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3. Problemstellung

Unter den Neoplasien des Zentralen Nervensystems sind Glioblastome (GBM) die
absolut haufigsten und unter den malignen Gliomen die relativ haufigsten bosartigen
Missbildungen. lhre Prognose ist stets verheerend. GBM flhren unabhangig von
einer Therapie aufgrund ihres infiltrativen Wachstums und ihrer ausgepragten
Therapieresistenz zur kirzesten Lebenserwartung unter den cerebralen Tumoren.
Ungeachtet dessen konnte in den letzten Jahren durch den Einsatz neuer
Behandlungsmodalitaten eine beachtliche Therapieverbesserung erreicht werden.
Nach wie vor stellt die mdglichst vollstdndige, jedoch beziglich relevanter
Hirnstrukturen limitierte chirurgische Intervention die primare
Behandlungsmadglichkeit dar. Adjuvante Radio- und oder Radiochemotherapie (z.B.:
stereotaktisch/interstitiell) ergédnzen die operativen Mal3Bhahmen (Stupp et al. 2009
und 2005 / Grossman und Batara 2004 / McDermott et al., 2004).

In der vorliegenden Arbeit sollten in einem Zellkulturmodell an Glioblastomzelllinien
intrazellulare und Rezeptortyrosinkinasen-vermittelte (EGF-Rezeptor) Signalwege
unter dem Gesichtspunkt der experimentellen Bestrahlung untersucht werden.
Uberdies bestand der Anspruch, das Vorhandensein einer Subpopulation von Zellen
mit stammzellartigen Eigenschaften innerhalb dieser Glioblastomzellen nachweisen
zu kénnen und diese in ihrem biologischen Verhalten auf experimentelle Bestrahlung

ZU untersuchen.

4. Glioblastoma multiforme

4.1 Klassifikation glialer Tumoren

Das Glioblastom ist astrozytaren, neuroepithelialen Ursprungs und der haufigste,
hirneigene Tumor. Es macht ca. 60% aller astrozytdren Tumoren aus.
Je hoher der Malignitatsgrad (Stufen | bis IV nach WHO) des glialen Tumors

eingestuft wird, umso deutlicher ist der Grad der Entdifferenzierung ausgepragt.
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Astrozytare Tumoren werden gemass World Health Organization, WHO,

(auszugsweise; Stand 2007 nach Louis, Kleihues und Cavenee) eingeteilt in:

Umschriebenes Wachstum und fehlende Tendenz zur Tumorprogression:

* Pilozytisches Astrozytom (WHO Grad I)
* Subependymales Riesenzellastrozytom (WHO Grad 1)

* Pleomorphes Xanthoastrozytom (WHO Grad II)

Diffuses Wachstum und regelmaflige Tendenz zur Tumorprogression:

» Diffuses Astrozytom (WHO Grad Il, niedrigmaligne)
* Anaplastisches Astrozytom (WHO Grad lll, hochmaligne)
» Glioblastom (WHO Grad IV, hochmaligne)

4.2 Pathologie des Glioblastoms

Das Wachstum ist stets infiltrierend, die histopathologische Differenzierung erfasst
Zell- und Kernpolymorphie, eine erhthte Mitoserate und das Vorkommen
pathologischer Mitosen, mikrovaskularer Proliferate, eine erhohte Zelldichte sowie
flachenhafte und strichférmige Tumornekrosen.

Als immunhistochemische Methoden kommen der Nachweis des GFAP (Gliales
saures Faserprotein), des S100-Proteins und des Proliferationsmarkers Ki-67 zur
Anwendung. Proinflammatorische und immunsuppressive Zytokine der malignen
Gliomzellen bestimmen das durch sie erreichte Mikromilieu ebenso wie
angiogenetische Faktoren. Dies fihrt zur Odembildung des umgebenden
Hirngewebes, einer Anergie zytotoxischer Lymphozyten und NK-Zellen sowie zu
einer Uberschiessenden, malignen Gefassversorgung des Tumors. Glioblastome sind
Uberwiegend in temporalen und parietalen Hirnarealen lokalisiert, andere Gebiete
wie z.B. hirnstamm- oder olfaktoriusnahe Regionen kénnen aber ebenso in seltenen
Fallen betroffen sein. Ein Wachstum tber das Corpus callosum manifestiert sich als
sog. Schmetterlingsgliom. Histologische Varianten sind z.B. das Gliosarkom oder das
Riesenzellglioblastom sowie auch das kleinzellige Glioblastom (Leitlinien der
Deutschen Gesellschaft fir Neurologie, 2008 / Louis et al., 2007 / Burnet et al., 2007
/ Miller und Perry, 2007 / Strojnik et al., 2006).
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4.3 Atiologie, Epidemiologie, Klinik und Risikofakt oren des Glioblastoms

Entsprechend den Informationen der Deutschen Geselllschaft fiir Neurologie betragt
die Inzidenz des Glioblastoms in Deutschland ca. 3-4/100000 Einwohner pro Jahr,
wobei Manner doppelt so haufig betroffen sind wie Frauen. Glioblastome kdnnen in
jedem Lebensalter auftreten, bevorzugt allerdings in der 5. und 6. Lebensdekade mit
einem Manifestationsgipfel bei ca. 62 Jahren. Ihr Anteil an allen Hirntumoren macht
ca. 15-20% aus und der Anteil an glialen Tumoren betragt ca. 40% (Preston-Martin,
1996). Etwa 90% aller GBM kehren nach Therapie wieder sehr nahe an ihrer
ursprunglichen, cerebralen Lokalisierung auf (Hofer et at., 2001). Die Prognose ist
abhangig von Alter, Karnofsky-Index, Tumorgrading, Resektionsausmaf3- und
zeitpunkt, Ansprechen auf Radio- bzw. Radiochemotherapie, Lokalisation des
Tumors, Rezidivsituation, Anzahl der Tumormanifestationen und
radiotherapeutischem Vorgehen. Die 2-Jahres-Uberlebensrate betragt um 25% unter
perioperativer Radiochemotherapie, Einzelfalle von mehreren Jahren Uberlebenszeit
sind beschreiben. (Stupp et al., 2009 / Stummer et al., 2008 / Pichlmeier et al., 2008 /
Tait et al., 2007).

Die grundlegenden Ursachen der malignen astrozytdren Entartung sind bis heute
ungeklart. Far die Entstehung von Tumoren im Allgemeinen wird ein
Zusammenkommen verschiedener Faktoren als ursachlich erachtet, obgleich
verschiedene Hypothesen zur Tumorgenese existieren. Zu einer mehr oder weniger
ausgepragten genetischen Disposition kommt eine Anh&ufung im Laufe des Lebens
erworbener Mutationen, die wiederum durch chemische, physikalische, biologische
oder durch den Lebensstil gepragte Noxen zustande kommen (Bondy et al., 2008).
GBM manifestieren sich Kklinisch oft in einer diffusen Kopfschmerzsymptomatik,
Ubelkeit, Erbrechen, Vigilanzstorungen, Apathie, Wesensveranderungen und sich
rasch entwickelnder, neurologischer Ausfallserscheinungen bzw. Krampfanfélle,
meist mit kurzer Anamnese. Sie kdonnen innerhalb weniger Wochen raumfordernd
wachsen und eine damit verbundene Symptomatik bis hin zu akuten Blutungen aus
neoplastisch veranderten Geféal3en bedingen.

Pradispositionsfaktoren sind bisher wenige bekannt. Hierzu gehdren ionisierende
Strahlung, mannliches Geschlecht und familidare Tumorsyndrome wie etwa das Li-

Fraumeni- oder das Turcot-Syndrom. Assoziationen zu Viren (z.B. Cytomegalievirus)

13



oder neurokarzinogenen Substanzen sowie Metallen (z.B. Cadmium) sind ebenso
beschrieben wie ein inverses Verhaltnis bei atopischer Veranlagung (Bondy et al.,
2008 / Leitlinien Deutsche Gesellschaft fur Neurologie, Kapitel Gliome, 2008).

4.4 Molekularpathologie astroglialer Tumoren

Es lassen sich primare und sekundare Glioblastome unterscheiden. Primére sind all
diejenigen, die de-novo entstehen und sich bei alteren Patienten mit schlechterer
Prognose finden. Sekundare GBM sind sich in Folge einer Tumorprogression aus
niedriggradigeren Astrozytomen entwickelnde Tumore. Die Patienten sind hier
junger, die Prognose ist besser. Die primaren de-novo-Glioblastome machen ca. 90-
95% aller GBM aus, der Rest (ca. 5-10%) entféllt auf die sekundaren Glioblastome
(Ohgaki und Kleihues, 2005).

In primaren GBM sind PTEN-Verluste zusammen mit EGFR-Uberexpressionen bzw.
Amplifikationen die am haufigsten anzutreffenden Konstitutionsanderungen (Tohma
et al., 1998). Der PTEN-Verlust (Chromosom 10) fihrt auch in vielen weiteren
Tumorentitaten zu maligner Entartung (Hopkin, 1998 / von Deimling, 1993). Ein
Verlust des Chromosoms 10 (Loss of heterozygocitiy, LOH auf Chromosom 10qg23)
und damit verbunden des PTEN-Gens (Phosphatase- und TENsin homolog, auch als
MMAC1 (mutated in multiple advances cancers 1) bezeichnet) sowie EGF-Rezeptor-
(Epidermal Growth Factor) und MDM2- (murine double minute 2) Amplifikationen
kennzeichnen die primaren Glioblastome (Ohgaki et al. 2004 / Besson et al. 1999 /
Tohma et al. 1998 / von Deimling et al. 1993). PTEN ist der biologische Gegenspieler
der PI3-Kinase, da es PIP3 zu PIP2 (Phosphatidylinositol 3 bzw. 2) dephosphoryliert.
Es besitzt eine negativ regulatorische Funktion auf den der PI3-Kinase
nachgeschalteten Signalweg tiber PKB (Proteinkinase B) / Akt, die ihrerseits zellulare
Mediatoren des Zelliberlebens, der Proliferation und der Anti-Apoptose sind
(Vazquez und Sellers 2000 / Besson et al., 1999).

Astrozytare Tumorzellen, die eine konstitutive Aktivierung von Akt aufwiesen und in
Mause implantiert wurden, konnten dort Tumoren entwickeln, die an Glioblastome
erinnerten. Tumorzellen ohne diese Akt-Aktivierung induzierten lediglich

niedriggradigere Tumore (Sonoda et al. 2001). Eine erhdhte Invasivitdt und
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Gelatinase-Aktivitat in Zusammenhang mit einer verstarkten PI3-Kinase- und Akt-
Aktivierung konnte von Kubiatowski et al. 2001 gezeigt werden.

Vazquez und Sellers veroffentlichten im Jahr 2000 tierexperimentelle Versuche, bei
denen PTEN-Knockout Méause mit einer konstitutiven PI3-Kinase Aktivierung als
Phanotypen einer homozygoten Deletion embryonal letal waren und deren Gewebe
Merkmale gesteigerter Proliferation zeigten. Heterozygote Tiere waren von deutlich
mehr Tumoren befallen, Fibroblasten dieser Mause waren ausgesprochen resistent
gegenuber zytotoxischer Behandlung.

Kao et al. beschrieben 2001, wie der EGF-Rezeptor als transmembranére
Rezeptortyrosinkinase an wachstumsfaktor-vermittelten Aktivierungen intrazellularer
Signaltransduktionswege beteiligt ist. Amplifikationen des EGFR-Gens sind in ca. der
Halfte aller GBM identifizierbar und gehéren ebenfalls zu den haufigsten Alterationen
(Schlegel et al.,1994). Der mutierte, konstitutiv aktiverte EGFR-Subtyp EGFRuVIII
(EGFR variant 1), bei dem die Deletion der Exone 2 bis 7 in der Folge zum Verlust
von 267 Aminosauren der extrazellularen Domane fuhrt, wird in nahezu der Halfte
aller EGFR Uberexpremierenden Glioblastome koexpremiert (Loew et al., 2009) und

fordert deren tumorigene Signalwege (Gan et al., 2009).

Sekundare Glioblastome sind Uberwiegend durch Mutationen im TP53-
Tumorsuppressorgen auf Chromosom 17 gepragt (Tohma et al. 1998 / von Deimling
et al. 1993). Als Produkt des Gens TP53 spielt p53 eine fundamentale Rolle in der
zellular-genomischen Integritat verschiedenster Zelltypen. Physiologisch sind der
Aktivitatsgrad des p53-Proteins und des p53-Inhibitors MDM2 (murine double minute
2 oncogene) Uber einen negativen Feedback-Mechanismus reguliert. Von zentraler
Bedeutung ist das p53-abhangige, zytologische Kontrollsystem bei der Regulation
der Zellzyklus-Blockade fiir DNA-Reparaturmechanismen, u.a. Uber Aktivierung des
CDK (cyclin dependent kinase) Inhibitors p21 oder Bindung von p53 an den
Promoter von hMSH2 (human mutS homolog-2) (Scherer et al. 1996 / Kastan et al.
1991), beispielsweise im Rahmen der Apoptose (Lowe et al. 1993).

Gemeinsame, genetische Aberrationen in GBM sind beschrieben. Loss of
heterozygocity (LOH) 10q 25qter kennzeichnet in ca. 70% primare und sekundare
Glioblastome und MGMT-Promotermethylierungen wurden zu 75% in sekundéren
und zu 25% in priméren GBM dokumentiert (Ohgaki und Kleihues, 2007).
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4.5 Therapiestandards

Nahezu weltweit orientieren sich Behandlungsregime an den durch die EORTC
(European Organisation for Research and Treatment of Cancer) und das NCIC
(National Cancer Institute of Canada) vorgelegten Daten (Stupp et al., 2005). Neben
der initialen und primaren neurochirurgischen und moglichst kompletten
Tumorresektion kommt eine Kombinationstherapie aus Radio- und Chemotherapie
mit die Bestrahlung begleitender und anschlieRend erhaltender Temozolomid-
Applikation bei Erstbehandlung zur Anwendung. Regime im Rezidiv griinden ebenso
auf Temozolomid bzw. anderen Chemotherapeutika. Bestrahlung und erneute
chirurgische Tumorresektion, auch in Kombination mit einer Chemotherapie, werden
im Ruckfall durchgefihrt und sind aufgrund laufender Forschung in ihrer
Applikationsform unterschiedlich, weswegen verschiedene Therapiemodalitaten
existieren. Zahlreiche Variationen dieses Standards sind Gegenstand aktueller
klinischer oder wissenschaftlicher Forschung. Auszugsweise sind dies Modalitaten,
die neben Temozolomid, PCV-Triplet, BCNU, Irinotecan und anderen
Chemotherapeutika auf die Kombination und Variation mit Substanzen setzen, die
etwa die Angiogenese, den EGF-Rezeptor und dessen Varianten,
Wachstumsfaktoren, intrazellulare Signalstoffe, das Invasionsverhalten, das
Immunsystem sowie die Gentherapie als Parameter miteinbeziehen (auszugsweise:
Yoon et al., 2009 / Dresemann et al., 2009 / Matsuda et al., 2009). Ein Beispiel ist die
multizentrische CENTRIC-study, bei der Cilengitid, ein Angiogenesehemmer, gegen
die Standardbehandlung bei neu-diagnostiziertem und MGMT-(O6-Methylguanin-
DNA-Methyltransferase) Promoter methyliertem Glioblastom (Merck Serono, 2009)
verglichen wird. Der Verlust der MGMT-Expression durch epigenetische
Promotermethylierung fuhrt zu verminderter Reparatur alkylierter DNA. Patienten, die
ein solches Merkmal tragen, profitieren deutlicher von einer Temozolomid-Therapie
(Hegi et al., 2005).

5. Strahlentherapie astroglialer Tumoren

Als Basisstandard gilt gegenwartig die im Rahmen der kombinierten

Radiochemotherapie mit Temozolomid durchgefiihrte konventionelle, stereotaktische,
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fraktionierte und perkutane Bestrahlung mit Einzeldosen zwischen 1,8 und 2Gy
(Gray) bei einer Gesamtdosis von 54 bis 60Gy innerhalb von 6 Wochen,
entsprechend einer Toleranzdosis von 5/5 (5%iges Nebenwirkungsrisiko innerhalb
der nachsten 5 Jahre) (Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fir Neurologie, Kapitel
Gliome, 2008 / Stupp et al., 2005). Eine Dosiseskalation, etwa bei Einzeldosen zur
Verkirzung der Gesambehandlungszeit, bedingt eine Verminderung der
Gesamtdosis, um die Strahlentoleranz des physiologischen Hirngewebes nicht zu
Uberschreiten. Im Rezidiv wird gegenwartig eine hypofraktionierte stereotaktische
Bestrahlung mit 4x 5Gy oder 10-12x 3Gy empfohlen. Bei alteren Patienten und bei
solchen mit schlechten prognostischen Faktoren kann eine akzelerierte Therapie mit
30-45Gy mit 3Gy-Fraktionen angewendet werden. Fur Patienten Gber 70 Jahre wirkt

sich die Strahlentherapie ebenfalls giinstig auf das mediane Uberleben aus.

Strahlentherapeutische Variationen sind u.a. die intensitdtsmodulierte Radiotherapie
(IMRT) oder die Radiochirurgie. Die pré- und postoperative Schnittbilddiagnostik ist
malf3geblich fur das strahlentherapeutische Vorgehen, wobei im Allgemeinen ein ca.
2cm starker Sicherheitsabstand um das eigentliche Tumorvolumen in die
Bestrahlungsplanung miteinbezogen wird. Neben Linearbeschleunigern wird auch
das sogenannte Gamma-Knife verwendet. Interstitielle strahlentherapeutische
Malinahmen sind auf bestimmte Indikationen beschrankt und deren Wertigkeit steht
in der Diskussion, wobei diese im Rezidiv nicht mehr empfohlen werden.
Ganzhirnbestrahlungen sind obsolet. (Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fir
Neurologie, Kapitel Gliome, 2008).

6. Tyrosinkinasen und Signaltransduktion

6.1 Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR)

Der Epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor gehort zur Superfamilie  der
allosterischen Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTK), von denen bis heute mehr als 30

Subfamilien identifiziert werden konnten (z.B. RTK Klasse 1: EGFR-Familie, RTK
Klasse 5: VEGFR-Familie etc..).
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Der EGFR als Rezeptortyrosinkinase gehort der sog. ErbB-Familie an und kann
sowohl mit sich als auch mit anderen Rezeptoren aus dieser Familie dimerisieren.
Synonym wird der EGFR als ErbB1 oder HER 1 bezeichnet, der Ligand EGF wurde
1962 von Stanley Cohen anhand eines Mausmodells erstmalig beschrieben, woftr
Cohen 1986 der Nobelpreis in Medizin verliehen wurde (Cohen, 1962). Die ErbB-
Familie besteht aus vier unterschiedlichen Mitgliedern: ErbB1 / HER1, ErbB2 /
HERZ2/neu, ErbB3 / HER3 und ErbB4 / HER4. ErbB2 fehlt bisher der entsprechende
Ligand, wahrend ErbB3 eine funktionelle Kinasendomane fehlt. Die ErbB-Rezeptoren
induzieren Zellproliferation, Migration, Apoptose, Zelladh&dsion und Motilitdt sowie
zellulare Differenzierung und geh6éren zu den am besten untersuchten
Signalsystemen Uberhaupt. Die verschiedenen Rezeptoren kdnnen untereinander
dimerisieren, wobei bestimmte Bindungspartner bevorzugt werden (ErbB2) und
manche nur durch Heterodimerisierungen mit anderen ErbB-Rezeptoren aktiviert
werden kdnnen (z.B. ErbB2 oder ErbB4, etwa in Kombination mit ErbB1 / EGFR).
ErbB1, ErbB2 und ErbB3 sind in einer Vielzahl unterschiedlichster Tumoren
amplifiziert, mutiert oder Uberexprimiert, wahrend Polymorphismen bei ErbB4 mit
Schizophrenie in Verbindung stehen. Eine regelmaRige Uberexpression des EGFR
wurde fir Lungen-, Blasen-, Pankreas-, Nieren- und zahlreiche weitere Tumoren
nachgewiesen (Fontanini et al., 1998 / Grandis et al., 1996 / Salomon et al., 1995).
Fur Glioblastome wurde in nahezu 50% aller Falle eine EGFR-Genamplifikation
nachgewiesen (Schlegel et al., 1994 / Libermann et al., 1984).

Eine Uberexpression des EGFR wird in primaren und sekundaren GBM zusammen
in 60 bis 70% der Falle angegeben, wobei die Haufigkeit in primdren GBM mit ca.
60% um ein Vielfaches hoher liegt (Watanabe et al.,, 1996). In glialen Neoplasien
findet sich oft eine kombinierte Uberexpression von Liganden, die an EGFR und
andere Rezeptortyrosinkinasen binden kénnen, beispielsweise TGFa (Tissue Growth
Factor a), der zusammen mit EGF Uber eine Feedbackschleife die RT-Kinasen und
damit das Tumorwachstum positiv beeinflussen kann (Nicholas et al., 2006). EGFR-
Aberrationen sind fur hochgradige, astrozytdre Tumoren charakteristischer als flr
niedriggradigere Tumoren, was in GBM auch mit einer erhéhten Proteinexpression
einhergeht (Ohgaki und Kleihues, 2005 / Frederick et al., 2000). Mutationen oder
Amplifikationen des EGFR-Gens liegen sehr haufig kombiniert vor und EGFR-
Amplifikationen kdnnen eine Vielzahl funktionell unterschiedlicher EGF-Rezeptoren

hervorrufen (Frederick et al., 2000). Die in malignen Gliomen ebenfalls haufig

18



anzutreffende Deletion des PTEN-Gens, einhergehend mit einer gestorten PTEN-
Funktion, kann die Aktivierung des Proteinkinase B-Signalpfades ungeachtet des
EGFR-Status modulieren (Liu et al., 1997).

Rezeptor-Tyrosin-Kinasen haben zahlreiche zellhomdostatische Funktionen, die der
grundlegenden, physiologischen Steuerung gesunder Zellen dienen. Hierzu gehoren
Proliferation und zellulares Wachstum, Stoffwechsel und Differenzierung
beeinflussende und steuernde sowie interzellulare Prozesse. Strukturell &hneln sich
die jeweiligen Subgruppen und bestehen prinzipiell aus einer extrazellularen
Doméne, an die spezifische Liganden binden kénnen, einer transmembranaren
Domaéne und einer intrazellularen, namensgebenden Tyrosinkinasen-Domane, wobei
RT-Kinasen als Monomere (z.B. EGFR) oder als Dimere (z.B. Insulin-like Growth

Factor) vorliegen kdnnen.

Fur die Vermittlung eines extrazellularen Signals in den Zellkern zur Steuerung der
Genexpression bedarf es mehrerer Schritte. Die extrazellulare Bindung eines
Liganden an den Rezeptor (z.B. EGF, Epidermal Growth Factor) bewirkt Gber eine
Konformationsdnderung des Rezeptors und damit mdglicher Bindung zu einem
benachbarten, ebenfalls konformational veranderten Rezeptor, eine
Rezeptordimerisierung. Anschlielend erfolgt Uber eine hochkonservierte ATB-
Bindungstelle vermittelt eine Autophosphorylierung von Tyrosinresten, die zur
Bindung von Proteinen wie Shc, Grb2 oder Src an die Rezeptoren fuhrt. Diese
Proteine enthalten sog. Src homologe 2 oder Phosphotyrosin-Bindedomanen (PTB),
die die Rekrutierung weiterer Proteine an die Rezeptoren bedingen, die ihrerseits die
gleichen Bindungsdoménen besitzen und so einen Signalkomplex aktivieren. Dieser
Aktivierung folgt eine nach zentral gerichtete Kaskade von sich aktivierenden
Serin/Threonin-Kinasen, die Transkriptionsfaktoren und damit die Genregulation und
Proteinsynthese  beeinflussen. Uber RT-Kinasen vermittelte, intrazellulare
Signalkaskaden sind beispielsweise der MAP-Kinase- (mitogen activated protein
kinase)-, der PI3-Kinase/Akt (Phosphoinositol3-Kinase/Proteinkinase B)- und der
JAK/STAT-(janus kinases/signal transducers and activator of transcription)
Signalweg.

Bestrahlung fuhrt Gber Homo- oder Heterodimerisierungen des EGF-Rezeptors zu

Phosphorylierungsprozessen, die die ,downstream’-orientierte Signaltransduktion
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aktivieren (Serin-Threonin-Kinasen, RAS, MAP-Kinase etc.) und letztlich die
Transkriptionsfaktorrate und die Genexpression beeinflussen.

Der EGFR spielt eine zentrale Rolle fur vielerlei zellulare Reaktionen, die fur
Tumoren u.a. relevantesten sind beispielsweise Zelliberleben und Zellproliferation
(Baumann und Krause, 2004). Eine Uberexpression des EGFR kann zu verstarkter
Strahlenresistenz und damit vermindertem Ansprechen auf therapeutisches
Bestreben fuhren.

Die dem EGF-Rezeptor nachgeschalteten Signalwege, insbesondere die Uber PI3-
Kinase/Akt und mTOR, kénnen zu einer verstarkten Invasionsbereitschaft glialer
Tumorzellen nach Bestrahlung fuhren. Hierbei spielt die Hemmung des EGFR eine
entscheidende Rolle um diese Invasivitdt abzuschwachen (Park et al., 2006). Die
Hochregulation des Wildtyp-EGFR bzw. die Expression von EGFR-Mutanten wie
etwa EGFRVIII, der haufigsten Mutante, die ihrerseits durch Bestrahlung weiter
aktiviert werden kann, fihren zu einer Signalverstarkung des Akt- und ERK bzw.
MAP-Kinase Signaltransduktionsweges. Dies wiederum scheint auf die Reparatur
von strahleninduzierten DNA-Schaden in glialen Tumoren glnstige Effekte zu haben
(Golding et al., 2009).
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Abb. 1: Die ErbB- / HER-Familie und der EGF-Rezept or (aus Cell Signaling
Technology, http://www.cellsignal.com/, 2009)

6.2 Phosphatidylinositol-3-Kinase / Proteinkinase B (P I3K / Akt)

Die 56kDa Serin/Threoninkinase Akt bzw. Proteinkinase B (genauer:. Akt 1/PKB)
zéhlt zu den bis heute bestuntersuchten intrazellularen Proteinen menschlicher
Zellen und Tumorzellen. Zellulare Prozesse, die Uber Akt direkt oder indirekt
vermittelt werden, sind u. a. Apoptose, Differenzierungen und Proliferation. Es sind
gegenwartig drei Isoformen bekannt, Akt 1/PKBa, Akt 2/PKBB1 und Akt 3/PKBf(2,
wobei von Akt 3 zwei unterschiedliche Splicing-Varianten vorkommen. Durch die
Bindung von Wachstumsfaktoren, z.B. EGF, an den EGFR kommt es durch die
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Aktivierung der PI3-Kinase zur Phosphorylierung von PIP2 (Phosphatidyl-Inositid-4,5-
Diphosphat) zu PIP3 (Phosphatidyl-Inositid-3,4,5-Triphosphat) (Newton, 2004).
Hierdurch wird Akt aktiviert, das Uber weitere Phosphorylierungsschritte zur
Aktivierung fiir das zellulare Uberleben relevanter Zielmolekiile fuhrt. Hierzu gehort
beispielsweise MDM2, ein Regulator von p53, dessen Inhibierung durch MDM2 von
Akt verstarkt wird. Ein Gegenmechanismus uber stress-induzierte Aktivierung von
p53 fuhrt zur Inhibierung dieser Akt-vermittelten Hemmung, da p53 die Spaltung und
Herabsetzung von Akt Uber Caspasen-Prozesse verstarkt und Uber eine erhdhte
Expression der Lipid- und Proteinphosphatase PTEN einen Gegenspieler der
Umwandlung von PIP2 zu PIP3 induzieren kann (Haupt et al., 2003). PTEN ist ein
funktioneller Antagonist zur PI3-Kinase durch die Dephosphorylierung von PIP3
(Hopkin, 1998).

Die Phosphorylierung von Akt kann z.B. auch durch PDK 1 (phosphoinositide-
dependent-kinase 1), durch Akt selbst oder auch durch Kinasen wie DNA-abhangige
Proteinkinase, Integrin-linked-kinase (ILK) oder mTOR Complex 2 erfolgen (Feng et
al., 2004 / Hill et al., 2002 / Toker und Newton, 2000 / Lynch et al.,1999). Caspasen
(Cysteinproteasen) werden von Akt direkt beeinflusst, in dem Akt deren Aktivitat
reguliert und somit apoptotische Mechanismen beeinflusst (Cross et al., 2000). BAD
(bcl-2 antagonist of cell-death / bcl-xI associated death promoter) kann als pro-
apoptotisches Molekll von Akt an Serl36 phosphoryliert werden und ist wiederum
Zielpunkt von mindestens zwei weiteren anti-apoptotischen Proteinkinasen, ERK
(extracellular-signal-regulated kinase) und PKA (Proteinkinsae A). Durch die
Phosphorylierung wird BAD in seiner pro-apoptotischen Form Dblockiert. Dies
entspricht einem der wichtigsten, Akt-abhangigen Schritte des zellularen Uberlebens.
Eine Blockade des Uber PI3-Kinase/Akt und nachfolgend p70S6-Kinase vermittelten
Signalflusses ist beispielsweise durch Blockade der PI3-Kinase mit dem
experimentellen Inhibitor LY294002 mdglich. Dieser Inhibitor fuhrte im Tiermodell zu
Reduktionen sowohl des Tumorvolumens als auch des Tumorwachstums (Semba et
al., 2002 / Hu et al., 2000). Eine Blockade der PI13-Kinase mit LY294002 kann den
Zellzyklus in der G1-Phase arretieren und steht damit Proliferationsprozessen
entgegen. Die Uber Akt vermittelten Zellsignale scheinen auch in Hinblick auf
strahleninduzierte Zellschadigungen eine Rolle zu spielen. Golding et al. konnten

2009 zeigen, dass eine Blockade des Akt bzw. ERK-Signalpfades zu einer Hemmung
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der NHEJ (non-homologous end-joining) fihrt, die fir strahleninduzierte DNA-
Doppelstrangbriiche einen wesentlichen Reperaturmechanismus darstellt.

In vielen Tumoren konnte eine Uberaktivitat der PI3-Kinase und von Akt ermittelt
werden. Dies gilt besonders fir maligne Gliome, in denen oft gleichzeitig eine
Mutation des PTEN-Gens gefunden werden kann (Newton, 2004).

Ein Verlust der PTEN-Funktion fuhrt in malignen, glialen Zellen zu einer konstitutiven
Aktivierung von Akt, wohingegen gliale Tumorzellen, die diese Aktivierung nicht
besitzen, eher erhdhte Expressionen der MAP-Kinase zeigen (Schlegel et al., 2000 /
Cantley et al., 1999). Furnari et al. demonstrierten in 1997, dass eine Restauration
einer defekten PTEN-Funktion das zellulare Wachstum in GBM unterdriicken kann.
Ferner kann, wie 2002 von Mayo et al. beschrieben, der p53-abhangige Eintritt in die

Apoptose in Zelllinien von Akt bzw. PI13-Kinase verlangert werden.
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Abb. 2: Der PI3-Kinase / Akt-Signalweg (aus Cell Signaling,
http://www.cellsignal.com/, 2009)

6.3 Mitogen-aktivierte-Proteinkinase (MAP-Kinase/  MAPK)

Ebenso wie Akt sind die Mitglieder der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen
Serin/Threoninkinasen. lhre zellulare Bedeutung liegt in der Beeinflussung von
Differenzierungen und der Embryogenese, der Zellproliferation, der Migration und
des Zelliberlebens. Unterschieden werden drei bzw. vier zentrale

Signaltransduktionspfade.
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Die wesentlichen sind zum einen der Uber Mitogene und Wachstumsfaktoren
aktivierte Raf, MEK 1/2 und ERK 1/2 / MAPK-Weg, der Uberwiegend bedeutend ist
fur Differenzierung, Proliferation und Zellwachstum.

Ein Uber zellularen Stress, inflammatorische Zytokine und Wachstumsfaktoren
induzierter, p38/MAPK / MX1-Signalweg initiiert vorwiegend Wachstums-,
Inflammations-, Differenzierungs- und Apoptoseprozesse.

Der dritte Signalweg ist ein dem zweiten Signalweg analog vermittelter Uber
SAPK/JINK 1/2/3 (stress activated protein-kinase / c-Jun N-terminal kinase 1/2/3) und
induziert im Wesentlichen die gleichen Effekte. Ein vierter Signalpfad lauft Gber die
Initierung durch zellularen Stress, Wachstumsfaktoren, Mitogene und G-protein
gekoppelte Rezeptoren (GPCRSs), wobei es hier zu einer Aktivierung von ERK 5/
MAPK 7 kommt. Dies  wiederum fuhrt  zu  Wachstums- und

Differenzierungsprozessen.

Je Signalweg werden mindestens drei hintereinandergeschaltete Kinasen, beginnend
bei einer MAP-Kinase-Kinase-Kinase (MAP-KKK) Uber eine MAP-Kinase-Kinase
(MAP-KK) bis zur MAP-Kinase (MAP-K), in absteigender Reihenfolge phosphoryliert
und dadurch aktiviert. In der hier vorliegenden Arbeit lag der Schwerpunkt auf der
Untersuchung der p44/42-MAPK bzw. deren phosphorylierter Form p-p44/42-MAPK.

Die Wechselbeziehung der unterschiedlichen MAP-Kinase-Kaskaden ist Gegenstand
aktueller Forschung. So scheint der p38/NK-assoziierte Signalweg malignen
Transformationen eher entgegenzuwirken, wahrend der Uber ERK vermittelte Weg
haufiger mit Malignomen vergesellschaftet ist (Junttila et al., 2008 / Raman et al.,
2007).

Eine Aktivierung der p44/42 MAPK steht in Zusammenhang mit einer Inhibierung der
Apoptose und kann durch einige Wachtumsfaktoren stimuliert werden (Cross et al.,
2000). Die Aktivierung von Ras dient als erster Schritt flr die weitere Aktivierung der
MAP-Kinasen-Kaskade. Ras-Mutationen finden sich in nahezu 30% aller Tumoren
und sind besonders haufig in Pankreas- und Dickdarmtumoren (90 bzw. 50%) (Bos
et al., 1987), eine Ras-Aktivierung (Rat sarcoma) ist auch fir das proliferative
Verhalten maligner, astrozytarer Tumoren verantwortlich (Guha et al., 1997) und die
kleinmolekulare Blockade von Raf inhibiert das Zellwachstum glialer Tumorzellen
(Sathornsumetee et al., 2006). Der Ras-Aktivierung folgt die Rekrutierung von Raf

(auch A-Raf, B-Raf bzw. Raf-1) an die Zellmembran, wo es Ras unter dem Einfluss
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mehrerer Kofaktoren auf komplexe und nicht vollstandig geklarte Weise bindet. Im
Folgenden werden die Tyrosin- bzw. Serin/Threoninkinasen MEK 1/2 uber direkte
Raf-Phosphorylierungen aktiviert, die dann ihrerseits tUber Phosphorylierungen ERK
1/2 aktivieren. ERK 1/2 hat vielfaltige Zielmolekile, beispielsweise Elk-1, c-Etsl, c-
Ets2, p90RSK1, MNK1, MNK2, und TOB.
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Abb. 3: Der MAP-Kinase-Signalweg (aus Cell Signaling, http://www.cellsignal.com/
2009)

6.4 Mammalian Target-of-Rapamycin (NTOR)

Mammalian Target-of-Rapamycin (mTOR) ist eine Serin/Threonin-Kinase mit 290kDa
Molekilmasse. Synonyme sind RAFT 1 (Rapamycin and FK506-binding protein
(FKBP)-target 1/FRAP) oder auch SEP (sirolimus effector protein). Die Kinase hat
ihren Platz im PI13-Kinasen / PDK1 / Akt (Proteinkinase B) Signaltransduktionsstrom
distal des TSC (Tuberous Sclerosis Complex, bestehend aus TSC1/Hamartin und
TSC 2/Tuberin), durch den es gehemmt wird. Eine Aktivierung erfolgt durch Akt
indirekt tiber den TSC, da Akt den TSC hemmt und dadurch mTOR aktiviert. Uber
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Phosphorylierung der p70S6-Kinase (p70S6K) und dadurch eingeleitete mRNA-
Translationsprozesse fuhrt mTOR seinerseits zu einer Zellwachstumdinduktion
(Dancey et al., 2006). Eine vielfaltige Beteiligung kommt mTOR bei zellbiologischen
Reaktionen zu. Dies im Besonderen bei Malignomen. So ist mTOR neben der
Steuerung von Zellwachstum (Uber p70S6-Kinase/4EBP1 und elF-4E), Autophagie
(Uber p70S6kinase / ATG1) und ribosomaler Biogenese fur Transkriptionsprozesse in
der Angiogense (Uber HIF-1), dem mitochondrialen Metabolismus (Uber PGC-1a)
und der Adipogenese (PPARY) zustandig sowie bei der cytoskelettalen Organisation
(Uber Rho und PKCa), und dem Zelluberleben (Uber Akt).

In Glioblastomen sind Gene, die den PI3-Kinase-Signalweg beeinflussen, aktiviert
(Knobbe et al., 2003) und fuhren dadurch wiederum zu Verstarkung des p70SK6-
Kinase-Signalflusses. Beeinflusst wird dadurch die Proliferationsstarke sowie das
Zelliberleben u.a. tber die Phosphorylierung des ribosomalen Proteins S6 und
folglich hochregulierter Translation von sog. 5° TOP-(terminal oligopolypyrimidine)
MRNAs (Riemenschneider et al., 2006). Podsypanina et al. konnten 2001 in PTEN
heterozygoten Mausen Neoplasien induzieren, bei denen die Behandlung mit einem
Rapamycin-Ester den Aktivierungsgrad der p70S6-Kinase und die Bildung von
weiteren Neoplasien reduzierte.

Die p70S6-Kinase (p70S6K) ist eine Serin/Threonin Kinase und im Signalpfad
unterhalb von Akt bzw. mTOR gelegen. Hauptsubstrat ist das S6-Protein der 40S-
ribosomalen Untereinheit (S6K1/2), das wiederum fur die Proteinbiosynthese von
Relevanz  ist.  Aktivierung der p70S6K erfolgt Uber  verschiedene
Phosphorylierungsstellen. Die Rapamycin-sensitiven Dom&nen Threonin 229, tber
PDK1, und Threonin 389, via Akt und Uber FRAP/MTOR, sind flr die Initiierung der
Kinase mit am bedeutsamsten (Pullen et al., 1998 / Moser et al., 1997).
Wachstumsfaktoren wie Insulin  oder EGF sowie G-Protein gekoppelte
Rezeptorliganden konnen die Phosphorylierung an Threonin 229 stimulieren,
wohingegen eine Blockade an dieser Stelle Uber LY294002 bzw. Wortmannin (PI13K-
Blockade) oder Rapamycin (FRAP/mTOR-Blockade) erreicht werden kann
(Polakiewicz et al., 1998). Zellzyklusprogression und ZellgroRRe werden malf3geblich
von mMTOR und der weiteren Kaskade tber p70S6K bzw. 4EBP1 beeinflusst (Fingar
et al., 2002). Die pro-apoptotische Wirkung von BAD kann via p70S6-Klnase uber

eine Phoyphorylierung gehemmt werden, die in Folge BAD nicht an die Inhibitoren
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des mitochondrialen Zelltodes, Bcl-XL und Bcl-2, binden und diese blockieren lasst
(Asnaghi et al., 2004).
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Abb. 4: Der mammalian Target-of-Rapamycin-Signalwe g (aus Cell Signaling
Technology, http://www.cellsignal.com/, 2009)

28



7. Tumorstammzellen

7.1 Einleitung

Im Folgenden wird ungeachtet dessen, dass die Tumorstammzellhypothese
kontrovers diskutiert wird, der Einfachheit halber der begriff ,Tumorstammzellen’

verwendet.

Vermutungen Uber die Existenz von Tumorzellen mit stammzellartigen Eigenschaften
existieren bereits seit Mitte des 19. Jahrhunderts und stammen u.a. vom deutschen
Pathologen Julius Friedrich Cohnheim (Grundmann, 1985 / Cohnheim, 1867). Erste
Nachweise aus der neueren Zeit gelangen vor ca. 12 Jahren am Krankheitsbild der
Akuten Myeloischen Leukamie (Bonnet und Dick, 1997), wobei hier Tumorzellen mit
stammzellartigen Eigenschaften nach Implantation in Mause befahigt waren, in den
Tieren eine Akute Myeloische Leuké&mie zu induzieren. In den Jahren darauf folgten
in kurzen zeitlichen Abstanden zahlreiche Arbeiten, die dergleichen fur viele andere
Tumorarten wie etwa Lungentumoren und letztlich auch fir Hirntumoren zeigten
(Tirino et al., 2009 / Perez Castillo et al, 2008 / Singh et al, 2003).

Dabei ist die grundlegende Hypothese derart, dass fur die Tumorgenese neben
molekulargenetischen, inflammatorischen und immunologischen Ursachen eine in
der zahlenméssigen Verhaltnissmagigkeit zum Gros des Tumorgewebes sehr
geringe Anzahl an Tumorzellen verantwortlich ist. Diese besitzen Eigenschaften, die
sie auf eine Stufe mit Stammzellen setzen bzw. entarteten Stammzellen
entsprechen. Ging man vor einigen Jahren noch von einer Zellheterogenitat des
Tumors aus, in der durch zufallige Mutationen Klone mit Stammzelleigenschaften
entstanden, so wird gegenwartig von einer nicht-zufalligen, definierten Subpopulation
der Tumorstammzellen ausgegangen. In zahlreichen Arbeiten konnte gezeigt
werden, dass diese Tumorstammzellen, fir die im neuroonkologischen Sinne u.a.
Synonyme verwendet werden wie TSZ (Tumor-Stammzellen), TIC (Tumor Initiating
Cells), CSC (Cancer Stem Cells), CSIC (Cancer Stem like Cells), TSC (Tumor Stem
Cells), BTSC (Brain Tumor Stem Cells) oder auch GSC (Glioma Stem Cells), tber
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eine ausgepragte Behandlungsresistenz verfiigen (Shervington et al., 2008 / Bao et
al., 2006).

Die ursachlichen Resistenzmechanismen zeichnen auch fir die Rezidivfreudigkeit
maligner Gliome und die Unterhaltung des Tumors, insbesondere des GBM,
verantwortlich (Qiang et al., 2009). Dies wiederum ist fir das klinische Verhalten
entscheidend.

Fur neurale Stammzellen und aus malignen Gliomen isolierte TSZ konnten viele
charakteristische Gemeinsamkeiten gezeigt werden (Crowe et al.,, 2004). Eine
gezielte Einschleusung von fir Proteinkinase B und Ras codierenden Genen in
neuronale Vorlauferzellen von Mausen fuhrte durch kombinierte Aktivierung der
entsprechenden Signalwege zu histopathologischen Glioblastomen. Diese
Tumorinitiierung war bei Einschleusung in differenzierte Astrozyten nicht zu erreichen
(Holland et al., 2000).

Ausgehend von der Annahme eines hierarchisch organisierten Zellkompartiments
eines bodsartigen Tumors bilden tumordse Stammzellen gewissermal3en die Spitze
dieser Organisationsstruktur. In Analogie zu nicht-malignen Stammzellen sind sie
befahigt zu unlimitierter Selbsterneuerung und zur Bildung von Vorlauferzellen
anderer Differenzierung, dariber hinaus zur Masseerhaltung und zu besagter

Rezidivinitiation.

Eigenschaft / Fahigkeit Tumorstammzelle Adulte, neu  rale
Stammzelle

Differenzierung + +
Selbsterneuerung + +
Ausschleusung von Toxinen + +
Teilungsrate verlangsamt + +
CD 133 Expression + +
Tumorinitiation + -

Tab. 1: Vergleichende Ubersicht: Eigenschaften adu Iter, neuraler Stammzellen und

Tumorstammzellen.
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7.2 Identifikationstechniken

Die Integration der bereits an anderen Tumoren untersuchten
Tumorstammzellhypothese in die Pathogenese des Glioblastoms veranlasste dazu,
die gesuchten Zellen Uber spezifische Charakteristika zu identifizieren. Allerdings

stellen diese Identifikationstechniken lediglich Surrogatmarker dar.

7.2.1 Neurospharenkultur

Die Fahigkeit von hirneigenen Stammzellen, sich unter Kulturbedingungen in
Neurobasalmedium zu dreidimensionalen Konglomeraten zu aggregieren, den sog.
Neurospharen, gilt als Charakteristikum dieser Stammzellen und dient folglich als ein
anerkanntes ldentifikationsmerkmal. Aus GBM isolierte Zellen sowie etablierte
Glioblastomzelllinien bilden unter kulturellen Bedingungen ebenso Neurospharen,
was den Nachweis von Tumorzellen stammzellartiger Charakteristik bzw. von

Tumorstammzellen ermdglicht (Yang et al., 2006 / Yuan et al., 2004).

7.2.2 Neuronale Differenzierung

Die astrogliale Differenzierung wurde lange Zeit als ein Prozess angesehen, der in
seiner Richtung nicht umkehrbar erschien. Wie sich zeigte, konnten jedoch
ausdifferenzierte Oligodendrozyten unter dem Einfluss von bFGF (basic Fibroblast
Growth Factor) wieder dedifferenzieren und proliferierten (Grinspan et al., 1996 und
1993). Der Einfluss von Proteinkinase C liel3 Oligodendrozyten proliferieren, sich
dedifferenzieren und Eigenschaften der Remyelinisierung zeigen (Pouly et al., 1994).
Unter dem Gesichtspunkt der Tumorstammzellhypothese gilt es,
Identifizierungsmerkmale zu verwenden, die sowohl neuronale Stamm- und
Vorlauferzellen und deren differenzierende Entwicklung nachzeichnen, als auch

Tumorstammzellen erkenn- und zuordenbar machen.

Nestin wurde urspringlich als Epitop fur den monoklonalen Antikdrper RAT401
gegen embryonales Ruckenmarksgewebe in Ratten beschrieben (Hockfield und
McKay, 1985) und als Intermediarflament Typ VI mit Verbindung zu den

Neurofilamenten klassifiziert (Dahlstrand et al., 1992). In der embryonalen
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Entwicklung des Zentralen Nervensystems (ZNS) von Saugern spielt Nestin eine
Rolle in proliferierenden Neuroepithelien (Dahlstrand et al., 1992) und kommt im
erwachsenen Gehirn des Menschen in Stammzellen der subventrikularen Zone
sowie im Plexus Choroideus vor (Morshead et al., 1994). Unabhangig davon konnte
eine Nestinexpression im entwickelten Gehirn aber auch im Rahmen von
Entzindungen und Abszessbildungen und bei diversen malignen Prozessen des
ZNS gesehen werden, so auch beim Glioblastom (Asklund et al., 2003).

Die GTP (Guanosintriphosphat)-bindenden Tubuline der Gruppen a und  sind die
Hauptbestandteile der Mikrotubuli, die wiederum als Proteinfilamente wesentlicher
Bestandteil des Zytoskeletts von Zellen sind. Die Tubuline werden von einer
Multigen-Familie codiert, wobei sechs Gene fiur beide Tubulinarten codieren und ca.
20 Isoformen des Tubulins im menschlichen Gehirn vorkommen (Nogales et al.,
2006). Die Expression von BlII-Tubulin wird herangezogen, um neuronale Zellen
gegen hirneigene Zellen anderer Spezifikation abzugrenzen, z.B. gegen gliale Zellen,
und ist der Expression von Nestin als Marker einer differenzierten Entwicklung aus
neuronalen Vorlauferzellen gewissermal3en ,nachgeschaltet’. Dieser Umstand kann
auch in Zellen aus Glioblastomen bzw. malignen Tumoren des ZNS zur
Identifizierung genutzt werden (Katsetos et al., 2007 / Yang et al.,, 2006). Eine
Uberexpression von BllI-Tubulin wird aufgrund mikrotubularer Stérungen mit einer
Tumorprogression und malignen Transformation bei GBM sowie mit einer glialen

Tumorgenese selbst in Verbindung gebracht (Katsetos et al., 2009, 2007 und 2003).

7.2.3 Prominin 1/CD133 Proteinexpression

Singh et al zeigten im Jahr 2003, dass Uber den Oberflachenmarker CD133 (cluster
of differentiation 133, auch Prominin 1 bzw. AC133) markierte und separierte
Tumorzellen aus humanen Medulloblastomen sowie anderen malignen Hirntumoren
genetische und phanotypische Charakteristika von Stammzellen aufwiesen.
Tumorzellen, die den neuronalen Stammzellmarker CD133 exprimierten, konnten
anhand ihrer Eigenschaften bezuglich Selbsterneuerung, Proliferationskapazitat und
Differenzierungsfahigkeit betrachtet werden. Die hochste Selbsterneuerungsrate

wiesen diejenigen Zellen auf, die aus dem malignesten Tumor (Medulloblastom)
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stammten. Ferner differenzierten die CD133 positiven Zellen zu phanotypischer

Ahnlichkeit mit dem Primartumor.

CD133/AC133/Prominin 1 wurde initial an Mauszellen detektiert und ist ein aus 5
transmembranaren Einheiten bestehendes, 115 kDa schweres Glykoprotein
(Weigmann et., 1997), dass im selben Jahr auch auf hamatopoetischen Stammzellen
als Antigen des monoklonalen AC133-Antikdrpers gefunden und gensequenziert
wurde (Miraglia et al., 1997) und seitdem Identifizierungsmerkmal fur Stammzellen
herangezogen wird (Uchida et al., 2000). Unterschieden werden die orthologen
Gruppen Prominin 1 und 2, die ihrerseits in Menschen, Mausen und Ratten zu finden
sind. Promininl s1 (CD133 sl respektive AC133-2) und Prominin 1 s2 (CD133 s2
respektive AC133) entsprechen den beim Menschen relevanten Splicingvarainten
des Prominin 1 (Fargeas et al., 2003).

Weitere Arbeitsgruppen konnten, teils Uber flusszytometrische Analyse und
fluoreszenz- bzw. antikbrpergestitzte Markierung, eine Fraktion von Tumorzellen
sekretieren, die fortan unter dem Begriff Side Population (SP) bzw. CD133 positive
Zellen subsummiert wurden und die als Fraktion von Tumorstammzellen innerhalb
der Tumormasse sie umgebender, nicht-stammzellartiger Tumorzellen existieren
(gewissermallen als Subfraktion oder Subpopulation innerhalb der ,normalen’
Tumorzellen). Die Zellen, die nicht zur Side Population klassifiziert werden, tragen
meist den Namen Non-Side Population (Non-SP) bzw. CD133 negative Zellen (Qiang
et al.,, 2009 / Galli et al., 2004). In einem Gliommodell an transgenen, S1008-
verbB/Trp53-Mausen konnten Harris et al. 2008 eine erhdhte Rate an TSZ innerhalb
der Side Population identifizieren, deren Eigenschaften sich durch erhéhte
Tumorinitiation sowie verstarkter Fahigkeit zur Selbsterneuerung und Multipotenz im
Verhaltnis zur sog. Non-Side Population zeigte.

Durchflusszytometrische Genexpressionsanalysen erbrachten im Vergleich zur Non-
SP und zu gesunden neuronalen Stammzellen mehrere Gene, die speziell in glialen
TSZ hervorgebracht werden und deren teilweises Vorkommen mit dem Tumorgrad
positiv korrelierte (Harris et al., 2008). Wie oben beschrieben, wurde den
Tumorstammzellen und damit der SP eine erhdhte Widerstandskraft gegenuber
zytotoxischer Behandlung zugewiesen. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass

diese Subpopulation die Fahigkeit zu neuronaler als auch glialer Differenzierung

33



aufweist (Taga, 2006) sowie weitere Eigenschaften besitzt, die sie als

stammzellartig- oder ahnlich charakterisiert (Gunther et al., 2008).

7.2.4 Nachweis einer Side Population mittels FACS-A  nalyse

Bei der Identifikation und Isolierung einer Side Population kommen neben
antikorpergestutzten Methoden (Prominin 1/CD133) auch solche zur Anwendung, die
biologische Verhaltensweisen dieser Zellen einbeziehen.

In zahlreichen Tumoren, so auch in Glioblastomen, konnten Membranproteine
identifiziert werden, die Substanzen Uber spezifischen aktiven Transport von intra-
nach extrazellular zu beférdern vermégen. Diese als ABC-Transporter bezeichnete
Protein-Superfamilie wird Gber Spezies hinweg exprimiert und ist substrat- sowie
multispezifisch fur unterschiedlichste, physiologisch wichtige Stoffe. Gemeinsames
Strukturelement dieser sogenannten ABC-Transporterproteine sind ATP-bindende
Kassetten (ATP-binding cassette, ABC), die als funktionelle Domanen fir den
Transport dieser Stoffe verantwortlich sind.

Es bestehen aber auch Transportersysteme, die nicht nur fir Aminosauren, Peptide
oder Fette zustandig sind, sondern auch fur die transmembranare Beforderung von
zellschadigenden Substanzen wie etwa Chemotherapeutika. Beim Menschen wurde
der MDRI1-Transporter (Multi Drug Resistance 1, auch P-Glykoprotein als
Genprodukt des MDR-Gens) als erster ABC-Transporter in Zusammenhang mit
Resistenzmerkmalen gegentiber Chemotherapeutika charakterisiert.

Bisher konnten fir viele in der Chemotherapie eingesetzte Substanzen
unterschiedliche Subtypen der ABC-Transporter klassifiziert werden (z.B. ABCG2),
wobei einige betroffene Therapeutika in der Gliomtherapie zur Anwendung kamen
bzw. kommen (Dean et al., 2002). Charakteristischerweise konnte fur viele
Malignome gezeigt werden, dass die verstarkte Effluxkapazitat fur zellschadigende
Noxen ein Merkmal stammzellartiger Tumorzellen darstellt und diese sich tber solch
spezifische Eigenschaften identifizieren lassen. Dies gilt auch fur das Glioblastom
(Hirschmann-Jax et al., 2004 / Kolchinsky et al., 1997).

Haufig verwendet wird hierzu Hoechst 33342 bzw. 2,5'-Bi-1H-Benzimidazol, ein in die
DNA interkalierender Fluoreszenzfarbstoff, der von ABC-Transportern aktiv aus
Zellen befordert werden kann. Bei der durchflusszytometrischen Analyse wird

Hoechst 33342 von Licht im ultravioletten Spekralbereich bei einer spezifischen
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Wellenlange um 350nm angeregt, woraufhin es in den Bereichen um 450nm und
670nm Licht emittiert. Dies wird zur Detektion von Zellen genutzt, die per
Kernfarbung markiert wurden und die als Non-Side Population bezeichnet werden.
Die nicht-markierte Fraktion kann somit als Tumorstammzellpopulation bzw. Side
Population identifiziert werden (Wang et al., 2007 / Kondo et al., 2004).

Excitation 364 nm

fiuoreseence intensity 420 — 480 nm =

l‘;.l:"__‘r " 0t
fluorescence intensiy 655 — B85 nm —=

Abb. 5: FACS-Analyse Side Population (aus Zellsortierservice, HelmholtzZentrum
Minchen, Institut fir Molekulare Immunologie, Serviceabteilung Monoklonale Antikérper,
http:/www.helmholtz-muenchen.de/imi/zs/index.html, 2007).
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8. Zielsetzung der Arbeit

Glioblastome haben ungeachtet aller bisherigen Therapiemdglichkeiten eine infauste
Prognose. Die 2-Jahres-Uberlebensrate variiert unter Ausschopung gangiger
Strategien um 25% (Stupp et al., 2009), die Therapiemdglichkeiten sind aufgrund des
infiltrativen Wachstums und der Behandlungsresistenzen nach wie vor limitiert.

Als ursachlich fur Resistenzmechanismen und Rezidiventwicklung gelten eine
veranderte, intrazellulare Signaltransduktion sowie die Existenz einer durch die

herkdbmmliche Therapie nicht zuganglichen Tumorstammzellpopulation.

Fur die Entwicklung neuer Therapiestrategien ware es wichtig, die Beteiligung
veranderter, intrazellularer Signalwege sowie den Einfluss von Tumorstammzellen an

der Resistenzbildung besser zu verstehen.

In der vorliegenden Arbeit sollte daher der Zusammenhang der Signaltransduktion
glialer Tumoren mit einer Strahlenresistenz einerseits und andereseits unter diesem

Gesichtpunkt die Rolle von Tumorstammzellen untersucht werden.

» Dazu sollten vier verschiedene Tumorzelllinien experimenteller Bestrahlung
ausgesetzt, proteinbiochemisch charakterisiert und deren Klonogenitat sowie

Zellvitalitat analysiert werden.

* Funktionelle Veranderungen der intrazellularen, EGF-Rezeptor vermittelten
Signaltransduktion tber Proteinkinase B/Akt und MAP-Kinase sollten durch
chemische Inhibition mit Tyrphostin AG1478 (EGFR), LY294002 (PI3K) und
Rapamycin (mTOR) untersucht werden, um geeignete Angriffspunkte fur eine
Radiotherapie zu identifizieren. Im Speziellen unter Bericksichtigung des
Status des EGF-Rezeptors, des PTEN- und p53-Proteins und einer
konstitutiven Akt-Aktivierung.

» Schliel3lich sollte mittels FACS-Analyse eine Tumorstammezellpopulation

identifiziert und analog den etablierten Gliomzelllinien untersucht werden.
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9. Material und Methoden

9.1 Material

9.1.1 Gerate

Gerat

Quelle

Brutschrank

CO3- Inkubator
Durchflusszytometer MoFlo

mit Software Summit 4.1

ELISA- Reader

Gelkammern, horizontal
Gelkammern, vertikal
Magnetrihrer/Heizplatte
Mikroskop Apotom Axiovert 200M
Minishaker MS1

Multipette plus

Kamera Axiocam HRm
Kihlzentrifuge 5471R
Kihlzentrifuge 4K15

Orbital Shaker IKA-VIBRAX-VXR
Pipetus akku

Prestained Protein Ladder (Page Ruler)

Rontgenfilm-Entwicklungsmaschine
Rontgentherapiegerat RT100
Schdittler Polymax 1040

Semidry Blotapparatur

Software AxioVision LE Rel. 4.5
Sterilwerkbank Hera Safe
Thermocycler AB 2720
Thermocycler Mastercycler gradient

Thermomixer 5436

Memmert, Schwabach
Heraeus, Minchen

Becton Dickinson,
Heidelberg

Biorad, Minchen

Biorad, Minchen

Biorad, Muinchen
IKA-Labortechnik, Staufen
Carl Zeiss, Jena
IKA-Labortechnik, Staufen
Eppendorf, Hamburg

Carl Zeiss, Jena

Eppendorf, Hamburg
Sigma, Deisenhofen

IKA Labortechnik Staufen
Hirschmann, Eberstadt
Fermentas, St.Leon-Rot
Konica Minolta, Unterfohring
Philipps Healthcare, Hamburg
Heidolph, Kelheim

Biorad, Miinchen

Carl Zeiss, Jena

Heraeus, Minchen

Applied Biosystems, Weiterstadt
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

37



Tischzentrifuge 5415D

UV/Vis Spektrophotometer DU®530

Waagen

Wasserbad

Zeiss ApoTome konfokales
Epifluoreszenz-Mikroskop
Zeiss Axioplan 2

Zeiss Axiovert 25

Zeiss Axiovert 135 Konfokales Mikroskop

Zellzahlgerat CASY® 1

Eppendorf, Hamburg
Beckmann, Miuinchen
Sartorius, Goéttingen
Gesellsch. f. Labortechnik,
Burgwedel

Carl Zeiss, Jena

Carl Zeiss, Jena
Carl Zeiss, Jena
Carl Zeiss, Jena
Schafer System, Reutlingen

9.1.2 Zellkultur: Zelllinien, Kultivierungs- und Arbeitsmaterialien

Material

Quelle

Glioblastomzelllinien
LN 18, LN 229

LNZ 308

G 139

Accutase

Dulbecco’s Modified Eagle
Medium mit Glutamax, 4500 mg/I
Dulbecco’s Phosphate Buffered
Saline ohne Ca2+/Mg** 1x
Epidermal Growth Factor;
human, rekombinant)

Gelatine

Hank's balanced salt solution
L-Glutamin

LY294002
Penicillin-Streptomycin

Rapamycin

RPMI Glutamax-l mit 1,25 mM HEPES

Dr. E. Van Meir, Lausanne, Schweiz
Dr. E. Van Meir, Lausanne, Schweiz
Neurochirurgie, Universitat
Heidelberg

PAA Pasching, Osterreich
Invitrogen, Karlsruhe

PAA, Pasching (Osterreich)

Millipore, Schwalbach

Sigma, Deisenhofen

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Cell Signaling Technology, MA, USA
Invitrogen, Karlsruhe

Merck Biosciences, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe
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Tyrphostin AG1478
Trypsin/EDTA 0,5 %
Vectashield Mounting Medium

Zell-Lysepuffer 10fach

Ziegenserum
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-
1-piperazinyl)-ethansulfonsaure

(buffering agent)

9.1.3 Losungen, Puffer und Reagenzien

Material

Sigma Aldrich, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe

Vector Laboratories, CA, USA

New England Biolabs (NEB),
Frankfurt

Dako Inc.

Invitrogen, Karsruhe

Quelle

Aceton p.a.

30 % Acrylamid/Bisacrylamid
Amino-n-caprioic-acid
Ammoniumchlorid
Ammoniumpersulfat

Basic Fibroblast Growth Factor
Biorad Protein Assay
Blockierungspuffer

Bovine Serum Albumine
Proteinstandard

Diff-Quik ©

Dimethylsulfoxid
1,4-Dithiothreitol

Chemilumineszenzlésung

Essigsaure

Ethanol p.a.
Ethidiumbromid
Fetales Kalberserum

Formaldehyd, saurefrei

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Biorad, Miinchen

5 % Magermilchpulver in TTBS

Biorad, Minchen

Medion-Diagnostics, Duningen,
Schweiz

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

GE Healthcare Life  Sciences
Deutschland, Miinchen

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
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Gelatine Typ A

Glycin

Hoechst 33342

Isopropanol p.a.
Knockout-DMEM
Knockout-Serum Replacement
Kristallviolett
Magermilchpulver

Methanol p.a.
Proliferations-Kit
Natriumacetat

Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxyd

Natural Mouse Laminin
Non-Essential Aminoacids 100x
N2-Supplement 100x

Nutrient Mixture Ham's F12

+ Glutamine
Phenylmethylsulfonylfluorid
Sodium Lauryl Sulfate 20 %
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
5x SDS Protein-Ladepuffer

10x SDS Proteingel-Laufpuffer

10x Tris-gepufferte Salzlosung (Puffer)

Tris-gepufferte Salzlésung/Tween
(Waschpuffer)
Tetramethylethylendiamin

Transferpuffer

Sigma, Deisenhofen

Merck Biosciences, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe
Invitroge, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Merck Biosciences, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Roche Applied Science, Mannheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

312,5 mM Tris-Cl pH 6,8; 10 % SDS;
50 % Glycerol;250 mM DTT; 0,05 %
Bromphenol Blue; ad 10 ml H20

250 mM Tris; 1,92 M Glycin; 1 %
SDS;ad 1000 ml H20

24,2 g Tris; 80 g NaCl; pH 7,6 mit
Essigsaure einstellen; ad 1000 ml
H20

1x TBS Puffer; 0,1 % Tween 20

Biorad, Miinchen
Anode | 300 mM Tris, 20 %
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Methanol; ad 500 ml H20

Anode 1l 25 mM Tris; 20 % Methanol;
ad 500 ml H20

Kathode 25 mM Tris; 20 % Methanol;

40 mM amino-n-caprioicacid; ad 500

10x Tris-Puffer pH 7,6

ml H20
60,5 g Tris-Base, 90 g NaCl, pH 7,6
mit HCI einstellen; ad 1000 ml H20

Triton X-100 Fluka, Neu-Ulm
Tween®20 Roth, Karlsruhe
9.14 Primar - und Sekundarantikérper
Antikorper Verdiinnung Quelle Artikelnummer
Rabbit Anti-p-Akt (Ser 473) 1:5000 WB NEB, Frankfurt #9272
Rabbit Anti-p-Akt (Ser 473) 1:5000 WB NEB, Frankfurt #9271
Anti-CD133
mAB-Mouse,lgG2b, CD133/2, Klon: 293C3 150 IF Miltenyi Biotec 130-090-85X
Rabbit Anti-EGFR 1:2500 WB | Santa Cruz, USA sc-03
Mouse Anti-Nestin 1:100 IF Millipore, USA MAB5326
Rabbit Anti-p-p44/42 MapKinase,
1:5000 WB NEB, Frankfurt #9101
(Klon: 20G11, Thr 202/Tyr 204)
Mouse Anti-pllI-Tubulin 1:100 IF Millipore, USA MAB 1637
Rabbit Anti-p-p70S6-Kinase (Thr 389) 1:2500 WB NEB, Frankfurt #9201
Goat Anti-Mouse-lgG, HRP gekoppelt 1:10000 WB NEB, Frankfurt #7076
Goat Anti-Rabbit-IgG, HRP gekoppelt 1:10000 WB NEB, Frankfurt #7074
) Invitrogen,
Goat AntiMouse-IgG, Cy™3 gekoppelt 1:100 IF #81-6515
Karlsruhe
Anti-PTEN 1:2000 WB NEB, Frankfurt #9552
_ DakoCytomation,
Anti-p53 1:2000 WB #DO-7
Hamburg

Tab. 2: Priméar- und Sekundarantikorper




9.15 GroRenstandard

Material

Quelle

Prestained Protein Ladder (Page Ruler)

9.1.6 Verbrauchsmaterialien

Material

Fermentas, St. Leon-Rot

Quelle

Amersham Hyperfilm ECL

Agqua Ad Iniectabilia

Blotting Papier

Combitips plus 1,0ml / 2,5ml
Deckglaser

Einmalspritzen
Einmalspritzennadel 19Gx2“
Hyperfilm™ ECL™

Klvetten

Kryo-Roéhrchen (2 ml)

Microcon Filter, 30
Mikrotiterplatten 96-well
Objekttrager SuperFrost® Plus
PVDF Immobilon-P Membran 0,45 pym
Reaktionsgefalie (1,5 ml)
Serologische Pipetten 5, 10, 25 ml
Spritzenfilter steril, 0,2 ym
Zellkulturplatten 6-well
Zellkulturschalen 6, 10, 15 cm @
Zellschaber

Zentrifugenroéhrchen 15 ml, 50 ml

GE Healthcare, Minchen
B. Braun, Melsungen
Sartorius, Goéttingen
Eppendorf, Hamburg
Schubert und Weiss, Minchen
2ml B. Braun, Melsungen
B. Braun, Melsungen

GE Healthcare, Minchen
Sarstedt, Numbrecht
Sarstedt, Numbrecht
Millipore, Schwalbach
Nunc, Wiesbaden-Biebrich
Menzel, Braunschweig
Millipore, Schwalbach
Sarstedt, Numbrecht
Sarstedt, Numbrecht
Schubert und Weiss, Minchen
Sarstedt, Numbrecht
Sarstedt, Numbrecht
Sarstedt, Numbrecht
Sarstedt, Numbrecht
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9.2 Methoden

921 Zellkultur

Alle verwendeten Zelllinien sind adhasiv wachsende Monolayer-Kulturen. Die
Glioblastomzelllinien LN 18, LN 229, LNZ 308 und G 139 wurden bei gleichen
Bedingungen mit 5%igem COj-Anteil der Umgebungsluft, 95% relativer
Luftfeuchtigkeit und 37<C im Brutschrank kultiviert .

Fir die Zelllinien LN 18, LN 229, LNZ 308 wurde als Standardndhrmedium DMEM
Vollmedium mit und 10 Vol% FCS verwendet. Die Zelllinie G 139 wurde mit RPMI-
Medium mit 100U/ml Streptomycin und 100ug/ml Penicillin, 2mM/ml L-Glutamin
sowie 10Vol% FCS versorgt. Samtliche Zelllinien wurden in 10cm Kulturschalen
gehalten und in Abhangigkeit von der variierenden Proliferationsstarke ca. alle 2-3
Tage bei einer durchschnittlichen Konfluenz von jeweils ca. 70% passagiert. Hierzu
wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit 3ml PBS 1x gewaschen und mit 1 ml
Trypsin-EDTA fir ca. 3-5 min bei oben beschriebenen Bedingungen inkubiert. Die
Trypsinreaktion wurde mit 4 ml entsprechenden Mediums abgel6scht, die abgeldsten

Zellen mit der Pipette vereinzelt und in neue Kulturschalen umgesetzt.

Die in der Tab. 3 in ihren spezifischen Eigenschaften dargestellten Zelllinien wurden
bereits durch Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgemeinschaft sowie auf der Basis der
Arbeiten von Van Meir et al. charakterisiert (Schlegel et al, 2000 / Kraus et al. 2000 /
Van Meir et al. 1994):

LN 18 LN 229 LNZ 308 G 139
p-Akt (Ser473) konstitutiv konstitutiv konstitutiv
aktiviert aktiviert aktiviert
EGF-Rezeptor-
Expression +++ + ++ ++
PTEN-Status Wildtyp Wildtyp mutiert mutiert
TP53-Gen mutiert Wildtyp deletiert Wildtyp

Tab. 3: Zelllinien und Eigenschaften




9.2.2 Versuchsmodalitaten

Fur Versuche mit Zelllinien erwiesen sich bezuglich der Zeitraume, ab wann Zellen
mit Chemoinhibitoren vorinkubiert werden sollten, im Rahmen umfangreicher
Vorversuche der eigenen Arbeitsgruppe Zeitpunkte von 12h vor Bestrahlung oder
anderweitiger Experimente als optimal.

Zeitrdume, die langer oder kirzer waren, zeigten beziglich des spateren
morphologischen und molekularbiologischen Verhaltens entweder keine deutlichen
Effekte (bei langeren Zeitrdumen) oder zu geringe Effekte (bei kiirzeren Zeitraumen).
Konfluenzen von 70 bis 75% in den Kulturschalen galten als Standard vor
Versuchsdurchfihrung. Nach ca. 2-3 Passagen wurden die Zelllinien LN 18, LN 229,
LNZ 308 sowie G 139 verworfen und neue Kulturen angesetzt. Als Quelle dienten bei

-80C gelagerte Aliquots.

Die im Rahmen der Isolierung von Tumorstammzellen gewonnene Subfraktion (Side
Population) wurde lediglich fir jeweils 2-3 Passagen kultiviert. Konfluenzraten dieser
Populationen erreichten Werte bis ca. 40%. Arbeiten mit Medien, die mit
Chemoinhibitoren versetzt wurden, fanden unter bestmdglichem Ausschluss von UV-
Licht statt. Fur die eingesetzten Mengen an Chemoinhibitoren galt je Menge

verwendeten Mediums:

* LY294002 (LY): 25uMol / ml
* Rapamycin (Rapa): 100nMol / ml
* Tyrphostin AG1478 (AG): 10uMol / mi

LY294002 ist ein hochselektiver Inhibitor der PI3-Kinase und hemmt somit die
Phosphorylierung von Akt an der ATP-Bindungsstelle (Produktinformationen Cell
Signaling Technology, 2009 / Vlahos, 1994).

Rapamycin gehdrt zur Gruppe der Makrolid-Antibiotika und hat unterschiedlichste
Wirkungen auf Zellen. Fir die vorliegende Arbeit war die Blockade von mTOR und
damit die Hemmung der Aktivierung der p70S6-Kinase relevant
(Produktinformationen Calbiochem, Akt/Pl 3-Kiase Signaling, 2007 / Dancey, 2006).
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Tyrphostin AG1478 ist ein kleinmolekularer, monospezifischer Inhibitor des EGF-
Rezeptors. Hirdurch ist eine Blockade der nachgeschalteten Signalwege mdglich.
(Produktinformationen Cell Signaling Technology, 2009 / Ellis et al., 2006).

Bestrahlungsversuche wurden am Roéntgentherapiegerat Philips RT100 mit folgender

Einstellung durchgefthrt:

Bestrahlungstrichter: Hohe 30cm, Grundflache
20x20cm,
pyramidenformig
Beschleunigungsspannung: 70kV
Bestrahlungszeit: 5,13min
Strahlenart (Rontgenrdhre): Rontgenstrahlen
Applizierte Gesamtdosis je Versuch: 6 Gy

Aufgrund Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe wurde beziiglich der Dosisfindung
bei Bestrahlungsversuchen die Dosis von 6 Gy als Standard eingesetzt (Gross et al.,
2005). Bestrahlt wurden 6-well-plates, die auf einen stabilen Metalltisch gestellt
wurden. Der Bestrahlungstrichter wurde von oben orthogonal tber die 6-well-plates
gebracht. Die Vergleichs- und Kontrollgruppen mussten in den Versuchstragern zum
Bestrahlungsapparat transportiert werden, was per Isolationsbehalter maoglichst
erschitterungsarm gewahrleistet wurde. Die Kontrollgruppen wurden stets den
gleichen Bedingungen ausgesetzt. Nach Bestrahlung erfolgte eine obligate
Inkubation von 1h bei Standardbedingungen vor anschlieBenden, weiteren

Versuchen.

9.2.3 Colony formation assays (colony assays)

Zur Bestimmung der quantitativen und langfristigen Zellbeeinflussung durch
Bestrahlung wurden fir die Zelllinien LN 18, LN 229, G 139 und LNZ 308 ,colony
formation assays’ durchgefihrt. Nach entsprechender Vorbehandlung und
Bestrahlung wurde die quantitative Beeintrachtigung ausgewertet. Im Rahmen der
Uber Hoechst 33342 gesorteten Side Population der Zelllinie LN 18 wurden

entsprechend den etablierten Zelllinien ebenfalls colony formation assays angefertigt.
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Bei Konfluenzen um jeweils ca. 75% wurden die Zelllinien in 10cm Kulturschalen am
Rontgentherapiegerat RT 100 fur 5,13min entsprechend 6Gy Gesamtdosis bestrahlt,
anschlieend fir 1h bei Standardbedingungen inkubiert und nach enzymatischer
Vereinzelung und Zahlung am Zellzéhler zu jeweils 5x10° Zellen in neue 15cm
Kulturschalen dberfuhrt. Vergleichsgruppen mit Chemoinhibitoren wurden vor der
Bestrahlung far 12h mit LY294002, Rapamycin oder Tyrphostin AG1478
vorbehandelt. Analog wurden diese Zellen nach Bestrahlung auch mit dem
Medienvolumen angepassten Mengen an Chemoinhibitoren weiter inkubiert. Alle neu
ausplattierten Zellen wurden mit 15ml Gesamtmedium fir 14 Tage im Brutschrank
belassen. Danach folgte ein dreistufiges Fixieren und Farben der Kolonien mit Diff-

Quick® fur jeweils 5min.

Bei gleichen Lichtverhaltnissen wurden die Kolonien lichtmikroskopisch durch drei
unabhangige Zahlungen je Kulturschale ermittelt. Als Standardbedingungen galten
eine rdumliche Abgrenzbarkeit der Kolonien zueinander, bei einzelnen Kolonien ein
Gefalle an Zelldichte von zentral nach peripher mit identifizierbarem Zentralpunkt
sowie Ausschluss von Artefakten, beispielsweise von geféarbten, nichtzellularen
Elementen, durch zusatzliche stichprobenartige Kontrolle aller gezahlten Areale. Ab
einer Zellzahl von 25 wurde als Kolonie gewertet, dies wurde ebenso

stichprobenartig fur jede Zahlung jedes ausgewerteten Areals mehrfach bestéatigt.
9.24 Zellvitalitatsassays

Die Ermittlung der quantitativen, kurzfristigen Zellbeeinflussung bis 72h durch
Bestrahlung und chemische Signalblockade wurde durch den sog. Zellvitalitatsassay
durchgefthrt (Berridge et al., 1996 / Mosmann et al., 1983). Die Zytotoxizitat bzw. im
Umkehrschluss die Zellvitalitat unter LY294002, Tyrphostin AG1478 und Rapamycin
wurde Uber den Reduktionsvorgang von gelbem, wasserloslichen 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid Zu blauviolettem,
wasserunléslichen Formazan getestet.

Hierzu wurden 5x10° Zellen auf 6-well-plates ausplattiert, nach 12h Chemoinhibitoren
zugesetzt und nach insgesamt 24h nach Plattieren erfolgte die Bestrahlung. Danach
Inkubation fiir 1h und Z&hlung der Zellen. Zellsuspensionen mit Zelldichten von 5x10*

Zellen/ml wurden zu je 100ul auf 96-well-plates Uberfuhrt und fur 24h inkubiert.
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Danach Durchfihrung nach Angaben des Herstellers. Fur die Zeitpunkte 24h, 48h
und 72h wurden die Extinktionswerte am ELISA-Reader gemessen. Die
Extinktionswellenlange im Photometer betrug 595nm

9.25 Gewinnung von Proteinlysaten

Nach Absaugen des Mediums wurden die Zellen mit ca. 4C kaltem PBS kurz
gewaschen und anschlieRend ein Zelllysepuffer zugegeben. Die Kulturschalen
wurden sodann fur 15min auf Eis gestellt. Es folgte die mechanische Erntung mittels
Zellschaber, die gelosten Zellen wurden in 1,5ml| Reaktionsgeféasse alliquotiert und
erneut fur 15min auf Eis gelegt. Eine Zentrifugation der Zelllysate fur 15min bei
10000rpm und 4T schloss sich an. Daraufhin wurde d er in Triton I6sliche Uberstand
in neue 1,5ml Reaktionsgefasse uwberfuhrt und bei -20C konserviert. Die

tritonunlosliche Fraktion wurde verworfen.

9.2.6 Bestimmung von Proteinkonzentrationen nach Br  adford

Um quantitative Werte an Proteinkonzentrationen in den Proteinlysaten zu erhalten
kam die Methode nach Bradford zur Anwendung. Hierbei kommt es zur Bindung von
Coomassie brilliant blue G 250 an Proteine, was zu einer zunehmenden Blauféarbung
fuhrt, die bei einer Absorption von 595 nm photometrisch bestimmt werden kann.
Methodisch werden die Proteinlysate im Verhéltnis 1:10 mit PBS verdinnt und mit
0,01% Triton X-100, PBS und Biorad-Reagenz (ihrerseits im Verhaltnis 1:4 mit PBS
verdunnt) in einer Einmalkivette durchmischt. Nach 5minutiger Inkubation bei
Raumtemperatur wurde im Spektralphotometer gemessen. Eine parallele Messung
von BSA-Proteinstandards lieferte die fur die Bestimmung der Proteinmengen notige
Kalibrationskurve.

Substanz Menge in pl
Proteinlysat, 1:10 20
1x PBS 180
Triton X-100, 0,01% 200
Biorad-Reagenz, 1:4 600

Tab. 4: Bradford-Ansatz
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9.2.7 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE )

Mit der Gelelektrophorese lassen sich Proteingemische elektrochemisch auftrennen.
Die Bindungsfahigkeit einzelner Proteine an das Detergenz Sodiumdodecylsulfat
(SDS) dient hierbei als wesentlicher Mechanismus. Nach Bindung denaturiert SDS
die Proteine und negativiert diese in deren Ladungseigenschaften, was Protein-
Protein-Interaktionen verhindert. Die Proteine lassen sich folglich nur anhand ihrer
GroRRe bzw. ihrem Molekulargewicht mittels unterschiedlich langer Laufeigenschaften
im Elektrophoresegel auftrennen. Zum Einsatz kam das diskontinuierliche,
eindimensionale Lammli-System (Lammli, 1970). Hierbei liegt ein Sammelgel (5%ig,
pH 6,8) Uber einem Trenngel (10- oder 12,5%ig, pH 8,8), wobei letzteres in vertikaler
Fullrichtung zwischen zuvor mit technischem Ethanol gereinigte Glasplatten
gegossen und anschlieBend mit H,O Uberschichtet wurde. Es folgte eine 45mindtige
Polymerisationsdauer fir das Trenngel und eine anschlieBend 15minttige
Polymerisationsdauer fur das Sammelgel.

Parallel wurden entsprechende Proteinmengen mit Gelladepuffer fir 5min bei 95T
denaturiert und danach kurz zentrifugiert. AnschlieRend wurden die einzelnen
Kammern mit den Proteinen beladen und bei 100V Spannung je nach Proteingréfe

zwischen 30min und ca. 3h aufgetrennt.

Tab. 5:

Zuséatze Sammelgel Trenngel Trenngel

5%ig 10%ig 12,5%ig

30%iges Acrylamid 836 1330 2100
1 M Tris/HCI pH 6,8 626 -- --

1 M Tris/HCI pH 8,8 - 1000 1870

H20 bi dest. 3500 1660 1000
20% SDS 25 25 25
10% APS 25 25 25
TEMED 10 10 25

Zusammensetzungen Sammelgel und Trenngel f

ur SDS-PAGE; in pl




9.2.8 Western Blot Analysen

Zur Untersuchung intrazellularer Signalwegsregulation wurden Western Blot
Analysen fir die Zeitpunkte 1h, 12h, 24h und 48h nach initialer Behandlung mit
LY294002, Rapamycin oder Tyrphostin AG1478 sowie Bestrahlung ermittelt.
Untersuchte Proteine waren Phospho-Akt/Proteinkinase B, Phospho-MAPK/p-p44/42
MAP-Kinase, sowie Phospho-p70S6-Kinase. Expressionen von EGFR, PTEN, p53
sowie Phospho-Akt (Ser473) wurden zur Charakterisierung der Zelllinien bestimmit.

Als Ladekontrolle diente a- Tubulin.

Nach SDS-PAGE wurden die Proteine des SDS-Gels im Semidry-Verfahren je nach
Protein ca. 1h bis 1,5h bei 225mA elektrophoretisch auf eine PVDF-Membran
Ubertragen. Hierzu wurden zunachst die PVDF-Membranen je 5min in Methanol und
danach in Anodenpuffer 1l bei Raumtemperatur inkubiert. Parallel wurde nach
Beendigung des Gellaufs die Sammelgelschicht von der Trenngelschicht abgetrennt
und manuell mit den vorbereiteten PVDF-Membranen aufgenommen

Die geblotteten Membranen kamen im Anschluss fur 1h bei Raumtemperatur in
Blockierungspuffer und wurden nachfolgend kurz in TBST Waschpuffer gegeben und
mit Primarantikdrperlésung (5 ml) in entsprechender Konzentration (siehe Tab. 2)
Uber Nacht bei 4C auf dem Ruttler inkubiert. Die S ekundarantikérperlésungen
wurden nach vorhergehendem, dreimaligen Waschen mit TBST Waschpuffer fir
jeweils 7min bei Raumemperatur fur 1h auf dem Ruttler inkubiert, danach wieder
dreimal mit TBST Waschpuffer fur jeweils 10min gewaschen.

Anschlie3end wurden die Membranen fir 2min mit im Verhaltnis 1:1 gemischter ECL
Chemilumineszenzlésung behandelt und in Transparenzfolie eingeschlagen. Die
Chemofluoreszenzdetektion erfolgte mit RoOntgenfiimen, die Entwicklung per

Entwicklermaschine in der Dunkelkammer.

9.2.9 Neurospharenkultur

Mit Gelatineldsung beschichete 15cm Kulturschalen aller Zelllinien wurden Uber
Nacht unter Standardbedingungen vorinkubiert. Es folgten die Zugabe von 5x10°
Zellen einer Zellsuspension in Neurobasalmedium und erneute Inkubation. Zunéchst

setzten sich die Zellen als Monolayer ab. Nach ca. 8-10 Tagen in Kultur zeigten sich
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morphologische Veranderungen in Form sich kontinuierlich bildender, spharischer
Zellkonglomerate, die teils spontan selbst abschwommen oder sich durch leichtes

Klopfen zum Abschwimmen bringen liel3en. Eine Vereinzelung erfolgte enzymatisch.

50er Falcon Endkonzentration
Knockout-DMEM 1x
Ham’s F12 1x
Knockout Serum Replacement 10%
Non-essential Aminoacids 1x
Laminin 1pg/ml
N2-Supplement 1x
Penicillin / Streptomycin 100U/ml / 100ug/ml
500ul Glutamin 2mM
bFGF 10ng/ml
50ul EGF 50ng/ml

Tab. 6: Neurobasal-Medium (N2-Medium)

9.3 Neuronale Differenzierung

Einzelzellsuspensionen der Zelllinie LN 18 aus den Neurospharoiden erhielten fur
neuronale Differenzierungsversuche ein Medium mit B-27 supplement. Initial wurden
die zu untersuchenden Zellen in Standardmedium inkubiert, dann fir 10 Tage in
Neurobasal-Medium gehalten und anschliel3end fir weitere 14 Tage in neuronalem
Differenzierungsmedium mit B-27 supplement inkubiert. Anschlielend wurde die
Immunfluoreszenz auf BlII-Tubulin zur Identifizierung neuronaler Differenzierung

durchgefuhrt.
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Zusatze Endkonzentration
Knockout-DMEM 1x
Ham’s F12 1x
Knockout Serum replacement 10%
B-27 supplement 1x
Non-essential Amino-acids 1x
Penicillin/Streptomycin 100U/ml / 100ug/ml
Glutamin 2mM/ml
NGF 50ng/ml

Tab. 7: Neuronales Differenzierungsmedium

9.3.1 Immunfluoreszenz

Immunfluoreszenzfarbungen auf Nestin (Intermediarfilament Typ VI) wurden fir alle

Zelllinien sowie bei LN 18 auf BllI-Tubulin nach folgendem Protokoll markiert:

Im ersten Schritt erfolgte Spulen mit PBS und Fixieren der Zellen auf den
Kulturschalen mittels Formaldehyd 4%, Aceton oder Ethanol 70% in Abhangigkeit
des jeweiligen Antikorpers. Anschliel3end Inkubieren der Slides fir 10min mit 0,25%
Triton X-100/PBS und Spulen mit PBS. Dann wurde mit 5% Normal Ziegenserum flr
30 min blockiert und die Inkubation mit Priméarantikorper fir 1h bei Raumtemperatur
oder bei 4C uber Nacht in der entsprechend ausgete steten Verdinnung
durchgefuihrt. Nach erneuter Spilung mit PBS erfolgte die Inkubation mit
Sekundarantikdrper (Verdinnung 1:100) fur 1h bei Raumtemperatur. Spulung und
anschlieBende Kernfarbung mit Hoechst 33342 mit 1ug/ul schloss sich an. Die
Praparate wurden danach mit Vectashield Mountain-Medium eingedeckelt und im
Dunkeln bei -20C gelagert. Fir die Detektion von N estin wurden die Zellen tber 10
Tage in Neurobasalmedium vorinkubiert und anschliel3end nach oben genanntem
Protokoll markiert. Fluoreszenz-Dokumentationen erfolgten Uber das konfokale

Zeiss-Mikroskop ApoTome.
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9.3.2 Prominin 1/CD133 Proteinexpression

Die Zellinien LN 18, LN 229, G 139 und LNZ 308 wurden nach
Immunfluoreszenzprotokoll gemafl 9.3.1 auf die Expression des Membranproteins
CD133 (cluster of differentiation133, Prominin-1) untersucht. Hierzu erfolgte die
Vorinkubation der Zellen fir 10 Tage in Neurobasalmedium und anschlieRend die
Markierung Uber den monoklonalen Antikorper 1gG2b/CD133/2 Klon: 293C3.

Dokumentiert wurde Uber das konfokale Zeiss-Mikroskop ApoTome.

9.3.3 Nachweis einer Side Population mittels FACS-A  nalyse

Alle Zelllinine waren vor den Versuchen in FCS-Medium inkubiert und wurden fur die
eigentliche Analyse mit HBSS-HEPES-Medium versorgt. Die Zelllinie LN 18 wurde
bei einheitlichen Konfluenzen von 70 bis 75% den durchflusszytometrischen
Analysen zugeflhrt.

Zusammensetzung HBSS-HEPES-Medium:

.« 2Vol% FCS
« 10uM HEPES
« 1xHBSS

Je Messvorgang wurden ca. 1x10’ Zellen eingesetzt. Begonnen wurde mit Waschen
der Zellen mittels 4C kaltem PBS, nachfolgender enzymatischer Ablésung mit
Accutase zu 4ml je 15cm Schale, Abléschung mit ca. 6ml HBSS-HEPES-Medium
und mechanischer Vereinzelung mit der Pipette, anschlieRend wurde die Zellzahl
mittels automatischer Zellzahlung bestimmit.

Nach Zahlung wurden die Zellsuspensionen bei 4C fur 2min und mit 4000rpm
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, die Zellen mit 5ml HBSS-HEPES-
Medium resuspendiert. Der Kernfarbungs-/DNA-Fluoreszenzfarbstoff Hoechst 33342
diente zur Markierung von Zellen mit ATP-binding-cassette-Transportersystemen
(ABC-Transporter). Hierzu wurde jedem vorbereiteten 50ml Falcon 5ug/ml Hoechst-

Farbstoff zugegeben. Bei 37<C inkubierten die Zelle n im Wasserbad fiir mindestens
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90min, dabei wurden die Versuchsgefasse in regelmassigen Abstanden manuell
gedreht, Ausschluss von UV-Licht war gegeben. Nach Inkubationszeit wurden die
Zellsuspensionen in 15ml Falcons uUberfiihrt, erneut bei 4C abzentrifugiert, die
Uberstande verworfen und die Zellen mit 5ml HBSS-HEPES-Medium in PBS neu

aufgenommen. Eine standige Kuhlung auf etwa 4C war gewaébhrleistet.

Um die zu identifizierenden Tumorzellen mit stammzellartigen Eigenschaften aus der
heterogenen Zellsuspension isolieren zu kénnen, wurden die vorbereiteten Zellen im
Durchflusszytometer ,MoFlo’ (Becton Dickinson) des Zellsortierservices des Instituts
fur Molekulare Immunologie des HelmholtzZentrum muanchen, Serviceeinheit
Monoklonale Antikorper, analysiert und zur weiteren Kultivierung in sterile Gefasse
sortiert. Parallel zum Sortierprozess erfolgte die Quantifizierung der gesorteten

Zellen.

934 Statistik

FOr statistische Auswertungen im Rahmen der Zellvitalitdtsassays wurde die
Software SPSS 17.0.2 verwendet. Diese diente auch zur Erstellung der Abbildungen
der colony formation assays sowie der Zellvitalitdtsversuche. Es wurden die nicht-
parametrischen Testverfahren nach Mann-Whitney-U und nach Friedmann fir die
Auswertung der Zellvitalitatsassays herangezogen und eine statistische Signifikanz
wurde unter der Bedingung p<= 0,05 angenommen. Fir die colony formation assays
wurde eine rein deskriptive Auswertung und grafische Aufarbeitung mittels Boxplots

und Balkendiagrammen (Software: Microsoft Excel) gewahlt.
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10. Ergebnisse

10.1 Colony formation assays

Kontrolle Bestrahlung

Abb. 6: Beispielbilder Zellkulturschalen colony formation a ssays (colony assays) :
Computerscan von 10cm-Zellkulturtragern mit gefarbten Kolonien der Zelllinie LN 18 unter
Standardkulturbedingungen ohne Bestrahlung (Kontrolle;links) und mit Bestrahlung mit einer
Dosis von 6Gy Rontgenstrahlung (Bestrahlung;rechts) nach 14téagiger Inkubation und
anschlieRender Fixierung und Farbung mittels Diff-Quik ®-Lésung zur Veranschaulichung des
kolonierelevanten Effekts der Bestrahlung. Die Auswertung erfolgte fur alle Zellinien geman
Punkt 9.2.3.

Ergebnisse Zelllinie LN 18:
Alleinige Bestrahlung minderte die Kolonienanzahl um 20%. LY294002 und

kombinierte Bestrahlung dezimierten die Kolonieanzahl um 82%. Unter Rapamycin
und Bestrahlung war eine Minderung auf 46% zu verzeichnen, unter Bestrahlung und
Tyrphostin AG1478 auf 92%.
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Anzahl Anzahl . .
) ) Anzahl Kolonien | Anzahl Kolonien
LN 18 Kolonien Kolonien _ _
unbestrahlt in % bestrahlt in %
unbestrahlt bestrahlt
Kontrolle 875 702 100 80
LY294002 281 51 100 18
Rapamycin 1260 580 100 46
Tyrphostin AG1478 787 722 100 92
Tab. 8: Ergebnisse des colony assays der Zelllinie LN 18
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Zelllinie und Behandlung

Abb. 7: Grafische Darstellung des colony assays der Zelllin ie LN 18:

Die Abbildung enthalt Boxplots mit Median, 25% und 75%-Quartilen sowie Minima und

Maxima.
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Abb. 8: Grafische Darstellung der prozentualen Ergebnisse f

ar LN 18:

Die Abbildung veranschaulicht den Effekt kombinierter Strahlen- und Chemotherapie im

Vergleich zu alleiniger Chemoinhibition bzw. alleiniger Bestrahlung.

Ergebnisse Zelllinie LN 229:

Bestrahlung alleine verminderte die Kolonienanzahl um 55%. Unter dem Einfluss von

LY294002 und Bestrahlung fand sich eine klonogene Uberlebensrate von 31%, unter

Rapamycin von 53% und unter Tyrphostin AG1478 von 46%.

Anzahl Anzahl ) .
] ] Anzahl Kolonien Anzahl Kolonien
LN 229 Kolonien Kolonien . )
unbestrahlt in % bestrahlt in %
unbestrahlt bestrahlt
Kontrolle 2292 1040 100 45
LY294002 498 154 100 31
Rapamycin 2011 1057 100 53
Tyrphostin AG1478 787 359 100 46
Tab. 9: Ergebnisse des colony assays der Zelllinie LN 229
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Anzahl Kolonien

Abb. 9: Grafische Darstellung des colony assays der Zelllin
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Zelllinie und Behandlung
ie LN 229:

Die Abbildung enthalt Boxplots mit Median, 25% und 75%-Quartilen sowie Minima

und Maxima.
LN 229
120 100 @ Chemoinhibition / Keine
100 - Bestrahlung
S 80 - m Alleinige Bestrahlung
& 60 53
S 45 46 0O LY294002 + Bestrahlung
4
N 40 31
20 O Rapamycin + Bestrahlung
0 m Tyrphostin AG1478 +
Behandlung Bestrahlung

Abb. 10: Grafische Darstellung der prozentualen Ergebnisse f

ur LN 229:

Die Abbildung veranschaulicht den Effekt kombinierter Strahlen- und Chemotherapie im

Vergleich zu alleiniger Chemoinhibition bzw. alleiniger Bestrahlung.
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Ergebnisse Zelllinie G 139:

Alleinige Bestrahlung reduzierte die Kolonienanzahl auf 69%.

LY294002 und

Bestrahlung verminderte das klonogene Uberleben um 66%. Der Wert fir

Bestrahlung und Rapamycin betrug 28%, bei Bestrahlung und Tyrphostin AG1478

37%.
Anzahl Anzahl . .
] ) Anzahl Kolonien Anzahl Kolonien
G 139 Kolonien Kolonien ) )
unbestrahlt in % bestrahlt in %
unbestrahlt bestrahlt
Kontrolle 1384 951 100 69
LY294002 125 42 100 34
Rapamycin 1119 803 100 72
Tyrphostin AG1478 168 105 100 63
Tab. 10: Ergebnisse des colony assays der Zelllini e G 139
2500
2000
<
2
€ 1500 —
—g —
4
= L]
N 1000 —
< ==
500
0 T T T S T T T T
@ @ @ (@) (@) ® @ @
2 & 8 8 B8 B8 8 8
2 &) < < & & 3 3
= 2 c o B IS g) g
= = > @ = =3 = &
o o 2 g = 2 o =
S g s = @ g 5 s
g 2 = 8 = = -
= £ = -
% =3

Zelllinie und Behandlung

Abb. 11: Grafische Darstellung des colony assays der Zelllin ie G 139:

Die Abbildung enthalt Boxplots mit Median, 25% und 75%-Quartilen sowie Minima

und Maxima.
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G 139

120 100 O Chemoinhibition / Keine
100 Bestrahlung
S 80 m Alleinige Bestrahlung
c
< 60 O LY294002 + Bestrahlung
4
N 40 .
20 O Rapamycin + Bestrahlung
0

W Tyrphostin AG1478 +
Behandlung Bestrahlung

Abb. 12: Grafische Darstellung der prozentualen Er  gebnisse fir G 139:
Die Abbildung veranschaulicht den Effekt kombinierter Strahlen- und Chemotherapie im

Vergleich zu alleiniger Chemoinhibition bzw. alleiniger Bestrahlung.

Ergebnisse Zelllinie LNZ 308:

Unter Bestrahlung von LNZ 308 kam es zu einer Minderung der Kolonien auf 47%.

Bei LY294002 war eine Minderung unter gleichzeitiger Bestrahlung um 80%, bei
Rapamycin und Bestrahlung um 78% zu verzeichnen. Tyrphostin AG1478 und

Bestrahlung fuhrten zu einer Reduktion auf 47%.

Anzahl Anzahl
Anzahl Kolonien Anzahl Kolonien
LNZ 308 Kolonien Kolonien
unbestrahlt in % bestrahlt in %
unbestrahlt bestrahlt
Kontrolle 1517 717 100 47
LY294002 251 50 100 20
Rapamycin 1070 230 100 22
Tyrphostin AG1478 1380 647 1000 a7

Tab. 11: Ergebnisse des colony assays der Zelllini e LNZ 308
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Anzahl Kolonien

Abb. 13: Grafische Darstellung des colony assays d
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er Zelllinie LNZ 308:

Die Abbildung enthalt Boxplots mit Median, 25% und 75%-Quartilen sowie Minima

und Maxima.
LNZ 308
120 100 @ Chemoinhibiton / Keine
100 - Bestrahlung
c | Alleinige Bestrahlung
S 80
5
S 60 0O LY294002 + Bestrahlung
e 40 A
° 20 | 20 22 O Rapamycin + Bestrahlung
0 m Tyrphostin AG1478 +
Behandlung Bestrahlung

Abb. 14: Grafische Darstellung der prozentualen Er

gebnisse fur LNZ 308:

Die Abbildung veranschaulicht den Effekt kombinierter Strahlen- und Chemotherapie im

Vergleich zu alleiniger Chemoinhibition bzw. alleiniger Bestrahlung.
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10.2 Zellvitalitatsassays

Bei LN 18 stiegen die Messwerte der unbehandelten Kontrolle linear an, unter
Bestrahlung war der Verlauf zu allen Zeitpunkten vermindert. Alle Messwerte mit
Chemoinhibitoren lagen unter den Kontrollniveaus. LY294002 ohne und mit
Bestrahlung ergaben sich keine Unterschiede. Behandlung mit Rapamycin alleine
zeigte eine Senke bei 48h gegeniber der kombinierten Bestrahlung. Mit Tyrphostin

AG1478 ergaben sich Uber die genannten Zeitpunkte stabil niedrige Level.

LN 18

unbestrahlt

bestrahlt

Kontrolle 24h

0,605 (0,008)

0,499 (0,019)

Kontrolle 48h

1,377 (0,011)

0,993 (0,042)

Kontrolle 72h

1,787 (0,023)

1,174 (0,036)

LY294002 24h

0,335 (0,022)

0,286 (0,014)

LY294002 48h

0,299 (0,027)

0,291 (0,026)

LY294002 72h

0,304 (0,008)

0,306 (0,012)

Rapamycin 24h

0,432 (0,037)

0,315 (0,023)

Rapamycin 48h 0,318 (0,034) 0,31 (0,016)
Rapamycin 72h 0,415 (0,016) 0,412 (0,016)
Tyrphostin AG1478 24h 0,46 (0,017) 0,39 (0,02)

Tyrphostin AG1478 48h

0,358 (0,031)

0,352 (0,022)

Tyrphostin AG1478 72h

0,371 (0,039)

0,359 (0,022)

Tab. 12: Extinktionsmesswerte LN 18

Standardabweichungen in Klammern.
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Zelllinie und Behandlung

Abb. 15: Grafische Darstellung der Messwerte aus T ab. 16: Boxplots mit Median, 25%
und 75%-Quartilen sowie Minima und Maxima. Einzelwerte sind Ausreil3er; deren Wert

entspricht nicht Extinktionsmesswerten, sondern internen Parametern der Grafiksoftware.

Bei der Zelllinie LN 229 zeigte sich ein zu LN 18 &hnlicher Messwerteverlauf der
unbestrahlten und bestrahlten Kontrollen, allerdings lagen die Messwerte insgesamt
auf niedrigerem Niveau. Messwerte fir LY294002 ohne und mit Bestrahlung hatten
einen linear steigenden Verlauf. Fir Rapamycin ergab sich ein zu LY294002
ahnlicher Verlauf, allerdings flacher. Tyrphostin AG1478 zeigte unabhangig von
Bestrahlung einen tendenziell fallenden Messwerteverlauf, der ohne kombinierte

Bestrahlung flacher verlief.
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LN 229

unbestrahlt

Bestrahlt

Kontrolle 24h

0,249 (0,004)

0,224 (0,003)

Kontrolle 48h

0,493 (0,009)

0,396 (0,005)

Kontrolle 72h

0,848 (0,015)

0,549 (0,006)

LY294002 24h

0,201 (0,005)

0,219 (0,014)

LY294002 48h

0,298 (0,05)

0,294 (0,028)

LY294002 72h

0,423 (0,077)

0,411 (0,008)

Rapamycin 24h

0,294 (0,016)

0,261 (0,018)

Rapamycin 48h

0,279 (0,03)

0,283 (0,015

Rapamycin 72h

0,332 (0,047)

0,337 (0,018)

Tyrphostin AG1478 24h

0,253 (0,004)

0,324 (0,012)

Tyrphostin AG1478 48h

0,297 (0,048)

0,284 (0,007)

Tyrphostin AG1478 72h

0,253 (0,037)

0,245 (0,015)

Tab. 13: Extinktionsmesswerte LN 229

Standardabweichungen in Klammern.
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Abb. 16: Grafische Darstellung der Messwerte aus T

entspricht nicht Extinktionsmesswerten, sondern internen Parametern der Grafiksoftware.

ab. 17: Boxplots mit Median, 25%

und 75%-Quartilen sowie Minima und Maxima. Einzelwerte sind Ausreil3er; deren Wert
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Bei G_139 waren fur unbestrahlte Kontrollen héhere Messwerte im Vergleich zur
bestrahlten Kontrolle ermittelbar. Messwerte bei LY294002 zeigten sowohl
unbestrahlt als auch bestrahlt keine Unterschiede, die 72h-Werte fur LY294002 mit
und ohne Bestrahlung waren hoher als die unbestrahlte Kontrolle. Fir Rapamycin
alleine zeigte sich ein flacherer Verlauf im Vergleich zu Rapamycin und Bestrahlung,
insgesamt fur bestrahlte und nichtbestrahlte Gruppen mit dem niedrigsten
Messwerteniveau gegenuber allen anderen Chemoinhibitoren und Kontrollen. Bei
Tyrphostin AG1478 wurde ein zu LY294002 und zur unbestrahlten Kontrolle nahezu

identischer Verlauf ermittelt.

G 139

unbestrahlt

bestrahlt

Kontrolle 24h

0,182 (0,024)

0,172 (0,005)

Kontrolle 48h

0,261 (0,013)

0,207 (0,008)

Kontrolle 72h

0,291 (0,055)

0,237 (0,013)

LY294002 24h

0,151 (0,008)

0,153 (0,01)

LY294002 48h

0,219 (0,005)

0,21 (0,016)

LY294002 72h

0,274 (0,019)

0,286 (0,011)

Rapamycin 24h

0,107 (0,005)

0,125 (0,006)

Rapamycin 48h

0,144 (0,007)

0,147 (0,01)

Rapamycin 72h

0,184 (0,008)

0,169 (0,001)

Tyrphostin AG1478 24h

0,149 (0,007)

0,165 (0,006)

Tyrphostin AG1478 48h

0,218 (0,019)

0,214 (0,008)

Tyrphostin AG1478 72h

0,299 (0,009)

0,279 (0,007)

Tab. 14: Extinktionsmesswerte G 139

Standardabweichungen in Klammern.
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Abb. 17: Grafische Darstellung der Messwerte aus T ab. 18: Boxplots mit Median, 25%
und 75%-Quartilen sowie Minima und Maxima. Einzelwerte sind Ausreil3er; deren Wert

entspricht nicht Extinktionsmesswerten, sondern internen Parametern der Grafiksoftware.

Bei der Zelllinie LNZ 308 konnten fur beide Kontrollgruppen nahezu keine
Unterschiede ermittelt werden. Unter LY294002 war der Verlauf &hnlich zu den
entsprechenden Kontrollen mit hoheren Messwerten und unabhangig von
Bestrahlung bei 72h. Unter Rapamycin mit Bestrahlung war der messwerteverlauf
flacher als bei der bestrahlten Kontrolle, Rapamycin alleine war ohne wesentlichen
Unterschied zu beiden Kontrollen. Tyrphostin AG1478 wiederum d&hnelte im
zeitlichen Verlauf LY294002 und lag fir unbestrahlte und bestrahlte Zellen bei 72h

sowohl Uber dem Kontrolllevel als auch tGber den Messwerten bei LY294002.
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LNZ 308

unbestrahlt

bestrahlt

Kontrolle 24h

0,131 (0,001)

0,129 (0,009)

Kontrolle 48h

0,194 (0,001)

0,170 (0,028)

Kontrolle 72h

0,219 (0,014)

0,219 (0,014)

LY294002 24h

0,148 (0,005)

0,159 (0,007)

LY294002 48h

0,213 (0,005)

0,197 (0,016)

LY294002 72h

0,293 (0,015)

0,292 (0,025)

Rapamycin 24h

0,124 (0,007)

0,133 (0,005)

Rapamycin 48h

0,162 (0,004)

0,161 (0,004)

Rapamycin 72h

0,208 (0,007)

0,189 (0,009)

Tyrphostin AG1478 24h

0,159 (0,004)

0,159 (0,005)

Tyrphostin AG1478 48h

0,188 (0,024)

0,228 (0,008)

Tyrphostin AG1478 72h

0,308 (0,014)

0,308 (0,014)

Tab. 15: Extinktionsmesswerte LNZ 308

Standardabweichungen in Klammern.

05 [l Messung24h
B Messung48h
[IMessung72h
0,4 9
c
5 | 031 Booa g
g 65
[ 86
= 69 o ¥
D] 0.2 B < &9 T g i . &E
862 = % = ; . *1 O1
> & & - 101 = 115
0,1 C
0,0 [ [ [ [ [ [ [ [
- - - - - - - -
Z Z Z Z Z Z Z Z
N N N N N N N N
IR w © © w © w ©
S S S S S S S S
&® ® ® ® ® ® ® ®
r r > > A A
< < a;? n%j ") ") o) o)
o ° e 3 3J
9] D [ o g =1
@ o & S g
) o = o o
z & 5 g 5
= = 9
o Q
2 o
=

Zelllinie und Behandlung

Abb. 18: Grafische Darstellung der Messwerte aus T ab. 19: Boxplots mit Median, 25%
und 75%-Quartilen sowie Minima und Maxima. Einzelzahlen sind AusreiRer; deren Wert

entspricht nicht Extinktionsmesswerten, sondern internen Parametern der Grafiksoftware.
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10.3 Western Blot Analysen

Fur die Western Blot Analysen aller Zelllinien waren in mehrfachen Versuchen keine

Blotbanden fir Phospho-p70S6-Kinase nachweisbar. Fir jede Analyse wurde a-

Tubulin als Ladekontrolle mitgefuhrt.

Western Blot Analyse EGFR, p53, PTEN und p-Akt (Ser

473):

Die Charakterisierung der Zelllinien LN 18, LN 229, LNZ 308 und G 139 mittels
Western Blots erbrachte den in Tab. 3 dokumentierten Status fur die Expression des
EGF-Rezeptors, des PTEN- und p53-Proteins und von Phospho-Akt (p-Akt / Ser

473):

8T N1

6<¢ N1
80€ ZN1
6ET O

' ¥
|

— - -

EGFR

p53

PTEN

p-Akt
(Ser 473)

Abb. 19: Western Blot der Zelllinien LN18, LN 229, G 139 und LNZ 308 fir EGFR,

PTEN, p53 und Phospho-Akt (p-Akt /Ser 473)
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Phosphorylierung der Proteinkinase B (Akt):

Eingesetzte Antikorper zur Detektion des phosphorylierten Akt wurden als Bande im

Bereich von 60kDa sichtbar:

Die Zelllinie LN 18 zeigte ohne Bestrahlung eine Aktivierung nach 1h. Mit
Bestrahlung bei 1h und 48h. Bei LY294002 konnten unabh&ngig von Bestrahlung
keine Banden nachgewiesen werden. Unter Rapamycin waren ohne Bestrahlung
nach 1h, 12h und 24h Banden detektierbar. Fir Tyrphostin AG1478 war ohne
Bestrahlung eine Aktivierung nach 1h und 24h sichtbar. Unter Bestrahlung und
Tyrphostin AG1478 war eine starke Bande bei 12h erkennbar.

Kontrolle LY294002 Rapamycin AG1478
- - - - 1h unbestrahlt

12h unbestrahlt

24h unbestrahlt

Kontrolle LY294002 Rapamycin AG1478

- - - - 1h bestrahlt
- - - - 12h bestrahlt
- - - - 24h bestrahlt
- - - - 48h bestrahlt

Abb. 20: Ubersicht p-Akt Zelllinie LN 18
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Bei der Zelllinie LN_229 konnten fir die Kontrolle ohne Bestrahlung Uber alle
Zeitpunkte immunreaktive Banden gesehen werden, am starksten bei 24h und 48h.
Unter Bestrahlung zeigte die Kontrolle einen &hnlichen Verlauf, nur schwacher. Fur
LY294002 mit und ohne Bestrahlung zeigten sich bei 24h und 48h Banden. Unter
Rapamycin alleine wurde eine Aktivierung nach 1h ermittelt mit abnehmender
Intensitat bis 48h. Wurde zusatzlich bestrahlt, zeigte sich eine ahnliche Aktivierung,
allerdings am starksten bei 24h. Tyrphostin AG1478 fuhrte ohne Bestrahlung zur
starksten Aktivierung bei 48h, mit Bestrahlung zu ahnlichen Banden wie Rapamycin

und Bestrahlung.

Kontrolle LY294002 Rapamycin AG1478

Kontrolle  LY294002 Rapamycin AG1478

Abb. 21: Ubersicht p-Akt Zelllinie LN 229

48h unbestrahlt

24h bestrahlt

48h bestrahlt
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Die Kontrollen der Zelllinie G_139 zeigten ohne und mit Bestrahlung intensive
Banden. Bei alleiniger Bestrahlung waren fur 12h und 24h schwéchere Intensitaten
sichtbar. LY294002 alleine fuhrte mit und ohne Bestrahlung bei 48h zu einer
Aktivierung, schwacher unter Bestrahlung. Fir Rapamycin alleine kam es zu zwei
Aktivierungsspitzen bei 1h und bei 48h. Bestrahlung und Rapamycin zeigte &hnliche
Banden, allerdings starker bei 1h. Mit Tyrphostin AG1478 ergab sich ein &hnlicher
Verlauf wie bei Rapamycin. Hier war die Intensitéat bei 1h deutlicher und bei 12h und
24h konnten immunreaktive Banden gesehen werden. Tyrphostin AG1478 und
Bestrahlung war gleich zur unbestrahlten Fraktion, allerdings mit geringerer

Bandenintensitat.

Kontrolle LY294002 Rapamycin AG1478

- - - - 12h unbestrahlt
- - - - 24h unbestrahlt
- - - - 48h unbestrahlt

Kontrolle LY294002 Rapamycin AG1478

- - - - 1h bestrahlt

Abb. 22: Ubersicht p-Akt Zelllinie G 139
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Bei LNZ 308 waren intensive Aktivierungen sichtbar, deutlicher unter alleiniger
Bestrahlung. Unter LY294002 lieBen sich unabhéngig von einer kombinierten
Bestrahlung schwache Banden nachweisen. Rapamycin zeigte mit und ohne
Bestrahlung gleichbleibend intensive Banden bis 48h, ebenso wie Tyrphostin
AG1478.

Kontrolle  LY294002 Rapamycin AG1478

- - - - 1h unbestrahlt
- - - - 12h unbestrahlt
- - - - 24h unbestrahlt
- - - - 48h unbestrahlt

Kontrolle LY294002 Rapamycin AG1478

- - - - 1h bestrahlt
- - - - 12h bestrahlt

Abb. 23: Ubersicht p-Akt Zelllinie  LNZ 308

Phosphorylierung der MAP-Kinase:

Antikdrper gegen phosphorylierte MAP-Kinase reagierten als Doppelbande in den
Bereichen von 42 und 44 kDa:
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Die Zelllinie LN 18 zeigte ohne Bestrahlung fur 12h eine Aktivierung fur p-MAPK,
unter Bestrahlung waren fur 1h und schwach fir 12h markierte Doppelbanden
nachweisbar. Fiur LY294002 alleine zeigten sich Intensitaten bis 48h, am starksten
bei 12h und 24h. Mit Bestrahlung kein Nachweis von Banden. Mit Rapamycin alleine
wurde ein Auftreten von Banden bei 1h und 24h sichtbar, bei kombinierter
Bestrahlung bei 12h. Fur die Behandlung mit Tyrphostin AG1478 konnten
immunreaktive Banden bei 1h und 24h gesehen werden, unter komplementarer
Bestrahlung bei 12h.

Kontrolle LY294002 Rapamycin AG1478

Kontrolle LY294002 Rapamycin AG1478

- - - - 1h bestrahlt
- - - - 12h bestrahlt

Abb. 24: Ubersicht p-p 44/42-MAPK Zelllinie LN 18

1h unbestrahlt

72



Bei LN 229 waren fir unbestrahlte und bestrahlte Kontrollen intensive Banden
detektierbar, schwéacher jedoch unter Bestrahlung. LY294002 alleine zeigte starkere
Aktivierungen bei 1h und 24h, dazwischen schwache Aktivierungen. Mit kombinierter
bestrahlung waren keine wesentlichen Unterschiede sichtbar. Rapamycin alleine
fuhrte bei 1h zur deutlichsten Intensitat, mit Bestrahlung bei 24h. Bei Behandlung mit
Tyrphostin AG1478 waren sehr schwache Banden bei 12h und 48h nachweisbar,
unter kombinierter Bestrahlung bei 24h und 48h.

Kontrolle LY294002 Rapamycin AG1478

- - - - 1h unbestrahlt
- - - - 12h unbestrahlt
- - - - 24h unbestrahlt
- - - - 48h unbestrahlt

Kontrolle  LY294002 Rapamycin AG1478

Abb. 25: Ubersicht p-p 44/42-MAPK Zelllinie LN 229

12h bestrahlt

24h bestrahlt
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Bei G 139 waren unbestrahlt bei 1h und 12h Banden detektierbar, bei 24h noch
schwach. Unter Bestrahlung waren keine Banden sichtbar. Unter LY294002 waren
Banden bei 1h und 12h sichtbar, unter kombinierter Bestrahlung bei 12h. Fur
Rapamycin ergab sich bei 1h ein eine schwache Bande, unter kombinierter
Bestrahlung einen intensive Bande bei 1h. Tyrphostin AG1478 zeigte bei 1h und bei
48h immunreaktive Banden, sonst keine.

Kontrolle  LY294002 Rapamycin AG1478

- - - - 12h unbestrahlt
- - - - 24h unbestrahlt

Kontrolle  LY294002 Rapamycin AG1478

- - - - 24h bestrahlt
- - - - 48h bestrahlt

Abb. 26: Ubersicht p-p 44/42-MAPK Zelllinie G 139

Die Zelllinie LNZ 308 zeigte unbestrahlt starke Bandenintensitaten bis 48h. Unter
Bestrahlung bei 1h, danach schwacher bis 48h. LY294002 alleine zeigte bei 1h und
24h intensive Nachweise von Banden, bei 12h und 48h schwacher. LY294002 und
Bestrahlung erbrachte bei 1h eine intensive Bande, bei 12h bis 48h schwachere
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Banden. Unter Rapamycin alleine konnten Markierungen bis 24h nachgewiesen
werden. Rapamycin und Bestrahlung zeigten deutlichere Banden, die bis 48
durchgéangig waren. Bei Tyrphostin AG1478 konnten mit und ohne Bestrahlung bei
1h und 12h immunreaktive Nachweise gezeigt werden, unter Bestrahlung iinsgesamt

intensiver.

Kontrolle LY294002 Rapamycin AG1478

- - - - 1h unbestrahlt
- - - - 12h unbestrahlt
- - - - 24h unbestrahlt
- - - - 48h unbestrahlt
Kontrolle LY294002 Rapamycin AG1478

- - - - 12h bestrahlt

- - - - 24h bestrahlt

Abb. 27: Ubersicht p-p-44/42-MAPK Zelllinie LNZ30 8
10.4 Neurospharenkultur
In umfangreichen Vorexperimenten zeigte sich, dass die Zelllinie LN 18 als einzige

der Zelllinien Uber mehrere Passagen stabile Neurosphéarenkulturen ausbildete. Die
Zelllinie LNZ 308 zeigte ebenfalls initial eine Spharoidbildung unter
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Stimulationsbedingungen, verlor diese Eigenschaft nach 1 bis 2 Passagen jedoch

wieder. Die Zelllinien LN 229 und G 139 zeigten keine Neurospharenbildung.

Kontrolle (FCS-Medium) nach 2-4 Tagen Inkubation
(N2-Medium)

nach 6-10 Tagen Inkubation nach 14 Tagen Inkubation
(N2-Medium) (N2-Medium)

Abb. 28: Zellmorphologie nach 2-4, 6-10 und 14 Tag en Inkubation in N2-Medium:
Mikroskopische Phasenkontrastaufnahmen der Zelllinie LN 18 nach Durchfihrung geman
Punkt 9.2.9. Die Entwicklung sphérischer Zellkonglomerate in Neurobasalkultivierung wurde
im  zeitlichen  Verlauf dokumentiert. Vergleichsaufnahme der Kontrolle unter
Standardbedingungen (FCS-Medium).
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10.5 Neuronale Differenzierung

Bei der Untersuchung des Differenzierungspotentials zeigten sich bei der Zelllinie LN
18 rote BllI-Tubulin-Immunfluoreszenzen:

Abb. 29: BlII-Tubulin Immunfluoreszenz LN 18:

Konfokale Fluoreszenzaufnahmen nach Durchfiihrung gemafi Punkte 9.3 und 9.3.1.

10.6 Immunfluoreszenz Nestin

Der Nachweis von Stammzell-Expressionsmarkern ergab rotfluoreszierende Nestin-
Antikdrperbindungen bei der Zelllinie LN 18:

Abb. 30: Immunfluoreszenz Nestin LN 18:

Konfokale Fluoreszenzaufnahmen nach Durchfiihrung geman Punkt 9.3.2.
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10.7 Prominin 1/CD133 Proteinexpression

Fur die Zelllinie LN 18 waren grine CD133-Immunfluoreszenzen detektierbar (ca.

10% aller ausgezahlten Zellen je Gesichtsfeld):

Abb. 31: Prominin 1/CD133 Immunfluoreszenz LN 18:

Konfokale Fluoreszenzaufnahmen nach Durchfiihrung geman Punkt 9.3.2.

10.8 Nachweis einer Side Population mittels FACS-  Analyse

Das Prinzip der Durchflusszyometrie bzw. der fluoreszenzgestitzten Zellsortierung
(fluorescence activated cell sorting als geschutzter Handelsmarkenbegriff der Firma
Becton Dickinson, NJ, USA) nutzt die Eigenschaften von Zellen, optische Signale
nach Passage eines Laserstrahles emittieren zu kénnen. Dabei werden Zellen einer
Einzelzellsuspension Uber eine Kapillare und eine Sensoreinheit einem Laserstrahl
ausgesetzt, wobei die Zellen in Abhangigkeit ihrer Grof3e und Granularitat den
durchgelenkten Lichtstrahl unterschiedlich streuen. Diese Streuung wird detektiert
und dient zur Unterscheidung der Zellen. Eine weitreichendere Unterscheidung
verschiedener Zellen ist durch die Anreicherung bzw. Markierung mit
Fluoreszenzfarbstoffen (Fluorophore) bzw. fluoreszierenden Antikbrpern moglich.
Fluorophore binden an zellspezifische Elemente (Oberflachenproteine oder DNA)
und lassen sich Uber Laserstrahlen spezifischer Wellenldangen anregen, Licht
charakteristischer Wellenlangen zu emittieren. Dies dient ebenfalls zur Detektion und
kann dariber hinaus zur Sortierung der einzelnen Zellen verwendet werden

(Homepage Heinrich-Heine Universitat Dusseldorf, Institut fir Funktionelle
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Genomforschung, 2008 / HelmholtzZentrum Munchen, Institut fur Molekulare

Immunologie, Zellsortierservice, 2007).

Side Population Zellen entfernen Hoechst 33342 aktiv aus dem Zytoplasma. Dies
ergibt eine geringere Emmission fur Hoechst 33342 im Vergleich zu Non-Side

Population Zellen, deren kerngebundene Konzentration von Hoechst 33342 hoher

ausfallt.
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Abb. 32: Zweiparametrische FACS-Analyse  der Uber Hoechst 33342 markierten LN 18
Gliomzelllinie. Die Anregung erfolgte Uber Argon-Laser im Ultraviolett-Wellenlangenbereich
von 351+364nm, die Emmissionsfluoreszenz wurde Uber Hoechst-Rot (X-Achse) und
Hoechst-Blau (Y-Achse) in den Bereichen 670nm bzw. 480nm Wellenlangen mit BP-Filtern
(Breitpass) detektiert. Die initial zugefiihrte Zellmenge lag bei ca. 1x10° Zellen der
heterogenen Zellsuspension, analysiert und gesortet wurde ein Anteil von ca. 6x10°
respektive 6% Zellen der Side Population, die als blau umrandete Fraktion dargestellt ist.

ABC-Transporter lieRBen sich durch Verapamil inhibieren. Dies fuhrte in der Analyse zum
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Verschwinden der Side Population. Avitale Zellen (ca. 11%) wurden mit Propidiumjodid

(1pg/ml) gegenmarkiert und aus der Analyse ausgeschlossen.

10.9

Ergebnisse Side Population LN 18:

Colony formation assay Side Population LN 18

Eine Bestrahlung verminderte die klonogene Uberlebensrate der FCS-kultivierten LN

18 Side Population um 63%, der N2-kultivierten Side Population um 99%.

Anzahl Anzahl
Anzahl Kolonien Anzahl Kolonien
LN 18 Kolonien Kolonien
unbestrahlt in % bestrahlt in %
unbestrahlt bestrahlt
SP FCS-Medium 2275 835 100 37
SP N2-Medium 1820 181 100 1

Tab. 16: Ergebnisse des colony assays zur Side Pop

2500

2000

Anzahl Kolonien

Abb. 33: Grafische Darstellung des colony assays der LN 18 S
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Zelllinie und Behandlung

ide Population:

Die Abbildung enthalt Boxplots mit Median, 25% und 75%-Quartilen sowie Minima und

Maxima. Dargestellt ist die Kolonienzéhlung ohne Bestrahlung und nach Radiatio mit 6Gy fur

die Fraktionen unter Standard- (FCS-Medium) und unter Neurobasalkultivierung (N2-

Medium).
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Abb. 34: Grafische Darstellung der prozentualen Erg ebnisse zur LN 18 Side
Population: Die Abbildung veranschaulicht den Effekt der Bestrahlung unter FCS- oder N2-

Kultivierung.

11.0 Zellvitalitatsassay Side Population LN 18

Die unter Standardbedingungen kultivierten Fraktionen zeigten bei 24h und 48h
bestrahlt wie unbestrahlt héhere Messwerte als die entsprechenden, mit
Neurobasalmedium kultivierten Fraktionen.

Bei 72h zeigten sich sowohl bei der bestrahlten als auch unbestrahlten, FCS-
kultivierten Fraktion niedrigere Messwerte als bei 24h und fir die bestrahlte Gruppe
niedriger als fur die bestrahlte Fraktion unter N2-Medium.

Im Vergleich der N2-kultivierten Fraktionen war eine bis 72h zunehmend hdhere
Zellvitalitat der bestrahlten Gruppe messbar, die Zunahme der Zellvitalitdt der

unbestrahlten N2-Fraktion war geringer, der Verlauf flacher.

SP (FCS-Medium) unbestrahlt bestrahlt
24h 0,136 (0,004) 0,129 (0,003)
48h 0,203 (0,007) 0,193 (0,007)
72h 0,174 (0,003) 0,156 (0,006)
SP (N2-Medium)
24h 0,095 (0,002) 0,089 (0,003)
48h 0,134 (0,003) 0,141 (0,006)
72h 0,172 (0,004) 0,199 (0,006)

Tab. 17: Extinktionsmesswerte der LN 18 Side Popul

Standardabweichungen in Klammern.

ation (FCS vs. N2-Medium)
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Abb. 35: Grafische Darstellung der Messwerte aus T
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und 75%-Quartilen sowie Minima und Maxima. Einzelwerte sind Ausreil3er.

ab. 21: Boxplots mit Median, 25%
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12. Diskussion

12.1 Einleitung

Glioblastome sind mit mehr als 60% die h&aufigsten malignen Neoplasien des
Zentralen Nervensystems (Ohgaki und Kleihues, 2007) und stellen ungeachtet aller
bisherigen Bemuhungen in Forschung und Klinik eine verheerende Diagnose fur
Betroffene dar. Die Tumorlokalitat, das hochinfiltrative und diffuse Wachstum sowie
die Behandlungsresistenz und Rezidivfreudigkeit schranken die
Therapiemdglichkeiten stark ein und limitieren das Uberleben der Patienten
(Stummer et al., 2008 / Pichlmeier et al., 2008 / Tait et al., 2007 / Lacroix et al. 2001).

Obwohl die genaue Ursache der malignen Entartung nach wie vor ungeklart ist,
konnte neben genetischen und epigenetischen Faktoren wie Dbeispielsweise
Mutationen im Bereich des TP53-Tumorsuppressorgens (Tohma et al., 1998) eine
wesentliche Beteiligung veranderter, intrazellularer Signaltransduktionswege fir das
pathobiologische Verhalten ermittelt werden. So finden sich in ca. 40 bis 50% aller
Glioblastome EGF-Rezeptor-Genamplifikationen, die mit einer verédnderten
Regulation der nachgeschalteten Signalkaskaden einhergehen (Schlegel et al.,
1994). Einer konstitutiven Aktivierung etwa, beispielsweise des Proteinkinase B/Akt-
Signalweges, kommt eine wesentliche Bedeutung in der Tumorgenese bei Gliomen
zu (Sonoda et al., 2001).

Dartber hinaus wird die in den letzten Jahren zumehmend diskutierte Hypothese der
Tumorstammzellen und ihrer hervorstechenden Eigenschaften fir die Tumorbiologie
immer starker in die Entstehung und Etablierung der Glioblastome miteinbezogen
(Singh et al, 2003). Tumorstammzellen wurden in vielen Tumoren
unterschiedlichster Gewebe identifiziert und ihre besonderen Fahigkeiten scheinen
ein zentrales Element des typischen Verhaltens der Glioblastome zu sein. So wird
beispielsweise eine erhdhte Strahlenresistenz einem gesteigerten DNA-
Reparaturmechanismus der Tumorstammzellen zugeschrieben (Bao et al., 2006).
Angesichts der bisherigen Erfahrungen scheint es erforderlich, neue
Behandlungsstrategien auf der Grundlage eines eingehenderen,

molekularbiologischen Verstandnisses dieser Tumorentitat zu erschliel3en.
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12.2 Beurteilung der Methodik

In der vorliegenden Arbeit sollte neben der proteinbiochemischen Charakterisierung
glialer humaner Tumorzellen eine funktionelle Untersuchung von Signalwegen
durchgefuihrt werden. Als experimentelle in-vitro-Testverfahren wurden daher
etablierte zellbiologische Methoden wie der colony formation assay, der
Zellvitalitdtsassay und die Western Blot Analyse gewahlt (Fu et al., 2009 / Berridge et
al., 2005 / Renart et al., 1979 / McAllister und Reed, 1968). Diese In-vitro-Modelle
sind artifizieller Natur, die Verhaltnisse werden einer vereinfachten Betrachtung
unterzogen und die Ergebnisse sind daher Gberwiegend in zellbiologischem Kontext
zu interpretieren. Dennoch sind sie gut etablierte strahlenbiologische
Untersuchungsmethoden sowol fir kurz- als auch fir langfristige Zeitraume, ihre
Durchfiuihrbarkeit und Reproduzierbarkeit machen sie einfach zu handhaben und sie
besitzen hohe Sensitivitdt und Spezifitdit im Rahmen eines relativ kostengiinstigen
Versuchsdesigns. Desweiteren kann die intrinsische, durch das Tiermodell
determinierte Stoéranfélligkeit von in-vivo-Methoden teilweise duch die Zellkultur
umgangen werden und liefert stabile Versuchsbedingungen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Tumorzellen mit experimenteller Réntgenstrahlung
von 6Gy Gesamtdosis und in Kombination mit den Chemoinhibitoren LY294002,
Rapamycin sowie Tyrphostin AG1478 behandelt und die Uberlebende Zellzahl in
Relation gesetzt zur urspringlich ausplattierten Zellzahl, die als Kolonien (Kolonie:
>= 25 Zellen) manuell lichtmikroskopisch ausgezahlt wurden.

Die applizierte Dosis der Bestrahlung orientierte sich an Vorarbeiten der eigenen
Arbeitsgruppe (Gross et al., 2005), in denen sich zwischen 4Gy und 8Gy ein
optimales Gleichgewicht aus kolonierelevantem Strahleneffekt und verwertbarem,
proliferativen Verhalten einstellte. Im klinischen Alltag werden niedrigere Dosen
appliziert (etwa 1,8Gy/Tag), dies aber Uber mehrere Tage und Uber Zeitrdume von
mehreren Wochen. Aus technischen und zeitlichen Umstanden war das verwendete
Versuchsdesign vorgegeben.

Fur die jeweilige Dosis der Chemoinhibitoren waren sowohl Vorarbeiten und
Erfahrungen der eigenen Arbeitsgruppe als auch die in der Literatur beschriebenen
Protokolle maf3geblich (Opel et al., 2008 / Semba et al., 2002 / Hu et al., 2000). Alle

eingesetzten Inhibitoren sind Standardsubstanzen zur Beeinflussung der
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Signaltransduktion, wobei Rapamycin im klinischen Alltag bei Glioblastomen
eingesetzt wird (Faivre et al., 2006).

LY294002 inhibiert die Phosphorylierung der PI3-Kinase und in geringem Umfang
der p70S6-Kinase, unbeeinflusst bleibt die MAP-Kinase (Gupta et al., 2001).
Rapamycin blockiert die Phosphorylierung und damit die Aktivierung der p70S6K
durch Komplexbildung mit mTOR bzw. Bindung an das FK506-binding-protein-12.
Daruber hinaus fuhrt es zu einem G1-Zellzyklus-Arrest (Calbiochem, Akt/PI3—Kinase
Signaling, EMD Biosciences, Merck, 2007 / Dancey, 2006 / Law, 2005). Tyrphostin
AG1478 dient als kleinmolekluarer, intrazelluléarer Inhibitor der spezifischen Blockade
des EGF-Rezeptors (ErbB1) und scheint eine ausgepragtere, hemmende Wirkung
auf Gliomzelllen mit aberranten EGF-Rezeptoren im Vergleich zu Wildtyp-EGFR zu
besitzen (Ellis et al., 2006 / Bowers et al., 2001 / Han et al., 1997).

Zur Detektion von Tumorstammzellen in den Gliomzelllinien LN 18, LN 229, G 139
und LNZ 308 wurde nach einem mehrstufigen System vorgegangen:

Im ersten Schritt wurden Zellen aller Linien neurobasalen Kultivierungsbedingungen
ausgesetzt (N2-Medium/Neurobasalmedium), um hierdurch diejenigen Zellen
identifizieren zu kénnen, deren biologisches Verhalten und Differenzierungspotential
die Zuordnung zu Stammzelleigenschaften ermoglichte. Die Ausbildung
dreidimensionaler, aggregierter Zellkonglomerate spharischer Form gilt als etablierte
Methode zur ldentifikation von Stammzellen. Das bedeutet, neurale Stammzellen
kénnen sog. Neurospharen bilden, deren Erscheinen spezifisch fir sie ist (Yang et
al., 2003). Neurosphéarenbildung konnte analog zu gesundem Gewebe in
Glioblastomen gesehen werden und dient hier ebenso als Erkennungsmerkmal fir

tumordse, maligne Stammzellen (Yang et al., 2006).

Da sich lediglich bei LN 18 stabile Neurospharenkulturen etabliert lie3en, erfolgte an
ihr exemplarisch die Immunmarkierung auf das Filamentprotein Nestin. Dieses
Intermediarfilament wird standardmafig in der Zellbiologie zum Expressionsnachweis
von Stammzellmarkern verwendet (Wiese et al., 2004). In Glioblastomen und glialen
bzw. neuroepithelialen Tumoren dient es zur der ldentifizierung stammzellartiger

Tumorzellen bzw. glialer Tumor-Vorlauferzellen (Mangiola et al., 2007).
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Im nachsten Schritt stand die Uberprifung des weiteren Differenzierungspotentials
derjenigen Zellen an, die im Neuropharenversuch stabile Konglomerate bildeten. Die
Zelllinie LN 18 wurde hierzu auf die Expression von BllI-Tubulin untersucht. Zellen,
die in der Differenzierungshierarchie bereits in Richtung neuronale Entwicklung
weiter fortgeschritten’ sind, kénnen mit der Markierung auf BlII-Tubulin gegentber
nicht-neuronalem Gewebe im adulten Gehirn abgegrenzt werden (Draberova et al.,
1998).

AnschlieBend folgte die Markierung auf den stammzellmarkierenden
Oberflachenmakrker CD133 mittles Immunfluoreszenz, die fur LN 18 positiv war. Die
Darstellung der CD133-Expression dient sowohl in gesundem, cerebralen wie auch
in maligne transformiertem Hirngewebe als Marker flr eine Stammzellcharakteristik
und steht in Verbindung mit spezifischen biologischen Stammzelleigenschaften wie
unlimitierter Selbsterneuerung, einer erhéhten Behandlungsresistenz (etwa via
erhohter Expression von ABC-Transporter-Systemen) der exprimierenden Zellen
sowie mit deren tumorinitierenden und tumorerhaltenden Eigenschaften (Perez-
Castillo et al., 2008 / Singh et al., 2003).

Eine CD133-Markierung gilt zwar seit einigen Jahren als Standardmethode, wird
jedoch in der letzten Zeit auch zunehmend kontrovers diskutiert. So konnte gezeigt
werden, dass CD133 positive wie negative Zellen beide tumorinitierende
Eigenschaften aufweisen und damit die eigentlich favorisierte Differenzierbarkeit in
sich zusammenfallt (Wang et al., 2008).

In der gleichen Arbeit von 2008 konnten Wang et al. auch zeigen, dass CD133
negative Zellen CD133 exprimierende Zellen initieren kénnen. Einige weitere
Faktoren sprechen gegen die Aussagekraft von CD133, so beispielsweise der
Oxygenierungszustand der Zellen oder unspezifische Bindungen der routinemalfig
eingesetzten Antikorper. Da eine spezifische Funktion fir CD133 bisher nicht
zufriedenstellend gezeigt werden konnte (Bidlingmaier et al., 2009), der Nachweis
einer funktionellen Eigenschaft allerdings zellbiologisch aul3erst relevant ist, werden
verstarkt andere Expressionsmerkmale fur ldentifikationstechniken gesucht. Wie
CD133 wird gegenwartig auch die Neurospharenkultur teilweise kritisch beurteilt. Die
Proliferationseigenschaften von neuronalen Stamm- bzw. Vorlauferzellen in der
Zellkultur scheint auch durch die Lokalisation des Gewebes im Gehirn beeinflusst zu
sein (Smith et al., 2003).
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Aufgrund der gelieferten Ergebnisse im Vergleich zu den anderen Gliomzelllinien war
die Zelllinie LN 18 der geeignte Kandidat fur die FACS-Analyse. Obwohl alle
Zelllinien ebenfalls durchflusszytometrisch analysiert wurden, konnte hier aul3er bei
LN 18 keine Side Population identifiziert werden (Daten nicht dargestellt). LN 18
Glioblastomzellen wurden vor der Durchflusszytometrie in einer Titrationsreihe und
angeschlossenem Zellvitalitdtstest auf die adaquate Konzentrationsmenge fur die
Markierung mit Hoechst 33342 ausgetestet, da Hoechst 33342 ab bestimmten
Konzentrationen zu zellschadigenden Effekten fuhrt (Shen et al., 2008). Abweichend
zum Protokoll nach Goodell et al. von 1996 wurde ein chemokinfreies HBSS-HEPES-

Medium fur die Untersuchungen im Durchflsszytometer verwendet.

12.3 Zusammenfassende Beurteilung der eigenen Ergeb  nisse

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Ansatzpunkte fir eine Verbesserung der
Strahlentherapie in humanen Gliomen zu identifizieren. Dabei konnte gezeigt
werden, dass die untersuchten Zelllinien LN 18, LN 229, G 139 und LNZ 308
unterschiedlich auf eine experimentelle Radiotherapie ansprachen. Die Unterschiede
schienen am ehesten durch Veranderungen in der intrazellularen Signaltransduktion
begrindet zu sein. Bei gleichzeitiger Blockade der relevanten Signalwege (EGF-
Rezeptor, PI3-Kinase und mTOR) mit spezifischen chemischen Inhibitoren fanden
sich interessante Verdnderungen im Ansprechen auf die experimentelle

Strahlentherapie.

Durch die Inhibition des mTOR-abhangigen Signalweges durch Blockade mit
Rapamycin konnte eine signifikante Reduktion der Kolonien im colony formation
assay in den Zelllinien LN 18 und LNZ 308, nicht jedoch in den anderen beiden
Linien beobachtet werden. Dieser Effekt erklart sich am ehesten tber den TP53-
Mutationsstatus in LN 18 und LNZ 308. Eine Zellzyklus-Arretierung ist nur bei
funktionell intaktem p53-Status mdoglich. Der nur temporédre G1-Block durch
Rapamycin in LN 18 und LNZ 308 fuhrt zu einem Anstieg der Zellen in der S-Phase,
in der sie vulnerabler fur die Strahlentherapie sind (Schlegel und Durchschlag, 2002).

Die Inhibition der PI3-Kinase durch LY294002 zeigte in allen Zelllinien einen

zumindest additiven Effekt zur Strahlentherapie. Am deutlichsten fiel das wiederum in
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den Zelllinien LN 18 und LNZ 308 auf, was auf einen dem Rapamycin vergleichbaren
Zellzyklus-Effekt hindeutet. Eine Blockade der PI3-Kinase scheint daher im Sinne
einer targeted therapy ein idealer Angriffspunkt flr eine Kombinationstherapie zu

sein.

Die h&aufige Uberexpression des EGFR in glialen Tumoren macht dieses Molekiil
attraktiv fur eine gezielte therapeutische Ausschaltung. Die hier untersuchten
Zelllinien zeigten einen unterschiedlichen EGFR-Status. Die Blockade des EGF-
Rezeptors war vergleichsweise maRig effektiv, was durch Mutationen in
nachgeschalteten Signalwegen, v.a. im PTEN-Status, erklarbar war. Einen Ausreil3er
bildete dabei allerdings die Zelllinie LN 18, die trotz kréaftiger EGFR-Expression und
intaktem PTEN-Status keine Veranderung zeigte. Interessanterweise wies LN 18 als
einzige Linie eine signifikante Zellpopulation mit Stammzell-Eigenschaften auf. Die
hier gezeigten Ergebnisse belegen daher, dass eine EGFR-Blockade in BTSC (Brain
Tumor Stem Cells) wenig effektiv fur eine experimentelle Radiotherapie zu sein

scheint.

12.3.1 Bestrahlung

LN 18:

Eine Bestrahlung erbrachte bei LN 18-Zellen die geringste Beeinflussung klonogenen

Uberlebens unter allen getesteten Zelllinien. Angesichts des charakteristischen
Profils der Zelllinie mit ausgepragter EGFR-Expression, konstitutiver Akt-Aktivierung
und mutiertem TP53-Gen entsprechen die Ergebnisse weitestgehend dem
Erwartungswert. Ebenfalls denkbar sind dber die konstitutive Akt-Aktivierung
verstarkte  DNA-Reparaturmechanismen, die der zellularen  Schadigung
entgegenstehen (Golding et al., 2009).

LN 229:

Eine Bestrahlung vermindete die Kolonienanzahl in der Zelllinie LN 229 am

effektivsten. Hinsichtlich ihres Profils bestehen sowohl keine EGF-Rezeptor-
Uberexpression als auch keine aberranten PTEN- und p53-Verhaltnisse. Die

Ergebnisse decken sich hier gut mit den Erwartungen.
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G 139:

Bei der G 139-Linie konnten durch experimentelle Bestrahlung, &hnlich zu LN 18,
relativ schwache Effekte gesehen werden. Die Minderung der Kolonienanzahl war
ausgepragter als bei LN 18 und schwécher als bei LN 229 und LNZ 308. Dies war

hinsichtlich des Profils von G 139 im erwarteten Bereich.

LNZ 308:

Die Ergebnisse fir LNZ 308 sind angesichts einer konsitutiven Akt-Aktivierung,
mutiertem PTEN-Status und deletiertem TP53-Gen nicht einzuordnen.
Erwartungsgemald ware eine etwa auf dem Niveau von LN 18 oder G 139 liegende
Beeinflussung gewesen. Insgesamt lag die Kolonieanzahl nach Bestrahlung jedoch
noch gering oberhalb des LN 229-Niveaus. Dies wiederum kann in das vorhandene

Profil integriert werden.

12.3.2 Chemoinhibitoren und Bestrahlung in den colo ny formation assays

LY294002 und PI3-Kinase:
Hier zeigte sich, dass LY294002 in allen Zelllinien zur deutlichsten Beeinflussung der

Klonogenitat fuhrte und der ausgepragteste Effekt bei LN 18 und etwas schwacher
bei LNZ 308 zu registrieren war. Werden die Profile von LN 18 (vergleiche Tab. 3)
und LNZ 308 miteinbezogen, so liegt deren Gemeinsamkeit in einem aberranten p53-
Status. G 139 und LN 229 liegen auf vergleichbarem Niveau, wobei beiden ein
unverandertes TP53-Gen gemeinsam ist. Durch Blockade der PI3-Kinase wird eines
der wichtigsten Elemente der Signaltransduktion geschwécht, denn PI3-Kinase-
assoziierter Signaltransduktion kommt eine elementare Rolle fir ZellgroRe- und
Zelliberlebensmechanismen in unterschiedlichsten Tumoren wie auch dem
Glioblastom zu (Faivre et al., 2006 / Chen et al., 2005).

In héheren Konzentrationen inhibiert LY294002 dartber hinaus nicht nur die PI3K,
sondern auch andere, fur die Apoptose relevante Kinasen wie die DNA-PK (DNA-
Proteinkinase). Diese Kinase wird durch Strahlenschadigungen der DNA aktiviert und
ist an Reparaturmechanismen beteiligt. Fehlt die Funktion der DNA-PK, so treten
strahlengeschadigte Zellen nicht in die Apoptose ein (Izzard et al., 1999). Opel et al.
wiesen in ihren Untersuchungen von 2008, bei denen ebenfalls LN 18 und LN 229

zum Einsatz kamen, einen Effekt fir LY294002 nach, der den Ergebnissen in der
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vorgestellten Arbeit ahnlich ist und die Bedeutung der PI3-Kinase flr
chemotherapeutisch sensitivierte Apoptose unterstreicht.

Ferner ist die Frage naheliegend, inwieweit Mutationen des Ras-Onkogens die
Signaltransduktion unter der Wirkung von LY294002 beeinflussen. Gupta et al.
demonstrierten 2001, dass LY294002 in Zusammenhang mit Ras-Mutationen zu
einer verstarkten Strahlensensibilisierung fuhrt und die Inhibition von mTOR durch
Rapamycin nicht den gleichen Effekt hervorruft. Ferner konnten Vasudevan et al. in
ihrer Arbeit von 2009 berichten, dass Mutationen in PI3KCA (phosphatidyl inositol 3-

kinase catalytic subunit) eine Akt-unabhangige Tumorgenese induzieren kénnen.

Rapamycin und mTOR:

Eine Bestrahlung unter Inhibition von mTOR fuhrte zu ausgepragteren Effekten in LN
18 und LNZ 308, die beide Uber ein verandertes TP53-Gen verfigen. Fiur LN 229
und G 139 konnte keine relevante Beeinflussung durch Rapamycin und Bestrahlung
gezeigt werden, das prozentuale Kolonieverhéltnis lag sogar kontrar zu den anderen
Zelllinien oberhalb des bestrahlten Kontroliniveaus. Im Allgemeinen wird durch
Rapamycin ein Zellzyklusarrest in der G1-Phase induziert (Dancey, 2006). Huang et
al. demonstrierten 2001, dass eine durch Rapamycin induzierte Apoptose die Folge
einer trotz mTOR-Inhibition fortschreitenden G1-Phase ist und dies durch die
Uberepxression funktioneller p53-Proteine durch Zellzyklusarrest inhibiert werden
kann. Zellen, die aber p53-insuffizient waren, konnten durch Rapamycin in wesentlich
verstarktem Mal3e in die Apoptose gebracht werden. Bestatigt wird diese These auch
durch das inverse Ansprechen der p53-intakten Zelllinien G 139 und LNZ 308.
Inwieweit verdnderte p53-Varianten unter Bestrahlung in dem hier vorgestellten
experimentellen Modell mit einem gestoérten Zellzyklusarrest einhergehen (Kastan et
al., 1991) oder inwiefern durch TP53-Mutationen die Zellzykluskontrolle insgesamt
beeinflusst wird (Tan und Luo, 2009) war jedoch nicht Ziel der vorliegenden Arbeit.

In PTEN-mutierten G 139-Zellen konnte Rapamycin nur einen schwachen Effekt
hervorrufen. Eventuell spielt auch eine alternative Signalkaskade Uber mTOR-
Komplex 2 eine Rolle, die ebenfalls zu Proliferation und Zellwachstum fihrt und
durch Inhibition mittles Rapamycin aktiviert wirde (Gulati et al., 2009). Hinzu kommt,
dass Rapamycin durch Transaktivierung des EGF-Rezeptors zu einer Verstarkung

des ERK-Signalweges fuhren kann. Dies scheint allerdings zelltypspezifisch zu sein
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(Chaturvedi et al., 2009). Eine Hochregulation des Akt-Signalwegs durch mTOR-
Blockade wird auch durch einen autokrinen Feedback-Mechanismus vermittelt
(O'Reilly et al., 2006).

Tyrphostin AG1478 und EGF-Rezeptor:
Behandlung mit Tyrphostin AG1478 und Bestrahlung blieb hinter den Erwartungen

zurick und war am ineffektivsten in der Zellinie LN 18, die als einzige der
untersuchten Gliomlinien einen positiven Nachweis einer Tumorstammzellfraktion
erbrachte.

Die Expressionsstarke des EGF-Rezeptors scheint dariber hinaus in
Zusammenhang mit stammzellassoziierten Merkmalen und
Behandlungsresistenzmerkmalen eine prognostische Relevanz far
Glioblastompatienten zu haben (Murat et al., 2008). Vichalkovski et al. zeigten 2005,
dass eine spezifische EGF-Rezeptor abhéngige Blockade in hamatopoetischen
Vorlauferzellen zudem zu Proteinkinase C beta-vermitteltem Zellwachstum und
Antiapoptose fuhrte.

Unabhangig davon konnten Griffero et al. in einer 2009 vorgestellten Arbeit zur
Wirkung einer EGFR-Blockade an verschiedenen Gliomzelllinien hochst
unterschiedliche Resultate sehen. Fir einzelne Zelllinien war dabei eine massive
Resistenz gegenuber EGFR-Inhibition feststellbar, dies wurde von den Autoren aber
eher in Zusammenhang mit einem PTEN-Defekt gesehen, der in LN 18 nicht vorliegt.

Womoglich tragt aber auch der p53-Defekt zu den Ergebnissen bei LN 18 bei.

12.3.3 Chemoinhibitoren und Bestrahlung in den Zell  vitalitatsassays und

Western Blot Analysen

Fur LN 18 war eine durch alle Inhibitoren supprimierbare Zellvitalitat ermittelbar und
kombinierte Bestrahlung verstarkte diesen Effekt unwesentlich. Die LN 18-Kontrollen
erbrachten, unabhangig von einer Bestrahlung, die héchsten absoluten Messwerte.

LY294002 mit und ohne kombinierte Bestrahlung zeigte in LN 18 den deutlichsten
Effekt im Vergleich zu allen anderen Zelllinien. Rapamycin mit und ohne Bestrahlung
war verglichen mit LY294002 weniger effektiv und im Vergleich zu allen anderen
Zelllinien ebenfalls am ineffektivsten in LN 18-Zellen. Tyrphostin AG1478 mit und
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ohne Bestrahlung wies, analog zur Zelllinie LN 229, eine fallende

Stoffwechseltendenz auf und war vergleichbar mit der Behandlung unter Rapamycin.

LN 229 zeigte bei den Kontrollen die zweithdchste Zellvitalitat hinter LN 18. Das
Messwerteniveau fir die inhibitorisch behandelten und bestrahlten Zellen lag
durchschnittlich gering Uber dem von LNZ 308 und G 139. LY294002 wies
unabhangig von Bestrahlung den schwachsten Effekt im Vergleich zu allen anderen
Zelllinien in LN 229 auf. Rapamycin war unabhangig von Bestrahlung vom Effekt
starker als in LN 18 und schwécher als in LNZ 308 und G 139.

G 139-Gliomzellen verhielten sich im Zellvitalitatstest bei allen eingesetzten
Inhibitoren &ahnlich wie LNZ 308, lediglich die unbestrahlten wie bestrahlten
Kontrollen zeigten eine hohere Zellvitalitat als bei LNZ 308. Die Behandlung mit
Rapamycin war in G 139 und LNZ 308 unabhéngig von einer kombinierten
Bestrahlung am effektivsten, in G 139 noch deutlicher. 2004 konnte von
deGraffenried et al. gezeigt werden, dass Zellen mit konstitutiver Akt-Aktivierung
durch Rapamycin fur Behandlung mit Chemotherapeutika sensitiviert wurden. Dies

musste allerdings auf andere getestete Zelllinien besser Gbertragbar sein.

In den Western Blot Analyen spiegelte sich diese kurzfristige Beeinflussung aus den
Zellvitalitatsversuchen uneindeutig wider. Im Ubrigen waren unterschiedliche

Aktivierungen des PI3-Kinase- und MAPK-Signalwegs zu erkennen:

In LN 18 war fur alleinige Behandlung mit LY294002, Rapamycin und Tyrphostin
AG1478 ein Uberwiegen des p-MAPK-Signalkweges gegenuber p-Akt zu erkennen,
in LN 229 noch fir LY294002 und Rapamycin. Beide Zelllinien sind PTEN-intakt.
Diese Ergebnisse decken sich in Teilen mit denen aus der eigenen Arbeitsgruppe
und deuten darauf hin, dass ein intaktes PTEN-Protein womdglich Anteil hat an einer
Verschiebung des Akt-Signalweges hin zur MAP-Kinase abhangigen
Signaltransduktion (Schlegel et al., 2000). Fallende Zellvitalitatswerte, etwa fur
Tyrphostin AG1478 mit und ohne Bestrahlung, spiegelten sich fir LN 18 und LN 229
in einer schwachen Aktivierung (LN 229) und einer kurzfristigen Aktivierung (LN 18)

wider.
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Fur G 139 liegt der wesentliche Unterschied zu LN 18 in umgekehrten Verhaltnissen
des PTEN- und p53-Status und hier war ein Uberwiegen von p-Akt zu erkennen.
Alleinige Bestrahlung fuhrte bei LNZ 308 und G 139 zu einer starkeren Aktivierung
von p-Akt, wobei beide Zelllinien PTEN- mutiert sind. Wird dies mit der Literatur
verglichen, so kénnen verstarkte Banden von p-Akt auch mit einer gestérten PTEN-
Funktion in Zusammenhang stehen (Besson et al., 1999).

Ein Verbindung zwischen den Signaltransduktionswegen tber PI3K und MAP-Kinase
wurde u.a. von Kaur et al. 2006 Uber eine Rekrutierung der PI3K durch Ras-GTP
(Guanosin-Triphosphat) beschrieben und Kodaki et al. konnten 1994 zeigen, dass
der PI3-Kinase-Komplex durch Ras aktiviert werden kann. Die Wechselbeziehung
von Ras zur katalytischen pll0alpha-Einheit der PI3-Kinase konnte 2007 in einem
in-vivo-Mausmodell zu einer Ras- und PI3K-abhéangigen Tumorformation flhren
(Gupta et al.,, 2007). In entgegegesetzter Richtung scheint ebenfalls eine
Beeinflussung mdglich zu sein, denn eine Inhibition von mTOR fuhrt zu einer Uber
eine negative Feedback-Regulation erhhten ERK/MAPK-Signalverstarkung und die
kombinierte Blockade beider Signalwege zeigte ausgepragte, antitumorése
Eigenschaften (Grant, 2008).

Rapamycin fuhrte in den PTEN-mutierten Linien LNZ 308 und G 139 unabhangig von
Bestrahlung zu einer Aktivierung von p-Akt. Hier liegt bei der Behandlung mit
Rapamycin eventuell ein Effekt dber einen negativ-regulierten Feedback-
Mechanismus vor, der die PI3-Kinase vermittelte Akt-Phosphorylierung antreibt
(O'Reilly et al.,, 2006). Wie Chaturvedi et al. 2009 demonstrierten, ist eine durch
Rapamycin vermittelte Induktion des Zelliberlebens auch durch transaktivierende
Prozesse des EGF-Rezeptors mdglich, hier allerdings tberwiegend durch ERK 1/2-
Signaltransduktion (MAP-Kinase). Der MAP-Kinase-Signalweg kann wiederum utber
eine stressaktivierte, ERK-hemmende Wirkung durch c-Jun NH(2)-terminal kinase
(INK)/p38 MAP-Kinase gegensinnig reguliert werden (Junttila et al., 2008).

Die ausgeprage Zellvitalitat unter LY294002 und Tyrphostin AG1478 in LNZ 308 und
G 139, bei beiden jeweils unabhangig von einer kombinierten Bestrahlung, und die
niedrigen Zellvitalitatsmesswerte fir Rapamycin mit und ohne Bestrahlung in beiden
Zelllinien standen in umgekehrtem Verhaltnis zu den Aktivierungen in den Western

Blot Analysen.
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12.3.4 Tumorstammzellen

LN 18 Gliomzellen waren unter den getesteten Zelllinien die einzige mit Nachweis
einer Side Population.

Wie sich im experimentellen Verlauf zeigte, konnte jedoch die Non-Side Population
nicht mittel-bis langfristig kultiviert werden. Zu diskutieren ist, ob die Toxizitat von
Hoechst 33342 eine entscheidende Rolle hierfur spielte. Obgleich in einem
separaten Zellvitalitditsassay mit titrierten Konzentrationen von Hoechst 33342 ein
toxischer Effekt auf ein Mindestmald reduziert werden konnte, kdme die FACS-
Analyse im Anschluss wohl mafigeblich fir eine im Endeffekt hervorgerufene
Zellschadigung im Sinne eines additiven Effekts und damit fir den Verlust der Non-
Side Population urséchlich in Betracht. Dass Hoechst 33342 schadliche Effekte
beispielsweise auf gliale Tumorzellen bzw. Hirntumorstammzellen hat konnte u.a.
von Shen et al. 2008 an der C6-Gliomzelllinie gezeigt werden.

Als Kontrollgruppe wurde folglich die gesortete Side Population unter
Standardbedingungen gehalten und die unter N2-Medium inkubierte Side Population

hiergegen verglichen.

Die Ergebnisse des Zellvitalitdtsassays zeigten eine erhohte Radiosensitivitat bis
48h, bei 72h eine erhohte Radioresistenz. In den colony formation assays war

langfristig eine erhdhte Radiosensitivitat erkennbar.

Die Ergebnisse des colony formation assay stehen tberwiegend im Widerspruch zur
gegenwartigen Literatur, die Ergebnisse des Zellvitalitatsassays fligen sich hingegen
in die Literatur ein. Unabhangig davon aber waren bereits von Taghian et al. 1992 21
Gliomzelllinien in ihrem Verhalten auf Bestrahlung untersucht worden, wobei einige
Zelllinien eine erhdhte Radiosensitivitdt aufwiesen. In einer von MCCord et al. 2009
veroffentlichten Arbeit wurde die Radioresistenz von CD133-positiven, glialen
Tumorstammzellen in Frage gestellt. Die Autoren postulierten, dass die bisherigen
Ergebnisse zur Strahlenresistenz bei Tumorstammzellen wesentlich durch die
verwendeten Tumormodelle zu Stande kamen.

Wie Rasper et al. aus der Arbeitsgruppe Schlegel 2009 zeigen konnten (Publikation

gegenwartig im Reviewverfahren) sind in N2 kultivierte LN 18-Zellen lediglich far
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einen Zeitraum von ca. zwei bis drei Tagen mit stammzellcharakterisierenden

Eigenschaften assoziiert, danach Gberwiegt eine neuronale Merkmalsauspragung.

Die Side Population wurde unter Bedingungen einer FCS-Kultivierung gewonnen, die
weitere Kultivierung erfolgte sowohl in N2- als auch in FCS-Medium. Unter
Standardbedingungen ist durch asymmetrische Teilungsvorgange keine langfristig
stabile Stammzellanreicherung moglich. Genauso wenig allerdings unter dem
Selektionsdruck einer N2-Kultivierung, die neuronale Differenzierungsvorgange zur
Folge hatte, wie sich anhand der Neurospharenkultur und dem Nachweis von Blll-
Tubulin zeigte (Singh et al., 2003). Allerdings ist hierdurch anzunehmen, dass auch
die verminderte Proliferation differenzierterer Zellen zum Ergebnis im colony

formation assay beitragt.

Werden diese Punkte in die gefundenen Ergebnisse implementiert, so kdnnen die
Ergebnisse kurzfristiger ZeitrAume aus dem Zellvitalitatstest den noch
stammzellnahen Charakter der Gliomzellen mit erhdéhter Behandlungsresistenz
erfasst haben und die Ergebnisse im colony formation assay die Folge einer
Kombination aus eingeschréankter Proliferation und voribergehend erhohter
Behandlungssensitivitat sein.

13. Zusammenfassung

Die klinischen Erfahrungen und die Prognose von Glioblastomen sind ungeachtet
neuer Behandlungsstrategien verheerend. Unter Ausschépfung gangiger
Radiochemotherapie und operativer MalRnahmen liegen die 2-Jahres-Uberlebensrate
bei ca. 25% und das mediane Uberleben bei ca. 14 Monaten (Stupp et al., 2009 /
Lefranc et al., 2009). Dies wird einerseits auf eine veranderte intrazellulare
Signaltransduktion als andererseits auf die Existenz einer Tumorstammzellpopulation
in glialen Tumoren zurickgefihrt.

Fur Storungen der intrazellularen Signaltransduktion konnten u.a. genetische
Veranderungen wie TP53- oder PTEN-Mutationen als auch EGF-Rezeptor-
Genamplifikationen ausgemacht werden (Ohgaki und Kleihues, 2007). Der EGF-
Rezeptor/P13-Kinase/Proteinkinase B und mTOR-Signalweg als auch der MAP-
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Kinase-Signalpfad sind fir anti-apoptotische Mechanismen und damit fur die
Therapieresitenz von malignen Gliomen wesentlich verantwortlich (Huang et al.,
2009 / Faivre et al., 2006).

In Hirntumoren bzw. in glialen Tumoren konnte auRerdem eine Subpopulation von
Tumorstammzellen identifiziert werden (Qiang et al., 2009 / Singh et al., 2003), die
durch herkdmmliche Therapien schlecht erreicht werden und damit die
Rezidiventstehung und die infauste Prognose mal3geblich fordern (Murat et a., 2008).
Neue Behandlungsstrategien richten sich daher in den letzten Jahren gezielt gegen
Strukturen der intrazellularen Signaltransduktion, beispielsweise als sog. ,targeted
therapy’ durch z.B. monoklonale Antikérper (z.B. Iressa®), um proliferative und anti-
apoptotische Signalwege besser ausschalten zu kdnnen (Zwick et al., 2002).

In der vorliegenden Arbeit sollte an vier Gliomzelllinien mit unterschiedlichen
Expressionsmustern des EGF-Rezeptors, des p53- und des PTEN-Proteins sowie
der Proteinkinase B/Akt die funktionelle Regulation des PI3-Kinase/Akt/mTOR- und
des MAP-Kinase-Singaltransduktionsweges nach experimenteller Bestrahlung
untersucht werden. Ziel war es, neue Einblicke in die Mdglichkeiten der Blockade
proliferativer und anti-apoptotischer Signalwege unter Bestrahlungsbedingungen zu

bekommen, um hiertber eine Therapie optimieren zu kdnnen

Die Blockade der PI3-Kinase durch LY294002 wurde als effektivste
Angriffsmoglichkeit fir eine Radiochemotherapie identifiziert. Am deutlichsten in
Zelllinien mit verdndertem p53-Status. Der EGF-Rezeptor und mammalian Target-of-
Rapamycin sind prinzipiell ebenfalls effektive Ziele fur eine Behandlung, allerdings
lagen hier groRere Schwankungen vor und die Resultate blieben partiell hinter den

Erwartungen zurick.

Durch die PI3-Kinase wird die Bedeutung der durch sie vermittelten Signale fur die
Tumorgenese des Glioblastoms unterstrichen (Rajasekhar et al., 2003 / Holland et
al., 2000). Die PI3-Kinase/Akt-Signaltransduktion tragt zu Uberlebensmechanismen,
Tumorwachstum und der Auspragung astrozytarer Merkmale in Glioblastomen bei
(Hu et al., 2005 / Rajasekhar et al., 2003) und dariber hinaus beeinflusst der
PI3K/Akt-Signalweg das spezifische Verhalten glialer Tumorstammzellen (Bleau et

al., 2009), wie sie in der Zelllinie LN 18 identifiziert werden konnten. Die kombinierte
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Blockade der PI3-Kinase und der ,downstream’-Proteine wie etwa mTOR kdnnte
somit zu einem optimierten Therapiansprechen beitragen (Fan et al., 2006), wobei
allein die Akt-spezifische Inhibition, im Speziellen bei glialen Tumorstammzellen, eine

Behandlungsverbesserung zeigt (LoPiccolo, 2008 / Eyler et al., 2008).

Die Behandlung mit Rapamycin und damit Inhibition von mTOR erwies sich als
abhéngig von p53. Lediglich p53-mutierte Zelllinien sprachen auf Rapamycin
suffizient an, wohingegen dies fur Zelllinien mit Wildtyp-p53 nicht gezeigt werden

konnte.

Durch die Blockade des EGF-Rezeptors durch Tyrphostin AG1478 und kombinierte
Bestrahlung waren nicht erwartungsgemalfie Ergebnisse erzielt worden, da der Effekt
zu schwach ausfiel. Dies war uUberraschenderweise in LN 18 am deutlichsten, aus
der in den weiteren Experimenten als einzige Zelllinie eine Side Population
gewonnen werden konnte. Unabhagig davon war ein unterschiedliches Ansprechen
auf EGFR-Inhibition auch von anderen Arbeitsgruppen beobachtet worden (Griffero
et al., 2009).

Eine erwartete Strahlenresistenz der Side Population in LN 18 konnte nur partiell
gezeigt werden. Dies kann eventuell auf testspezifische Eigenheiten zurtickgefiihrt
werden. Wie dargestellt wurde, kommt hier einem zeitlichen Aspekt auch eine
besondere Bedeutung zu und die Zeitpunkte sowohl der Behandlung als auch der
Analyse beeinflussen das Resultat. Es konnte auch demonstriert werden, dass die
Testverfahren zur Identifikation einer Radiosensitivitit von Tumorstammzellen
optimierbar sind. Ein Ziel kénnte sein, eine verbesserte spezifischere Anreicherung
von Tumorstammzellen zu gewahrleisten. Hierdurch waren genauere
Untersuchungen kurzer Zeitraume moglich, die einen nicht unerheblichen Anteil an

den Resultaten haben.

13.1 Klinische Bedeutung und Ausblick

Im klinischen Alltag haben die diskutierten Punkte im Rahmen der sog. ,targeted
therapy’ langst Einzug gehalten. Die wichtigsten Zielstrukturen sind nach wie vor der

EGF-Rezepotor und die beiden Signalwege tber P13-Kinase/Akt/mTor/p70S6-Kinase
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und Raf/Ras/MEK/ERK/MAP-Kinase. Neben Stérungen, die Kinasen betreffen, sind
Veranderungen von Kontrollproteinen (PTEN/p53), Feedback-
Regulationsmechanismen (mTOR/Insulinrezeptor) oder Mutationen (beispielsweise

Ras) fur Signaltransduktionsprozesse von Bedeutung (Huang et al., 2009).

Die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Erkenntnisse legen die Vermutung nahe,
dass eine genaue, funktionelle und multifaktorielle Tumorcharakterisierung essentiell
sein durfte, um Uber das Verstandnis der molekularbiologischen Funktionen glialer
Tumoren einen weiteren Schritt zur addquaten Behandlung gehen zu kénnen.

Mawrin et al. konnten 2003 eine Korrelation zwischen der MAP-Kinase-Aktivitat unter
einem Uberexprimierten EGF-Rezeptor und einer schlechteren Prognose fir
Glioblastompatienten erkennen, wobei die Uberexpression alleine bereits mit einer
negativeren Prognose assoziiert ist (Bondy et al., 2008). Ebenso steht der Akt-
vermittelte Signalweg mit einer Prognosekorrelation in Verbindung (Pelloski et al.,
2006. Fur neue Behandlungsstrategien konnten sich somit kombinierte Blockaden
mehrerer Signalwege, die bei einer ,einzelnen’ Inhibition sonst alternativ aktiviert
waren, sinnvoll auf die Prognose auswirken. Kombinierte, auf multiplen Ebenen
gleichzeitig angreifende Therapien kdnnten zukinftig neue Behandlungsstrategien

er6ffnen und die bisherigen erganzen.

Desweiteren konnte die vorgestellte Arbeit einen Beitrag liefern, die Rolle der
Tumorstammzellen fir das neuroonkologische Verstandnis zu unterstitzen. Der
Wissensstand um  Tumorstammzellen  wird  bestdndig erweitert. Ein
zusammenfassender Uberblick Uber die Rolle und Evidenz der Tumorstammzellen
fur die Pathobiologie des Glioblastoms und dessen Behandlung wurde

beispielsweise von Fan et al. in 2007 publiziert.

Aufbauend auf den bisherigen Erfahrungen zur ,targeted therapy’ wéare fur zukinftige
Behandlungsstrategien ein erweitertes Konzept denkbar. Die blof3e Inhibition
relevanter Strukturen der Signaltransduktion kénnte als ein zu schlichter Eingriff in
die zellulare Maschinerie begriffen werden. Ein optimiertes Konzept wirde daher
regulative Mechanismen der intrazellularen Signaltransduktion gezielter zu

modulieren versuchen.
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