieden
f\;ﬁ‘f werden. Entscheidend fir die biologischen

,"\‘ Auswirkungen von  Strahlung st eine

\‘__,/’ Schadigung der DNA. Strahlen mit hohem

. linearen Energietransfer (LET) wie Neutronen
o

<@ y oder Alphapartikel konnen die DNA direkt

“‘, schadigen. DarUber hinaus konnen uber die

S~ Bildung freier Radikale indirekte

DIRECT .

ACTION Strahlenschaden erzeugt werden. Uber zwei

Abblldung 2: Direkte und indirekte Drittel der DNA-Schaden durch
Wirkung von ionisierender Strahlung

(Hall & Giaccia, 2012c) Rontgenstrahlen  werden  indirekt  durch

Hydroxylradikale verursacht.
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1.3.2 DNA-Schaden und Reparaturmechanismen

Wie zuvor beschrieben nimmt die Veranderung der DNA eine Schlusselrolle in
der schadigenden Wirkung ionisierender Strahlung ein. Die DNA-Doppelhelix
besteht aus zwei gegenlaufigen komplementaren Strangen aus den vier Basen
Adenin, Thymin, Cytosin und Guanin (Hall & Giaccia, 2012b). Durch Bestrahlung
kann diese Struktur auf verschiedene Arten geschadigt werden. Es entstehen
Basenschaden, DNA-Protein-Crosslinks, Einzel- oder Doppelstrangbruche.
Einzelstrangbriche oder weit voneinander entfernte Doppelstrangbriche kdnnen
in der Regel einfach repariert werden. Der Gegenstrang dient dabei als Vorlage.
Doppelstrangbriche in gegenuber- oder dicht aneinander liegenden Bereichen
konnen dahingegen zu Chromosomenaberrationen fuhren, welche die Zellteilung
storen und folglich haufiger zum Zelltod fuhren. Zellen besitzen allerdings
verschiedene Mechanismen, Fehler in der DNA zu reparieren. Bei der Basen-
oder Nukleotidexzisionsreparatur werden fehlerhafte Basen oder Nukleotide
entfernt. Die Mismatch-Reparatur behebt Fehlpaarungen von Basen. Die
Reparatur von Doppelstrangbrichen kann entweder als homologe
Rekombination (HR) oder als nicht-homologe Endverknipfung (NHEJ) erfolgen.
Bei der homologen Rekombination erfolgt die Reparatur durch Austausch von
homologen Abschnitten zwischen zwei DNA-Molekilen (Schwester-
chromatiden). Sie findet vor allem in der spaten S-Phase oder in der G2-Phase
statt. Da der Fehler anhand des komplementaren Strangs behoben werden kann,
ist die Reparatur meist fehlerfrei. Die nicht-homologe EndverknlUpfung, bei der
zwei DNA-Fragmentenden verknupft werden, findet in der G1-Phase statt. Da zu
dieser Zellzyklusphase kein unbeschadigtes Schwesterchromatid vorliegt, ist
dieser Reparaturmechanismus fehleranfallig. Die zuvor genannten Strangbriche
kdnnen bei fehlerhafter Reparatur zu Chromosomen- und

Chromatidabberationen fihren.
1.3.3 Radiosensitivitat

Defekte in DNA-Reparaturgenen wie dem XRCC7-Gen konnen mit erhohter
Radiosensitivitat einhergehen (Hall & Giaccia, 2012a). Auch Patienten mit
Syndromen wie der Ataxia teleangiektasia weisen eine gesteigerte
Radiosensitivitat auf (Maier et al., 2016). Zudem wurde beobachtet, dass

Tumorstammzellen eine gewisse Strahlenresistenz aufweisen. Vermutet wird ein
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Zusammenhang mit der zelleigenen Fahigkeit Radikale zu eliminieren (Rycaj &
Tang, 2014). Auch Mutationen durch Radio- oder Chemotherapie konnen zu
einer zunehmenden Resistenz gegenuber der Bestrahlung fihren und deren

Erfolg mindern.

Sich teilende Zellen durchlaufen im Zellzyklus eine periodische Abfolge von
Ereignissen, namlich Mitose- (M) und Interphase (l) (Hall & Giaccia, 2012d). Die
Interphase wird unterteilt in G1-, Synthese- (S) und G2-Phase. Die Dauer dieser
Vorgange hangt vom Zelltyp ab und die Lange variiert besonders in der Gs-
Phase. An der Regulation sind Cyclin-abhangige Kinasen beteiligt. In der M-
Phase findet die Zellteilung statt. In der Gi-Phase werden Proteine und
Zellorganellen gebildet, die im Verlauf fur die Zellteilung bendtigt werden. Die S-
Phase wird von der DNA-Synthese dominiert. Die G2-Phase dient schlief3lich der
Reparatur von Replikationsfehlern. Das Zelluberleben nach Bestrahlung ist je

nach Zellzyklusphase ver-
W schieden. Die hochste

Sensitivitat weisen Zellen in
n der G:M-Phase auf, also
* ~ Nicht-homologe

wahrend und kurz vor der

' - Endverkniipfung
<k Mitose. Besonders resistent

7~
| J | Fehleranfdllg  gegeniiber Bestrahlung sind
Homologe \
Rekombination . Zellen in der spaten S-Phase.
‘ Verantwortlich hierfur scheint

Fehlerfrei . ) .
die in dieser Phase vor-

Abbildung 3: Uberblick Uber die vorherrschenden Formen herrschende Reparatur von
der DNA-Reparatur und deren Fehleranfalligkeit in . .
verschiedenen Zellzyklusphasen (Hall & Giaccia, 2012b)  Doppelstrangbrichen mittels

homologer Rekombination zu
sein. Am Ende der S-Phase liegt bereits ein komplementarer DNA-Strang vor.
Somit ist die Reparatur im Gegensatz zur nicht-homologen Endverknupfung, wie
bereits oben beschrieben, nicht fehlerbehaftet.

Diese Beobachtungen geben Hinweis auf einen moglichen therapeutischen
Nutzen. Ein Arrest von Tumorzellen in der GoM-Phase, zum Beispiel durch
Proteasominhibitoren, wirde Zellen sensitiver fur Bestrahlung machen und somit

die Effektivitat derselben erhohen.
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Radiotherapie bildet eine der drei Hauptsaulen in der Therapie des Glioblastoms
(Stupp et al., 2005). Die Entwicklung einer Resistenz gegenuber der Bestrahlung
stellt einen Grund fur die weiterhin infauste Prognose dieser Erkrankung dar
(Nguyen, Shabani, Awad, Kaushal, & Doan, 2018).

In dieser Arbeit wurde die Interaktion zwischen dem Proteasominhibitor
Bortezomib und einer Bestrahlung mit niederenergetischer Rontgenstrahlung
(niedriger LET) an Glioblastomzellen untersucht. Ziel war es, potenzielle additive
oder supraadditive Effekte zu analysieren. Dazu wurden drei humane
Glioblastomzelllinien zunachst mit Bortezomib behandelt und anschlieRend mit
200-kV-Rontgenstrahlung  bestrahlt. Zur quantitativen Bestimmung des
Zelluberlebens kam der Koloniebildungstest zum Einsatz, der als Goldstandard
zur Messung des klonogenen Zelluberlebens gilt. Dieser Test erlaubt
Ruckschlusse auf die intrinsische Strahlenempfindlichkeit der Zellen.

In der Literatur (vgl. Tabelle 2) wird ein Arrest von Zellen in der G2M-Phase des
Zellzyklus durch Bortezomib beschrieben (Vlachostergios, Voutsadakis, &
Papandreou, 2012). Zellen in dieser Phase weisen die hochste Radiosensitivitat
auf (Hall & Giaccia, 2012d). Deshalb wurde die Analyse der Zellzyklusphasen
von Glioblastomzellen nach Behandlung mit Bortezomib als weiterer Endpunkt

der nachfolgenden Untersuchungen gewahilt.
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3.1 Material

In den nachfolgenden Tabellen werden verwendete Materialien, Gerate und

Programme aufgefuhrt.

Material

Hersteller

12-well-Platten

Sigma-Aldrich

96-well-Platten

TPP Techno Plastic Products AG

alamarBlue Cell Viability Reagent

Invitrogen, Thermo Fisher Scientific

Bortezomib (PS-341)

Selleck Chemicals

CellStar serologische Pipetten

Greiner Bio-One International GmbH

CellStar Zellkulturflaschen

Greiner Bio-One International GmbH

CellStar Zellkulturschalen

Greiner Bio-One International GmbH

CellStar-Rohrchen

Greiner Bio-One International GmbH

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich

DNase-freie RNase-A

Thermo Fisher Scientific

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium Sigma-Aldrich
(DMEM) - high glucose, D5671

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, Sigma-Aldrich
D8537 (PBS)

Eppendorf Research plus Pipetten Eppendorf AG
Eppendorf Safe-Lock Tubes Eppendorf AG

Ethanol Carl Roth GmbH
FACS-Ro6hrchen Sarstedt AG & Co
Fetales Kilberserum (FCS) Sigma-Aldrich

Kristallviolett

Apotheke TUM Klinikum rechts der Isar

Methanol Carl Roth GmbH
Penicillin/ Streptomycin Sigma-Aldrich
Pipettenspitzen Sarstedt AG & Co
Propidium lodid (PI) Sigma-Aldrich
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RPMI-1640 Medium, R8758 Sigma-Aldrich
Triton X-100 Sigma-Aldrich
Trypanblau Sigma-Aldrich
Trypsin — EDTA Solution, T4299 Sigma-Aldrich
Zahlkammer C-Chip Carl Roth GmbH

Tabelle 3: Auflistung verwendeter Materialien

Gerit Modell Hersteller
Bestrahlungsgerat RS225A Gulmay Gulmay Medical Ltd.
COz-Inkubator Thermo Scientific BBD 6220 | Fisher Scientific GmbH
Durchflusszytometer FACSCalibur BD Biosciences
GelCount GelCount Oxford Optronix
Mikroskop ZEISS Primovert Carl Zeiss GmbH
Photospektrometer BioTek EL808 BIO-TEK Instruments
Pipettierhilfe Corning Stripettor Plus Corning Incorporated
Sicherheitswerkbank Maxisafe 2020 Unity Lab Services
Vortex Vortex-Genie 2 Scientific Industries
Wasserbad TB1 Thermoblock Biometra GmbH
Zentrifuge Mega Star 3.0 R VWR

Tabelle 4: Auflistung verwendeter Gerate

Programm

Entwickler

GraphPad Prism

GraphPad Software

Microsoft Excel

Microsoft Corporation

ModFit LT

Verity Software House

Tabelle 5: Auflistung verwendeter Programme
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3.1.1 Zelllinien

Die Durchfuhrung aller Experimente erfolgte mit drei etablierten humanen
Glioblastomzelllinien, die durch das Universitatsklinikum Heidelberg zur
Verfugung gestellt wurden. Eine detaillierte Charakterisierung der Zelllinien ist in

Tabelle 6 dargestellt.

LN18

LN229

U251 (friiher U373
MG)

Organismus Homo sapiens, Homo sapiens, Homo sapiens,
mannlich, 65 Jahre weiblich, 60 Jahre mannlich

Gewebe Grad 4 Gliom, rechter | Grad 4 Gliom, rechts Grad 4 Gliom
Temporallappen frontotemporoparietal

p53 Mutation Mutation Mutation

PTEN Wildtyp Wildtyp Mutation

p16 Deletion Deletion Deletion

Morphologie Epithelial, adharent Epithelial, adharent Epithelial, adharent

Foto

Tabelle 6: Charakterisierung der Glioblastomzelllinien LN18, LN229, U251

3.1.2 Bortezomib

Der Proteasominhibitor Bortezomib (PS-341) wurde von Selleck Chemicals
erworben. Zur Herstellung einer Ausgangskonzentration von 10 mM wurden
5 mg pulverisiertes Bortezomib in 1,3013 ml DMSO entsprechend den Angaben
des Herstellers geldst. Aliquots zu je 20 ul wurden bei —80 °C fur sechs Monate
aufbewahrt und verwendet. Weitere charakteristische Merkmale von Bortezomib
sind in Tabelle 7 dargestellt.
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)
N
N N
(7
P
N

Bortezomib (PS-341)

Handelsname: Velcade ®

Formel: C19H25BN4O4

Molekulargewicht: 384,24 g/mol

Tabelle 7: Charakterisierung des Proteasominhibitors Bortezomib (Selleckchem, o. J.)

In der nachfolgenden Tabelle ist beispielhaft eine Verdlinnungsreihe von

Bortezomib, wie sie fur den alamarBlue Assay verwendet wurde, dargestellt.

Bortezomib in einer Ausgangskonzentration von 10 mM wurde in mehreren

Schritten in Zellkulturmedium zu einer Konzentration von 400 nM verdinnt. In

einem weiteren Schritt wurden die Verdinnungen

im Verhaltnis 1:10

weiterverdunnt, um die Zielkonzentrationen von je 40 nM, 20 nM oder 10 nM zu

erhalten. Diese wurden erreicht, indem 10 pl der jeweiligen Verdinnung zu 100

Ml Medium, in dem sich die Zellen befanden, gegeben wurden.
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Ausgangs- 10 mM
konzentration
Bortezomib =10000 M
J 1:100 10 pl Bortezom|b + 990 pl
Medium
V1: Verdiinnung 1 100 uM
¢ 1:100 50 pl V1 f4950 vl
Medium
V2: Verdiinnung 2 U “Mn?/{l Le
¢ 1:2 800 pl V2 + 1200 pl
Medium
1:10
V3: Verdiinnung 3 400 nM -> 10 I V3 + 100 i 40 nM
Medium
N2 1:2 1 ml V3 + 1 ml Medium
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1:10
V4: Verdiinnung 4 200 nM -> 10 pl V4 + 100 pl 20 nM
Medium
N 1:2 1 ml V4 + 1 ml Medium
1:10
V5: Verdiinnung 5 100 nM > 10 pl V5 + 100 10 nM
Medium

Tabelle 8: Beispiel einer Verdiinnungsreihe fiir Bortezomib im alamarBlue Assay

3.2 Methoden

Die Durchfuhrung aller Experimente erfolgte im Labor der Klinik und Poliklinik fur
Radioonkologie und Strahlentherapie am TUM Klinikum rechts der Isar der
Technischen Universitat Munchen. Um das Risiko einer Kontamination zu
minimieren, wurden Arbeiten mit den Zellkulturen unter einer

Sicherheitswerkbank Klasse 2 durchgefuhrt.
3.2.1 Statistische Methoden

Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte mit Standardfehler (SEM) bzw.
Standardabweichung (SD) dargestellt. Um signifikante Unterschiede zwischen
zwei Mittelwerten zu bestimmen, wurde der T-Test angewandt. Ein p-Wert < 0,05
wurde als statistisch signifikant betrachtet.

3.2.2 Bestrahlung

Die Bestrahlung der Zellen erfolgte in allen Versuchen mit niedrig-LET
Rontgenstrahlung. Verwendet wurde das RS225A Bestrahlungsgerat Gulmay mit
folgenden Einstellungen: 200 kV, 15 mA, Tischhéhe 500 mm, Filter 5. Eine Dosis
von einem Gray wurde durch eine Bestrahlungsdauer von einer Minute und

sieben Sekunden erreicht. Bestrahlt wurde mit 1, 2, 4, 6 und 8 Gy.
3.2.3 Zellkultur

Die Kultivierung der Zelllinien LN18, LN229 und U251 erfolgte bei 37 °C, 95%iger
Luftfeuchtigkeit und 5%iger CO2-Begasung. Als Nahrmedien wurden RPMI-1640
fur die Zelllinien LN18 und LN229 sowie DMEM high glucose fur die Zelllinie U251
verwendet. Zugesetzt wurden jeweils 10 % fetales Kalberserum (FCS) und 1 %
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Penicillin/ Streptomycin. Die Subkultivierung erfolgte zweimal wochentlich, um
eine Konfluenz von 70 — 80 % aufrechtzuhalten. Das Ablosen der adharenten

Zellen erfolgte dabei mit Hilfe der Protease Trypsin.

Folgendes Vorgehen wurde sowohl zur Subkultivierung als auch zum Aussaen
von Zellen fur die einzelnen Versuche angewandt. Altes Medium wurde zunachst
entfernt und der Zellrasen mit PBS gewaschen. AnschlieRend wurde Trypsin
zugegeben. Die Zellen wurden fur drei Minuten bei 37 °C inkubiert. Durch Zugabe
von Nahrmedium wurde die Trypsinierung gestoppt. Zur Bestimmung der Zellzahl
wurden 20 pl der Zellsuspension in 20 pl Trypanblau resuspendiert und in eine
Zahlkammer gefullt. Vier GroRquadrate aus je 16 Kleinquadraten wurden nach
den Ublichen Regeln ausgezahlt. Die Zellzahl pro Milliliter wurde durch folgende
Formel berechnet:

Summe der vier Grofdquadrate

2 *10*
2 * 2 x

Zellzahl proml =

Zur Berechnung des benotigten Volumens x zur Ausplattierung einer bestimmten
Zellzahl wurde folgende Formel verwendet:

_auszuplattierende Zellzahl

* = berechnete Zellzahl proml

Das berechnete Volumen der Zellsuspension wurde dann in eine neue
Zellkulturflasche gegeben und mit frischem Medium aufgefullt. Durch Schwenken
wurden die Zellen gleichmaliig verteilt und anschlieBend bei 37 °C im

Brutschrank inkubiert.
3.2.4 Zellzyklusanalyse

Der Einfluss des Proteasominhibitors Bortezomib auf die Zellzyklusphasen der
Glioblastomzellen wurde anhand ihres DNA-Gehalts mittels Durchfluss-

zytometrie bestimmt.
3.2.4.1 Zellzyklusanalyse LN229 und U251

In sechs Petrischalen (6 cm Durchmesser) wurden pro Zelllinie (LN229, U251)
jeweils dreihunderttausend Zellen in 3 ml Zellkulturmedium ausgesat und fur 24
Stunden bei 37 °C inkubiert. Anschlielfend wurde jeweils 1 ml Bortezomib
zugegeben, um Konzentration von 2,5, 5, 10, 20 bzw. 40 nM zu erhalten. Nach
24 Stunden Inkubation bei 37 °C wurden die Zellen fixiert. Dabei wurde die
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Zellsuspension nach Trypsinierung in Falcon Tubes uberfuhrt und far funf
Minuten bei 4 °C mit 500 G zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und das
Zellpellet in 250 pul kaltem PBS resuspendiert. Unter Durchmischung mittels
Vortex wurden diese Zellsuspensionen tropfenweise zu 2,2 ml —20 °C kaltem
70%igem Ethanol gegeben. Nach einer Inkubation bei —20 °C fur mindestens 24
Stunden wurden die Zellen gefarbt. Dafur erfolgte eine erneute Zentrifugierung
bei 500 G und 4 °C fiir fiinf Minuten. Nach Entfernung des Uberstandes wurde
das Zellpellet in 500 pl Pl-Farbelosung (siehe Tabelle 9) resuspendiert und fur
eine Stunde im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie3end wurde der
DNA-Gehalt der Zellen mittels Durchflusszytometrie gemessen. Die Analyse der
Daten erfolgte mit Hilfe der Software ModFit (siehe Abbildung 5). Es wurde der
Anteil der Zellen in der GoG1-, GoM- bzw. S-Phase ermittelt. In Abbildung 4 ist
der zeitliche Versuchsablauf zur Ubersicht vereinfacht dargestellt. Die
Experimente wurden jeweils dreimal pro Zelllinie durchgefuhrt.

© F W I

Aussaen der Zugabe von
Zellen Bortezomib

Zeit in
Stunden

Abbildung 4: Schematische Darstellung des zeitlichen Ablaufs der Zellzyklusanalyse

Fixierung Farbung FACS

Pl-Farbelosung: 50 ml
0,1 % Triton X-100 in PBS 47,9 ml
0,2 mg/ml DNase-freie RNase-A 1,1 mi
0,02 mg/ml Propidium lodid 1,0 ml

Tabelle 9: Zusammensetzung der PI-Farbelésung
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Abbildung 5: Auswertung der Zellzyklusanalyse von LN229, U251 und LN18 im Programm
ModFit — Vergleich 0 nM versus 20 nM Bortezomib nach 24 Stunden
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3.2.4.2 Zellzyklusanalyse LN18

Die Durchfuhrung der Zellzyklusanalyse der Zelllinie LN18 erfolgte wie oben
beschrieben. Bortezomib wurde in den Konzentrationen 2,5, 5, 10, 20 und 40 nM
zugegeben. Die Messung erfolgte allerdings nicht ausschlieBlich 24 Stunden
nach Zugabe von Bortezomib, sondern 4, 8, 12, 16, 24 und 48 Stunden danach.

3.2.5 AlamarBlue Assay

Die zytotoxische Wirkung von Bortezomib auf Glioblastomzellen wurde indirekt
anhand ihrer Zellviabilitat gemessen. Diese wird im alamarBlue Assay mit Hilfe
von Resazurin bestimmt. Der ungiftige blaue Farbstoff wird in lebensfahigen
Zellen zum rosafarbenen, stark fluoreszierenden Resorufin reduziert. Die Farb-
oder Fluoreszenzveranderung kann mittels Messung der Absorption bei
Wellenlangen von 570 und 630 nm detektiert werden.

Fur jede Zelllinie (LN18, LN229, U251) wurden zweitausend Zellen in 100 pl
Zellkulturmedium pro well in drei 96-well-Platten ausgesat und fur 24 Stunden bei
37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden jeweils 10 pl Bortezomib in
Konzentrationen von 25 bis 400 nM zugegeben, um die Zieldosen von 2,5 bis 40
nM zu erhalten (siehe Tabelle 10). Zu den wells ohne Bortezomib (0 nM) wurden
jeweils 10 pl Medium gegeben. Als Kontrolle wurde in einigen wells zudem
DMSO entsprechend einer 40 nM Bortezomibverdinnung zugegeben. In Tabelle
10 ist eine mogliche Belegung einer 96-well-Platte dargestellt.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12

DMSO|0nM [25nM *|5nM*| 10 nM * |20 nM * | 40 nM *
DMSO|0nM [25nM *|5nM *| 10 nM * |20 nM * | 40 nM *
DMSO|0nM [25nM*|5nM*| 10 nM * |20 nM * | 40 nM *

I |® |mim|o|0|lw|>

100 pl PBS

100 pl Medium
2000 Zellen in 100 yl Medium
DMSOQO | Zugabe von 10 yl DMSO (400 nM)

0 nM | Zugabe von 10 yl Medium
* Zugabe von 10 pl Bortezomib (25 — 400 nM)
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- ‘ Analog fir andere Zelllinie

Tabelle 10: Beispielhafte Belegung einer 96-well-Platte im alamarBlue Assay

Nach einer erneuten Inkubation von 24, 48 bzw. 72 Stunden bei 37 °C wurden
jeweils 10 yl alamarBlue-Reagens fur vier Stunden zugegeben. Die Absorption
wurde mittels Photospektrometer bei Wellenlangen von 570 und 630 nm
gemessen. Zur Korrektur der Wellenlange wurden die Werte bei 630 nm von den
Werten bei 570 nm abgezogen. Von diesen neuen Werten wurde wiederum der
Mittelwert der Absorption des Mediums abgezogen. Aus parallelen Proben wurde
der Mittelwert gebildet. Anschlielend wurde die Zellviabilitat fur die
verschiedenen Bortezomibkonzentrationen im Vergleich zu 0 nM Bortezomib
berechnet. Abbildung 6 verdeutlicht den zeitlichen Versuchsablauf. Die
Experimente wurden jeweils dreimal (LN18, LN229) bzw. funfmal (U251) pro
Zelllinie durchgefuhrt.

Y

Aussaen der Zugabe von Zugabe von Messung der
Zellen Bortezomib alamarBlue Absorption

Zeit in
Stunden
Zeit in
Stunden

Abbildung 6: Schematische Darstellung des zeitlichen Ablaufs des alamarBlue Assays

3.2.6 Colony Formation Assay

Das klonogene Uberleben von Glioblastomzellen nach alleiniger Behandlung mit
Bortezomib oder in Kombination mit ionisierender Strahlung wurde mittels Colony
Formation Assays (CFA) bestimmit.

Die Zellen (LN18, LN229, U251) wurden in einem Milliliter Zellkulturmedium pro
well in 12-well-Platten ausgesat und fur 24 Stunden bei 37 °C inkubiert. Die

jeweilige Zellzahl variierte je nach Zellinie und Bortezomib- bzw.
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Bestrahlungsdosis. Eine Ubersicht der verwendeten Zellzahlen ist in den
Tabellen 11 und 12 dargestellt. 500 pl Bortezomib wurden fur 24 Stunden
hinzugegeben. AnschlieRend erfolgten entweder die Bestrahlung mit
nachfolgendem Mediumwechsel oder der alleinige Mediumwechsel. Dabei wurde
das alte Nahrmedium entfernt und 1,5 ml frisches Medium pro well zugegeben.
Nach 12 Tagen Inkubation bei 37 °C wurden die Kolonien mit 1 ml eiskaltem
Methanol fixiert und mit 1 ml 0,1%igem Kristallviolett gefarbt. Die Platten wurden
mit Hilfe des Gelcounts eingelesen und manuell ausgezahlt. Ansammlungen von

mindestens 50 Zellen wurden dabei als Kolonien gezahlt (vgl. Abbildung 7).

File Edit View Tools Advanced Help

Experiment Title Setup Wizard Optimizer I v|  Recount | v|50 % mm v@ @@l@]

e i |
Plate: 11 | :
Well: 8 , A
Label: BO4 /
/]
/|
@
® o
e y —
f/
IE)
)|
defaut_1200 cham [ 1200 dpi (21.166667 yam per paxel)

Abbildung 7: Beispiel fir die Bestimmung der Anzahl an Kolonien bei der Zelllinie LN18 nach
Behandlung mit 10 nM Bortezomib fiir 24 Stunden und Bestrahlung mit 1 Gy
Die Survival Fraction (SF) wurde durch folgende Formel berechnet:

GF — Anzahl gezdhlter Kolonien

Anzahl ausgesater Zellen * (%)

Die Plating Efficiency (PE) gibt dabei den Anteil an ausgesaten Zellen an, die
eine Kolonie bilden. Die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe von Microsoft

Excel und GraphPad Prism.

Fir die Darstellung der Uberlebenskurven von LN18, LN229 und U251 nach
alleiniger Behandlung mit dem Proteasominhibitor Bortezomib wurde der
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etablierte Fit Inhibitor vs. normalized response — variable slope von GraphPad

Prism verwendet.

Die Uberlebenskurven der Zelllinien LN18 und LN229 nach Bestrahlung mit
niedrig-LET Rontgenstrahlung wurden an das linear-quadratische Modell
angepasst (Hall & Giaccia, 2012a). Die Survival Fraction (SF) in Abhangigkeit der
Bestrahlungsdosis D wird durch folgende Formel berechnet:

SF(D) = e~oP=HD*?

Es werden zwei Komponenten beschrieben, die zum Zelltod durch Bestrahlung
beitragen. Eine Komponente ist proportional zur Dosis (aD), die andere
Komponente ist proportional zum Quadrat der Dosis (BD?). Die Konstanten a und

B variieren je nach Zelllinie und Strahlenart.

Fir die Uberlebenskurven der Zelllinie U251 wurde ein linearer Fit mit folgender

Formel zur Berechnung der Survival Fraction (SF) gewahlt:

SF(D) = e~

3.2.6.1 Colony Formation Assay Bortezomib

In Abbildung 8 ist der zeitliche Ablauf der Colony Formation Assays nach
alleiniger Behandlung mit Bortezomib dargestellt. Pro Konzentration wurden
jeweils 12 wells verwendet. Tabelle 11 zeigt fur jede Zelllinie die Anzahl

ausgesater Zellen pro well. Der Versuche wurden dreimal pro Zelllinie wiederholt.

= S

Aussaen der Zugabe von
Zellen Bortezomib

Zeit in
Stunden

Abbildung 8: Schematische Darstellung des zeitlichen Ablaufs des Colony Formation Assays
nach Behandlung mit Bortezomib

Mediumwechsel Fixierung
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Bortezomib in nM Zellzahl pro ml Bortezomib in nM Zellzahl pro ml
LN18, LN229 U251
DMSO 100 DMSO 200
0 100 0 200
5 100 5 200
10 250 10 400
20 500 20 800
40 1000 40 1000

Tabelle 11: Ubersicht (iber die verwendeten Zellzahlen je Zelllinie und Bortezomibkonzentration
im Colony Formation Assay nach alleiniger Behandlung mit Bortezomib

3.2.6.2 Colony Formation Assay Bortezomib und Bestrahlung

Der zeitliche Ablauf der Colony Formation Assays nach Bortezomibbehandlung
und anschlieBender Bestrahlung ist in Abbildung 9 dargestellt. Pro
Bestrahlungsdosis wurden vier wells fur jede Bortezomibkonzentration
verwendet wie beispielhaft in Abbildung 10 dargestellt. Tabelle 12 zeigt fur jede
Zelllinie die Anzahl ausgesater Zellen pro well. Die Zellzahlen wurden im Verlauf
teilweise angepasst. Die Versuche wurden viermal (LN18, LN229) bzw. funfmal
(U251) pro Zelllinie wiederholt.

S S A

Aussaen der Zugabe von Bestrahlung und
Zellen Bortezomib Mediumwechsel

Zeit in
Stunden

Abbildung 9: Schematische Darstellung des zeitlichen Ablaufs des Colony Formation Assays
nach Behandlung mit Bortezomib und anschlieender Bestrahlung

Fixierung
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Abbildung 10: Beispielhafte Belegung einer 12-well-Platte fiir eine Bestrahlungsdosis im Colony
Formation Assay nach Behandlung mit Bortezomib firr 24 Stunden

Bortezomib in nM Dosis Bortezomib in nM Dosis Bortezomib in nM

Dosis
in Gy Zellzahl pro ml inGy | Zellzahl pro ml inGy | Zellzahl pro ml
LN18 LN229 U251
0 10 20 0 10 20 0 10 20
® 400|200 400 | ° [ 100 200]4a00] ° Too| 2007 | 409
0 10 20 0 10 20 0 10 20
! 100 | 200 | 400 ! 100 | 200 | 400 ! 200 | 400 | 800
0 10 20 0 10 20 0 10 20

2 [7250/ | 500/ | 1000/ | 2 2
200 | 200 | 800 200 | 400 | 800 200 | 400 | 800

0 10 | 20 o0 | 10 | 20 0 | 10 | 20
4 [500/ [1000/| 2000/ | 4 [ 300/ | 600/ [1200/] 4 200 | 800 | 1600/

400 | 800 | 1600 400 | 800 | 1600 1000

0 10 | 20 o0 | 10 | 20 0 | 10 | 20
6 [1500/]3000/] 6000/ | © [ 600/ [1200/]2400/| © 1000 | 2000 | 4000/

1000 | 2000 | 4000 1000 | 2000 | 4000 3000

0 10 | 20 o0 | 10 | 20 0 | 10 | 20
8 [3000/]6000/]12000/] 8 [1200/]2400/|4800/| 8

2000 | 4000 | 10000 2000 | 4000 | 8000 2000 (4000 | 8000

Tabelle 12: Ubersicht tber die verwendeten Zellzahlen je Zelllinie und Bestrahlungs- bzw.
Bortezomibkonzentration im Colony Formation Assay nach Behandlung mit Bortezomib und
anschlieBender Bestrahlung
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4 Ergebnisse

4.1 Zellzyklusanalyse

41.1 Zellzyklusanalyse LN18

Die Analyse der Zellzyklusphasen erfolgte nach Behandlung mit
unterschiedlichen Bortezomibkonzentrationen und anschlieender Fixierung zu
verschiedenen  Zeitpunkten. Abbildung 11 zeigt den zeit- und
konzentrationsabhangigen Einfluss von Bortezomib auf die Zellzyklusverteilung
der LN18-Zelllinie. Die Behandlung mit dem Proteasominhibitor Bortezomib
fuhrte zu einem Arrest der Zellen in der radiosensitiven G:M-Phase des
Zellzyklus. Der starkste Effekt wurde nach einer 24-stindigen Behandlung mit 40
nM Bortezomib beobachtet: der Anteil der Zellen in der GoM-Phase stieg dabei
von 18 % (bei 0 nM) auf 58 %. Signifikante Unterschiede im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle (0 nM) werden im folgenden Abschnitt detailliert
dargestellt. Nach 48 Stunden Behandlung war der G:M-Anteil bei allen
Bortezomibkonzentrationen rucklaufig, was auf eine zeitabhangige Dynamik des
Zellzyklusarrests hinweist.

60% -

50% -

[+

7]

S 40% -

e

s 840 1M
° —4—20 1M
= 30% -

E, 10 nM
E 5nM
‘g 20% 2,5 nM
< =40 nM

10%

0% : : : : : : : : : : ‘
4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Zeit [h]

Abbildung 11: Anteil der LN18-Zellen in der G2M-Phase im Zeitverlauf fir verschiedene
Bortezomibkonzentrationen; Daten: Mittelwert + SEM; n =3

Die nachfolgende Abbildung zeigt den Anteil der Zellen pro Zellzyklusphase fur
verschiedene Bortezomibkonzentrationen nach unterschiedlichen Zeitpunkten.
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4 Stunden 8 Stunden
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Abbildung 12: Zellzyklusanalyse von LN18 nach Behandlung mit verschiedenen
Bortezomibkonzentrationen und Fixierung nach verschiedenen Zeitpunkten; Daten: Mittelwert
SEM; n = 3; Bestimmung signifikanter Unterschiede im Vergleich zu 0 nM Bortezomib mittels T-
Test: * p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001

Nach einer Behandlungsdauer von vier Stunden zeigten sich bei keiner
Bortezomibkonzentration signifikante Veranderungen der Verteilung der Zellen
pro Zellzyklusphase. Ein signifikanter Anstieg der Zellen in der G2M-Phase zeigte
sich ab einer Konzentration von 20 nM Bortezomib und einer Behandlungsdauer
von mindestens acht Stunden. Wie oben bereits dargestellt zeigte sich der grofite
Anstieg bei einer Bortezomibkonzentration von 40 nM und einer Fixierung nach
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24 Stunden. Im Vergleich zu 0 nM stieg der Anteil der Zellen in der G2M-Phase
von 18 % auf 58 % (p < 0,001). Auch bei einer Konzentration von 20 nM
Bortezomib zeigte sich ein signifikanter Anstieg von 18 % auf 38 % (p < 0,05).

Im Gegensatz zum Anstieg des Anteils der Zellen in der GoM-Phase kam es zu
einer Abnahme in der S- und GoG1-Phase. Der Anteil der Zellen in der S-Phase
blieb zunachst weitgehend konstant. Eine signifikante Abnahme der Zellen in der
S-Phase zeigte sich nur fur Konzentrationen von 20 nM und 40 nM Bortezomib
und eine Behandlungsdauer von 16 bzw. 24 Stunden. Eine signifikante Abnahme
des Zellanteils in der GoG1-Phase zeigte sich ab einer Behandlungsdauer von
acht Stunden, vor allem bei Bortezomibkonzentrationen von 20 nM und 40 nM.

Fir die weiteren Experimente mit anderen Zelllinien wurde aufgrund der oben

gezeigten Ergebnisse eine Behandlungsdauer von 24 Stunden gewahilt.
4.1.2 Zellzyklusanalyse LN18, LN229, U251

Die Behandlung mit Bortezomib fur 24 Stunden induzierte bei verschiedenen
Glioblastomzelllinien einen Arrest in der GoM-Phase. In Abbildung 13 wird der
Anteil an Zellen in der G2M-Phase fur die verschiedenen Zelllinien direkt

verglichen.
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Abbildung 13: Direkter Vergleich des Anteils der Zellen drei verschiedener Glioblastomzelllinien
in der GaM-Phase nach Behandlung mit verschiedenen Bortezomibkonzentrationen fiir 24
Stunden; Daten: Mittelwert £ SEM; n = 3; Bestimmung signifikanter Unterschiede im Vergleich zu
0 nM Bortezomib mittels T-Test: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001
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Die Zelllinien LN18 und LN229 verhielten sich ahnlich. Der direkte Vergleich
dieser beiden Zelllinien ergab, wie in Tabelle 13 dargestellt, keine signifikanten
Unterschiede. Ein signifikanter GoM-Arrest zeigte sich bei LN18 ab einer
Bortezomibkonzentration von 20 nM (p < 0,05) und 40 nM (p < 0,001). Ebenso
zeigte sich bei LN229 eine signifikante Zunahme der Zellen in der G2M-Phase
bei 20 nM (p < 0,01) und 40 nM (p < 0,001) Bortezomib. Bei der Zelllinie U251
befand sich bereits ohne Einfluss von Bortezomib ein gro3er Anteil an Zellen in
der GaoM-Phase. Eine signifikante Steigerung wurde nur bei der hochsten
Bortezomibkonzentration (40 nM) erreicht (p < 0,01). Mit steigenden
Bortezombikonzentrationen nahmen die signifikanten Unterschiede des Anteils

an Zellen in der GoM-Phase zwischen den Zelllinien ab.

Bortezomib [nM]| Vergleich | p-Wert | Signifikanz
LN18/LN229|0,1641 ns
0 LN18/ U251 10,0048 *
LN229/ U251]0,0210 *
LN18/LN229|0,2103 ns
2,5 LN18/ U251 |0,0060 >
LN229/ U2510,0623 ns
LN18/ LN229|0,2946 ns
5 LN18/ U251 |0,0012 >
LN229/ U2510,0025 >
LN18/LN229|0,1130 ns
10 LN18/ U251 |0,0053 >
LN229/ U2510,1149 ns
LN18/LN2290,2839 ns
20 LN18/ U251 10,3028 ns
LN229/ U2510,7676 ns
LN18/ LN229|0,0535 ns
40 LN18/ U251 10,6349 ns
LN229/ U25110,0201 *

Tabelle 13: Unterschiede des Anteils an Zellen in der GoM-Phase nach Behandlung mit
verschiedenen Bortezomibkonzentrationen fiir 24 Stunden zwischen den Zelllinien LN18, LN229
und U251; Bestimmung signifikanter Unterschiede mittels T-Test: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <
0,001

Der Anteil an Zellen pro Zellzyklusphase nach einer Behandlung mit

verschiedenen Bortezomibkonzentrationen fiir 24 Stunden ist fur die Zelllinien
LN18, LN229 und U251 in Abbildung 14 dargestellit.
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Abbildung 14: Zellzyklusanalyse von LN18, LN229 und U251 nach Behandlung mit
verschiedenen Bortezomibkonzentrationen fir 24 Stunden; Daten: Mittelwert + SEM; n = 3;
Bestimmung signifikanter Unterschiede im Vergleich zu 0 nM Bortezomib mittels T-Test:
*p <0,05; **p<0,01; ** p <0,001

Wie bereits im vorherigen Abschnitt beschrieben, konnte fur die Zelllinie LN18
ein signifikanter Anstieg an Zellen in der G:M-Phase bei einer Bortezomib-
konzentration von 20 nM und 40 nM nachgewiesen werden. Ein signifikanter
Ruckgang des Zellanteils zeigte sich fur die S-Phase bei einer
Bortezomibkonzentration von 20 nM und 40 nM, sowie fir die GoG1-Phase bei

einer Bortezomibkonzentration von 40 nM.

Auch bei der Zelllinie LN229 kam es zu einem signifikanten Anstieg der Zellen in
der GoM-Phase. Im Vergleich zu 0 nM stieg der Zellanteil bei 20 nM Bortezomib
von 22 % auf 46 % (p < 0,01) und bei 40 nM Bortezomib von 22 % auf 51 % (p <
0,001). Wie bei der Zelllinie LN18 kam es zu einer Abnahme der Zellen in der S-
und GoG+-Phase. Signifikante Unterschiede zeigten sich fir die S-Phase bei 10
nM und 40 nM Bortezomib und fur die GoG1-Phase bei 20 nM und 40 nM
Bortezomib.
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Fur die Zelllinie U251 konnte nur bei einer Bortezomibkonzentration von 40 nM
eine signifikante Zunahme der Zellen in der G2M-Phase beobachtet werden. Der
Anteil der Zellen stieg von 37 % bei 0 nM auf 56 % bei 40 nM Bortezomib (p <
0,01). Fur die S- und GoGi-Phase ergaben sich keine signifikanten

Veranderungen.

4.2 AlamarBlue Assay

Die relative Zellviabilitat der Glioblastomzelllinien LN18, LN229 und U251 nach
Behandlung mit Bortezomib wurde mittels AlamarBlue Assay bestimmt.
Abbildung 15 zeigt die Zellviabilitat der drei Zelllinien nach Behandlung mit
verschiedenen Bortezomibkonzentrationen nach 24, 48 und 72 Stunden.

Bei der Zelllinie LN18 zeigte sich nach Behandlung mit mindestens 10 nM
Bortezomib flr 24 Stunden eine signifikante Reduktion der Zellviabilitat. Nach
einer Behandlungsdauer von 48 Stunden nahm die Zellviabilitat ab einer
Bortezomibkonzentration von 20 nM signifikant ab. Ab dieser Konzentration lag
die Zellviabilitat bereits unter 50 %. Nach 72 Stunden wurde die Zellviabilitat
bereits bei einer Bortezomibkonzentration von nur 5 nM signifikant reduziert (p <
0,05). Bei hoheren Konzentrationen von 20 nM und 40 nM Bortezomib lag die
Zellviabilitat nur bei 34 % (p < 0,01) bzw. 11 % (p < 0,001).

Ahnliche Ergebnisse zeigten sich bei der Zelllinie LN229. Auch hier wurde die
Zellviabilitat nach 24-stindiger Behandlung mit Bortezomibkonzentrationen ab
10 nM signifikant gesenkt. Eine Behandlungsdauer von 72 Stunden reduzierte
auch bei LN229 die Zellviabilitat bereits ab einer Bortezomibkonzentration von
10 nM unter 50 %.

Fur Zellen der Zelllinie U251 zeigte sich unabhangig von der
Bortezomibkonzentration nach 24 Stunden keine signifikante Reduktion der
Zellviabilitat. Nach einer Behandlungsdauer von 48 Stunden wurde die
Zellviabilitat bei 40 nM Bortezomib signifikant auf 70 % gesenkt (p < 0,01). Nach
72-stundiger Bortezomibbehandlung zeigte sich bei U251 bereits ab 5 nM eine
signifikante Reduktion der Zellviabilitat. Bei einer Bortezomibkonzentration von
20 nM und 40 nM lag die Zellviabilitat noch bei knapp 50 %.
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Abbildung 15: Vergleich der Zellviabilitat der Zelllinien LN18, LN229 und U251 nach Behandlung
mit verschiedenen Bortezomibkonzentrationen fir 24, 48 und 72 Stunden; Daten: Mittelwert +

SEM; n = 3 (LN18, LN229); n = 5 (U251); Bestimmung signifikanter Unterschiede im Vergleich
zu 0 nM Bortezomib mittels T-Test: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001
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Vergleicht man, wie in Abbildung 16 dargestellt, die Toxizitat von Bortezomib auf
die drei Glioblastomzelllinien LN18, LN229 und U251, zeigten sich Unterschiede
in Abhangigkeit von der Behandlungsdauer, der Bortezomibkonzentration und
der Zelllinie. Eine Behandlung mit Bortezomib fur 24 Stunden fuhrte bei der
Zelllinie U251 zu keiner signifikanten Reduktion der Zellviabilitat. Dagegen kam
es bei den Zelllinien LN18 und LN229 ab einer Bortezomibkonzentration von 10
nM zu einer signifikanten Abnahme der Zellviabilitat. Nach einer 48-stundigen
Behandlung mit 40 nM Bortezomib nahm die Zellviabilitat bei U251 auch
signifikant ab auf 70 %. Im Vergleich dazu lag die Zellviabilitdt bei LN18 und
LN229 bei 13 % bzw. 16 %. Nach 72 Stunden nahm die Zellviabilitat bei allen
Zelllinien ab einer Bortezomibkonzentration von 10 nM signifikant ab. Auch hier
zeigte sich bei U251 eine hohere Zellviabilitat als bei den Zelllinien LN18 und
LN229.

24 Stunden
250%

200%

150%

.
100% ,
-~ L T
- III I I II II II
0%
0 25 5 10 40

Bortezomib [nM]

[ —

Zellviabilitat

X

mLN18 mLN229 mU251

48 Stunden
160%
140%
120%

100% I
80% T "
60%
40% '
-
20%
X | T
0 25 5 10 20

40

Zellviabilitat

R

Bortezomib [nM]

mLN18 mLN229 mU251

35



4 Ergebnisse

72 Stunden
160%
140%
120% [
100% - - = L
80% T
60%
40% ? ¥
20% sy e
0%

Zellviabilitat

0 25 5 10 20 40
Bortezomib [nM]

LN18 = LN229 = U251
Abbildung 16: Direkter Vergleich der Zellviabilitat nach Behandlung mit verschiedenen
Bortezomibkonzentrationen fiir 24, 48 und 72 Stunden bei den Zelllinien LN18, LN229 und U251;
Daten: Mittelwert £+ SEM; n = 3 (LN18, LN229); n = 5 (U251); Bestimmung signifikanter

Unterschiede im Vergleich zu 0 nM Bortezomib mittels T-Test: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <
0,001

Vergleicht man, wie in Tabelle 14 dargestellt, die Zellviabilitat der drei Zelllinien
fur jede Bortezomibkonzentration, zeigen sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Zelllinien LN18 und LN229. Ab einer Bortezomibkonzentration von
10 nM zeigt sich insbesondere bei LN229 und teilweise bei LN18 eine signifikant
niedrigere Zellviabilitat als bei der Zelllinie U251.

24 Stunden 48 Stunden 72 Stunden
Bor ib [nM] | Vergleich |p-Wert [Signifikanz | Bor ib [nM] | Vergleich | p-Wert | Signifikanz | Bor ib [nM] | Vergleich |p-Wert [Signifikanz
LN18/ LN229| 0,0977 ns LN18/ LN229 | 0,4305 ns LN18/ LN229| 0,3470 ns
25 LN18/ U251 | 0,7922 ns 25 LN18/ U251 | 0,4253 ns 25 LN18/ U251] 0,8287 ns
LN229/ U251 0,1715 ns LN229/ U251 | 0,8223 ns LN229/ U251| 0,2855 ns
LN18/ LN2290,3810 ns LN18/ LN229 [ 0,2046 ns LN18/ LN229| 0,4071 ns
5 LN18/ U251 | 0,4579 ns 5 LN18/ U251 | 0,1785 ns 5 LN18/ U251 0,7369 ns
LN229/ U251 0,6357 ns LN229/ U251 0,0704 ns LN229/ U251 0,3177 ns
LN18/ LN229 0,4950 ns LN18/ LN229 | 0,9406 ns LN18/ LN229| 0,1120 ns
10 LN18/ U251 | 0,0376 * 10 LN18/ U251 | 0,2215 ns 10 LN18/ U251 0,3674 ns
LN229/ U251(0,0198 * LN229/ U251 | 0,5050 ns LN229/ U251| 0,0254 *
LN18/ LN229| 0,4514 ns LN18/LN229 | 0,1220 ns LN18/ LN229| 0,1359 ns
20 LN18/ U251 | 0,0179 * 20 LN18/ U251 | 0,0133 * 20 LN18/ U251 0,2600 ns
LN229/ U251 0,0234 * LN229/ U251 0,0040 > LN229/ U251 0,0118 *
LN18/ LN229 | 0,7968 ns LN18/LN229 | 0,1691 ns LN18/ LN229| 0,3505 ns
40 LN18/ U251 | 0,0142 * 40 LN18/ U251 | 0,0021 > 40 LN18/ U251 0,0300 *
LN229/ U251 0,0017 ** LN229/ U251 [ 0,0027 ** LN229/ U251| 0,0165

Tabelle 14: Unterschiede der Zellviabilittt nach Behandlung mit verschiedenen
Bortezomibkonzentrationen fiir 24, 48 und 72 Stunden zwischen den Zelllinien LN18, LN229 und
U251; Bestimmung signifikanter Unterschiede mittels T-Test: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001
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4.3 Colony Formation Assay
4.3.1 Colony Formation Assay Bortezomib

Zunachst wurde das Uberleben der drei Glioblastomzelllinien LN18, LN229 und
U251 nach alleiniger Behandlung mit Bortezomib fur 24 Stunden untersucht.
Dabei wurde Bortezomib in Konzentrationen von 5 nM bis 40 nM verwendet. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 17 dargestellt. Bei allen Zelllinien zeigte sich fur
jede Bortezomibkonzentration eine signifikante Reduktion der Survival Fraction
(SF). Bereits bei einer Dosis von 5 nM Bortezomib nahm die SF bei LN18 (p <
0,001), LN229 (p < 0,05) und U251 (p < 0,05) signifikant ab. Schon bei einer
niedrigen Konzentration von 10 nM Bortezomib fiel die SF steil und signifikant ab.
Bei einer Bortezomibkonzentration von 10 nM lag die SF bei LN18 unter 50 %,
bei LN229 und U251 sogar bei nur circa 30 %. Bei einer Konzentration von 40
nM betrug die SF bei allen Zelllinien noch maximal 10 %. Die ICso betrug 9,8 nM
bei LN18, 8,0 nM bei LN229 und 8,6 nM bei U251.
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Abbildung 17: Survival Fraction drei verschiedener Glioblastomzelllinien nach Behandlung mit
unterschiedlichen Bortezomibkonzentrationen fir 24 Stunden; Fit: Inhibitor vs. normalized
response — variable slope; Daten: Mittelwert + SEM; n = 3; Bestimmung signifikanter
Unterschiede im Vergleich zu 0 nM Bortezomib mittels T-Test: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <
0,001

Insgesamt zeigten die Zelllinien LN18, LN229 und U251 eine vergleichbare
Reaktion auf die Behandlung mit Bortezomib. Beim Vergleich der SF der drei
Zelllinien in Abhangigkeit von den unterschiedlichen Bortezomibkonzentrationen
ergaben sich nur vereinzelt signifikante Unterschiede. Die entsprechenden Daten
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sind in Tabelle 15 dargestellt. Der deutlichste Unterschied zeigte sich bei einer
Konzentration von 10 nM: hier war die SF bei LN229 (p < 0,05) und U251 (p <
0,01) signifikant niedriger als bei LN18.

Bortezomib [nM] | Vergleich p-Wert |Signifikanz
LN18/LN229( 0,1526 ns
5 LN18/ U251 | 0,2643 ns
LN229/U251| 0,5164 ns
LN18/LN229( 0,0104 *
10 LN18/ U251 | 0,0043 **
LN229/ U251 0,7992 ns
LN18/LN229( 0,0737 ns
20 LN18/ U251 | 0,0636 ns
LN229/ U251 0,0406 *
LN18/LN229| 0,1631 ns
40 LN18/ U251 | 0,1421 ns
LN229/ U251 | 0,4891 ns

Tabelle 15: Unterschiede der Survival Fraction fir verschiedene Bortezomibkonzentrationen
zwischen den Zelllinien LN18, LN229 und U251; Bestimmung signifikanter Unterschiede mittels
T-Test: * p <0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001

Unter Einbeziehung der Ergebnisse der Zellzyklusanalyse und des alamarBlue
Assays wurden fur die kombinierte Behandlung der Zellen mit Bortezomib fur 24
Stunden und nachfolgender Bestrahlung Bortezomibkonzentrationen von 10 nM
und 20 nM gewahlt. Fur diese Konzentrationen zeigten sich bei akzeptabler
Toxizitat bereits Effekte auf den Zellzyklus. Die relative Zellviabilitat lag bei allen
Zelllinien bei mindestens 50 %. Die SF betrug bei einer Bortezomibkonzentration
von 10 nM mindestens 30 % und bei einer Konzentration von 20 nM knapp 20 %.

4.3.2 Colony Formation Assay Bortezomib und Bestrahlung

Ein wesentlicher Endpunkt der Untersuchungen war das klonogene Uberleben
der Glioblastomzelllinien LN18, LN229 und U251 nach Behandlung mit 10 nM
oder 20 nM Bortezomib fur 24 Stunden und anschliefiender Bestrahlung mit
Rontgenstrahlung. Abbildung 18 zeigt zunachst die SF von LN18, LN229 und
U251 nach alleiniger Bestrahlung. Eine Bestrahlungsdosis von 2, 4, 6 und 8 Gy
reduzierte die SF bei allen drei Zelllinien signifikant (p < 0,001). Lediglich bei
U251 kam es bei einer Dosis von 1 Gy zu keiner signifikanten Reduktion der SF.

Die Uberlebenskurven wurden mit dem linear-quadratischen Modell gefittet. Bei
der Zelllinie U251 erbrachte dieser Fit insbesondere bei hohen
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Bortezomibkonzentrationen keine sinnvollen Ergebnisse. Daher wurde fur diese

Zelllinie ein linearer Fit gewahilt.
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Abbildung 18: Vergleich der Survival Fraction von LN18, LN229 und U251 nach Bestrahlung mit
Rontgenstrahlung; Fit mittels linear-quadratischem Modell (LN18, LN229) bzw. linearem Modell
(U251); Daten: Mittelwert + SEM; n=4 (LN18, LN229), n=5 (U251); Bestimmung signifikanter
Unterschiede im Vergleich zu 0 Gy mittels T-Test: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

Vergleicht man die SF der drei Glioblastomzelllinien miteinander, zeigten sich vor
allem bei hohen Bestrahlungsdosen signifikante Unterschiede. Diese sind in
Tabelle 16 dargestellt. Nach einer Bestrahlung mit 6 Gy oder 8 Gy reagierte die
Zelllinie LN229 signifikant sensibler als LN18 und U251. Die hochste Resistenz
gegenuber der Bestrahlung zeigte sich bei U251.

Dosis [Gy] | Vergleich p-Wert | Signifikanz
LN18/LN229| 0,3706 ns
1 LN18/ U251 0,7698 ns
LN229/U251| 0,5962 ns
LN18/LN229| 0,0201 *
2 LN18/ U251 0,2741 ns
LN229/U251| 0,7756 ns
LN18/LN229| 0,0124 *
4 LN18/ U251 0,4600 ns
LN229/U251| 10,0170 *
LN18/LN229| 0,0086 i
6 LN18/ U251 0,0260 *
LN229/U251| 0,0027 .
LN18/LN229| 0,0180 *
8 LN18/ U251 0,0026 **
LN229/U251]  0,0003 o

Tabelle 16: Unterschiede der Survival Fraction zwischen den Zelllinien LN18, LN229 und U251
nach Bestrahlung mit Réntgenstrahlung; Bestimmung signifikanter Unterschiede mittels T-Test:
*p <0,05; **p<0,01; *** p <0,001
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Eine Behandlung mit 20 nM Bortezomib fur 24 Stunden fuhrte bei LN18 zu einer
signifikanten Reduktion der SF fur Bestrahlungsdosen zwischen 1 Gy und 6 Gy
im Vergleich zur Kontrollgruppe (0 nM). Bei einer Bortezomibkonzentration von
10 nM zeigte sich nur bei einer Dosis von 4 Gy eine signifikante Reduktion der
SF (p < 0,05). Die Ergebnisse sind in Abbildung 19 dargestellt.
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Abbildung 19: Survival Fraction von LN18 nach Behandlung mit Bortezomib fiir 24 Stunden und
Bestrahlung; Fit mittels linear-quadratischem Modell; Daten: Mittelwert £+ SEM; n=4; Bestimmung
signifikanter Unterschiede im Vergleich zu 0 nM Bortezomib mittels T-Test: * p < 0,05; ** p < 0,01;
***p < 0,001

Auch bei der Zelllinie LN229 fuhrte eine 24-stundige Bortezomibbehandlung zu
einer signifikanten Reduktion der SF fur Bestrahlungsdosen von 1 Gy bis 6 Gy.
Signifikante Unterschiede im Vergleich zur ausschliellich bestrahlten
Kontrollgruppe (0 nM) zeigten sich sowohl fur eine Bortezomibkonzentration von
10 nM als auch von 20 nM. Die Ergebnisse sind in Abbildung 20 dargestellt.
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Abbildung 20: Survival Fraction von LN229 nach Behandlung mit Bortezomib fiir 24 Stunden
und Bestrahlung; Fit mittels linear-quadratischem Modell; Daten: Mittelwert + SEM; n=4;
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Bestimmung signifikanter Unterschiede im Vergleich zu 0 nM Bortezomib mittels T-Test: * p <
0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

Abbildung 21 zeigt die SF von U251 nach Behandlung mit 10 nM oder 20 nM
Bortezomib fur 24 Stunden und anschliefender Bestrahlung. Bei dieser Zelllinie
konnte die SF nur bei hoheren Bestrahlungsdosen von mindestens 4 Gy bzw. 6
Gy durch 20 nM bzw. 10 nM Bortezomib signifikant reduziert werden.
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Abbildung 21: Survival Fraction von U251 nach Behandlung mit Bortezomib fiir 24 Stunden und
Bestrahlung; Fit mittels linearem Modell; Daten: Mittelwert + SEM; n=5; Bestimmung signifikanter
Unterschiede im Vergleich zu 0 nM Bortezomib mittels T-Test: * p < 0,05; ** p < 0,01; ** p <
0,001

Signifikante Unterschiede der SF nach kombinierter Behandlung der Zellen mit
10 nM oder 20 nM Bortezomib und Bestrahlung im Vergleich zur ausschliel3lich
bestrahlten Kontrollgruppe (0 nM) wurden bereits in den vorangehenden
Abbildungen dargestellt. Tabelle 17 zeigt Unterschiede der SF zwischen 10 nM
oder 20 nM Bortezomib bei LN18, LN229 und U251.
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Zelllinie Dosis Gyl | g, Vordlelen | pwert | signifikanz
1 0,0226 -
2 0,1822 ns
LN18 4 10 nM vs. 20 nM 0,4912 ns
6 0,2586 ns
8 0,4051 ns
1 0,0349 -
2 0,4625 ns
LN229 4 10 nM vs. 20 nM 0,9682 ns
6 0,6586 ns
8 0,5065 ns
1 0,8378 ns
2 0,7471 ns
U251 4 10 nM vs. 20 nM 0,3569 ns
6 0,4676 ns
8 0,0231 -

Tabelle 17: Unterschiede der Survival Fraction nach Behandlung mit Bortezomib und
Bestrahlung bei den Zelllinien LN18, LN229 und U251; Bestimmung signifikanter Unterschiede
zwischen 10 nM und 20 nM Bortezomib mittels T-Test: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

In Abbildung 22 wird die SF zwischen den drei Glioblastomzelllinien nach
Behandlung mit 10 nM oder 20 nM Bortezomib fur 24 Stunden und
anschlieBender Bestrahlung verglichen. LN229 reagierte dabei signifikant
sensibler als LN18 (10 nM und 20 nM Bortezomib) und U251 (10 nM Bortezomib).
Zwischen LN18 und U251 zeigten sich keine wesentlichen signifikanten

Unterschiede. Die vollstandigen Daten sind in Tabelle 18 dargestellt.

10 nM Bortezomib 20 nM Bortezomib
14 14 A
- LN18 -~ LN18
5 014 N -m LN229 '5 014 -= |N229
‘g 3 = U251 g = U251
L 0.014 L o014
< n <
2 2
E 0.001 S 0.001+
(7 [
0.0001 T T T 1 0.0001 T T T 1
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
Bestrahlungsdosis [Gy] Bestrahlungsdosis [Gy]

Abbildung 22: Vergleich der Survival Fraction von LN18, LN229 und U251 nach Behandlung mit
Bortezomib fir 24 Stunden und Bestrahlung mit RoOntgenstrahlung; Fit mittels linear-
quadratischem Modell (LN18, LN229) bzw. linearem Modell (U251); Daten: Mittelwert £+ SEM,;
n=4 (LN18, LN229), n=5 (U251)
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Bortezomib [nM] | Dosis [Gy] | Vergleich p-Wert | Signifikanz

LN18/LN229| 0,0213
1 LN18/ U251 0,4078 ns

LN229/ U251 0,0244 *
LN18/LN229| 0,0236

2 LN18/ U251 0,0360
LN229/ U251 0,7946 ns
LN18/LN229 0,0131 *
10 4 LN18/ U251 0,2315 ns

LN229/U251| 0,0022
LN18/ LN229| 0,0022
6 LN18/ U251 0,0632 ns

LN229/ U251 0,0010 e
LN18/LN229| 0,0180

8 LN18/ U251 0,1500 ns
LN229/U251|  0,0027 **
LN18/LN229( 0,3371 ns

1 LN18/ U251 0,0648 ns

LN229/U251| 0,0368
LN18/LN229| 0,0366

2 LN18/ U251 0,0603 ns

LN229/ U251 0,9448 ns

LN18/LN229| 0,0253 *

20 4 LN18/ U251 0,8383 ns
LN229/U251| 0,1187 ns

LN18/LN229| 0,0010 **

6 LN18/ U251 0,4219 ns

LN229/ U251 0,0868 ns

LN18/LN229| 0,0104 *

8 LN18/ U251 0,9394 ns

LN229/U251]  0,0204

Tabelle 18: Unterschiede der Survival Fraction zwischen den Zelllinien LN18, LN229 und U251
nach Behandlung mit Bortezomib fiir 24 Stunden und Bestrahlung; Bestimmung signifikanter
Unterschiede mittels T-Test: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

Die Bestrahlungsdosis, die bendtigt wird, um die SF auf 50 % bzw. 10 % zu

reduzieren, wird als Dso bzw. D1g bezeichnet.

Fur LN18 lag die Dso bei 2,69 Gy und die D1g bei 6,02 Gy. Durch die kombinierte
Behandlung der Zellen mit Bortezomib und Bestrahlung konnte die Dso signifikant
gesenkt werden (p < 0,05 mit 10 nM bzw. p < 0,001 mit 20 nM Bortezomib). Die
D10 nahm ebenfalls ab, allerdings zeigten sich hier keine signifikanten
Unterschiede (vgl. Tabelle 19).

Die Sensitization Enhancement Ratio (SER) beschreibt das Verhaltnis der
Bestrahlungsdosis mit oder ohne Sensitizer, die benotigt wird, um die SF auf 50

% (bzw. 10 %) zu reduzieren.

Die Werte fur LN18 sind ebenfalls in Tabelle 19 dargestellt. Die SER (50 %)
konnte signifikant mit 10 nM Bortezomib auf 1,32 (p < 0,01) und mit 20 nM
Bortezomib auf 1,82 (p < 0,01) erhoht werden. Somit fiUhrte Bortezomib zu einer

konzentrationsabhangigen Radiosensitivierung bei LN18.
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LN18 Bortezomib [nM]
0 10 20
alpha 0,1502 0,2527 0,4663
beta 0,0414 0,0409 -0,0015
Mittelwert + SD | 2,69 + 0,26 | 2,06 + 0,32 | 1,51 + 0,22
D5 [GY] p-Wert 0,0220 0,0005
Signifikanz * e
Mittelwert + SD | 1,00 + 0,00 | 1,32+ 0,13 | 1,82 + 0,36
SER (50 %) p-Wert 0,0026 0,0040
Signifikanz ** **
Mittelwert + SD | 6,02 + 0,85 | 5,11 + 0,48 | 5,05 + 0,47
D, [Gy] p-Wert 0,117 0,0939
Signifikanz ns ns
Mittelwert + SD | 1,00 + 0,00 | 1,18 £ 0,13 | 1,20 + 0,22
SER (10 %) p-Wert 0,0317 0,1138
Signifikanz * ns

Tabelle 19: Parameter zur Charakterisierung der Radiosensitivierung durch Bortezomib bei der
Zelllinie LN18, berechnet aus Daten des Colony Formation Assays; Bestimmung signifikanter
Unterschiede im Vergleich zu 0 nM Bortezomib mittels T-Test: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <
0,001

Far die Zelllinie LN229 lag die Dso bei 2,02 Gy und konnte in Kombination mit
Bortezomib auf 1,40 Gy (p < 0,01 mit 10 nM Bortezomib) bzw. 1,19 Gy (p < 0,001
mit 20 nM Bortezomib) signifikant gesenkt werden (vgl. Tabelle 20). Die D1o
wurde von 4,44 Gy auf 3,62 Gy (10 nM Bortezomib) bzw. 3,49 Gy (20 nM
Bortezomib) gesenkt. Auch hier zeigte sich ein signifikanter Anstieg der SER (50
%) auf 1,45 bei 10 nM Bortezomib (p < 0,001) und ein Anstieg auf 1,71 bei 20
nM Bortezomib (p < 0,01). Somit fuhrte Bortezomib auch bei LN229 zu einer
konzentrationsabhangigen Radiosensitivierung.

LN229 Bortezomib [nM]
0 10 20
alpha 0,1954 0,3984 0,5126
beta 0,0758 0,0785 0,0686
Mittelwert + SD| 2,02+ 0,20 | 1,40+ 0,19 | 1,19+ 0,15
Dso [Gy] p-Wert 0,0042 0,0006
Signifikanz * b
Mittelwert + SD| 1,00+ 0,00 | 1,45+ 0,13 | 1,71 £ 0,27
SER (50 %) p-Wert 0,0005 0,0019
Signifikanz b *
Mittelwert + SD | 4,44 + 0,46 | 3,62+ 0,71 | 3,49 + 0,87
D4, [Gy] p-Wert 0,1011 0,1018
Signifikanz ns ns
Mittelwert + SD| 1,00 + 0,00 | 1,25+ 0,14 | 1,31 £ 0,23
SER (10 %) p-Wert 0,0131 0,0339
Signifikanz * *

Tabelle 20: Parameter zur Charakterisierung der Radiosensitivierung durch Bortezomib bei der
Zelllinie LN229, berechnet aus Daten des Colony Formation Assays; Bestimmung signifikanter
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Unterschiede im Vergleich zu 0 nM Bortezomib mittels T-Test: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <
0,001

Tabelle 21 zeigt zuletzt die Werte der Zelllinie U251. Aufgrund der bei dieser
Zelllinie verwendeten, vereinfachten linearen Formel zur Berechnung der SF,
entfallen hier die beta-Werte. Die Dso betrug 2,55 Gy und die D10 lag bei 8,47 Gy.
Auch bei U251 kam es nach Bortezomibbehandlung und Bestrahlung zu einer
Abnahme der Dsp bzw. D1o und einem Anstieg der SER. Die Dsg konnte mit 10
nM Bortezomib auf 1,83 Gy bzw. mit 20 nM Bortezomib auf 1,73 Gy gesenkt
werden. Die Do fiel auf 6,07 Gy (10 nM Bortezomib) bzw. 5,76 Gy (20 nM
Bortezomib). Signifikante Unterschiede zeigten sich fur die SER. Die SER (50 %)
stieg mit 10 nM Bortezomib auf 1,39 (p < 0,05) und mit 20 nM Bortezomib auf
1,48 (p < 0,001). Somit kam es auch bei der Zelllinie U251 zu einer signifikanten

Radiosensitivierung.

U251 Bortezomib [nM]
0 10 20
alpha 0,2909 0,3868 0,4319
beta entfallt entfallt entfallt
Mittelwert + SD| 2,55+ 0,77 | 1,83+ 0,30 | 1,73 + 0,56
D5, [Gy] p-Wert 0,0873 0,0929
Signifikanz ns ns
Mittelwert + SD| 1,00 £ 0,00 | 1,39+ 0,30 | 1,48 + 0,09
SER (50 %) p-Wert 0,0206 0,0000
Signifikanz * b
Mittelwert + SD | 8,47 + 2,57 | 6,07 £ 1,00 | 5,76 + 1,87
D4, [Gy] p-Wert 0,0873 0,0929
Signifikanz ns ns
Mittelwert + SD| 1,00 £ 0,00 | 1,39+ 0,30 | 1,48 + 0,09
SER (10 %) p-Wert 0,0206 0,0000
Signifikanz * b

Tabelle 21: Parameter zur Charakterisierung der Radiosensitivierung durch Bortezomib bei der
Zelllinie U251, berechnet aus Daten des Colony Formation Assays; Bestimmung signifikanter
Unterschiede im Vergleich zu 0 nM Bortezomib mittels T-Test: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <
0,001

Sowohl die alleinige Bestrahlung als auch die Behandlung mit Bortezomib fuhrten
zu einer signifikanten Reduktion der SF bei den Glioblastomzelllinien LN18,
LN229 und U251. Anhand der SER konnte man auf eine Radiosensitivierung
durch Bortezomib bei allen Zelllinien schliel3en.

45



5 Diskussion

5 Diskussion

5.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Der Proteasominhibitor Bortezomib induzierte in der Glioblastomzelllinie LN18
einen zeit- und konzentrationsabhangigen Arrest in der radiosensitiven G2M-
Phase des Zellzyklus. Signifikante Effekte auf die Zellzyklusverteilung traten ab
einer Behandlungsdauer von mindestens acht Stunden und einer
Bortezomibkonzentration von 20 nM auf. Nach 48 Stunden war der Einfluss auf
den Zellzyklus rucklaufig. Mogliche Ursachen hierfur sind die begrenzte
Halbwertszeit von Bortezomib sowie die reversible Hemmung des 26S-
Proteasoms (Dou & Zonder, 2014). In-vitro-Daten zeigen, dass Bortezomib mit
einer Halbwertszeit von etwa zwanzig Minuten vom Proteasom dissoziiert
(STADAPHARM, 2021). Die maximale Hemmung der Proteasomaktivitat tritt
bereits innerhalb einer Stunde nach Applikation auf (Schwartz & Davidson,
2004). Die volle Proteasomfunktion stellt sich innerhalb von 72 bis 96 Stunden
wieder her. Die mittlere Eliminationshalbwertszeit von Bortezomib variiert bei
Mehrfachdosierung zwischen 40 bis 193 Stunden (STADAPHARM, 2021). Eine
24-stindige Behandlung verschiedener Glioblastomzelllinien mit Bortezomib
fuhrte zu einem deutlichen Anstieg des Anteils der Zellen in der GoM-Phase. Ein
signifikanter Anstieg wurde fur die Zelllinien LN18 und LN229 ab einer
Konzentration von 20 nM beobachtet, bei der Zelllinie U251 ab 40 nM.

Die Toxizitdt von Bortezomib war abhangig von der Behandlungsdauer, der
Konzentration und der Zelllinie. Bei den Zelllinien LN18 und LN229 fuhrte eine
Behandlung mit 10 nM Bortezomib fur 24 Stunden zu einer signifikanten
Abnahme der Zellviabilitat. Bei der Zelllinie U251 kam es erst ab einer
Bortezomibkonzentration von 40 nM und einer Behandlungsdauer von 48
Stunden zu einer signifikanten Reduktion der Zellviabilitat.

Bei allen drei Glioblastomzelllinien fuhrte eine 24-stindige Behandlung mit
Bortezomib ab einer Konzentration von 5 nM zu einer signifikanten Reduktion der
Survival Fraction im Colony Formation Assay. Auch die alleinige Bestrahlung mit
Rontgenstrahlung bewirkte ab einer Dosis von 2 Gy eine signifikante Abnahme
der Survival Fraction bei LN18, LN229 und U251. Die Kombination aus
Bortezomibbehandlung fur 24 Stunden und nachfolgender Bestrahlung fuhrte
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ebenfalls zu einer niedrigeren Survival Fraction im Vergleich zur SF der
ausschlieBlich bestrahlten Zellen. Anhand verschiedener Parameter wie der Dso,
der D10 und der SER zeigte sich eine Radiosensitivierung von Glioblastomzellen
durch Bortezomib.

5.2 Diskussion der Methoden

5.2.1 Etablierung von Konzentration und Dauer der Bortezomib-
behandlung

Die Bestimmung der Zellzyklusphasen anhand des DNA-Gehalts von Zellen
mittels Durchflusszytometrie gilt als Standardverfahren. Der Einfluss des
Proteasominhibitors Bortezomib auf die Zellzyklusphasen der Glioblastom-
zelllinie LN18 wurde nach verschiedenen Zeitpunkten analysiert. Ein signifikanter
Anstieg des Anteils an Zellen in der G2M-Phase konnte nach mindestens acht
Stunden beobachtet werden. Der grofte Effekt zeigte sich nach 24 Stunden.
Aufgrund der Praktikabilitat einer Fixierung der Zellen 24 Stunden nach
Behandlung mit Bortezomib wurde diese Behandlungsdauer fur alle weiteren
Versuche und Zelllinien dbernommen. Bei den Glioblastomzelllinien LN229 und
U251 konnte der Anteil an Zellen in der GoM-Phase durch eine 24-stindige
Bortezomibbehandlung ebenfalls signifikant gesteigert werden. Eine Analyse der
Zellzyklusphasen nach unterschiedlicher Behandlungsdauer erfolgte bei diesen
beiden Zelllinien allerdings nicht.

Die Ergebnisse der Zellzyklusanalyse wurden zudem herangezogen, um eine
geeignete Bortezomibkonzentration fur die kombinierte Behandlung aus
Proteasominhibitor und Bestrahlung zu definieren. Signifikante Effekte auf den
Zellzyklus der Zelllinien LN18, LN229 und U251 traten ab Konzentrationen von
20 nM bzw. 40 nM Bortezomib auf. Neben dem angestrebten Arrest in der
radiosensitiven G>M-Phase musste jedoch auch die Toxizitdt des
Proteasominhibitors berlicksichtigt werden. Das klonogene Uberleben der
Glioblastomzelllinien LN18, LN229 und U251 war bereits nach einer 24-
stindigen Behandlung mit Bortezomib ab einer Konzentration von § nM
signifikant reduziert. Bei einer Konzentration von 10 nM fiel die SF in allen
Zelllinien auf unter 50 %. Die Zellviabilitat wurde mittels alamarBlue Assay durch
die Messung der optischen Dichte (OD) erfasst. In den Zelllinien LN18 und LN229
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zeigte sich bereits ab 10 nM Bortezomib nach 24 Stunden eine signifikante
Reduktion der OD. Im Gegensatz dazu konnte in der Zelllinie U251 nach 24-
stundiger Behandlung kein signifikanter Ruckgang der Zellviabilitat beobachtet

werden.

Zu Beginn der Arbeit wurden in Tabelle 2 Beispiele verschiedener Tumorentitaten
aufgefuhrt, bei denen in der Literatur eine Radiosensitivierung durch Bortezomib
beschrieben wird. Dass in den Studien vergleichbare Bortezomibkonzentrationen
verwendet wurden, wird in der nachfolgenden Tabelle verdeutlicht.

Autor Tumorentitat Bortezomib- Behandlungs- | Bestrahlungs-
konzentration | dauer dosis

(Cui et al., Cervixkarzinom 5 nM; 10 nM 24 Stunden 0-8Gy

2015)

(Kamer et Cervixkarzinom 10 nM 24 Stunden 0-8Gy

al., 2009)

(Wu et al., Orales Plattenepithel- | 25 nM; 30 nM 24 Stunden 0-8Gy

2018) karzinom

(Weber et Kopf-Hals-Tumore 10 nM 1 Stunde 2 Gy

al., 2007)

(Lioni et al., | Plattenepithelkarzinom | 10 nM 4 Stunden 2 Gy

2008) des Osophagus

(Rae et al., | Neuroblastom 3 nM; 5 nM 24 Stunden 0-8Gy

2013)

Tabelle 22: Verwendete Bortezomibkonzentrationen bei Beispielen fiir eine Radiosensitivierung
durch Bortezomib bei verschiedenen Tumorentitaten aus der Literatur

Wie die Ergebnisse des alamarBlue Assays und des Colony Formation Assays
nach Behandlung mit Bortezomib zeigen, wurde das Uberleben der
Glioblastomzellen bereits durch relativ niedrige Bortezomibkonzentrationen
deutlich reduziert. Effekte auf den Zellzyklus zeigten sich aber vor allem bei
hoheren Bortezomibkonzentrationen. Als Kompromiss wurde folglich fur die
kombinierte Behandlung der Glioblastomzellen mit Bortezomib und Bestrahlung
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eine Behandlungsdauer von 24 Stunden mit 10 nM bzw. 20 nM Bortezomib

verwendet.

5.2.2 Diskussion der Colony Formation Assays nach Kombinations-
behandlung mit Bortezomib und Bestrahlung

Sowohl die alleinige Behandlung mit Bortezomib fur 24 Stunden als auch die
alleinige Bestrahlung fuhrte bei den Glioblastomzelllinien LN18, LN229 und U251
zu einer signifikanten Reduktion der Survival Fraction. Fur die kombinierte
Behandlung der Glioblastomzellen mit Bortezomib und Bestrahlung wurde
aufgrund der zuvor aufgefuhrten Faktoren folgendes Vorgehen gewahlt: die
Zelllinien LN18, LN229 und U251 wurden fur 24 Stunden mit 10 nM oder 20 nM
Bortezomib behandelt und anschlieliend mit Dosen von 1 Gy bis 8 Gy bestrahlt
und das klonogene Zelliberleben bestimmt. Um den Effekt des GoM-Arrests zu
nutzen, erfolgte die Bestrahlung 24 Stunden nach der Bortezomibbehandlung. In
weiteren Versuchen konnten diese Ergebnisse zudem mit den Effekten einer
simultanen Bortezomibgabe zur Bestrahlung oder einer Verabreichung von

Bortezomib nach der Bestrahlung verglichen werden.

5.3 Diskussion der Ergebnisse

5.3.1 G:M-Arrest durch Bortezomib

Der Proteasominhibitor Bortezomib induzierte bei verschiedenen Glioblastom-
zelllinien einen Arrest in der GoM-Phase des Zellzyklus. Der Effekt war grof3er, je
hoher die Bortezomibkonzentration und je langer die Behandlungsdauer waren.
Nach 48 Stunden war der Effekt wieder rucklaufig.

Yin et al. beschreiben ebenfalls eine Zunahme des Anteils an Zellen in der G2M-
Phase bei sechs Glioblastomzelllinien (Yin et al., 2005). Auch bei anderen
Tumorentitaten konnte eine Beeinflussung des Zellzyklus durch Bortezomib
nachgewiesen werden. Bei der Zelllinie TE12 eines humanen Plattenepithel-
karzinoms des Osophagus fiihrte die Behandlung mit 10 nM Bortezomib zu einer
zeitabhangigen Zunahme der Zellen in der GaM-Phase (Lioni et al., 2008). Der
maximale Effekt wurde hier allerdings nach 48 Stunden beobachtet. Auch bei
Prostatakarzinomzellen der Zelllinie PC-3-Bcl-2 konnte eine Zunahme des
Zellanteils in der GoM-Phase nach Behandlung mit Bortezomib fur 24 Stunden

49



5 Diskussion

nachgewiesen werden (Cao et al.,, 2008). Fur die Zelllinie PC-3-Neo konnte
dieser Effekt allerdings nicht bestatigt werden. Labussiére et al. konnten anhand
zweier Glioblastom-Xenograft-Modelle zeigen, dass Bortezomib keinen Einfluss
auf die Verteilung der Zellzyklusphasen hat (Labussiere, Pinel, Delfortrie, Plenat,
& Chastagner, 2008). Sie fuhren zwei mogliche Grunde fur die widerspruchlichen
Ergebnisse im Vergleich zu den in-vitro-Daten von Yin et al. an. Etablierte
Zellkulturzelllinien wirden nicht die Heterogenitat von Zellen in Tumoren
widerspiegeln, Xenograft-Modelle kdmen dieser Tatsache naher. Zudem wurden
Zellen in Xenograft-Modellen nicht so hohe Wirkstoffkonzentrationen erhalten,
wie Zellen in einer einschichtigen Zellkultur.

Aus in-vitro-Experimenten ist bekannt, dass Zellen in verschiedenen
Zellzyklusphasen eine unterschiedliche Radiosensitivitat aufweisen (Syljuasen,
2019). Die hochste Resistenz gegenuber einer Bestrahlung weisen Zellen in der
spaten S-Phase auf. Die hochste Strahlensensibilitat wird in der M-Phase
beobachtet. Die genauen Mechanismen sind nicht vollstandig geklart. Ein Grund
fur die Strahlenresistenz in der spaten S-Phase ist die Reparatur von
Strahlenschaden mittels homologer Rekombination, nachdem die DNA-
Replikation stattgefunden hat. Die Verabreichung einer Chemotherapie, welche
die Zellzyklusverteilung beeinflusst, soll die Effektivitat der Bestrahlung erhohen.
Der Zeitpunkt der Chemotherapie spielt somit eine wichtige Rolle.

Ziel der Behandlung der Glioblastomzellen mit dem Proteasominhibitor
Bortezomib war die Zunahme an Zellen in der radiosensitiven GoM-Phase des
Zellzyklus und in der Folge eine Steigerung der Radiosensitivitat der

Tumorzellen.
5.3.2 Radiosensitivierung durch Bortezomib

Strahlentherapie bildet einen Teil der Standardtherapie des Glioblastoms (Stupp
et al., 2005). Ein Grund fur die schlechte Prognose dieser Tumorerkrankung ist
die Resistenz der Glioblastomzellen gegenuber der Bestrahlung (Ali et al., 2020).
Daher ist es erforderlich Methoden zu finden, die die Radiosensitivitdt von
Glioblastomzellen erhdhen.

In der Literatur gibt es zahlreiche Beispiele fur eine Radiosensitivierung durch
den Proteasominhibitor Bortezomib bei verschiedenen Tumorentitaten (vgl.
Tabelle 2). Bei den Zervixkarzinomzelllinien HelLa und SiHa fuhrten eine

50



5 Diskussion

Behandlung mit 5 nM oder 10 nM Bortezomib fur 24 Stunden und eine
Bestrahlung unter Hypoxie oder Normoxie zu einem Anstieg der SER (Cui et al.,
2015). Dieser Effekt war unter hypoxischen Bedingungen ausgepragter. Kamer
et al. konnten bei denselben Cervixkarzinomzelllinien nach Behandlung mit 10
nM Bortezomib fur 24 Stunden und Bestrahlung nur bei der Zelllinie SiHa eine
Radiosensitivierung nachweisen, nicht aber bei der Zelllinie HeLa (Kamer et al.,
2009). Als Ursache wird die unterschiedliche Abhangigkeit der Zellen von NF-xB
genannt. Auch beim oralen Plattenepithelkarzinom konnten Wu et al. eine
Radiosensitivierung nach Kombination aus 25 nM oder 30 nM Bortezomib fur 24
Stunden und Bestrahlung nachweisen (Wu et al., 2018). Bortezomib erhohte die
Radiosensitivitat durch Hemmung des strahleninduzierten TRAF6-NFkB-
Signalwegs. Die Kombinationsbehandlung erhohte den Effekt zusatzlich durch
eine Downregulation des TRAF6-Akt-Signalwegs. Bei Neuroblastomzellen fuhrte
die Kombination aus 3 nM oder 5 nM Bortezomib fur 24 Stunden und Bestrahlung
zu einem synergistischen Effekt auf den klonogenen Zelltod (Rae et al., 2013).
Die Dose Enhancement Ratio (DER) 50 % konnte durch Bortezomib erhoht
werden. Der Effekt war bei einer hoheren Bortezomibkonzentration
ausgepragter. Labussiére et al. zeigen darUber hinaus, dass die
Radiosensitivierung von Glioblastomzellen durch Bortezomib durch eine
Fraktionierung der Bestrahlung, wie sie im klinischen Setting Ublich ist, verloren
geht (Labussiere, Pinel, Vandamme, Plenat, & Chastagner, 2011).

In dieser Arbeit wurden zwei wesentliche Wirkungen von Bortezomib auf
Glioblastomzellen untersucht. Neben dem im vorherigen Abschnitt
beschriebenen Arrest der Zellen in der radiosensitiven G2M-Phase, fuhrte
Bortezomib zu einer Abnahme des klonogenen Zelliberlebens. Sowohl die
Bestrahlung mit mindestens 2 Gy als auch die Behandlung mit Bortezomib-
konzentrationen von mindestens 5 nM fuhrten bei den Glioblastomzelllinien
LN18, LN229 und U251 zu einer signifikanten Reduktion der Survival Fraction.
Im Verhalten gegenuber Bortezomib unterschieden sich die Zelllinien kaum
voneinander. In Bezug auf die Bestrahlung zeigten sich vor allem bei hoheren
Dosen signifikante Unterschiede zwischen den Zelllinien. Die hochste Sensitivitat
gegenuber der Bestrahlung konnte in abnehmender Reihenfolge bei LN229,
LN18 und schliel3lich U251 nachgewiesen werden. Auch die Kombination aus
Bortezomibbehandlung mit 10 nM oder 20 nM fur 24 Stunden und nachfolgender
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Bestrahlung fuhrte teilweise zu einer signifikanten Reduktion der Survival
Fraction der drei Glioblastomzelllinien im Vergleich zur unbehandelten Kontroll-
gruppe (0 nM Bortezomib). Die genauen Ergebnisse sind in den Abbildungen 19
— 21 dargestellt. Es stellt sich die Frage, ob die Kombinationshandlung mit
Bortezomib und Bestrahlung effektiver ist als die Behandlung mit Bortezomib
oder Bestrahlung allein. Wie in Tabelle 23 dargestellt, konnte die Dso mit
steigender Bortezomibkonzentration bei allen Glioblastomzelllinien reduziert
werden. Auch die SER (50 %) stieg mit zunehmender Bortezomibkonzentration
bei LN18, LN229 und U251 an. In der Literatur findet man kein einheitliches Malf}
zur Bestimmung der Radiosensitivierung verschiedener Substanzen in
Kombination mit Bestrahlung. In einem weiteren Schritt konnte mit Hilfe von
Interaktionsindices und Isobologrammen analysiert werden, ob die kombinierte
Behandlung von Glioblastomzellen mit Bortezomib und Bestrahlung zu einer
additiven oder synergistischen bzw. supraadditiven Wirkung fuhrt.

Bortezomib- LN18 LN229 U251

konzentration Dso Dso Dso
SER (50 %) SER (50 %) SER (50 %)

0 nM 2,69 Gy 2,02 Gy 2,55 Gy
1,00 1,00 1,00

10 nM 2,06 Gy 1,40 Gy 1,83 Gy
1,32 1,45 1,39

20 nM 1,51 Gy 1,19 Gy 1,73 Gy
1,82 1,71 1,48

Tabelle 23: Vergleich der Dso und SER (50 %) von LN18, LN229 und U251 nach Behandlung mit
10 nM oder 20 nM Bortezomib fiir 24 Stunden und nachfolgender Bestrahlung

Insgesamt konnte die Behandlung von Glioblastompatienten mit dem
Proteasominhibitor Bortezomib in Kombination mit Bestrahlung eine innovative
Behandlungsoption darstellen. Es bedarf allerdings noch weiterer Forschung, um
aus den teilweise widerspruchlichen in-vitro- und in-vivo-Daten ein effektives

Therapiekonzept zu entwickeln.
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5.4 Ausblick

Patienten mit der Erstdiagnose eines Glioblastoms erhalten noch heute eine
Therapie nach dem Stupp-Protokoll (Gozdz, 2023). Bei nahezu allen Patienten
treten im Verlauf Rezidive auf, fur die es keine standardisierten
Therapiekonzepte gibt. Klinische Studien zur Evaluation neuer Therapieoptionen
werden daher gro3tenteils mit diesen Patienten durchgefuhrt.

Auch eine Behandlung mit dem Proteasominhibitor Bortezomib wird in mehreren
klinischen Studien untersucht. Kubicek et al. haben in einer Phase-I-Studie
zunachst gezeigt, dass Bortezomib in der Ublichen Dosierung von 1,3 mg/ m?
zusammen mit Bestrahlung und Temozolomid sicher und effektiv ist (Kubicek et
al.,, 2009). In einer Phase-II-Studie haben Kong et al. 24 Patienten mit neu
diagnostiziertem Glioblastom mit simultaner Radiochemotherapie mit Bortezomib
und Temozolomid behandelt, gefolgt von einer Erhaltungstherapie mit
Bortezomib und Temozolomid (Kong et al., 2018). Im Vergleich zu historischen
Daten zeigten vor allem Patienten mit MGMT-Promotormethylierung ein
besseres progressionsfreies Uberleben und Gesamtiberleben. Die Ergebnisse
der Studie erschienen erfolgsversprechend, die niedrige Patientenanzahl
limitierte allerdings die Aussagekraft der Studie. In einer Phase-IlI-Studie mit Gber
700 Patienten wurde die Kombination des Proteasominhibitors Marizomib mit
Temozolomid und Strahlentherapie untersucht (Gozdz, 2023). Bisher konnte
keine Verbesserung des progressionsfreien Uberlebens oder des

Gesamtuberlebens nachgewiesen werden.

Bei der Etablierung einer Glioblastomtherapie mit dem Proteasominhibitor
Bortezomib missen auch einige Probleme in Betracht gezogen werden. Bei allen
medikamentosen Therapien besteht die Moglichkeit einer Resistenzentwicklung
(Gozdz, 2023). Ob diese auch bei Glioblastompatienten gegen Bortezomib
auftritt, muss in zukunftigen Studien untersucht werden. Zudem gibt es Hinweise,
dass genetische Faktoren wie der p53-Status eine Rolle fur den Erfolg einer
Therapie mit Proteasominhibitoren spielen. Daher musste zunachst das
molekulare und genetische Profil der einzelnen Glioblastompatienten analysiert
werden. Bota et al. haben gezeigt, dass eine Behandlung von GSC (Glioma
stem-like cells) mit Bortezomib zu einer Zunahme von HIF-1a und VEGF fuhrt
(Bota et al., 2013). Der Effekt konnte durch eine Kombination mit Bevacizumab
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antagonisiert werden. Daruber hinaus gibt es Hinweise, dass Bortezomib die
Blut-Hirn-Schranke nicht Uberwinden kann und somit keine ausreichende
therapeutische Dosis des Proteasominhibitors im zentralen Nervensystem
erreicht wird. Huehnchen et al. haben gezeigt, dass Bortezomib sowohl! bei
Mausen als auch bei Menschen ohne maligne Erkrankung des ZNS die Blut-Hirn-
Schranke nur in geringem MalRe Uberwinden kann (Huehnchen et al., 2020).
Auch Wang et al. haben gezeigt, dass Bortezomib zwar in einem subkutanen in-
vivo-Modell wirksam ist, nicht aber in einem intrakraniellen Tumormodell (W.
Wang et al., 2018). Bei direkter Applikation von Bortezomib in den Tumor zeigte
sich dagegen eine Wirksamkeit. Andere Autoren publizieren, dass die im Tumor
veranderte Permeabilitat der Blut-Hirn- bzw. Blut-Tumor-Schranke eine
Wirksamkeit von Bortezomib im ZNS doch moglich machen kann (Arvanitis,
Ferraro, & Jain, 2020; Rahman et al., 2019).

Proteasominhibitoren wie Bortezomib, die durch ihre vielfaltigen Wirk-
mechanismen zahlreiche Zellfunktionen beeinflussen, scheinen trotz allem fur die
heterogene Erkrankung Glioblastom eine vielversprechende Therapieoption zu
sein. Es bedarf weiterer Studien, um die zuvor genannten Probleme zu

antizipieren und um ein effektives Therapieregime zu etablieren.
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6 Zusammenfassung

Das Glioblastom ist der haufigste und aggressivste maligne Hirntumor bei
Erwachsenen (Thakkar et al., 2014). Die Uberlebensraten nach Diagnose-
stellung liegen bei 15 Monaten. Trotz intensiver Forschung an neuen
Therapieoptionen zeigt sich seit Jahren keine wesentliche Verbesserung der
infausten Prognose dieser Erkrankung. Nach wie vor bilden Chirurgie, Radio- und
Chemotherapie die Hauptsaulen der Behandlung des Glioblastoms (Stupp et al.,
2005).

In der Literatur wird eine Radiosensitivierung durch den Proteasominhibitor
Bortezomib bei verschiedenen Tumorentitaten beschrieben (vgl. Tabelle 2). Des
Weiteren gibt es Hinweise, dass Bortezomib zu einem Arrest von Zellen in der
radiosensitiven G2M-Phase des Zellzyklus fuhrt (Vlachostergios et al., 2012).

Ziel der Arbeit war daher die Untersuchung additiver Effekte einer kombinierten
Behandlung mit Bortezomib und Ro&ntgenstrahlung auf verschiedene
Glioblastomzelllinien. Das Uberleben der Glioblastomzellen wurde dabei mittels
Colony Formation Assays bestimmt. Zudem wurde die Verteilung der
Zellzyklusphasen der Glioblastomzellen nach Behandlung mit Bortezomib
analysiert.

Eine Behandlung von Zellen der Glioblastomzelllinie LN18 mit verschiedenen
Bortezomibkonzentrationen und Fixierung nach unterschiedlichen Zeitpunkten
fuhrte zu einem zeit- und konzentrationsabhangigen Arrest in der radiosensitiven
G2M-Phase. Signifikante Unterschiede zeigten sich ab einer Behandlungsdauer
von mindestens acht Stunden und einer Bortezomibkonzentration von 20 nM.
Eine Behandlung verschiedener Glioblastomzelllinien (LN18, LN229, U251) fur
24 Stunden zeigte ebenfalls einen Arrest der Zellen in der GoM-Phase. Hierbei
zeigten sich bei LN18 und LN229 signifikante Unterschiede ab einer
Bortezomibkonzentration von 20 bzw. 40 nM und bei U251 ab 40 nM.

Im alamarBlue Assay wurde die Toxizitat von Bortezomib auf die verschiedenen
Glioblastomzelllinien untersucht. Es zeigten sich Unterschiede abhangig von der
Dauer und Konzentration der Bortezomibbehandlung sowie von der Zelllinie.

Das Uberleben der Glioblastomzellen wurde im Colony Formation Assay
zunachst nach alleiniger 24-stundiger Behandlung mit Bortezomib untersucht.
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Bei allen Zelllinien (LN18, LN229, U251) zeigte sich bereits ab Bortezomib-
konzentrationen von 5 nM eine signifikante Reduktion der Survival Fraction. Auch
eine Bestrahlung mit Rontgenstrahlung fuhrte ab einer Dosis von 2 Gy bei LN18,
LN229 und U251 zu einer signifikanten Reduktion der Survival Fraction. Die
hochste Resistenz gegenuber der Bestrahlung wies dabei die Zelllinie U251 auf.
LN229 reagierte am sensibelsten auf die Bestrahlung. Bortezomib fuhrte zu einer
konzentrationsabhangigen Radiosensitivierung bei LN18, LN229 und U251.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass der Proteasominhibitor Bortezomib in
Kombination mit Bestrahlung einen vielversprechenden Ansatz zur Uberwindung
der Therapieresistenz bei Glioblastomen darstellen konnte. Die vorliegenden
experimentellen Daten liefern erste Hinweise auf das therapeutische Potenzial
dieser Kombination. Fiir eine Ubertragung in die klinische Anwendung sind
jedoch weiterfuhrende praklinische Untersuchungen und klinische Studien
erforderlich, um Wirksamkeit und Sicherheit umfassend zu evaluieren.
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Glioblastoma is the most common and aggressive malignant brain tumor in
adults, with an average survival rate of 15 months after diagnosis. Despite
extensive research, prognosis has not improved significantly in recent years, with
standard treatment still consisting of surgery, radio- and chemotherapy.

Current literature highlights the radiosensitizing potential of the proteasome
inhibitor Bortezomib in various tumors, with reports suggesting it induces arrest

in the radiosensitive GoM phase of the cell cycle.

This study aimed to analyze the additive effects of Bortezomib and radiation on
glioblastoma cell lines. Cell survival was assessed using colony formation

assays. Cell cycle distribution was analyzed following Bortezomib treatment.

Treatment of LN18 with varying Bortezomib concentrations led to a time and
concentration dependent arrest in the G2M phase, with significant effects seen
after at least eight hours and 20 nM Bortezomib. A 24-hour treatment with
Bortezomib also induced G2M phase arrest in LN18, LN229 and U251 cells, with
significant effects at 20 nM and 40 nM for LN18 and LN229 and at 40 nM for
u251.

Bortezomib toxicity was measured using alamarBlue assays. Cell viability
decreased depending on treatment duration, concentration and cell line.

Colony formation assays after 24 hours showed a significant reduction in survival
fraction for all cell lines starting from 5 nM Bortezomib. Radiation with doses > 2
Gy also significantly reduced survival, with U251 being most resistant and LN229
most sensitive to radiation. Bortezomib enhanced radiosensitivity in all three cell

lines in a concentration dependent manner.

These results suggest that combining Bortezomib with radiation may offer a
promising strategy to overcome glioblastoma therapy resistance. Further
preclinical and clinical studies are needed to validate these findings.
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